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1.RESUNEN

Psra - detersinar ia potencia antitetdnica de
inmunoglobulinas, existe un sétodo in vive introducido por
J. 1lpsen {1942), el cual determina el efecto neutralizante
de la inmunoglobulina sobre la toxina tetdnics titulada en
unidades L+/10/50 y es sensible para determinar cantidades

peqjuenas de inmunoglobulina.

Dicho efecto se observa sobre un modelc animsal,generalmente
ratones albinos a los que se inyectan,por via subcutdnea,
diferentes concentraciones de inmunoglobulina, tomdndcse en
cuents el Indice de mortalidad con signos de tetanizacidn al
quinte dia después de la inoculacidn., Posteriormente se
determina el 50% de proteccidn (DEse)! por el nmédtodo de
Spearman-Klirber (20).Por este método se obtuvo,para una
muestra de inmunoglobulina antitetdnica una potencia de
234.73 UI/m)] cun una desviacidn estindar de 15.20 y un
coeficiente de variacidn de 6.47,esta inmunoglobulina
proviene de los laboratorios Merieux de Lyon/France.

Ya que en ocasiones se requiere determinar en poco tiempo la
actividad protectors de este producto, por haber sufrido
accidentes en su conservacidén o distribucidn, se planted el
demarrvilo de un método in vitro denominado Inmunodifusidn
Radisl Simple (IDRS), mismo que fué  optimizado y
correlacionado con la técnica in vivo para verificar si los

resultados son consistentes entre ambos métodos.



Por medio de ésta técnica se obtuvo una reproducibilidad del
99X y una sensibilidad de 22 a 44 Ul/al, lo cual la hace
adecuada para el propdasito indicado, ya que es mis sensible

y reproducible que la técnica in vive de J.Ipsen.

Con base en esto, se puede establecer la prueba de IDRS como
un método alterno que permitird conocer de manera ripida y
exacta la actividad antitetdnica de las inmunoglobulinas,
corrobordndo la actividad biolédgica periddicamente,con el

método In vivo,
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11.INTRODUCCION

Todos los vertebrados incluyendo al hombre, presentan un
mecanismo de defensa llamado sistema inmune, el cual es
activade por estructuras moleculares internas o externas
denominadas antigenos , dindo lugar a una respuesta celular
y/0o humoral gque tiene como producto, entre otros, la
formacién de anticuerpos, moléculas de naturaleza protéica

elaboradas por las células plasmAticas (1,3,

Las funciones principales de los anticuerpos son las de
reconocimiento y combinacién con el antigeno especifico. En
el suero existe un grupoc de glucoprotelinas denominadas
inmunoglobulinas gque presentan una estructura molecular
caracteristica , la cual le permite a la molécula, llevar a

cabo las funciones de anticuerpo.

En 1962 Rodney Porter propuso un modelo bAgico de la
estructura molecular de las inmunoglobulinas (Pig !), en el
que se plantea que cada molecula estd formada por cuatro
cadenas polipeptidicas, dos largas o pesadas y dos cadenas
ads cortas o ligeras, unidas entre sl por puentes disulfuro

intracatenarios (8!,

Cada cadena pesada Yy ligera presenta una secuencia
asinodcida invariable denominada regidn "C" o constante, con

extremo carboxilo terminal, ademds de una regién "V" o



variable, con extremo amine terminal, en la cual la
secuencia aminodcida es distinta para cada anticuerpo

especifico (LI},

En base a su estructura primaria y secundariam, existen cinco
tipos diferentes de cadenas pesadas llamadas mu, gamsza,
delta, epsilon y alfa, mismas que determinan las cinco
clases de inmunoglobulinas: IgM, IgD, IgG, IgE e IgA y sdlo
existen dos tipos de cadenas ligeras, comunes en todas,

denominadas kappa y lambda ({.{].

Cada clase tiene caracteristicas fisicogulmicas diferentes
seglin los tipos de cadenas que presenten (Fif !/, lo cual
permite advertir que las inmunoglobulinas son de una gran
heterogeneidad molecular, adn compartiendo ciertas
determinantes en las regiones constantes. Esto explica el
porqué cada tipo de inmunoglobulina reacciona
especificamente frente a distintas situaciones,

estableciéndose as! sus propiedades bioldgicas (J,5).

A continuacién se nombran algunas propiedades bioldgicas de

las inmunoglobulinas:

La IgG y la IgM representan en conjunto de un 85% a un 90%
de la actividad total de anticuerpos en el suero. Actdan en
1a defensa del huesped contra infecciones. Pueden actuar

como anticuerpos especificos contra toxinas bacterianas y de

-4 -



otra indole (difteria, tétanos, botulismo , antrax, ete.)}

3.5,

La IgA es la inmunoglobulina principal en las secrecicnes
externas del cuerpo. Asume una importancia fundamental
respecto a la proteccidn del tubo digesative, vias
reaspiratorias , aparato genitourinario y'ojos, actda contra

la invasidn microbiana (1,5,§).

La IgD se halla principalmente en la superficie de ciertos
linfocitos B, donde funciona como receptor de antlgenos.
Esta proteina se ha identificado en el hombre, animales de

laboratorio y pollos (3,§,4].

La IgE se encuentra en concentraciones muy bajas en el suerc
humano, a pesar de lo cual reviste una gran importancia por
su intervencidn en reacciones de hiperseusibilidad de'tipo
aldrgico y anafildctico, también estd relacionada con la
respuesta inmune en wmuchas infestaciones por helmintos
{3.,8.4].

Actualmente, dentro de la medicina preventiva existen
productos biolégicos de origen humano,en particular de
sangre,plaama ¢ suero,que son utilizados en la prevencidn y
tratamiento de algunas enfermedades y que su principal
componente son las inmunoglobulinas.
s un procedimiento necesario determinar la potencia de

estos bioldgicos, con la finalidad ‘de obtener productos

-5 =



seguros y eficaces.La calidad de un producto bioldgico debe
ser disefiada,producida y conservada & un costo econbaico ¥
que gatisfags por enters al usuaric.La palabra calidad no
tiene el significado popular,de lo mejor en sentide
absoluto,sine que quiere decir mejor dentre de ciertas
condiciones,caracteristicas o requisitos previamente
eatablecidos

Con relative frecwencia también se requiere determinar la
actividad inmunogénica [ protectora de las
inmunoglobulinas, por haber sufrido accidentes en su
conservecibn o distribucidn y no conociends el tiemps ¥y
temperatura de exposicidn con exaciitud,es indispensable
determinar de manera radpids si pueden & no usarse,sin
embargo, los méiodos de prueba existentes son
comple jos, tardados y costosos,por lo gque en ecasiones no son
accesibles,originando una inversién de tiempo considerable
gque puede incluso propiciar 18 no disponibilidaed de les
productos en caso de emergencia,

Atendiendo a esto,es necesario desarrollar métodos alternos
que perpitan conocer de manera répida y exacta la sctividad
o potencia de los productos en cuestidn,razén por la cual en
el presente trabajo se planted el desarrollo de unp método in
vitro y su correlacién con el método in vivo existente para
determinar In potencia antitetdnica de las
inmunogiobulinas,

Todag las caracterlsticas generales de las inmunoglobulinas,

en conjunto, proveen a la wmolécula de upa actividad



eapecifica que le permite llevar a cabo dAeterminadas
reacciones antigeno-anticuerpo, lo cual las califica como
hemollticas, aglutinantes, oprecipitantes o fijadoras de
cosplemento (51, Por tanto, es evidente que pueden
identificarse de diferentes formas segidn sus propiedades
patticulares ,lo cual es de utilidad en el laboratorio para
cresr puntos finales de reaccidn rApidamente detectables

para estudios in vitro.

Dentro de las reacciones ant{geno-anticuerpo, 1la
precipitacidn es la base sobre la cusl se ha desarrollado la
inmunoquimica, su sensibilidad y especificidad lz hace de
gran velor para distinguir e identificar diferentes

proteinas (1.

Ex18te una grap variedad de métodos cuantitativos dentro de
los estudios inmunoldgicos donde se requiere de equipos
especiales, sin esbargo, para la determinacidn de los
componentes de las inmunoglobulinas se necesita de simples
nétodos en donde se combina la precipitacidn inmunoquimica y

1s difusidn en geles de agar (4.

Empleando soportes adecuados, en especial aquellos que
tienen como base agar disuelto en electrolitos, es posible
hacer que migren antigenos y anticuerpos de tal forma que al
encontrarse interactyen, La tédcnica de difusidn en gel

generslmente utilizada en los anAlisis de cuantificacién de



inmunoglobnlinas, es la inmunodifusidn radial simple o IDRS

1.

El término de inmunodifusidn radial es aplicado a sistemas
en los que el gel es extendido en una superficie, donde se
lieva a cabo la difusidn en forma radial comenzando de un
pozo circular. La inmunodifusidén fué utilizada aparentemente
por primera vez por Petrie (1932) en sus estudios sobre el
crecimientn de colonias bacterianas en un medio gelificado
que contenla un  antisuero ecspecifico. El  observd que
alrededor Je algunos cultives se encontraban uno o mas

anillos e precipitacién de diferentes calibres (lf}.

Ouchterlony (1949) fuéd el primerc gque wutilizé a la
jomunocdifusidn radial sinple para propdsitos
semicuant itativos, esto fué durante los estudios que llevd a
cabo para determinar la habilidad de produccidn de

diferentes toxinas por Corynebactcrium diphtheriae. Se basd
principalmente en la relacidn existente entre ¢l ancho del
precipitado y la cantidad de antlgeno producido por el
cultive ¥y 1la relacidn inversa entre el tamafio del

precipitade ¥ la concentracidn del antisuero empleado (1110,

Desnfortunadamente estos estudics no se continuaron y fué en
1957 cuando Finber, Hayward, Augustin y Crowle, describieron
unn modificacidn semicuantitativa del método de IDRS,

determinando principalmente puntos finales, llevando a cabo



una serie de diluciones de una solucidn antigénica ¥
probdndolasg en placas con el anticuero. Denominaron puntos
finales a aquellas diluciones més grandes donde fuéd posible
adn visualizar un anillo de precipitado alrededor del pozo

(161,

En 1965 Mancini, Carbonara y Heremans introdujeron una
técnica nueva utilizando la IDES para determinar la cantidad
exacta existente de les antigenus. Fundamentalmente
basdndose en la simple técnica de difusidn lineal de Oudin e
incorporando anticuerpos especificos en una placa de agar, y
apoydndase en el principio de que existe una relacién
cuantitativa entre la cantiduad de antigenc y el anillo de
precipitacidn resultonte. Concluyeron que el Area
circunscrita por el anillo de precipitacidn, es proporcional

a la concentracidn del antigeno (1.

En base a estos resultados, Mancini elabord una curva patrén
con estdndares de antlgenos conocidos, para asi determinar
la concentracidn de antlgcenos a cualquier didmetre del poczo,
encontrando que la sensibilidad del método fud del orden de
1-3 mg/ml de antigeno.fara esto, las autores tomaron en
cuenta varios aspectos que consideraron sumamente
importnntes para establecer el métode, entre los que se
encontraban las relaciones cuantitativas fundamentales, la

reproducibilidad del método y la sensibilidad del mismo {I0).



1) Las rrlaciones cuantitativas fundamentales, bAsicamente

fueron las siguientes:

a) Crecimjento de 1los precipitados en funcidn del
tiempo. Determinaron que existe una relacidn directa entre
el tiempo requerido para llegar al tamafio final del

precipitado y la correspondiente concentracidn del antigeno.

b) Relacidn entre la concentracidn del antigeno y el
tamsfio final de los precipitados .Encontraron una relacidn
lineal entre 1la concentracién del antigeno y el Area del

precipitado al final de la difusién.

c) Relacién entre la concentracién del antisuero, el
tamafio del pozo y el tamafio. final del precipitado
.Demostrando que ambos pardmetros son totalmente

independientes del didmetro del pozo. '

2) La reproducibilidad dcl método la obtuvieron de 1la

siguiente forma:

a) Variaron las placas utilizadas y 1las posiciones de
las soluciones dentro de cada pozo., Los resultados indicaron
una variacidn perceptible entre una placa y otra, debida a
los diferentes espescres de las placas y una insignificante
variacién en cuanto a 1la posicidén del antigeno en los

diferentes pozos.

- 10 -



b) Variaron el voldmen de las soluciones del anticuerpo
manteniendo constante el antigeno. En base a esto, llegaron
a las siguientes conclusiones: Para voldmenes grandes de las
soluciones se producen Areas grandes de precipitado con

idénticas cantidades de antigeno.

¢) Observaron la influencia de camsbios de temperatura
en las Areas finales de los precipitados, determinandc una
variacidn casi indistinguible del tamafio del precipitado a

diferentes temperaturas.

3) Sensibilidad del aétode. En cuanto s este punto, Mancini
y col.{1965) determinaron los limites de la sensibilidad en
el momento en gque el disco de precipitacidn se observa
débilmente, por 1o gque no es leible de manera confiable y
cuando el tasafic del sismo no llega mds alld del borde del
pozo. Por otro lado, concluyeron que 1la densidad del
precipitado dependia de la concentracién del anticuerpo

incorporado en el gel y de la naturaleza del antigeno {10).

En el presente trabajo se determind si la técnica de IDRS es
dtil como prueba in vitro para conocer la potencia
antitetidnica de inmunoglobulinas y se establecid 1la
correlacidn entre &sta y la prueba in vivo ya establecida

para dicho fin.

- 11 -



Actunlmente,se reconocen dos categorias de inmunoglobulina

h y 1la i globulina humana normsl, preparada con una

sezcla de plasmas humanos de un ntmeroc grande de donadores
selectos, v la inmunoglobulina humana especlfica para un
anticuerpo en particular, que es una preparacidn de una
mezcla de plasaas husanos obtenidos de pacientes
convalecientes, de donadores inmunizados o de plasmas ricos
en anticuerpos especificos.

La eficacia de la inmunoglcbulina normal depende de la
presencia de una cantidad adecuada de anticuerpos contra

saraspidn, tetanos, difteris y poliomielitis (ILI13,N).

En esta investigacién se trabajd con un tipo de
inmunoglobulina especlfica: 1la antitetdnica,; que es una
solucién estéril de globulinas, derivada del plasma
sanguineo de hosbres adultos que han sido inmunizados con

toxoide tetdnico.

Para conocer la potencia antitetdnica, misma que indicarai
los niveles de anticuerpos neutralizantes presentes, se
cuents con pruebas de neutralizacién antigeno-anticuerpo,
las que se llevan & caboc in vivo, siendo el sistema
indicador de dicha neutralizacién un modelo animal. La
capacidad de la inmunoglobulina antitetdnica para
neutralizar al antlgeno (toxina tetdnica) se evalda por los
Indices de mortalidad de acuerdo s msétodos experimentales

que permiten el andlisis estadistico de los resultados (if].

- 12 -



'El agente etjoldgico del tétanos es el Clostridium tetapi,

el cual elabora una exotoxina muy activa compuesta por dos
fracciones, la tetanospasmina, la cual afecta las células
del tejido nervioso provocando la contraccidén espasmédica de
los midsculos y la tetanslisina que produce lisis en les

eritrocitos (If).

Se conoce que 5 x lg ml de 1la toxina tetdnica obtenida del
filtrado del caldo de cultive de Clostridium tetani, es
caphz de matar al ratdén albino con un peso equivalente a los
208, mientras gue la toxina seca, obtenida por precipitacién
con sulfato de amonio, es mortal para el ratdn a la dosis de

5 x 1078 (4.

En los animales de experimentacidn, el tédtanos se manifiesta
con contracciones convulsivas de los miscules del clerpo
donde se introduce el agente etioldgico, despuds aparece la
contraccidn ténica de los mdscules maseteros y simicos,.
posteriormente el proceso involucra los mfisculos del dorso y
miembros describiendo el cuerpo un arco, para llegar por
dltimo a la muerte a consecuencia de asfixia y afeccidn de

los centros vitales (l§].
Existen distintos métodos para titular o dosificar pequefias
cantidades de inmunoglobulina antitetdnica y todos ellos son

sodificaciones de los siguientes:

- 13 -



Método de Fejerabend (1930). Segdn este mdtodo se pueden
titular las cantidades de 0,2, 0,067, 0.02, 0.0087 y 0.002
Ul de inmunoglobulina, usando cinco diferentes dosis de
prueba de la toxina. Estas deben estar preparadas de modo
que al mezclarse con 1/5, 1/15, 17560, 1/150 y 1/500 de UI |

causen tetanizacién local en cuyos (l§].

Knerr y Hottle (1934) indicaron una técnica en la cual se
miden valores de antitoxina de 0.0002 a 0.02 UI, usando una
dosis de toxina equivalente a 1/125 de la dosis que mezclada

con 1 Ul de antitoxina mate a un cuyo al cuarto dla.

Istrati (1938) desarrolld un método de graduacidn subcutidnea
en ratones. En éste se miden 0.0025 UI de antitoxina minima ;

y se utiliza como dosis de prueba de toxina, aquella que

mezclada con 0.001 Ul mate al quinto dla a la mitad de

ratones (L+/1000) [1¥),

En 1942 J.Ipsen introdujo el método que actualmente es
uillizado. El propésito fundamental de este método es el de
deterainar el efecto neutralizante de un suero. pro@lell__‘””y
sobre una toxina conocida, en una serie de diluciones
inyectadas por via subcutAnea a ratones entre los 16y 18. gz cowass
de peso. El factor miAs importante de esta prueba “es el

Indice de mortalidad, con signos de tetanizacidn, ocurrido

al quinto di{a despuds de la inoculacidn. Para esta prueba se



utiliza como dosis de toxina, aguella cantidad sinima que
pezclada con 0.1 Ul de inmunoglobulina e inyectada a
ratones, produce su muerte al quinto dia despuds de 1la
inoculacidén con mintomas de tetanizacidn, a egta dosis se le
denomina L+/10/50 (4}, Este amétode fud wutilizado en el
presente trabejo para evaluar la potencia antitetdnica de

insunoglobulinas especificas.

-~ 15 -



OBJETIVOS

- Implementar una prueba de inmunodifusidn radial sisple,

como método in witro para establecer 1la potencia

antitetdnica de inmunoglobulinas.

- Establecer una correlacibn  entre la  prueba
insunodifusidn radlal simple y la prueba in wvivo
establecida, para determinar la potencia antitetdnica

{nmuncglebul inas.

~ Reducir el tiempo de anAdlisis en la determinacidn
potencia antitetdnica de inmunoglobulinas y detersinar

confiabilidad del sisteama,

- 16‘7
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JIY.MATERIAL Y METODOS

1. METODO IN VIVO
Se determind la potencia de la inmunoglobulina antijteténics
lote £0383 10 veces en_ experimentos jindependientes de

scuerdo al método que se_describe a_continuacidn:

1.1 Material.

~ Insunoglobulina hiperinmune antitetdnica lote B3383
Institut Merieux Lyon /France

~.Toxina tetdnica estéril titulada en L+/10/50.

- Estandar Nacional de Antitoxins tetAnics com 25 UI/fco.
(5U1/nl),

- Agua peptonads al X estéril,

- Solucidn sslina al 0.85% estéril.

- Tubos de 15 am x 110 ma.

- Gradiila para tubos de 15 am x 110 mm.

- Pipetas serolégicas estériles de 1.0 ml, 2.0 ml, 5.0 nl,y
10 ml.

- Papel parafilm.

Jeringas de 3 ml con agujas calibre 27 x 13 nm de long.

- Balanza para roedores.
- Jaulas para ratén.
- Ratones hembras de 16 a 18 g de peso,cepa NIH&cepn

utilizada en pruebas inmunoldgicas)

- 19 ~



1.2 Titulacién de toxina tethnica en Lesiu/50.

Para la determinacién de la potenciu antitetdnica de las
insunoglobulinas, se tiene establecido un método in vivo
basado en procedizsientos Farmacopeicos (i1,18]. Para esto es
necesario contar con una toxina tetdnica titulada en dosis
L+/10/50. La dosis L+/10/50 es la minima cantidad de toxinas
que mezclada con 0.1 Ul de antitoxina e inyectads & cuyos o
ratones, produce su suerte al quinto dia después de la

inoculacidn con sintomas de tetanizacidm (1.

3P are n estandar.

Del estandar naciona] de antitoxina tetAnica con 50 UI/ml,
4e hace una dilucidn 1:5 con solucidn salina al 0.9%
estéril, para obtener 1 Ul de antitoxina/ml, poateriormente
se hacen diluciones de la toxina de prueba con fhctor
constante de dilucién, wutilizando agua peptonada para
obtener unsa graduacién de mezclas que permitan obtener la
curva dosis-respuesta. Se coloca en la gradilla una serie de
8§ tubos de 15mm x 110mm, ne agrega 1.2ml de diluyente por
tubo, enseguida se transfiere 0.821 de la solucidn de
antitoxina diluida y por dltimo 2ul de las diluciones de

toxina preparadas previamente,

- 20 -



Con objeto de encontrar la L+/10/50, para cada prueba se
elabora un protocolo de trabajo (tigars ) y éste se ajusta de

scuerdc a los resultados obtenidos en cada experimento (/).

Logs tubos se incuban a temperatura ambiente y en la
obscuridad durante 1 hora, lapso en que se lleva a cabo la
neutralizacién., Transcurrido el tiespo, se inyectan §
animales por cada dilucidn preparads, via subcutdnea, se
observan durante cinco dias y se registran los resultados en
un formato especifico pars esto, se determina la dosis
L+/10/50 por el método de Spearman - Kiérber (!1}.en donde

se utiliza la siguiente férmula:

Log 10 de la dilucidn final = - { Xo - d +d X r )

Xo = log 10 del reciproco de la dilucidn sinima con la que

todos los snimales mueren.

d » jog 10 del factor de diluciédn.

Ndgero de ratones amuertns,

.
n

n = Némero de ratones por dilucidn.
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1.4__Det nacid e 1a otencia antitetdnica d 1

I) hupsna hi npunie_antitetdnjcs. .

Con la toxins tetdnica titulada en L4/10/50, se preparan
diluciones pars obtener 4 unidades L+/10/50/ml,concentracidn
ya establecida para titular la insunoglobulina antitetdnics,
utilizando como diluyente agus peptonada ‘al 1%, El patrdn de
insunoglobulina antitetdnice se diluye con solucidn salina
para obtener 1 Ul/ml. (Figrs' i} (1),

Se lleve a cabo una serie de cinco mezclas de volumenes
constantes de toxina tetdnica y volumenes variables del
patrén de insunoglobulina. El1 volumen de cada tubc se asjusta

a 4ml con sguas peptonada.

Todos los tubog se incuban a temperatura ambiente en la
obscuridad durante 1 hora. De cada dilucidn se inocula 0.5ml
por vla subcutidnea a grupos de 6 ratones y se obberva
durante cinco dlas., Se registran las muertes con signos de
tatanigacidn que se presenten en cada jaula, dlariamente y a

la misna hora (If],
Se determina el 50X de proteccidn (DEsp) por el método de
Spearman ~ KArber o por un método equivalente, tomindose en

cuents el indice de sobrevivencia por dosis,

Se calculan las UI de antitoxina tetdAnica por mililitro de

suestra de acuerdo s la siguiente férmula:
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DEso P

UI ANTITOXINA = x FD

TETANICA DEso M

en donde:

DEso P = dosis efectiva de ls preparacién del patrén de
antitoxina, que protege al 50 X de los animales.
DEso M = dosis efectiva de la preparacién de la muestra o

problema gue protege al 50 X de los aninales.

FD = factor de dilucidn de 1la nuestra o problema de
in-unog’obuun-

2.METODO IN VITRO (Prueba optimizada de IDRS)

] ien,la pote 1 unoglobul i antitetdpnica
Jote B03IB3 fué determinada 16 veces en 6 experimentos
jndepe. es,por. método de IDRS mplementade
optimizgado para este fin,mismo que a continuacidn se
describe:

2:1 Haterial.
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- Estandar nacional de antitoxine tetdnica r~on 50 UI/ml

Insunoglobulina humanas hiperinmsune antitetdnica-Toxina
tetdnica estéril (184 L+/10/50)

- Agar al 2% en amortiguador Tris-barbital (pH = 8.6-9.00)
= Probetas de 100 ml

= Matraces de 250 ml

=~ Placas para IDRS

- Mechero

- Bafio Maria.

- Pipetas serolégicas estériles de 10 m}

- Superficie perfectasente horizontal

= QOradadores de 2 am y 5 nn

= Equipo pars vaclo (8ifdn)

- Plantilla pars oradaciones de las placas

- Microjeringas de 5 ul y 10 ul

- Reglilla para IDRS

- Lector para placas de insunodifusidn.

- Papel semilogaritmico de dos ciclos.

4.2 Preparacidn de las placas,

- Preparar 50 al de agar tipo VIl al 2X en amortiguador de
Tris-barbital PH = 8.6 - 9.0

- Hentener ls agarosa a 45-48°C en bafic Maria

- Afladir 50 ml de toxina tetéinica estéril - Mesclar
perfectamente

= Agregar a cada una de las placas 3.0 ¢ 0.1ml de la mezcla
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torina - agar
- Dajar solidificar a tempersturs asbiente en uns superficie
completasente horizontal durante 60 amin.

- Refrigerar durante 80 sin.

= Hacer por cuadrante cuatro oradaciones de 3 mam de
didaetro. Conservar las placas dentro de una bolsa de

plAstico a una temperatura de 2-8°C.

2.3 Método de ipmunodifusidn redisl) gpimple (IDRS)

- Depositar en cada uno ds los posos de las placas § pl de
cada uns de las concentraciones del esténdar de antitoxina
tetdnica y las diferentes concentraciones de immunoglobu-
lina probleas (fig. Sord.

= Incubar a 35°C durante 18 hrs.

= Tefiir las placas de scuerdo sl método descrite en 2.4 .

= Llevar a cabo ls medicidn de los halos.

2.4 Optimigacidn del sétodo de IDRS.

Para establecer el sdédtodo descrito fue necsssrio la
optimizacién de d4ste variando los siguientes pardmetros:
Tamafio del poso, concentracién de anticuerpo, temperatura de

incubacidn, concentracidn de antigeno y técnica de tincidn.
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2.4.1 Tamafio del pozo: Se probaron dos oradadorea, uno de
Smm cuyo volumen fue de 10 ul y otro de 2nm con 5 ul de

volumen,

2.4.2 Concentracidn de inmuneglobulina humana hiperinsune
antiteténjca. Para determinar la concentracidén optima de

inmsunoglobuline y poder conocer la sensibilidad del método,
se elaboraron diluciones sl doble del anticuerpo, de 1:2
hesta 1:128, con solucidn salina al 0.9%, manteniendo fija

la concentracidén de antigeno.

23 » ALUrs incubscidn. Se probaron 2 temperaturss

de incubacidn para las placas: 25 y 37°C.

2.4.4 ___ Concentracidn de toxina. Para determinar la

concentracidn dptima de toxina, se trabajaron las mezclas

siguientes de toxina ~ agar: !

- 25 ml de agar ¢+ Z5 ml de toxina.
- 25 ml de agar + 12 =l de toxina.

- 25 ml de agar ¢ 6 ml de toxina.

2.5 Técnica de tincidén: La técnica de contraste utilizada
fué 1la de tincidn de proteinas con Negro -~ Asido

{18}, modificada en base a los resultados obtenidos vy se

describe & continuacidn:
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Las places se lavan en cajas de petri con solucidn salins
por 2 o 3 dlas, con varios cambios del fluldo. Enseguida se
sumerjen por 1 dla en agua destilada para remover la =al.

Después se secan a 37°C. Posteriormente se les agrega por
30min, una solucidn que contenga 4,18 de acetato de scodio,

30ml de Acido acético y 1g de Amido Black, por litro.

El color negruzco se renueve por tres bafios de una solucidn

con 50ml de Acido acético y 5ml de glicerina por litro.

La técnica original () se modificd en base a los resultados
obtenidos previamente.En ésta fué necesario variar factores
tales como el tiempo de lavado con solucidn salina y con
agua destilada, esl comc el tiempo con el colorante.
Finalmente fud necesario remover el color negruzco con bafios

de Acido acdtico - glicerina

3 .CORRELACION

Con los resultados de potencia de la inmunoglobulina por

ambos métodos, me llevd a cabo el anAlisis de correlaciédn,
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tnmandn sn cuenta por un lado ta concentracién de
inmunoglobulina en UI/ml y por otro el didmsetro de las

anillos en mm. La fdrmula a utilizar es la siguiente:

ZXiYi - n X Y

(ZXi? - Xi?)(2Yi? - vil)

Donde :
r 2 Coeficiente de correlacidn

X = Concentracién de inmunoglobulina

Y = Didmetro del anillo de precipitacién
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1Y.RESULTADOS.

- Método In Vivo.

Para titular la toxinas tetdnica en unidades L+/10/50 se
tiene como base que todo antisuero debe reconocer a su
antigeno precursor,sin si wse encuentra en pegueiias
cantjidades.existiendo un rango en el cual ya no es posible

esa identificacidn dependiende de la sensibilidad del mismo.

Para dJdeterminar el titulo de la toxina,se  hicieron
diferentes diluciones de &sta manteniendo constante la
cantidad del antisuero,lc que permitié determipaf la
actividad de 1la toxina tetdnica,expresada en unidades

L+/10/50.

Para é&sto fué necesario llevar a cabo las pruebas
preliminares que permitieron establecer los ~xperimentos

nimero 1 y 2 (fig. 6 v 7).
Como puede observarse, para cada prueba existen factores que
son sumamente importantes para llevar a cabo los cdlcules ¥

as] establecer el titulo de la toxina ,dichos factores
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son.el nhsero de ratones por dilucién denoainado %,el ndmero
de ratones ouertos por dilucidn denominado R,1a relacidn
nimero de ratones utilizados entre el ndmero de ratones
suerfos por dilucién R/N ¥ el logaritmo  de la
dilucién,aismcs que son utilizados en ta fédroula de
Spearsan-XArber, ya aencionada en la aetodologla, para

calcular la potencia de la toxina.

En el casc de loa experimentos 1 y 2 (fig 6 ¥ 7) mo fué
posible utilizar dicha férmsula ya gque es nescesario que
existan porcentajes de 30 a 100 % de mortalidad,de 90 a 100
% de sobrevivencia y porcentajes de mortalidad-sobrevivencia
intersedios,pero en base a estos resultados,se estahlecieron

las diluciones de los experimentos poateriocres.

Sustituyendo en ls férmula los resultados del experimento 3
la toxins trabajads presentd 187.98 unidades L+/10/50,para
confirmar &sto se efectud el experimento 4 exdctamente
1guai ,obteniendose 180.36 1.+/10/50.Por lo tanto ae
~stablecié que la toxina contenla 184.16 unidades

L4/10/50 (F1g.8 y 9 )
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Una vez titulada la toxina tetdnica se llevaron 2 cabo las
pruebas para determinar la potencia de la inmunoglobulina
problema(Fig.10 a 1a 19) la cusl fué en promedio de 234.73

Ul/m} de scuerdo sl sismc sétodo de Spearsen-Kbrber.{Fig.20)

Pera ello fué necesario seleccionar concentraciones de
inmsunoglobulina sdecuadas en base a pruebas preliminares,

para asl poder determinar la potencia de la inmunoglobulina.

En lom experimentos 1 al 10 (fig.i11 a la 20} puede
obaservarse que existen variaciones debidas,probablementé a

factores bioldgicos ,encontrandose resultados
incongruentes,come fué en los experimentos 2,6,8 y 9, que
con esquemas de trabajo exdctasente iguales, en un caso se
obtuve 100X de mortalidad, ¥y en dos <casos 100X de
sobrevivencia,y en otro caso 6,6% de asobrevivencia.Sin
esbargo,podemos observar en la fig.2) que en los demis
experimentos ae obtuvieron resultados aceptables, con los
que se calculd la potencia de la inmunodglobulina ,siendo de

234.73 UI/ml,con una variacién de £.47 y unm desviacién

- 34 -



esitdngar de +/- 15.20 lo cual es aceptable dentro del

control de productos bioldgicos.(23 )

-Método In Vitro ,

Como se menciond en la wmetodologla, se procedié a 1s
optimizacidn de la técnica nombrada por Mancini {11),tomando
en cuenta varios factores que son importantes y se llegd a

los siguientes resultados: las placas con oradaciones de <(mam
de didmetro ¥y un volumen de 5pl de
insunoglobul ina,presentaron mejores resultados al formarse
halos de precipitacidn perfectamente concentricos y sobre
todo bien definidos dentro de la placa de agar.Sin embargo,
las placas con oradaciones de Smm y un volumen de 10pl
presentaron halos ovalados y sn algunos casos fud tan grande
la difusidn que impidid medir el halo de

precipitacidn.i{Fig.22)

En relacidn a las temperaturas probadas (25°C y 37°C ),se
presentd una ligera diferencia en cuanto a la definicidn de

los halos de precipitacidn,observandose halos aejor



definidos a 25°C, sin embargo a asbas temperaturas se

formaron halos concéntricos y dnicos.(Fig.23)

Cuando se probaron las diferentes aezclas de toxina-agar se
enraontrd que la mezcla dptima fué de 50X de agar y 50% de
toxina,cbteniendose asl halos bien definidos, concdntricos ¥y

dnicos lo que permitid hacer lecturss coafiables.(Fig.24)

Para wmejorar adn el contraste de los precipitados,se
procedid a tratar las placas con la técnica para tincidn de
proteinas con Negro Amido {il}, misma que (fué necesario

optimizar de acuerde a lo siguiente:

a) Tiempo con el colorante, En este casc se disminuyédé el
tieaps tedrico de 30 minutos a 10 ainutes para evitar asi el
color negruzco intenso de las placas, que obligaba a tener

que decolorar exhaustivamente.

b} Tiempo de lavado con solucién salina.Cuando los lavados
se hicieron cada hora durante 3 horas,los halos no se
definieron y contrastaron,sin embargo cuando se hicieron 3
veces en 24 horas o en 48 horas,los halos se definieron y

contrastaron.

- 36 -



De acuerdo a estus resultados, podemos decir que el tiempo
4ptimo de lavado con solucidn salina es de 24 a 48 horas con

tres cambios del fluldo.

c) Tiempo de lavado con agus destilada.En este caso,cuando
los lavados me hicieron durante una hora se obtuvieron halos
no bien definidos,sin embargeo cuando se hicieron durante 2
herng m { dia,se obtuvieron halos definidos y contrastados.

El tiempo de lavade con agua destilada es jimportante para
resover el exceso de sales en las placas, 8i no es el

adecuado no se definen perfectamente los halos.

De acuerdo con los resultados, el tiempo de lavado dptimo
con agua destilada fut de 2 & 24 horas, con tres cembios del

fluido,

Concentracidn minima y mdxims de inmunoglobulina detectable
por 1IDRS:

Con ayuda de los resultados anteriores se determind cual era
la concentracidén sinima y nmdxima de inmunoglobulina
detectable con el método optimizado de I1DRS.Para poder

determinar esto y 1s correlacién entre el método de IDRS y
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el wmétodo in vive, se prepararon curvas ?ltrbn con la
insunoglobulina problema cuya potencia fué determinads por
el método in vivo, asl tasbién fué necesario preparar una
curva patrén con la inmunoglobulina estdndar que sirvid de

referencia.

Las concentraciones, tanto de la inmunoglobulina problema
como del estidndar, Optimas para el propdsito del estudio se

presentan en las figuras 25 y 26.

Como puede observarse en loa resultados de estas dos
curvas,los halos de precipitacién son wsenores a 1los
obtenidos en los experimentos realizados para optimizar la
técnica,lo cual se debid a que para é&stas y para estudios
posteriores,se utilizd una toxina tetdnica distinta al lote
original,por haber sufride inactivacién debido £ un
accidente de refrigeracidn,sin embargo,al {igual que 1la
anterfor,se tituld primeramente con la técnica IN VIVO. Se
utilizaron 1las concentraciones descritas para llevar a cabo
los experimentos 1 al 6 .(Fig.27 a 1la 32} con 1la
inmunoglobulina psoblema bajo lam mismas condiciones de
prueba ,obteniéndose como puede observarse en la fig.33 una

gran reproducibilidad en los resultados.
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En condiciones exdctamente iguales ae efectuaron los
experisentos 1 al 4 con la insunoglobulina estdndar,los

resultados pueden observarse en las Fig.34 a la 37.

En la fig.36 se observa el comportamiento del estdndar el

cual es semejante sl del problema.

ANALISTS ESTADISTICO DE RESULTADOS Y CORRELACION

Pars llevar a cabo la correlacién se tomaron en cuenta,come
7a Be habla mencionado 1a concentracidn de la
inmunoglobulina determinada por el wsitodo de J. Ipsen y el
didmetro de los enillos de precipitacidn obtenidos por el

sétodo de IDRS.

En la wmuestra de inmunoglobulina problema,con 1la Y
experimental y la Y calculada se obtuvo una correlacidn de
0.9 y la curva que la describe es Y= 2,928 exp (0.002
X).(Tabla I}

Con la insunoglobulina estdndar se obtuvo un coeficiente de
correlacidén de 0.837 con un comportamiento aimilar al de la
insunoglobulina problema con la siguiente ecuacién que 1la

describe Y22.972 exp. (0.002 X).(Tabla II)
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Al comparar lasz dos curvas podemos observar que la actividad
de la inmuncglobulina problema es ligeramente maycr a la del
estdndar,en base a la distancia que las separa,confirmandose
la validéz de esta curva dbsis respuesta y la precisidn del

ensayo.
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TOXINN 00N 184 Le/18/58

»CIon

111 334,73 VM 5.3 4.9 -
12 112,36 Vil 6.8 - -

9,34 VI 4.5 - --

1116 14,67 VI/NL - R -
192 2,33 wI/mL - Cn - -
1154 266 i/

1120 1.03 vi/ml - - ' -

ASPICTO IE LOS HALOS.

PEZCLA L. 29l de agar ¢ 23n] de taxina.MALOS BEFININOS, CONCINTRIOONS ,UNICOS.

MEZCLA 2. tinl de l!ll.f'“d?é&d“[mmm PEFINIDOS ,LIGEMADNIE

RE2CLA 3. 2%a] de ssar + & ) G0 Coxina, NALOS TOTALNENIE DIFUSOS.

CON0 PUEDE OBSEAVARSE La MEICLA OPTIMA PARA La PRUEES €5 DE %2 5 DE aGAR +90 X
DE T0XIKA PAMA ORTENER HALOS BIEN DEFINIDOS,CONCENTRICOS v UNICOS.TENIENDOSE ASI
LECTUMAS CONFLADLES.
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Concentracidn Volusen de Velumen de Dikmetro del

(F.D.=1.8) In sol .salina hale

1.,- 234,73 Ul/ml... 0.1ml ...,,  ==—-eo- ceres 4.5 mm
2.- 130.40 Ul/el... 0.1ml .,.... 0,08 m! ..... 4.0 am
3.- 72,44 VUI/wl... O0.1ml ..., 0.224 wl.oiev 3.5 ma
4.- 40,24 UI/ml.. 0.1lml ..... 0.483 ml...,. 3.0 @m
§,- 22.36 Ul/al... O.1ml ..... 0.949 al,.vey m-=----

tigura 4 Curva de inmunoglobulina problema.

CURVA DE INMUNOGLOBULINA PROSLEMA

4.00

3.00

2.00:

DIAMLDE LOS HALOS(mm)

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00
CONCENT.INMUNOGLOBULINA(UI/m1)
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Concentracidn Volumen de Volumen de Didmetro del

(F.D.=1.8) 18 Sol.salina halo

t.- 350.00 UI/ml....0.1 ml,..,... ====== ,.,,..5.0 Bm
2.~ 194.44 Ul/ml.,...0,1 m1,¢....,.0.080 @1 ..'.s.. 4.0 mm
3.- 108.02 UI/ml....0.1 m}.......0.224 m1 ......3.5 nm
4.- 60.01 UI/ml....0.1 ml..¢v.s 0,483 @1 +1':'.3.0 B
5,- 33.34 UI/ml....0.1 ml.......0.949 ml ..., . =======
6.~ 18.52 UI/ml....0.1 @al.... . 1.788 @]l ..i0essmmmmmmm

Figurs 1¥.Curva de inmunoglobulina estandar.

CURVA DE INMUNOGLOBULINA ESTANDAR

8.00:
4.00
g 3.00
<
*
g
5 2.00
1.00
0.00 +—-%
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00

CONCENT.INMUNOGLOBULINA(UI/mi)
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ANALIGIS ESTADIGSTICO DK RESULTADOS

¥ CORRELACION.




ABLA 1
Y EXPERIMENTAL-CALCULADA
PROBLEMA

CONCENT . U1/m} Y EXPERIMENTAL ¥ CALCULADA

234.73 4.50 4.66
234,10 4.50 4.66
234,73 4.50 4.66
234,73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.72 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
234.73 4.50 4.66
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4,00 .78
130.40 4.00 3,79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3,79
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.179
130.40 4.00 3.79
130.40 4.00 3.79
72.44 3.50 3.38
f 72.44 3.50 3.38
3 72.44 3.50 3.38
: 72.44 3.50 3.38
‘ 72.44 3.50 3,38
72.44 3.50 3.38
72.44 3.50 3.38
12.44 3.50 3.38
72.44 3.50 3,38

- 72 -



72.44
77 44
72.44
72.00
72.44
72.44
72.44
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
40.24
4C.24

TABLA 1

3.50
3.50
3.50
3.50
3,50
3.50
3.50
3,00
3.00
3,00
3.00
3.00
3.00
3,00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00

¥=2.928 exp{0.002 x)

3.38
3.38
3.38
3.38
3.38
3.38
3.38
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17
3.17

COEFICIENTE DE CORRELACION

r2=0.906

=73 -



DIAMT DE LOS HALOS(wm)

CORRELACION DIAMETRO-CONCENTRACION
GRAFICA S(PROBLEMA)

§0.00 80.00 100.00 130.00 140.00 180.00 150.00 200.00 220.00 240.00
CONCENT.INMUNOSLOBULINA(UI/mi)



TABLA I1I
Y KXPERIMENTAL-CALCULADA
ESTANDAR

CONCENT. (UI/al) Y EXPERIMENTAL Y CALCULADA

255.88 5.00 5.10
255.88 5.00 5.10
255,88 §.00 5.10
255.88 5.00 5.10
142.15 4.00 4.01
142.15 4.00 4.01
142.15 4,00 4.01
142.15 4.00 4.01
142.18 4.00 4.01
78.97 3.50 3.51
78.97 3.50 3.51
78.97 3.50 3.51
78.97 3.50 3.51
78.97 3.50 3.51
43.87 32.00 J.28
43.87 3.00 3.26
43.87 3.00 3.26
43.87 3.00 3.26
43.87 3.00 3.26

Y = 3.540 exp({0.860 x)

COEFICIENTE DE CORRELACION
r2 = 0,896
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DIAMET.DE LO8 HALOS(mm)

4.00

43017

4.0

4.00

3.0

3.20

2.60¢
0.00

CORRELACION DIAMETRO-CONCENTRACION

GRAFICA 4 (ESTANDAR)

100.00 180.00 200.00
CONCENT.INMUNOSLOBULINA(UL/mi)



V.DpISCUSION
METODO IN VIVO

De acuerdo al método descritc por J. Ipsen, es necesario
antes que nada tener titulada la toxina utilizada en
unidades L+/10/50. Para titular la toxins trabajada, fud
necesario llevar a cabo una serie de pruebas, ya que para
poder asplicar el método estadlstico de Spearman-KBrber (10],
¢8 necesario que dentro ;e les resultados de una prueba
exista de 90 a 100X de mortalidad, de 90 a 100% de
sobrevivencia y porcentajes de wmortalidad-sobrevivencia
intermedios entre las diferentes concentraciones, por lo
tanto, al no obtener porcentajes de mortalidad-
aobrevivencia intermedios era imposible aplicar el mdtodo,
pero adn asi, fueron de dgran interés, ya que indicabap que
el tltulo de la toxina se encontraba entre las diluciones
1:37.5 y 1:51.65, ademds de servir como base para plantear
los sigulentes experimentos , que indicaron que la toxina

contenia 184.16 unidades L+/10/50.

J. Ipsen en 1942 plantea que este tipo de métodos se ven
limitados por diversos factores, entre los cuales el
principal es la sensibilidad de los animales de prueba.Los
resultados experimentales confirmaron lo anterioraente
citado aunque se tratd de homogeneizar los lotes de animales

trabajados ya que en cada lote se utilizaron ratones del
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mismo sexo,con un peso corporal de 16 a 18 g y la edad
generalpente no varid ods de 2 a 3 dlas, sin embargo, la
aensibilidad de los animales se vidé afectada por factores
tales como el nivel nutricional en que se encontraban,lo
c¢ual pudo fundamentarse un poco mds con las curvas de
crecimiento de poblaciones semejantes durante este tiempo,lo
cuanl puede atribuirse a una mala calidad del alimente
disponible en México para roedores (21).Lo anterior trae
como consecuencia, en ocasiones, resultados totalmente
incongruentes como ocurrié en algunos experimentos para
determinar la potencia de la inmunoglobulina problema. En
loas experimentos 2, 6 y 8 (fig. 12, 1§ y 1§/ se presentd con las
aismas dosis, en un ca=~ wartalidad del 100X y en los otroa
dos cagos sobrevivencia del 100X, por lo consiguiente no se
pudieron tomar en cuenta para obtener la potencia de la
inmunoglobulina.

Sin embargo,este método in vivo,es el dnico que nos permite
conocer la potencia bioldgica de la inmunoglobulina
antitetAnica y no solamente su actividad neutralizante.

Un. aspecto importante a notar,es que los reactivos
bicldgices son en é;nerul caros,diflciles de obtener ¥
conservar,y si aunado a esto se necesitan animales que
requieren de condiciones ambientales especiales,manipuleo
cuidadoso y experiencia técnica adecnuada,dificulta atn mas
la realizacidn de estos métodos.Por lo tanto se ha deducido
que es necesario establecer métodos alternos ndas

convenientes en los casos en que sean adecuados.
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ESTA TESIS NO DEBE
SALR DE LA BIBLIGTECA

METODO IN VITRO

Mancini y col,en 1965 (1!} encontraron que la técnica de IDRS
es aceptable para la determinacidn cuantitativa de
antigenos, incorporando anticuerpos especificos en las
placas de agar. Para los propdsitos de este estudio fud
necesaria 1la incorporacién del antigeno en 1ls placa,
determinando la cantidad exacta de anticuerpo.

Para optimizar la técnica se consideraron algunos factores

tales como los siguientes:

1. Relacidn entre la concentracidén del anticuerpo y el
tamafio final del anille de precipitacidn.Cuando se mantiene
constante la concentracidn del antigeno, el drea
circunscrita por el halo de preclipitacidn es proporcional a
la concentracidén del anticuerpo, ya que a concentrac{onel
mayores de anticuerpo, mayor es el Area del anillo de
precipitacidn.

2. Relacidn entre la concentracidn del antigenoc, el tamafio
del pozo y el tamafio final del halo de precipitacidn. Entre
mds grande es el tamafio del pozo y menor la concentracién
del antigeno, es mds dificil obtener halos concéntricos,
definidos y dnicos por lo que debe determinarse para cada
sistema antigenoc-anticuerpo,la relacidn dptima entre el

tamafio del pozo y la concentracidn.
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3.Bepreducibilidad del método.Para determinar la
reproducibilidad fué necesario repetir los experimentos bajo
las mismas condiciones de prueba, asl tambidn fuéd necesario
warian Voo nacirfnnes de las soluciones dentro de cada placa
y Prevismente a esto se observd la influencia de cambios de
temperatura (fig 13].

No existe una variacidn considerable de los didmetros de los.
halos de precipitacidén cuando las soluciones se colocan en
1as distintas posiciones de las placas,siempre y cuando
éstas sean preparadas cuidadosamente sobre una superficie
horizontal.Asl también 1las diferentes temperaturas de
incubacidn no alteran los resultados significativamente;pero

a 25°C, la difusidén de la inmunoglobulina produce halos de

precipitacidn mejor definidos,

4.Senaibilidad del método.Se refiere a los llmites inferior
¥ superior donde el halo de precipitacidn es visible.lLa
sensibilidad wminima del método es de 40.24 a 43.87,menor a
l1a de 1la técnica de J.Ipsen de 0.1 UI/ml,siendo una
desventaja para calcular peguefias cantidades de

inmunoglobulina,

Con la técnica optimizada se 1llevaron a cabo seis de
experimentos por duplicade y en bagse a édstos, la
reproducibilidad inter e intraensayo fuéd muy alta,existiendo

la posibilidad de que las diferencias se encuentren en
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centésimas de millmetro, lo cual fué imposible detectar con

el aistema de medicidn utilizado.

igualmente,en 1los experimentos de la inmunoglobulina
estdAndar,existieron diferencias no detectables para el

sisteas de medicidn propuesto.

El andlisis estadistico aplicade reveld un comportamiento
exponencial entre didmetros de los halos Yy las
concehtrucionel de inmunoglobulina antitetdnica,con . una
correlacién de 0.9 entre los dos métodos, lo que establece

una correlacidn exponencial directa entre las dos variables.

En base a esto fuéd posible determinar la validéz de la curva

ddsis respuesca , la precisidu del ensayo. '

Adn ani es dificil establecer la técnica como totalmente
sustituyente,ya que puede ser que no nos permita conocer la
potencia bioldgica de la inmuncglobulina,y sl solamente la

neutralizante,
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V1.CONCLUSIONES

El métode de Inmunodifusidn radial simple optimizado,
nlanteado en esta investigacidn como alterno para la
deterainacidn de 1a actividad antitetdnica de
inmunoglobulinas, es aceptable como técnica in vitro en base
a loe resultados obtenidos. Su sensibilidad es menor a la de
la tédcnica de J. Ipsen,ya que ea de 22.36 UI/ml & 43.87
Ul/ml.Su reproducibilidad es superior a la obtenida en la
técnica in vivo,con una desviacidn estAndar y un coeficiente
de variacidn cercanos a cerp,ademds de que es posible
obtener resultados nAs precisos en 24 hre, cuestidn
importante para disponer del producte en casos de

emergencia.

El coeficiente de correlacidn obtenido entre anmbos
métodos,es aceptable dentro del control de productos
bioldgicos al aer de 0.9 (23}, y la curva ddsis -respuesta
es vilida ya que los valores medios no se apartan
significativamente de una 1inea recta, ademds de que 1la

pendiente de la misma es mayor a cerc.{23)



Atendiendo a ésto, se puede establecer la técnica de
Inmunodifusidén radial simple como método alterno . para
obtener en poco tiempo la actividad antitetdnica de las
inaunoglobulinas, corroborando 1a actividad bioldgica
periodicamente con el mdtodo in vivo, yAa que no es
conveniente considerar que esta técnica deba sustitulr a la

tredicional in vivo.
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