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RESUMEN

En el presente trabajo se establecieron vy analizaron dos técnicas
para la evaluacién de la actividad de la inmunoglobulina  humana
normal ; La hemaglutinacién pasiva de antitoxina tetdnica y la valoracién
de antiestreptolisina O por el método de hemdlisis propuesto por Kalbak,
1947 .(15)

Para la cuantificaci6bn de antitoxina tetdnica se comparé la técnica
de hemaglutinacién con la tecnica de seroneutralizacién en ratén.(5)

Inicialmente se titulo la toxina tetdnica en L+/10/50.(5)Despues
se determiné la concentracién de antitoxina tetdnica, contenida en cada
una de las muestras de inmunoglobulina humana, utilizando la toxina
titulada previamente y haciendo el ensayo por duplicado.Se eligi6 una
muestra de inmunoglobulina que contenia una concentracién elevada de
antitoxina y se valoré por seroneutralizacién en ratén;Esta muestra se
utilizé como patrén secundario en la prueba de hemaglutinacién pasiva
y fueron comparadas contra ésta, todas las muestras de Inmunogiobuiina
humana normal estudiadas.

Por otra parte, se valoré la concentracién de antiestreptolisina O,
contenida en cada una de las muestras de inmunoglobulina humana
normal,utilizando el método de Kalbak.(15)Primero se determiné el
volumen de estreptolisina O que era neutralizado parcialmente por 0.5Ul
de antiestreptolisina 0.Y posteriormente, se procedié a evaluar el

contenido de antiestreptolisina O en cada una de las muestras,



INTRODUCCION

Las inmunoglobulinas humanas normales son concentrados de

anticuerpos preparados a partir de sangre total, de plasma obtenido

por plasmaféresis o de material placentario. Si provienen de plasma,
deben obtenerse de una mezcla de al menos 1000 donadores normales( 33)

Probablemente fue Felton el primero que conté con preparaciones
purificadas de anticuerpos, al precipitar la fraccién euglobulinica, rica
en inmunoglobulinas, del suero de caballos inmunizados con neumococos.
El aislamiento puro de los anticuerpos fue logrado por Heidelberger y
Kendall en 1936, mediante la disociacién de precipitados especlficos con
soluciones salinas concentradas. En los aflos de 1937 'y 1938
respectivamente, los estudios de Heidelberger y Pedersen con la
ultracentrifuga de Svedberg y la electroforesis libre de Tiselius vy
Kabatt, esclarecieron que los anticuerpos pertenecen a la fraccién de
globulinas que poseen movilidad lenta, en ese tiempo designadas como

gammaglobulinas (o} .

La inmunoglobulina humana normal se recomienda para la

prevencion del sarampién y la hepatitis A, y su uso es opcional contra
la rubeola, siempre y cuando el producto se administre antes del

contacto o al comienzo del periodo de incubacién 33 ).



La terapia de reposicién ayuda a los pacientes con sindromes
primarios y secundarios de deficiencia de anticuerpos. La inmunoglobulina
humana normal estd claramente indicada en enfermedades con deficiencia
notable en la produccién de todas las inmunoglobulinas y puede estar
indicadad en la deficiencia selectiva de una o mas clases o subclases de
inmunoglobulinas, en Ta deficiencia de anticuerpos con
normogammaglobulinemia o hipergammaglobulinemia y en las infecciones
repetidas o graves asociadas con deficiencia de inmunoglobulina, la cual

puede ser pasa]era(33 ).

Un nivel bajo de inmunoglobulina no constituye en si mismo razén
suficiente para el tratamiento; se debe establecer en lo posible un

diagnéstico preciso, y comprobar fallas de la inmunidad humoral(33).

l.a inmunoglobulina debe usarse Unicamente de acuerdo a las
indicaciones antes expuestas. Ya que no hay pruebas de que la
inmunoglobulina humana normal sea de utilidad profilactica en individuos
sin deficiencia, no se recomienda para prevenir las infecciones de las
vias respiratorias superiores. Desgraciadamente, es frecuente el uso

inadecuado de las preparaciones de inmunoglobulina“s).

Para separar mezclas de protelnas globulares, se pueden explotar
varias de sus propiedades caracteristicas, a saber: 1) su tamarno
molecular, 2) su solubilidad, 3) su carga eléctrica, #4) sus diferencias
en adsorcién y 5} su afinidad por otras moléculas. Desde el punto
de vista industrial, han sido de utilidad las separaciones basadas en [a

solubilidad y la carga eléctrica de las protefnas( 17).



Las proteinas en solucién muestran profundos cambios en su
su solubllidad como funcién de: 1) el pH, 2) la fuerza Ibnica, 3) las
propiedades dielétricas del solvente y 4) la temperatura. Estas variables
pueden utilizarse para separar mezclas de proteinas, ya que cada
proteina tiene una composicién de aminoacidos caracteristica que da su

composicién como un electrollto(”).

Utllizando los cuatro pardmetros de la solubilidad de proteinas,
E. J. Cohn y sus colaboradores de la escuela médica de Harvard
disefiaron procesas exitosos durante la Segunda Guerra Mundial
para el aislamiento en gran escala de varias protelnas de plasma
sanguineo humano. Los procedimientos de fraccionamiento de proteinas
usualmente se efectuan a concentraciones bajas de sal, para evitar Ila
alteracién electrolito-protefna. Asimismo, la concentracién de proteinas
se mantiene en el orden méas bajo posible para minimizar la interaccién
proteina-proteina, pero lo més elevada posible para obtener un buen
rendimiento. Ademé&s, tanto la concentracién de alcohol en agua como
la temperatura se mantiene el orden més bajo posible para disminuir Ila
desnaturalizacién de la proteina. ElI pH tiene que ser controlado vy
ajustado a los diferntes puntos isoeléctricos, tomando en cuenta la

(4)

interaccién con sal y proteinas

Durante ei proceso de fraccionamiento la inmunoglobulina se
obtiene en la fraccién [l y Il y dependiendo del método, el rendimiento

(s,

y pureza de ésta, serd mayor o menor



Las inmunoglobulinas deben prepararse de conformidad con las
recomendaciones de la Organizacién Mundial - de la Salud, vy estar
exentas de activadores de la precalicreina, cininas, plasminas y agentes
conservadores acumulativos u otros contaminantes potencialmente nocivos.
Su concentracién de IgA debe ser muy baja y contener lo menos

posible de agregados de IgG( 25).

Es necesario que las preparaciones de inmunoglobulinas
contengan como minimo un 90% de IgG. Esta IgG debe estar lo
menos modificada posible, y conservar su accién opsbnica, su acci6n
fijadora de complemento y otras actividades biolégicas. Todas las
subclases de IgG deben estar presentes en proporciones lo més

parecidas posible a las del plasma normal‘u).

El valor clinico de la inmunoglobulina humana normal, depende
de la existencia en la preparacibn de la cantidad suficiente de -
anticuerpos contra cierto nimero de agentes especificos. Es de esperar
que las preparaciones de inmunoglobulina humana normal, producidas en
distintos pafses, difieran entre si por su contenido de diversos
anticuerpos, segn la estimulacién antigénica a la que la poblacién en
general se haya visto sometida, por infeccién natural o inmunizacién

artiﬁcial( 25) .

En México en una reunién conjunta de los productores de
inmunoglubulina con el Laboratorio Nacional de Salud Pablica, realizada
en 1977, se sugirié establecer los Ifmites de actividad, después de reunir

suficiente informacién sobre los niveles de anticuerpos existentes en la



materia prima de origen nacional, y considerando ademas la recomendacién
de que los métodos de fraccionamiento deben asegurar la decuplicacién
de tal contenido en el producto acabado. Asimismo en esa reunién se
acordé que el contenido de anticuerpos contra difteria, tétanos, polio
y sarampién deberfan interpretarse sélo como una prueba de evidente

actividad, sin Iimite especn’ﬁca( G).

Hasta 1380, !a actividad de la inmunoglobulina humana normal
fue probada en el Laboratorio Nacional de Salud Pablica por Ia
valoracién de antitoxina diftérica y tetdnica, utilizando técnicas de
seroneutralizacién en animales. Esta valoracién fue suspendida por falta

de recursos( 6) .

Surgié entonces la necesidad de implantar una técnica barata,
répida y en consecuencia sugerir Ilmites adecuados para la actividad de

anticuerpos presentes y probados por el método elegido.

De acuerdo con las recomendaciones de [a OMS, la actividad de
12 inmunoglobulina humana normal se evalua con la cuantificacién de 2
anticuerpos, uno de origen viral y otro de origen bacteriano, para los
que se cuente con un método preciso de titulacién, y se disponga de un
patrén internacional o preparaciones de referencia. En este caso se
encuentran los anticuerpos contra el virus del sarampibn, los poliovirus
1, 2 y 3, la estreptolisina O, la toxina diftérica, la toxina tetdnica y la

toxina estafilocéccica alfa( 25).
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Se consideran dos posibilidades para la cuantificacién de
anticuerpos de origen bacteriano: 1} la determinacién de antitoxina
tetdnica utilizando la reaccién de hemaglutinacién pasiva y 2) la

valoracién de antiestreptolisina O en unidades internacionales.

1) La prueba de hemaglutinacién pasiva es uno de los sistemas
que existen para poner de manifiesto la reaccién antfgeno-anticuerpo.
Desde la década de los 40's hasta la fecha, se han realizado estudios y
avances importantes en este campo, utilizando antigenos insolubles que
directamente actual con el anticuerpo (aglutinacién directa), o bien
utilizando particulas inertes sobre las cuales es adsorbido el antigeno

{aglutinacién pasiva o indirecta)“o).

La prueba de hemaglutinacién pasiva es wuna aglutinacién
indirecta, en la cual los eritrocitos son utilizados como soporte para el
antigeno. Al ponerse en contacto con los eritrocitos sensibilizades con
el anticuerpo, aglutinan, es decir, unidos por anticuerpos que han

(2),

reaccionado con los antigenos adsorbidos en su membrana

Boyden en 1951 describi6é la adsorcién de varias protelnas sobre
ta superficie de eritrocitos de borrego, tratados previamente con &cido
tanico, y su aglutinacién al ponerse en contacto con diluciones elevadas

de un anticuerpo espec:'fico(”).



Stavinsky y colaboradores, en 1963, establecieron los factores
que influyen en la reacci6bn de hamaglutinacién, sus aplicaciones vy
limitaciones, llegando a la conclusién de que es altamente sensible,
especifica y requiere de cantidades minimas de reactivos, pero que se
ve influida por las siguientes variables: 1) la concentracién del 4cido
tanico, 2) el tiempo de exposicién, 3) el pH de la solucibn de A&cido
ténico, 4) la concentraci6n del antigeno, 5) el tiempo de senbilizacién

y 6} la temperatura de sensibillzaciénu”.

Los eritrocitos no solamente han sido tratados con 4&cido ténico
sino también con otros agentes quimicos. J. Gordon y sus colaboradores
en 1958 trataron eritrocitos de conejo con bencidina bis-diazotizada® 27,
En 1963 Fundenberg y colaboradores trabajaron con eritrocitos humanos
tipo O Rh + tratados con cloruro crémico( 12). Se utilizaron ademés
otras sustancias como 2,4 .disoclanato de tolifeno y gluteraldehldo( 10 ).
En 1963, Beneson y sus colaboradores estudiando el efecto de la
irradiacién en el desarrolio de anticuerpos tetdnicos, realizaron la
titulacién de antitoxina tetdnica por dos métodos; seroneutralizacién en
ratén y hemaglutinaciébn pasiva, encontrando discrepancias en los
resultados; consideraron dos posibilidades: la existencia de un error
sistemdtico en una de las dos pruebas o bien que el método de
seroneutralizacién es especifico y que en la prueba de hemaglutinacion
podrian presentarse reacciones cruzadas. En consecuencia sugirieron
que la prueba de hemaglutinacién es vélida Gnicamente cuando el suero

de referencia y el problema son de la misma especie(2 ).



En 1870, Hardegree y colaboradores compararon los resultados de,
la valoracién de antitoxina tetdnica titulada por ambos métodos,
seroneutralizacién y hemaglutinacién pasiva observando una  marcada
diferencia en los titulos y concluyendo que la hemaglutinacién no es un

método adecuado para evaluar anticuerpos tetdnicos en estudios de campo(”)

En Francia, M. Rey y colaboradores en 1978 compararon
nuevamente la técnica de seroneutralizacién en ratén con la de
hemaglutinacién pasiva. De acuerdo con sus resultados, consideraron
que el método de hemaglutinacién es simple, répido, econémico y muy
sensible; sin embargo requiere de un riguroso entrenamiento en el
laboratorio, y existen miltiples factores que influyen en el resultado, de
los cuales la pureza del antigeno y el soporte globular son determinantes.

Tales desventajas provocan que los resultados sean poco reproducibles(“)

Se hicieron estudios semejantes en la India por Asarudii en 1980(l }

(16

y Kaskar en 1981 y en Australia por Duncan en 1978, en los que se

concluye que los resultados de [a hemaglutinacidon pasiva no son

(7,

reproducibles

En México en 1983, en el Instituto Nacional de Higiene Pérez de
!a Mora y colaboradores compararon los resultados de la valoracién de
antitoxina tetdnica utilizando tres pruebas diferentes: ELISA,
hemaglutinacién pasiva y seroneutralizacién en ratén, concluyendo que
existe una correlacién razonable entre estas técnicas, especialmente a

niveles altos de anticuerpos(zn).



2) La estreptolisina O es una enzima oxigeno-labil producida
por la mayor parte de cepas de estreptococo del grupo A, cuyo
efecto téxico consiste en provocar la hemdlisis, al modificar el arreglo
tridimensional de los Ifpidos de la membrana de los eritrocitos, en
virtud de los formacién de enlaces entre los grupos sulfhidrilo de Ia
protelna y los esteroles, lo que originan orificios a través de los cuales

escapa la hemoglobina.

La estreptolisina O es capaz de inducir la  formacién
de anticuerpos que neutralicen su accién hemolltica, conocidos como”

antiestreptolisina O.

La titulacién de antiestreptolisina se emplea como una ayuda de
laboratorio para la deteccién de infecciones por estreptococo del grupo

A y sus secuelas, la fiebre reumética y la glomerulonefritis aguda(am'

Los fundamentos de la técnica de antiestreptolisina O fueron
establecides por Todd, quien en 1931 defini6 la unidad de
antiestreptolisina O como: la actividad contenida en una cantidad de
suero capaz de neutralizar 2.5 dosis hemolitica minima  de
estreptolisina O, definiendo una dosis hemolitica minima como la dosis
suficiente para hemolizar completamente 0.5 mlL de una suspensién de

eritrocitos de conejo al 5%(32).

Sin embargo, debido a la inestabilidad que presentan en
su actividad las toxinas en general, se decidié no expresar la unidad
en funcién de dosis hemoliticas minimas que esta neutralizaba, sino

(26)‘

como mg de un suero potente arbitrariamente seleccionado
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En 1944 fue establecido el Patr6on Nacional Danés de
antiestreptolisina O Humana por Kalbak e .Ipsen y se defini6 la
unidad como la actividad de antiestreptolisina contenida en 0.809 mg de
dicho patrén. Este, con una unidad equivalente a la definida por Todd,
es remplazado en 1952 por un segundo patrén, el cual contiene una
unidad de antiestreptolisina O en 0.0643 mg de una preparacién de

suero humano con un titulo elevado(zs).

El Comité de Expertos de Enfermedades Reumdticas de la
Organizacién Mundial de la Salud recomendé en 1957 el establecimiento
de un patrén internacional de antiestreptolisina O humana. En
cooperacién con el Laboratorio Internacional de Esti&ndares Biolégicos de
Copenhague, se preparé tal patrén, que fue evaluado por once
laboratorios de diferentes paises siguiendo el método usualmente empleado

para la prueba de antiestreptolisina 0(25).

En 1961 se publicaron en el boletin de la OMS los resultados de
esta evaluacién, conctuyéndose que la unidad del patr6n propuesto
corresponde a 0.0213 mg del suero original. ta unidad tiene
comparativamente con el segundo patrén danés, la misma actividad que

la definida originalmente por Todd(zG).

En el mismo boletin se presenté una comparacién entre
las unidades Todd y las unidades internacionales correspondientes para
el patrén internacional, encontrindose una diferencia del 4.13% entre

ambas(zs).



En México la antiestreptolisina O tradicionalmente se ha
titulado por el método de Todd, y los estudios ciinicos y epidemiolégicos

se informan en estas unldades(”).

Para evaluar las inmunoglobulinas humanas normales en unidades
internacionales, es necesario utilizar una técnica de actividad relativa
como la disefiada por Kalbak, que pueden ser macrométodo  y/o
micrométodos de acuerdo a las necesidades del Laboratorio. En

este estudio se realizé la prueba con un macrométodo. (3)



OBJETIVOS

t. Objetivo general:
Seleccionar un método que nos permita evaluar el correcto
fraccionamiento de la inmunoglobulina humana normal, mediante la

cuantificacién de su actividad, empleando una técnica "in vitro".

I1. Objetivos subordinados:
a) Determinar la correlacién existente entre la prueba "in vitro"
y una prueba "in vivoe" empleada para la cuantificacién de

antitoxina teténica en la inmunoglobulina humana normal.

b) Establecer y efectuar la técnica para la cuantificacién de
de antiestreptolisina O en unidades internacionales, en |Ia

inmunogiobulina humana normal.

Iti. Objetivos colaterales:
a) Comparar la calidad de la iInmunoglobulinga humana normal que

es producida por varios laboratorios.

b} De acuerdo con las recomendaciones de la Organizacién Mundial
de 1a Salud, sugerir limites minimos de actividad para fos

anticuerpos elegidos, en la inmunoglobulina humana normal.
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METODOLOGIR

Para la cuantificacién de antitoxina tetdnica se compard la técnica
de hemaglutinacién pasiva, prueba "in vitro", con la técnica de
)( 5)

seroneutralizacién en ratén, prueba "in vivo" (método oficial

{. Cuantificacién de Antitoxina Teténica.
a) Método de seroneutralizacién en ratén (SNR),

Para utilizar este método es necesario primeramente, titular
la toxina tetdnica que se usa como patrén en pruebas posteriores, con
una antitoxina teténica esténdar.

1. a) Titulacién de toxina tetdnica en 1+/10/50

La dosis L+/10/50 de una toxina tetdnica es una unidad de
combinacién que consiste en la minima cantidad de toxina que al ser
mezclada con 0.1 Ul de antitoxina teténica es neutralizada parcialmente
quedando suficiente toxina libre para matar ef 50% de un grupo de seis
ratones, de 15 a 17 gramos de peso inoculados por via subcuténea, en

un perfodo de 4 a 5 dfas.

1.1. a) Material y reactivos.
Ratones N: NIH {SW), de 15 a 17 gramos de peso.
Estdndar Nacional de Antitoxina Tetdnica (5 Ul/mL)
Toxina teténica
Solucién estéril de peptona a! 1%

Solucién salina estéril

21



2.1. a) Procedimiento

Hacer cinco diluciones de la toxina en solucién de peptona
al 1% con un factor de dilucién de 1.5. De cada dilucién depositar 2 mL
en cada uno de cinco tubos rotulados con el nimero de la dilucién de
prueba correspondiente. Agregar a cada uno 0.8 mL de antitoxina
estdndar diluida en solucién salina a 1.0 Ul/mL; y ajustar el volumen de
los tubos a 4 mL con solucién de peptona al 1%3. Mezclar e incubar a
temperatura ambiente protegidos de la luz durante una hora.
Transcurrida la incubacién inocular por via subcutdnea, cinco grupos
de seis ratones, a cada ratén se le administra 0.5 mL de la mezcla
correspondiente. Observar a los animales por cinco dias, efectuar
la lectura cada 24 horas, considerando la hora de inoculacién. Registrar

la muerte diariamente.

3.1. a) Interpretacién
Aquella dilucién de la toxina que mezclada con 0.8 UJA
cause la muerte de 3 ratones, entre el 4° y 5° dias posteriores a la

inoculacién, contendrs 4 L+/10/50.

b} Determinacién de la potencia de antitoxina teténica

contenida en la inmunoglobulina humana normal.

Para evaluar la antitoxina tetdnica contenida en la
inmunoglobulina humana normal es necesario diluirta, ya que de
acuerdo a las especificaciones de produccibn y de la OMS su
contenido de anticuerpos se encuentra 10 veces mas concentrado que

en un suero normal. Para dar un resultado mis exacto es necesario
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hacer dos pruebas: la prueba preliminar en la que el factor de
dilucién es grueso, y solo nos da una idea de cual es la dilucibn miés
apropiada para trabajar en la prueba definitiva. En esta Qitima el
factor de dilucién es fino, el porcentaje de diferencia entre una y otra

dilucién es del 10%.

1.b) Procedimiento
1.1. b) Prueba preliminar

Preparar una serie de diluciones en  solucién
salina, de la inmunoglobulina humana problema con un factor de dilucién
de 2. Por otra parte, diluir la toxina teténica en soluci6én de peptona
al 1% para obtener 4 L+/10/50. Depositar en cada uno de cinco tubos
rotulados, 0.8 mk de la dilucién de antitoxina tetdnica correspondiente;
1.2 mL de peptona al 13 y 2 mL de la dilucion de toxina teténica.
Mezclar e incubar a temperatura ambiente protegidos de la luz durante
una hora. Transcurrido el tiempo de incubacién, inocular por via
subcutinea cinco de seis ratones, a cada ratén administrar 0.5 mL de
la mezcla correspondiente, observar a los animales por cinco dias.
Registrar la muerte diariamente y efectuar la lectura cada 24 horas,

considerando la hora de inoculacitn.

Interpretacién

Aquella dilucién de la inmunoglobulina que en la mezcla
respectiva, haya originado la muerte del 50% de los animales inoculados
entre el 4° y 5° dias posteriores a la inoculacién, fue elegida para

efectuar la prueba definitiva.
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2.1 b) Prueba definitiva.
En esta prueba simultineamente se verifica la dilucién de
la toxina teténica utilizada y se cuantifica la antitoxina tetinica contenida

en la inmunoglobulina humana normal.

Diluir la antitoxina teténica estdndar con sclucién salina
a 1 Ul/mL. Preparar en solucién salina, la dilucién de la
inmunoglobulina problema elegida en la prueba preliminar. Diiuir ia toxina
teténica con solucién de peptona al 1% para obtener 4 L+/10/50 y preparar
fa serie de tubos testigo y del problema como se indica en la tabla 1.
Incubar todas las mezclas a temperatura ambiente y protegidas de la luz
durante una hora. de cada mezcla inyectar 0.5 mbL a cada uno de seis
ratones a 15 a 17 gramos por via subcutdnea. Observar durante 5 dias,

registrar la muerte diariamente, considerando la hora de inoculacién.

Interpretacién.

Calcular la dosis protectora para el 50% de los ratones
inoculados (DP50), del estindar y la muestra problema por el método de
Sperman-Karber. La cantidad de unidades internacionales por mililitro

de inmunoglobulina se calculé con la férmula:

DP50 Estandar
Ut/mL = = = = = = =« = = = = = - =~ x Dilucién del problema

DP50 Problema

24



TABLA 1

Esquema para la determinacién de potencia de antitoxina teténica

Tubo  Toxina 4L+/10/50

No (mL}
1 2.0
2 2.0
3 2.0
4 2.0
5 2.0

* La serie problema se prepara de la misma, pero se utiliza la dilucién de

inmunoglobulina elegida en la prueba preliminar, en vez del estindar de

antitoxina teténica.

(Prueba definitivaj

*
Estindar de Antitoxina

1 Ul/mL (mL)
0.96

25

Peptona al 1%

(mL)
1.04
1.12
1.20
1.28
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c) Método de hemaglutinacién pasiva (HA).
1. €) Sensibilizacién de eritrocitos humanos.
1.1. c} Material y reactivos.
Sangre humana tipe O Rh (+) de origen masculino.
Toxoide teténico con una concentracién minima de
2400 Lf/mL (dializado por 24 horas contra solucién salina).
AlbGmina humana comercial (solucién al 25%)
Solucién salina estéril.

Solucién de cloruro crémico al 0.1% en agua.

2.1 c) Procedimiento

Rotular dos tubos uno como sensibilizados Yy otro como
blanco. Depositar en cada tubo 1 mL de albGmina al 2.5% y 0.6 mL de
clorure crémico al 0.1%. Al tubo etiquetado como sensibilizados
adicionar 0.6 mbL de toxoide teténico con un titulo de 2400 Lf/mL y al
tubo etiquetado como blanco 0.6 mk de solucién salina. Finalmente a
cada tubo adicionar 0.2 mL del paquete de eritrocitos lavados, una vez
con solucién salina. Mezclar suavemente e incubar por 13 minutos a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido e} liempo mezclar
nuevamente los tubos centrifugar por 3 minutos a 3000 rpm, eliminar
el sobrenadante y preparar por separado suspensiones al 2.5% tanto

de los eritrocitos sensibilizados como de los blanco, en solucién salina.
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2. c) Reaccién de hemaglutinacion.
2.2, ¢) Procedimiento.

Preparar una dilucién 1:100 de Ia inmunoglobulina
problema en solucién salina, a partir de esta hacer cinco diluciones
posteriores con un factor de dilucién de 2. Depositar por duplicado en
los pozos de la placa 0.025 mL de cada una de las diluciones. Afadir a
cada pozo de una serie de diluciones {scric problema), 0.025 mL de
la suspensién de eritrocitos sensibilizados, y a cada uno de los pozos
de la otra serie {serie testigo), 0.025 mL de la suspensién de eritrocitos
blanco. Preparar en la misma placa los siguientes testigos de reactivo.
Depositar en 4 pozos de la placa 0.025 mL de solucién salina, en otros
cuatro pozos 0.025 mL de albGmina al Z:S%, agregar a cada uno de los
Gitimos 8 pozos 0.025 mL de la suspensién de eritrocitos sensibilizados.
Siguiendo el procedimiento indicado preparar dos testigos méis, pero
usando los eritrocitos blanco. Agitar suavemente las mezclas, golpeanco
el canto de la placa con los dedos, hasta que la suspensi6én sea homogénea,

dejar la placa en reposo a temperatura ambiente por 45 a 60 minutos .

2.2. c} Lectura de la prueba.
La placa se lee como:
Carpeta o red: Hemaglutinacién positiva (+]

Botén: Hemaglutinacién negativa (-)
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El tltulo de la inmunoglobulina es el inverso de |la
méxima dilucién donde se observa carpeta. Para que la prueba sea

vélida, en ninguno de fos controles debe presentarse hemaglutinacién.

3.2 ¢} Determinacién de la potencia relativa de Ia
inmunoglobulina.

Una vez establecido el titulo de [a inmunoglobulina,

calcular su potencia relativa, empleando como referencia el titulo de la

inmunoglobulina estidndar obtenido en paralelo bajo las mismas

condiciones de prueba.

A la inmunoglobulina estindar se le asigné un valor

en Ul/mL por prueba de seroneutralizacién en ratén, por quintuplicado.

Para obtener el contenido de antitoxina teténica en
el problema, expresado en Unidades Internacionales, se utiliza la

siguiente relacién:

= ~SSSTIR ERLSIERITIE S x Ul/mL del estdndar
Titulo del estdndar en HA

Ul/ml = Unidades Internacionales por mililitro,

Observar cuadro I.
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PRUEBA DE HEMAGLUTINACION
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If, Antiestreptolisina O.

a) Ajuste del volumen de estreptolisina O.

1. a) Material y reactivos
Sangre desfibrinada de conejo.
Estandar Internacional de Antiestreptolisina O
{10 Ul/mL).
Estreptolisina comercial (Beli}.
Solucién amortiguadora salina pH 6.5 - 6.7
Solucién salina estéril,

Agua destilada estéril.

2. a) Procedimiento
Diluir con agua destilada estéril el  estédndar
internacional de antiestreptolisina O para obtener una concentracién de
1 Ul/mL. Reconstituir el liofilizado de estreptolisina O con 5 mL de
agua destilada estéril. Depositar enc ada uno de los tubos numerados,

las soluciones en el orden y cantidad que marca la tabla .,

TABLA i1
Ajuste del vol de estreptolisina O.
Tubo No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
St. (mL) 1.0 0.8 0.63 0.5 0.4 0,32 0.25 0.2 - -
Sol. A 0.9 1.1 1.37 1.4 1.5 1.58 1.65 1.7 1.9 2.0

Estrep (mL) 0.1 0.1 0.10 0.1 0.1 0.10 0.10 0.1 0.1 -

St. Esténdar Internacional de antiestreptolisina O.
Sol. A Solucién amortiguadora salina pH 6.5 ~ 6.7
Estrep. Estreptolisina O reconstituida
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Posteriormente agitar suavemente los tubos e incubar por 15
minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo adicionar a cada tubo 0.5 mL
de una suspensién de eritrocitos de conejo al 5% en solucién
amortiguadora. Agitar nuevamente los tubos e incubar por 45 minutos
a 37°C. Agitar los tubos regularmente cada 15 minutos. Al cabo del
tiempo de incubacién retirar los tubos del bafio Marfa, centrifugar por

un minuto a 3000 rpm y observar.

3. 2a) Interpretacién
El punto de neutralizacién es el tubo donde se observe
fa hemélisis al 50%. Reportar la lectura como 0 cuando no exista
hemélisis; como p cuando exista hemélisis parcial y como t cuando

@60,

se observe hemélisis tota

De manera semejante, preparar cuatro series més,
modificando en cada una el volumen de estreptolisina O. Utilizar los
sigulentes volGmenes: 0.15, 0.20, 0.25 y 0.30 mil; modificar
también el volumen de solucién amortiguadora, de wmanera que
después de la adicién de estreptolisina O, el volumen de cada uno
de los tubos sea de 2 mL. Realizar por duplicado cada una de las

cinco series.
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b) Titulacién de antiestreptolisina 0 en la inmunoglobulina

humana normal.

1. b) Pracedimiento
Diluir la inmunoglobulina humana normal en  proporcién
1:100 con solucién amortiguadora. Diluir el estdndar internacional de
antiestreptolisina O para obtener una concentracién de 1 Ul/mL,
Depositar en cada uno de 7 tubos numerados, las soluciones en el

orden y cantidad que marca la tabla Ili.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ajuste del
volumen de estreptolisina O, encontramos que 0.25 mbL era el volumen
adecuado para neutralizar parcialmente 0.5 Ul de antiestreptolisina O,
por lo que se adiciona a cada tubo 0.25 mL de estreptolisina O
{reconstituida con 5 mL de agua destilada estéril). Agitar los tubos
suavamente e incubar por 15 minutos a 37°C. Finalmente afadir a
cada tubo 0.5 mL de una suspensién de eritrocitos de conejo al 5% en
solucién amortiguadora. Agitar los tubos e incubar por 45 minutos a
37°C. Agitar los tubos regularmente cada 15 minutos. Al cabo del
tiempo de incubacién retirar los tubos del bafio, centrifugar los tubos
por un minuto a 3000 rpm y tomar la lectura. Simultdneamente realizar
una prucba con el estindar internacional de antiestreptolisina O,

utilizando la serie sefalada en el ajuste de estreptolisina O,
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TABLA 11!
Titulacién de antiestreptolisina O
Tubo No. 1 2 3 L} 5 [ 7
Dig. (mL) 1.0 0.5 0.25 0.125-0.063 0.025 -

Sol, A 0.75 1.25 1,50 1.625 1.687 1.75 2.0

Dig. Dilucién de la inmunoglobulina humana normal problema.

Sol. A Solucién amortiguadora pH 6.5 - 6.7

2. b) Interpretacién
Para determinar las unidades  internacionales de
antiestreptolisina O que contiene la inmunoglobulina humana normal,
se identifica el par de tubos en ambas series que presenten la
hemblisis parcial préximo al 50%, semejantes en la coloracién de sus
socbrenadantes y tamano de botén (sedimento): después multiplicar las
unidades internacionales que contiene el tubo de la serie estdndar por

el factor de dilucién de la serie problema.

Observe el cuadro numero (I.
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PRUEBA DE ANTIESTREPTOLISINA
{ CUADRO 13 )

Volumsn de Esireptolising 0.25 ml.
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RESULTADOS

Para comparar el método de SNR con el método de HA
se analizarén 25 inmunoglobulinas humanas normales comerciales

distintas, producidas por 4 diferentes laboratorios: A, B, C y D,

La tabla IV nos muestra los resultados de la valoracién de
antitoxina tetanica, utilizando los métodos de HA y SNR. Como se
observa se analizaron un mayor namero de Inmunoglobulinas del

laboratorio A debido a que su produccién es méas frecuente.

Con base en lo que varios autores han informado, se trazé la

recta de mejor ajuste que relaciona el logaritmo de las unidades

internacionales (Ul) obtenidas por SNR con las unidades

internacionales obtenidas por HA (Gréfica 1). El coeficiente de

determinacion (r2 = 0.58) fue menor que el obtenido cuando se

graficé la recta de regresiéon de las unidades sin transformar
2

(Grafica Il, r® = 0.69), por lo que se decidi6 para los célculos

subsecuentes esta Gltima relacién.

Como se observa en la Grafica IlI, hay una mayor dispersién
de los datos a valores bajos de Ul y su distribucién no es
homogénea; por lo tanto se graficé la diferencia entre ias unidades
obtenidas por ambos métodos contra las Ul valoradas por SNR, Y
para omitir todo tipo de variables que no fueran exclusivamente las
de la técnica, se estudiaron solamente los resultados del laboratorio

A (Tabla V y Gréfica L),
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Por otra parte, para establecer el método de Antiestreptolisina O,
es necesario determinar primero el volumen de estreptolisina que
neutraliza parcialmente 0.5 Ul de antiestreptolisina O. En la tabla VI
se presentan los resultados del ajuste del volumen de estreptolisina O.
Como se observa 0.25 mL es el volumen adecuado, para cuantificar las
inmunoglobulinas humanas normales, en una prueba en paralelo con el

estdndar de antiestreptolisina O.

Se analizaron 21 inmunoglobulinas humanas comerciales, en la
tabla VIl se presentan los resultados. También por este método
se analizé un mayor nGmero de inmunoglobulina producidas por el

laboratorio A.

Para establecer los limites mds adecuados para la actividad de la
antitoxina tetdnica de la inmunoglobulina humana, se trazé el
histograma de frecuencias (Gréfica IV). Asimismo, se trazé el histograma

de frecuencias de la actividad de la antiestreptolisina O (Grafica V).
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TABLA IV

COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS DE HEMAGLUTINACION
PASIVA Y SERONEUTRALIZACION EN RATON.

Namero Ul por SNR Ul por HA Laboratorio
1 7.65 11.935 A
2 8.38 14,631 A
3 8.55 06.581 B
4 8.86 09.238 B
5 9.53 09.238 D
6 16.03 13.083 D
7 10.61 13.083 A
8 12.03 09.238 Cc
9 12.70 11.935 c
10 15,17 09.238 C
11 14.61 14,631 A
12 14,85 14,361 o}
13 14.85 11.935 [
14 15.00 11.935 A
15 15.82 16.870 A
16 15.82 14.631 A
17 15.84 16.020 A
18 16.55 16.020 A
19 18.25 17.301 A
20 20.54 17.301 A

21 21.46 18.476 A
22 22,17 18.503 A
23 22,90 21.200 A
24 24,77 19.971 A
25 * 21,20 m=ee- A

*
Inmunoglobuiina humana normal, valorada cinco veces por el
método de seroneutralizacién en ratén, utilizada como estéan-
dar en la prueba de hemaglutinacién pasiva.
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TABLA V
DIFERENCIA ENTRE LOS VALORES DE HA Y SNR DE LAS
*IGHN PRODUCIDAS EN EL LABORATORIO A.

** Numero Diferencia Ul por SNR
1 -4,285 7.65
2 -6.251 8.38
7 -2.473 10.61
1 -0.021 14.61
14 ) 3.065 15.00
15 -1.,050 15.82
16 - 1.180 15.82
17 -0.018 15.84
18 . 0.530 16.55
19 0.949 18.25

.20 3.230 20.54
21 2,948 21.46
22 2.948 22.17
23 1.700 22.90
24 4,799 24,77

* Inmunoglobulinas humanas normales.

** Se conserva la numeracién de la tabla IV.
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TABLA VI
AJUSTE DEL VOLUMEN DE ESTREPTOLISINA O
CURVAS DE ANTIESTREPTOLISINA O ESTANDAR.

Estreptolisina Unidades Internaconales de antiestreptolisina por

(ml) tubo.

1.0 0.8 0.63 0.5 0.4 0.32 0.25 0.2

0.10 o] o] o o o] [¢] p t
0.15 o} o o o o P t t
0.20 o o o] o p t t t
* 0,25 o} o) o P t t t t
0.30 o o P t t t t t

* El volumen de 0.25 mi de estreptolisina O comercial es el que neutrali-
za parcialmente 0.5 Ul de antiestreptolisina O , por lo que se ulilizé en ia
prueba de cuantificacién.

O .- No se observa hemélisis.
p .- Hemdlisis parclal.

t .- Hemdlisis total.
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TABLA vil
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ANTIESTREPTOLISINA O

Namero * U 1A Laboratorio
1 800 A
2 1280 A
3 1280 D
4 1280 A
5 1280 C
6 1280 A
7 16060 D
8 1600 B
9 1600 A

10 1600 A
M 1600 ]
12 1600 A
13 1600 A
14 - 1600 B
15 2000 A
16 2000 A
17 2000 A
18 2000 A
19 2000 A
20 3200 A
pa 3200 A

* Unidades Internacionales de Antiestreptolisina O .
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DISCUSION

La necesidad de sustituir las técnicas de seroneutralizacién en
animales para la valoracién del contenido de antitoxina de las
preparaciones de IHN (Inmunoglobulina Humana Normal), por una
técnica més répida y econbmica, nos motivé a realizar estudios
comparativos entre la técnica de referencia, SNR a un nivel L+/10/50
de toxina}, con Iz técnica de HA. Asimismo, se decidié6 explorar la
posibilidad de utilizar como una técnica alternativa para la evaluacién
de la calidad de la IHN, la determinacién de la antiestreptolisina vO .
ya que la OMS ha.ce referencia a la determinacién con este propésito,
de un anticuerpo para el que exista un patrén internacional y en

consecuencia, para el que se hayan definido unidades internacionales.

a) Para la técnica de hemaglutinacién pasiva (HA), se eligié
como agente acoplante el CrCI3, que une al antigeno con la superficie
del eritrocito, probablemente a través de un enlace covalente, que es
més fuerte que los obtenidos con otras sustancias y evitando también
la desventaja que representa la autoaglutinabilidad impredecible debida

al uso del 4cido ténico y la formalina””.

Sin embargo, de acuerdo con nuestra opinién y la de varios
(24)

autores(sl'), la~técnica se ve afectada por multiples variables
a) El cloruro crémico debe protegerse de la humedad ambiental, ya

que es muy higroscépicoal ).
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b) La concentracién de la solucién de albimina parece ser
critica en -el proceso de sensibilizacion de los eritrocitos; cuando la
concentracién es mayor, no se lleva a cabo Ila reaccién de
hemaglutinacién; por el contrario, cuando la concentracién es menor,

se presenta hemaglutinacién Inespecfﬂca“z).

c) Los eritrocitos humanos O Rh {+) de origen masculino
resultan ser los méds apropiados; con los eritrocitos O Rh (+) de
origen femenino no hubo reaccién de hemaglutinacién cuando fueron

sensibilizados.

d) El toxoide tetdnico debe tener una concentracién no menor
de 2400 Lf/mL, pues con concentraciones menores no hay reaccién de
hemaglutinacién; no parece haber relacién entre una concentracién

mayor de toxoide y una mejor hemaglutinacién(31 ).

e) La pureza del toxoide es importante. El contenido de sales
u otras sustanclas de bajo peso molecular influye de manera
determinante en la reaccién de hemaglutinacién; en consecuencia, es
necesario dializarlo por 24 h. para obtener buenos resultados. Una

n
vez dializado, el toxoide es estable por varios meses(“s).

f) El tiempo de sensibilizacién de los eritrocitos es estricto.

Tiempos més largos o mAs cortos de! senalado, afectan a la reaccléncrl )

g} Todos los rectivos deben ser preparados el mismo dia en
que se realiza la prueba. El cloruro crémico es estable a la

concentracién indicada por una hera,
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Estudios de varios autores han tenido la pretensién de
establecer el grado de correlacién entre las técnicas de SNR y HA,
siendo los resultados varlables; sin embargo, queda claro en un
artfculo de Rey en que se resumen siete investigaciones de éste tipo,
que la correlacién tiende 2 aumentar conforme se incrementa el contenido

@)

de antitoxina del suero en estudio

Nuestros resultados son consistentes con los informados con
Rey( ), ya que ia correlaci6én mejora a partir de  aproximadamente
14 Ul (r'2 = 0.76%; n = 14 datos a 14.61) con respecto a todos los

datos (r-2 = 0.69).

Cuando se grafican las diferencias entre las unidades obtenidas
por ambos procedimientos contra las unidades obtenidas por SNR
(Tabla VvV y Gréifica 1il), observamos que el coeficlente de
determinacién es méis elevado que cualquiera de los anteriores
(l’z = 0.8054), lo que no deberfa ocurrir si las técnicas fueran
equivalentes. Al analizar las diferencias en su conjunto, se observan
tres zonas definidas: una en la cual las diferencias son negativas
x = 4.336); otra en la cual las diferencias son positivas pero pequefias

(x = 0.66) y una en la cual las diferencias son positivas (x = 3.268).

La correlacién es baja (rz = 0.4979) entre las diferencias
negativas y los valores de referencia, y lo mismo sucede con las
diferencias positivas y los valores de referencia (rZ = 0.1878); sin
embargo, es casi nula para la zona de diferencias pequeias, lo que
apoya la sugerencia de que las técnicas son equivalentes al analizar
sueros que contengan entre 14.6 y 18.25 Ul/mL de antitoxina teténica.
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Para valores mayores de 18 Ul, aunque la correlacién es baja
(r‘z = 0.5512), se observa proporcionalidad directa entre los resultados

obtenlidos por ambas técnicas.

Uno de los objetivos que originaimente nos planteamos fue el

de sugerir un Ifmite de actividad para la antitoxina tetanica en la 1HN.

ta OMS rccomienda que el contenido de anticuerpos de la |HN
debe ser por lo menos 10 veces mayor que la del suero original; sin
embargo, durante e! desarrollo del trabajo, nos fue imposibie obtener
plasma de origen para verificar si los productos estudiados cumplian
con esta recomendacién. Por tal motivo, se decidi6 hacer el estudio
estadistico de la muestra y determinar los Iimites .;:an el 95% de

confiabilidad.

Al observar el histograma de frecuencias del contenido, en Ul
de antitoxina tetdnica de las IHN producidas por todos los fabricantes
nacionales, parece que se distribuye normaimente (Grafica 1V). En
consecuencia, juzgamos legltimo proponer un limite minimo para ei
contenido de antitoxina de estos productos, equivalente al {fmite

inferior de 2s, lo que corresponde aproximadamente a 5 Ul/mL.

b} La técnica de antiestreptolisina O que se utilizb6 para
analizar la IHN fue la de actividad relativa establecida por Kalbak en
1947, la cual titula ia antiestreptolisina O en relacién a un patrén

valorado en Ul (1) .

Esta técnica es sencilla y rdpida ; sin embargo presenta las

siguientes fuentes de error :
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1. El pipeteo, ya que los volimenes que se manejan son

pequefos.

2. Los glébulos rojos deben ser frescos, de no més de una

semana de extraidos.

1 £l ci ol

3. La dificultad para leer el grado de t i para est
la equivalencia entre el patrén y la muestra, de ahl la
necesidad de centrifugar, con el fin de observar mejor el

punto al 50%.

La técnica de Kalbak fue disefiada para analizar  sueros de
pacientes sospechosos de infeccién con estreptococo, los cuales de

manera general contienen pocas unidades de antiestreptolisina 0(15).

Considerando que el contenido de antlestrept;)lislna O es
elevado en la [HN, la dilucién final a fa que fue sujeta la muestra fue
grande, y ya que conforme la dilucién se incrementa disminuye la
exactitud en la estimacién del punto final, no podemos informar valbres
exactos de actividad de antiestreptolisina O y s6lo pudimos dar
valores aproximados. Sin embargo, los datos obtenidos nos dan una
idea, de la calidad de la |H;¢ producida en el pais a nivel industrial.
Como se observa en la Tabla VI y en el histograma (Gréfica V), los
resultados parecen seguir la distribucién normal con sesgc derecho,
no muy bien definidos, por lo que se decidi6 recurrir al célculo de los
procentajes acumulados para sugerir un imite minimo de actividad. De
esta manera se observa que el 96% de las IHN contienen mas de 1000

Ul/mL, lo que puede constituir un {Imite razonable.
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CONCLUSIONES

1.- La técnica de Hemaglutinacién pasiva es un procedimiento poco
reproducible y faborioso.Ya que requiere del cuidado de mltiples
factores para su correcta realizacién . AdemAs , el coeficiente de
determinacién con seroneutratizacién es bajo ( r2= 0.6900}, por lo que
no es aproplada, en las condiciones en las que se trat6é de estandarizar
la técnica, para utilizarla como una prueba de rutina para evaluar la
actividad de la inmunoglobulina .

2.- La técnica de antiestreptolisina O en Ul/mi, es sencilla y réapida
pero, para el caso de la inmunoglobulina humana normal, los resuitados
no son exactos. Ya que el factor de dilucién es grande; por lo que se
suglere ajustar el factor de dilucién, para aumentar la sensibilidad de
la técnica.

, Sin embargo, podemos decir, que la técnica méds apropiada , bajo
nuestras condiciones, para evaluar la inmunoglobulina humana normal
es esta @ltima.Ya que es reproducible y precisa. Siendo necesario
estandarizarla y validarla,

3.- Los Iimites de actividad que se sugieren para los anticuerpos
sefialados son: no menos de 5 Ul/ml para antitoxina tétanica y no menos
de 31000 Ul/ml para antiestreptolisina O.

4.- De acuerdo a los resultados el contenido de anticuerpos de las
inmunoglobulinas producidas por diferentes laboratorios sigue un
comportamiento normal.Desafortunadamente no se pudo conseguir plasma

de origen para verificar la decuplicacién de la concentracién ;  sin
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embargo podemos hacer la siguiente estimacién:

Si consideramos que clinicamente 250 U Todd de antiestreptolisina
se consideran como indicio de infeccién (32); que los @Atimos valores
no patolégicos en la escala de Todd son 125 y 166U y que la diferencia
entre unidades Todd y Ul es de aproximadamente 4.5 % (26).5e puede
decir que el plasma de origen , es en promedio, concentrado de 8 a 10
veces. Hay que aclarar que esta consideracién debe ser sujeta a una

compraobacién,
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APENDICE I

Preparacién de reactivos.

1. Soluci6n estéril de peptona al 13. Pesar un gramo de peptona,
disolver en agua destilada, aforar a un volumen de 100 mL. Filtrar la
soluclén y esterilizar en el autoclave a 121°C  por 15 minutos.

Almacenaria a temperatura ambiente.

2. Solucién salina estéril. Pesar 8.5 gramos de cloruro de sodio,
disolver en agua destilada aforar a 1000 mL. Filtrar la solucién vy
esterilizarla en autoclave a 121°C  por 15 minutos. Almacenaria a

temperatura ambiente.

3. Solucién amortiguadora salina pH 6.5 - 6.7, Pesar 7.4 gramos
de cloruro de sodio, 3.7 gramos de fosfato monobésico de potasio y
1.9 gramos de fosfato dibdsico de sodio y disolver en agua. Una vez
ajutado el pH con solucibn 0.1 N de hidréxido de sodio, aforar

a 1000 mL. Filtrar y almacenar a temperatura ambiente.

4. Solucibn de EDTA a! 103. Pesar 10 gramos de sal de EDTA
{etilendiaminotetracetato de sodio, sal dibasica), disolver en agua vy

aforar a 100 mL. Conservar en refrigeracién,

5. Solucién de albGmina al 2.5% en solucién salina. Tomar 1 mL
de la solucién comercial de albGmina humana al 25% y aforar con

solucién salina a 10 mL. Utilizarfa durante e} dfa de prueba.
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6. Solucién de cloruro crémico al 0.1% . Pesar 0.01682 gramos
de cloruro crémico hexahidratado, disolver en solucién salina y aforar

a 10 mL. Se conserva a temperatura ambiente Gnicamente 30 minutos.

7. Eritrocitos humanos. Agregar a 3 mL de sangre (fresca y en
fa que se utilizé como anticoagulante EDTA), 5 mL de solucién salina,
mezclar y centrifugar durante un minuto a 3000 rpm  descartar el
scbrenadante y proceder a lavar el paquete globular con  solucién
salina dos veces en proporcién 1:5, centrifugando por el mismo tiempo

y a la misma velocidad ya indicadas.

8. Suspensién de eritrocitos de conejo al 5% . Lavar los
eritrocitos de conejo dos veces, en la forma indicada y una vez miés
con solucién amortiguadora pH 6.5 - 6.7, en proporcién 1:5,
centrifugar por 1 minuto a 3000 rpm. Eliminar el sobrenadante vy
con el paquete de eritrocitos preparar una suspensién al 5% v/v en

solucién amortiguadora.
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APENDICE II

Este espacio lo destinamos para presentar datos nGmericos de

diferentes gréficas.

Datos de correlacién de la Gréfica Itl. (Diferencia entre UI/SN y
UI/HA en funcién de UI/SN,

Intercepto a la ordenada ~ 8.3662
Media 0.5325
Pendiente 0.5330
Coeficiente de correlaci6n 0.8975
Coeficiente de determinacién 0.80549
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GRAFICA 1V

Limites de clase del histograma de frecuencias de la UIA

{Unidades Internacionales de Antitoxina) obtenidas por HA.

Limite de clase Frecuencia Marca de clase
t x ) ty)
3.55 - 6.545 1 5.045
6.55 - 9.545 4 8,045
9.55 -~ 12.545 4 11.045
12.55 - 15.545 6 14.045
15.55 - 18,545 7 17.045
18.55 - 21.545 1 20.045
21.55 - 24.545 1 23.045
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GRAFICA V

Limites y marcas de clase del histograma de frecuencias de la

Ul de Antiestreptolisina O.

Limite de clase Frecuencia Marca de clase
{ x ) (v
600.5 - 1000 1 800
1000.5 - 1400 5 1200
1400.5 - 1800 8 1600
1800.5 - 2200 L] 2000
2200.5 - 2600 0 2400
2600.5 - 3000 1] 2800
3000.5 ~ 3400 2 3200
3400.5 - 3800 [ 3600
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ANEXO 1

ACTUALIZACION DE CONCEPTOS, NORMAS Y DATOS
TECNICOS REFERENTES A LA PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS
HUMANAS NORMALES.

Justificacion.

Este trabajo se realiz6 basandose en las normas y datos técnicos
publicados hasta 1983, el trabajo experimental se terminé en 1985 y la
organizacién y conformacién del reporte se treminé en 1986. Por
diversas causas personales no se presenté a la FES-Cuautitlan UNAM.

Al presentar este trabajo en 1992, es necesario, actualizar los
conceptos y normas Internacionales, ya que en el caso de los
procutos derivados de la sangre humana, la aparicién del virus de
Inmunodeficiencia Humana ha ocasionado la modificacion de las mismas.

" Desde la recoleccién de la materia prima , hasta la distribucién de
los productos derivados de la sangre, los lineamientos son extrictos.

Es necesario hacer notar que los objetivos de este trabajo no han
sido afectados; y que de los resultados del mismo, surgié la inquietud
de estandarizar el método para evaluar en Ul el Patr6n Nacional de
Antiestreptolisina O.Presentado por el Laboratorio Nacional de Salud

Pablica en 1987.(8)
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A) Normas y Disposiciones Legales

En 1976 el grupo de trabajo de la WHO, consideré necesario
elaborar los requerimientos internacionales para el procesamiento vy
control de la sangre humana y sus productos derivados.

Para 1978 se publicaron los Requerimientos de la Recoleccién ,
Procesamiento y Control de la Calidad de la sangre humana y
productos derivados. (22)

En 1981 la WHO publica un boletin en donde sefala
detalladamente cada una de las fases que comprende el
procesamiento y fraccionamiento de la sangre humana.

En 1986 la WHO hace denotar la necesidad de normalizar los
servicios de transfucién sanguinea, debido a la aparico6n de
frecuentes infecciones con el virus de inmunodeficiencia humana
(HIV). (21)

Para 1989 publica, la versién revisada de los requerimientos
para la Recoleccién, Procesamiento y Control de Calidad de la sangre
humana y sus productos derivados, sefala que estos requerimientos
tenian que ser actualizados en lo concerniente a la prueba
de anticuerpos para el virus de inmunodeficiencla humana. (23)

La 5° edicion de la Farmacopca de los Estados Unidos Mexicanos
{FEUM) 1989, indica que los productos sangufneos y los derivados
del plasma o de placenta humanos de uso terapéutico , deberan ser
analizados por metodologia sensible , establecida y evaluada por
las autoridades de salud correspodientes y que prueben que dichos

no transmites agentes infecciosos conocidos.(9) En el suplemento | de
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de la FEUM hace mencién que los productos deberdn obtenerse de
materias primas provenientes de donadores sanos, libres de agentes
infecciosos tales como el virus de inmunodeficiencia humana y el
virus de hepatitis B, entre otros, comprobados a través de las

técnicas legales en uso.(29)

Para la produccién de inmunoglobulinas, igual que para cualquier
procducto derivado de la sangre, es nccesario cumplir con las normas
de la OMS.Desde la colecta de la materia prima hasta la evaluacién
del producto terminado.

Los establecimientos donde se recolecta la sangre deben de
cumplir con las normas de higiene , la persona responsable médico
o equivalente debe de supervizar el proceso de recoleccion y el
buen manejo de la sangre recolectada, ( utilizar material esterilizado
y de preferencia desechable). (23}

El donador de sangre tiene que se conciente de los riesgo que
implica el serlo ; tanto para su salud como para la salud plblica .
Por lo que se suglere se establesca un programa de seleccién vy
educacién para el donador.Una vez seleccionado el donador es
sujeto a control médico. Los monitoreos para la presencia de
anticuerpos contra enfermedades infecciosas serdn periodicos y en
un lapso no menor de dos aiios anterior a la donacién , debersd
presentar pruebas negativas contra el virus del SIDA y Ia
hepatitis B.( 23)

En los laboratorios donde es recibida la sangre para su proceso
serd necesario hacerle pruebas de calidad antes del mismo;esterilidad,

pruebas para agentes infecciosos y grupo sangufneo. Después se
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procede a la separacién del paquete globular y del plasma.(23)
Para el caso de la produccién de inmunoglobulinas se recomienda

el proceso de fraccionamiento de Cohn ya que hay evidencias

estadisticas que demuestran que el proceso inactiva agentes

infecciosos, principalmente el virus de la hepatitis B y el retrovirus
del SIDA. Este método se recomienda tanto para plasma como para

placenta.(21) Todos los materiales usados en el fraccionamiento deben

de someterse a pruebas de esterilidad, idehtidad, pureza, toxicidad
y pirogenizidad de acuerdo a la farmacopea.(29)
Actualmente en el pais, no se esta produciendo inmunoglobulinas

por ningln laboratorio privado. Solamente el Instituto Nacional de
Higiene tiene wuna produccién muy reducida.

De acuerdo a las recomendaciones de la OMS y la FEUM en los
Laboratorios Nacionales de Salud Puablica se hace el analisis
fisicoquimico ( identidad, esterilidad, toxicidad, pirogenizidad, pH ,
aditives, humedad, inspeccién fi’sléa, estabilidad, concentracion de
proteinas e inspeccién de contenedores),y de actividad bioldgica de
las inmunoglobulinas, estas pruebas son para producto terminado.En
el Centro Nacional de Transfusién Sangulnea se hace el andlisis de
deteccién de anticuerpos contra SIDA , a granel Yy en producto
terminado.la aprobacién del producto terminado esta a cargo de

ambas Instituciones y su distribucién es restrigida.
B.~ Publicaciones Posteriores.{ De 1984- 1990)

En 1984 publicé Michael Steinitz y Sara Tamir, un estudio
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donde se comparan 3 diferentes formas de sensibilizar a los eritrocitos
humanos utilizando como agente acoplante cloruro crémico.En el primer
método los eritrocitos fueron tratados en la forma tradicional para el
segundo y tercer método los eritrocitos fueron tratados previamente
con glutaraldehido.En el segundo método los eritrocitos se acoplan,con
cloruro crémico en solucién salina y en el tercero los eritrocitos se
acoplan en solucién salina con deoxicolato de sodio al 0.3%.

La comparacién de la preparaciones consiste en evaluar : 1) La
concentracién méxima de cloruro crémico utilizada en la sensibilizacién
que permite acoplar al anticuerpo, sin que al hacer Ila reaccién de
hemaglutinacién, presente aglutinacién inespecifica; 2)La concentracién
minima  necesaria de anticuerpos que requiere cada método de
sensibilizacién; 3) La sensibilidad que presentan los eritrocitos al
mismo antigeno y 4) La cantidad de anticuerpos que es realmente
es adsorbida por la superficie del eritrocito.

Las concentraciones de eritrocitos sensibilizados en presencia
de deoxicolato de sodio ,toleraron concentraciones hasta de 50 mM de
cloruro crémico { sin que al hacer la reaccién de hemaglutinacién
presentaran aglutinacién inespecifica), en cambio en la sensibilizacién
tradicional de los eritrocitos { eritrocitos natives), a concentraciones
mayores de 10 mM , se presenta aglutinacién inespecifica.

La concentracién minima de anticuerpos que utilizaron para los
eritrocitos sensibilizados con deoxicolato de sodio fue de 30 ug/ml,
para los eritrocitos nativos por lo menos se necesito 500 ug/ml.

Comprueban por medio de una reaccién de aglutinacién residual ,
la cantidad de anticuerpos adsorbidos en la superficie del eritrocito

al ser sensibilizado; Preparan eritrocitos sensibilizados , utilizando
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anticuerpos contra los anticuerpos de las preparaciones originales y
realizan la reaccién de hemaglutinacién, con el sobrenadante de las
tres preparaciones de eritrocitos.Cuantifican y comparan la cantidad
de eritrocitos que reaccionan en esta segunda prueba
de aglutinacién.Los resultados mueitran que tanto los eritrocitos
tratados con deoxicolato como los nativos adsorben la misma
cantidad de anticuerpos.la diferencia en la reaccién , es que los
eritrocitos nativos no presentan una reaccién franca con formacién
de rosqueta y existe aglutinacién inespecifica; en los tratados con
deoxicolato hay hemaglutinacién especifica con formacién de rosqueta.
La mé&xima sensibilidad la presenté la preparacién de eritrocitos que
se acoplé en presencia de deoxicolato de sodio. (28)

En 1985 Terje E. Michalsen y Eva Haug , sefialan que para las
preparaciones de anticuerpos especificos para las subclases de 1gG
humana, es necesario la purificacién por un proceso de adsorcién
cromatografico en columna.Apoyandose en los resultados obtenidos con
pruebas tan sensibles como son ELISA , Hemaglutinacién e Inmuno-
precipitacién en gel. Los autores comparan en una forma semicuan-
titativa los resultados de las técnicas, las cuales son equivalentes.
El punto al que ponen mayor enfacis es a la especificidad del anti-
suero frente a un suero problema.la (nica observacién referente al
método de hemaglutinacién es que los eritrocitos fueron tratados
con cloruro crémico utilizando el método de Gold y Fudenberg,!967. 7

En el mismo afo Lindsay J.M. y Jehanli AMT publicarén un

estudio titulado ~ Una prueba de hemaglutinacién pasiva para la
deteccidn de anticuerpos receptores de acetilcolina antinicotinicos.”
En este articulo comprueban el método de aglutinacién presentado
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por Steinitz y Tamir {1984), en donde utilizan una solucién salina de
detergente no iénico como medio para sensibilizar a los eritrocitos.

Lindsay y colaboradores purifican el receptor de acetilcolina
( el cual va ha ser acoplado a los eritrocitos de carnero por el
método de Ling, 1977}, por el método de cromatograffa en columna ,
| 2 elucién del receptor se hace con una solucién de detergente
(Triton V-100) , a una concentracién de 0.1%.Posteriormente fue
concentrado, esterilizado por flitracién y consrvado a - 20 °C.
Antes de la sensibilizacién de los eritrocitos, el receptor es
dializado frente a solucién salina por 28§ h.

Para la prueba de hemaglutinacién los eritrocitos de carnero
son favados cinco veces con solucién salina.Del paquete globular se
toma 0.5 ml y se mezclan con 0.3 ml de [a solucién del receptor de
acetilcolina , se agita con vortex y se mezcla con 0.3 ml de solucién
de CrCi3 ( 0.img/ml) ,nuevamente se mezcla con vortex ,
se adiciona 2 ml de solucién salina y se deja toda la noche a 4°C.

La prueba de hemagiutinacién se realiza con 50 ul de las
diluciones del suero hechas con buffer de Hepes mas 25 ul de la
suspensién de eritrocitos, se homogeniza e incuba de 2-4 h a 20°C.
Como prueba complementaria se hizé, la prueba de hemaglutinacién
pero haciendo las diluciones can buffer salino de fosfatos que
contenia 1 % de albumina bovina.

Paralelamente el efecto del detergente fue investigado. Se
prepararon una serie de diluciones de Triton X-100 a partir de
la solucién al 1% , 50 ul de cada dilucién se colocé en un pozo
de la microplaca y se mezclé con 50 ul de la suspensiéon de

eritrocitos se incubo 2 h a 20 ° C.
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Los resultados muestran que el detergente lisa a las células
en concentraciones 0.1%.Y que al purificar el receptor por
dialisis frente a solucién salina por 24 h se remueven los iones
fosfato , que inhiben el acoplamiento con cloruro crémico ; Asl
como también remueve el exceso de mondmeros de detergente y no
no remueve las proteinas libres ni las micelas protefna-detergente
formadas.

Los investigadores comparan la prueba de radioinmunoensayo
con la hemaglutinacién pasiva , encontrando una correlacién acep-
table entre ambas para el caso de los antisueros policlonales. En
el caso de los sueros monoclonales hay anomalias, las cuales
explican argumentando que generalmente los titulos bajos en
anticuerpos policlonales son mds bajos para los monoclonales ,
porque estos ultimos tienen un solo determinante antigenico, por

lo que Ia reacciébn es menos manifiesta.(18)
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