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INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente en el Instituto Nacional de Higiene para la determ éndelap del suero

equino antialacrén se lleva a cabo 1a prucha de dosis efectiva al 50% (DEg,), la cual requiere el uso

de {cepa NIH), p do clertas tales como:

- Requertr bioterios
- Consumir mucho Hempo
- Tener alta variabilidad biolégica

- Alto costo

Por jo tanto,en el p 1JO 8¢ prof <l desarrollar prucbas de potencia in vitro, que scan

rapidas, rcproducibles, sencllias y cconémicas, a fin de poder emplearias como pruecbas

tvas © cuan para cl control de calidad durante ¢l proceso de produccién de

dicho suero hiperinmune.

Las prucbas de potencia fn vitro que sc proponen son:

- Contra 1 foresis (CIE)

- Inmunodifusién radial simple (IDRS)
- Inmunodifusién doble {Prucha de Ouchterlony, IDD}

« Precipitacién en capllar (Pp capilar)




Las cuales son acncillas, no requicren nt matertal ni reactivos de dificll acceso, ocupan un espacio

prop cn un tfempo menor que las pruebas in vivo y se elimina el riesgo

de variabilidad biolégica.

Ademds, sl estas prucbas scllcgan a accptar ¢n un futuro, serdn de gran ayuda para determinar

con cudl cs el Sptimo para alos izad
Cabe menclonar que no se pi d a las técni 1 & in_vive), como
métodos de control para producto final, ya que éstas son y no ser I’ por

procedimientos no oficlales; lo que se pretende es implementar alguno de los métodos in vitro
propuestos como instrumentos de control durante el proceso de produccién del sucro equine
antialacrdn,

1.2 OBJETIVOS

1. Desarrollar pruchas de potencia in vitro para el suero ant 4n que sean repr b

répidas, sencillas y econémicas para su futura aplicacién en trabajos rutinarios.

2. Determinar sl existe o no corrclacién entre las pruebas de potencia jn vivo € in vitro y

establecer cudl de cllas es la méds conveniente.

2.




1.3 HIPOTESIS

Las prucbas de con esis ¢ inmunodifusién radial simple sc han empleado para

evaluar la potencia de vacunas y sucros como 103 antirr4 bl conb T porloquecs

posible suponer que también se pueden aplicar con los mismos fines para la evaluacién de la

potencia de suero equino antfalacrdn .

51 las prucbas de contra oforesis e tnm 6n radial simple han funcionado cn

la medicién de potencia de vacunas, cntonces otras prucbas in vitro basadas en reacclones de

precipitacién también deben proporcionar buenos resultados.

Clertos jan que los al del género Centruroides di

por 1o que sc cspera obtener més de una banda o halo de p en los dios de difuaién

en agar (5. 10, 18, 48, 17, 18]






ANTECEDENTES

2.1 ALACRANISMO

El alacranismo es un serlo p de salud orj, do porla d de al. en
varios pafscs del mundo, que afecta a grand icleos de poblacién, tanto en el medio rural como
en el urbano, fonando ain en dias considerables tasas anuales de morbilidad en

algunas zonas de la Reptiblica Mexdcana & 78 19,

En Méxdco, cada afio méds de 100, 000 personas son picadas por alacranes, en donde se han

1o ap mentc 134 especies o subespecies, pero s6lo 6 u 8 de etlas son importantes

por los dafios que ocasionan a la salud; las dos sub mas peligr cn México son

Centruroides limpidus limpidus y Centruroides limpidus tecomanus '-35 19,

En Méxdco, el género Centruroides com prende una amplia distribucién geogréfica, habi¢ndose

do histér te que 1as zonas de mayor riesgo son Durango y Colima. La distribucién

geogréfica de los alacranes en Méxdco sc puede cbservar cn la figura 1 %6813,
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2.1.1 GENERALIDADES DEL VENENO DE ALACRAN

COMPOSICION QUIMICA

El estudio de los venenos de alacrdn ha contribufdo para la claboracién de antisteros

cspecificos y quc contrarresten ¢l envencnamiento 7,

El delos al dclafamilia dac (a la cual pertencee entre otros cl género
Centruroldes) estd compuesto cn su mayorfa por polipéptidos neurotéxicos constitufdos por 60 - 70
aminodcidos unidos entre sf por cuatro puentes disulfuro con un peso molecular aproximado de 7000

daltons y que inducen la despolarizacién de la unién a los canales de sodio de las membranas

bles. El es una poco fluida, opaca, opalescente y con pH alrededor de 7.0,

Las técnl mas das para ob ! veicno son por estimiulacién eléetrica del telson (dltimo
scgmento del postabdomen del alacrdn}, o por trituracién de los telsones en un mortero con solucién
salina seguida de filtractén y centrifugaci6n 7 12 14.17. 18 18,200

CARACTERIZACION FISIOLOGICA, ACCION Y SINTOMATOLOGIA

La respuesta del organtsmo provocada por ol veneno de alacrdn no se debe del todo al

efectod de susce tes. El veneno manificsta su accién liberando algunos componentes

cclulares (accién autofarmacolégica) ™.

La picadura en humanos por alacranes del género Centruroides en el continente

Amcricano desarrolla sintomas p 1 letalesdeb ala accién del vencno sobre el sistema

nervioso autd dtHco y F 4tico) y los drganos vitales, provocando un intenso dolor,

6.



adormecimiento proveniente del sitio de la picadura, d { én de los

linfdticos), pardlisis con pulso ripido, salivacién excestva, sed y

disurta extrema (dolor y )| al orinar), trritabilidad, al i1 dela }s demés de

desérdenes cardiovasculares, respiratorios y gdstricos principalmente (dolor epigastricodebidoa una

pancreatitis aguda)® !4 16281,

Por 1o que respecta al fento por picadura de alacrén, inicial se debe 1,
la expansién del veneno a partir del sitio de la picadura mediante la ap de un tor
temporal (sin 6n)y enfr prol perono 0 con pag! de hiclo. En muchos

paises se aplica cl antistucro corr diente por via ular asociada con un antthistam{nico
para prevenir 1a reaccién alérgica, aunque la mayor limitante del uso del suero antialacrdn es la
presencia de la reaccién alérgica por proceder de suero equino y por cse motivo s¢ combina cop un

o, adn act el suero antialacrdn se elab un de

P

purificacién y digestién dtica que la alérgica. El tratamiento de soporte

consiste iniclalmentc en inflitrar a través de la picadura una solucién de procaina al 2% que

contenga eptncfrina 1:1000 para mitigar ¢l dolor, posteriormente administracién pareuteral de

luct degl yamino4cidos. El shock se debe tratar con soluciones paren terales, incluyendo
plasma sangufneo 7%,



2,2 SUERO ANTIALACRAN

2.2.1 HISTORIA DEL SUERO ANTIALACRAN EN MEXICO

En 1896 Calmette cstablecié la téenlcade p 16n de '0S antic {un sucrocsuna

fraccién de pl i que per cn estado liquido después de la coagulacién),

concluyendo que ¢l veneno de cobra Hene propledades antigénicas al igual que las toxinas diftérica

y tetdnica 7,

En una ¢poca sc supuso que los sucros antiofidicos podian neutralizar venenos de serpicntes y de
alacrancs, poro Vital Brazil fuc quicn demaostrd quelos sucros curo peos no ncutralizaban los vencnos

de serpientes sudamcricanas 7 'Y,

Finalmente, sc aceptd que los sucros antiofidicos son cspecificos y neutralizan inicamente

los venenos que han servido de antigeno en su preparacién y de acuerdo con este, sc consideré la

bilidad

dequect dealacrdn pudiera tener pre des antigé demdés de su accién

téxica, ¢ do asflab da para preparar el primer sucro antialacran ',

En México, cl primer suero antialacrin sc prepar6 en 1904 en ¢l instttuto Médico Nacicnal
de México por ¢l Dr. Daniel Vergara Lope. habiendo inyectado perros con gldndulas vencnosas de

alacran en maceracién glicerinada "®,

Posteriormente, en 1926 cn Durango fniciaron la inmunizacién de cabalies, de acucrdo con
la técnica del Dr. Vital Brazil aplicaron 24 inycceiones de gldndulas de alacrdn ca solucién salina con

Intervalos de 3 a § dfas entre una y otra, La inycecién inictal fuc de 0.6 de glindula y la dltima de

8.



350 glandulas; 12 dlas después de la inyeccién, se sangré al caballo , se separd el suero y se ttuld,
hablendo encontrado que neutralizaba el veneno de 8 glandulas/ml y finaimente se mandé una
muestra al Director del Instituto Nactonal de Higlene, para quc a parttr de ese momento, éste se

cncargara de la produccién del sucro antialacran 7 '¥,

2.2.2 PRODUCCION -DEL SUERO ANTIALACRAN

2.2.2.1 OBTENCION DEL PLASMA EQUINO

El plasma equitio sc obtlene de acuerdo con el sigutente diagrama:

| ke s th alacrie

3

l Macamcide y aspeciin de vaeme

3

r Farmalaciis del vancna (glioring, sl asling, siomarssd) y flmaabin omie] J

C s ]
L P TSy —— ]

L

Apahin ol cagmmg ds Stmmdmpbie 2 ke |
!

I J
L Dam

| == ]

Diagrama 1



2.2.2.2 FRACCIONAMIENTO, ENVASE Y LIOFILIZACION

Este proceso sc lleva & cabo de acuerdo con los sigulentes diagramas:

{ Viciado do plamna ]
I} P cemie it
{ Ccacis ki
d
| p— ]
1 3
[ 108 v oo ol e el |
2
I Pencipinciin de ls fmcckde gidbelisics 1
JI v,
L Diddisla (wiemfthraciia) —‘
L ofl,
I Clutticackis 3 formalaciin 1
WQ——-——————— P, comscl, meitce, cloracs
L Plsckin aarll 7‘
‘I i, cresnd, maliacn, clareos,
iisdos pumben, ohemncalummin,
R o, Hepidnd, mptiind,
1 Pioigucs, sogmided, powas

10.



o

Vol. prmnadi, chocwcn, snitics,
onlblided,
whiidcn aptalun, ogpmct, hepnacked,
yootninem, eusciided, sagurided
Foigram, ibmtided, posce
Prodecio Libetsdo
congral nseeno
Pomacie, eclabitided, camel, pH,
T eumitidad, aSidos omies, Mpeco
¥ Vomeded
Proacic 1anple
coatml exserno
""“'
DIAGRAMA 3

Las pruchas de potencia para sueros heterélogos se realizan in vivo; una de las razones
principales por las que se desea implementar pruebas de potencia i vitro es eliminar la dificultad

cxistente al extrapolar especlesno h N CSP h 4s de que se desea eliminar

¢! sufrimiento y la muerte de 108 animales. En realidad en el caso del suero antialacrdn €stas no han
sfdo muy estudiadas, ya que se llevé a cabo una revisién bibliogrifica exhaustiva de 1983 a la fecha,

y sdlo se cuenta con 2 estudios relacionados con el tema. Las prucbas de potencia jn vitro miden el

11,



decremento de una actividad espeeffica de una cantidad dada de veneno mezclada con cantidades
ascendentes de antisuero. Si los métodos in_vitro miden la capacidad de salvar vidas con una
precisién similar a la que sc obtienc con los métodos in vivo, entonces existe una razén importante
para climinar ¢l continuo uso de antmales * * %24

La preservacién de la potencia de los antisucros depende pr de la for 6

(liquido, scco o lofilizado en viales de vidrio scllados o en viales con tapén de hule)}*™

1z






~ PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMA GENERAL

Samo squiso sutialecria:

cll]rlnnl][xnnJ m

CIE = Contrainmunoelectroforesis
IDRS = Imunodifusién Radial Stmple
IDD = Inmunodifusién Doble

Pp Capilar = Precipitacién en capllar



3.1.1 DIAGRAMA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE)

Cubrir placas de vidrio con agarosa al 1.1 % cn sol. amortiguadora
dc barbituratos

I

Dejar solidtficar la agarosa y hacer 3 hileras de 6 horadaclones cada
una

|

Colocar en 5 pozos de 1a hilera central 20x1 de vencno polivatente de
alacrdn

}

Colocar en los 5 pozos laterales 24, 22, 20, 18 y 16 ul de sucro
antialacrédn

|

Colocar en ¢l pozo cenfral de la tltima hilera 3 Lf de toxoide tetdnico
y cn los laterales 3 Lf de antitoxina tetdnica (control positivo)

)

| Dejar correr a 15 mA por dos horas

!

l Lavar y tefitr

!

I Observar las bandas formadas y determinar el titulo del suero

14, -



3.1.2 DIAGRAMA DE INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE (IDRS)

Meczclar 3 frascos de sucro de cada lote y rehidratar con 1 ml.
de solucién salina

}

L Fundir la agarosa al 2% y mantenerla a 56°C |

|

Preparar una dilucién de veneno que contenga 12,5 DLy, de
vencno/ml, de mezcla de agarosa-veneno

l

Mezclar 3 ml. de agarosa al 2% + 1 ml. de veneno dilufdo e
incubar a 56°C

J

I Colocar 4 ml. de !a mezala sobre un portaobjetos I

l

I Dejar solidificar |

I

L Hacer € horadaclones de 3 mm de didmetro cada una I

|

Colocar 39, 36, 33, 30 y 27 zl de suero cn los pozos
respectivamente

]

’ Dejar difunfir durante 24 horas a temperatura ambiente |

!

L Lavar y teiiir I

|
| Medir diametro, graficar y potencia |




3.1.3 DIAGRAMA DE INMUNODIFUSION DOBLE (PRUEBA DE OUCHTERLONY, IDD)

L Mezclar 3 frascos de sucro + 1 ml de sol. salina J

l

Colocar 4 ml de agarosa al 1% en un portachjetos limplo y

desengrasado

l

Practicar una horadacién central y 6 alrededor de ésta de 3 mm de

didmetro

J

| Calocar cn ¢l pozo central 12.5 DLy, de veneno l

l

r Colocar en los pozos laterales 39, 36, 33, 30 y 27 ul de suero J

L Defar difundir durante 24 horas a temperatura amblente '
L Tehir —’

l Observar ¢ Interpretar




3.1.4 DIAGRAMA DE PRECIPITACION EN CAPILAR (Pp CAPILAR)

| Rehidratar vencno con 1 ml de solucién salina |

|

| Rchidratar un frasco de¢ sucro con 1 ml dec solucién salina |

1

Mﬂ.dar 10 sl de vencno con cada uno de los siguientes

volimenes: 10, 15, 20, 25 y 30 ul

l

l Licnar un capllar con cada mezcla ,

l

| Dejar reposar por 24 horas a temperatura ambiente |

L

l Centrifugar |

l

| Medir ¢l complejo Ag - Ab formado I

J

I Graficar

17.
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Ve Hval de alacrén® lole VPA-Q2,

P

Suero equing antalaerdn® Jotes Nos.:

-

@ @ N Q9 o 8N

Toowide tetdnico* lote 5/n 300 L{/md,

Antitoxina tetdnica® lote /2 300 LI/ml

Prodieid,

F enel ! de Higlene deia S. S. A.

18.



3,2,2 MATERIAL DE LABORATORIO

Portaobjetos de vidrio de 2.45 x 7.4 cm,
Placas de vidrto dc 6.2 x 7.6 cm,

Tubos capilarcs,

Probetas de 100 ml,

Pipetasde 5 y 10 ml,

Micropipetas de § - 50 ul y de 200 - 1000 ul,
Puntas para micropipetas,

Nivel con burbuja,

Horadador de 3 mm de didmetro,

Regla de pldstco transparente,

Gasas,

Mechero Fisher,

Jeringas de plastico desechables de 1, 5 y 10 ml,
Matraces Erlenmeyer de 125 y 200 m},
Termdémetro,

Lupa,

Plaatilina.

3.2.3 REACIIVOS

Agarosa Sigma reactivo para blologia molecular,
Solucién reguladora de barbituratos Gelman,



Solucién salina fisiclégica Abbott,

Azida de sodio Merck, grado reactivo,

Azul de Coomasic R-250 Sigma, grado analftico,
Metanol Merck, grado analitico,

Acido acético glacial Merck, grado analitico,
Isopropanol Monterrcy, grado analftico

3.2.4 EQUIFO

Balanza analftica Sartorius, '

Camara para Gelman Instruments Company, modelo. deluxe

electrophoresis chamber,

Fuente de poder Helena laboratories, modelo Titén,
Estufa a 37°C,

Secadora de pelo,

Campaita de extraccién,

Bafio de agua a 56°C,

Cédmara hidmeda,

Centrifuga para microhematocrito,

Lector para microhematocrito

20.



3.3 METODOLOGIA

3.3.1 CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE)

Antigeno

Se rehtdraté un frasco de vencno polivalente de alacrén con 1.5 ml de soluctén saling, a

fin de obtencr 200 dosis letales al 50% por mililitro (DL, /ml) .

Suero

Se rehidraté un frasco de cada lote de sucro problema antialacrdn con 1 mi de solucién
salina.

La prucba de CIE sc cfectué de la siguiente manera: se cubrieron liminas de vidrio de 6.2

x7.6cm (p tc lavadasy d grasadas) con 8 ml de agarosa al 0.5% en agua destilada y se
mantuvieron a 37°C durante 24 hrs; a continuacién, las mismas laminillas se cubrieron con 8 mi
de agarosa al 1.1% en solucién amortiguadora de barblturatos (pH = 8.2), las que se dejaron
solidificar a temperatura ambiente y posteriormente se mantuvieron en camara himeda a 4°C por

no menos de 10 minutos.

En cada una de tres filas paralelas sc marcaron a una distancia de 10 mm € cavidades
de 3 mm de didmetro cada una; en los 5 primeros pozos de Ia hilera central se colocaron 20 4l de

veneno; a ambos lados del pozo central se colocaron los 11| de 24 ul,

224, 201, 18 uly 16 ul; la rildma hilera de cavidades corresponde al contrel positivo, que cn los
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pozos laterales contenfa 3 Lf de antiloxina tetdnica y en el pozo central, 3 Lf de toxolde tetdnico,
Figura 2;

000000

Figura 2

Cada una de las placas se introdujo en Ia cfimara de CIE, que se habfa llenado previamente
con solucién amortiguadora de barbituratos (pH = 8.2); en ambos extremos de cada placa se

colocaron puentes de papel filtro. La CIE se corrié durante 2 horas a 2 mA por cada cm de ldmina.

Los geles se mantuvieron refrigerados durante 24 horas y posteriormente se prepararon para ser
tediidoa con azul de Coomasie.

Después de la tincién se observaron detenidamente las placas y el titulo del suero ae
determiné considerando el ditimo pozo en el que se obtu un nu de band.
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tomando en cuenta que en todos los pozos se mantuvo constante la concentracién de venene, la cual

fue de 4 DLy,/pozo, por lo que la regla de célculo es la siguiente:

4DLy, - vol. final*

Titulo del suero (DEg,/ml) - 1000 pl

vol, final® = ut afiadidos al iiltimo pozo en el que se observa un nimer tderable de band

3.3.2 INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE (IDRS)

Antigeno

Se rehidraté cada frasco de livalente de 4n con 6 ml de solucién salina para

P

tener 50 DL, de veneno/ml.

Se mezclaron tres frascos de cada lote de suero antialacrén, los cuales fueron rehidratados
con 1 ml de solucién salina,

La agarosa al 2% en PBS sc fundi6 y se mantuvo en bafio de agua a 56°C, ac mezclé con un

volumen de veneno adecuado para tener 12.5 DL,, de vencno/ml en cada placa a 56°C y ec

afiadieron 4 ml de dicha mezcla a cada portachictos de 2.45 x 7.4 cm (prev te dos y
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ltmpios) en una superficic plana (nivel), se dej6é solidificar y posteriormente se colocaron en cdmara

hiimeda a 4°C por no menos de 10 minutos.

Transcurrido este ticmpo, sc p 6 horadaci de 3 mm de didmetro a cada placa

y se afiadieron los sigulentes volii de suero te: 39 ul, 36 ul, 33 ul, 30 ul, 27 ul,

24 ul. Se permité la difusién por 24 horas en cdmara hiimeda a temperatura ambiente y

transcurrido ese tiem po se prepararon para ser das con azul de C. il de la tincién

sc midicron los didmctros de las zonas der én antigenc Po y sc graficé cl didmetro

contra la concentracién de sucro correspondicnte a cada pozo. Figura 3:

O 0O0O00O0

Figura 3

Con loa datos grafl 6la decada recta, a fin de determinar la potencia

de cada lote de suero, de acuerdo con el sigujente cdilculo:

Potencia del suero = | curva / curva csté x 100

para lo cual, sc cmples la pendiente de una curva estdndar, obtenida de un suero cstdndar.
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3.3.3 INMUNODIFUSION DOBLE (PRUEBA DE OUCHTERLONY, IDD)
Antigeno
Sc empled el mismo vencno que cn la téenica de CIE.
Sucro
Sc utilizaron los mismos sucros que cn la técnica de IDRS
Sobre un portaobjctos de 2.45 x 7.4 em previamente desengrasado y limplo se vaciaron
4 ml de agarosa al 1% cn PBS, que sc de|6 solidificar y posteriormente se mantuvo cn cdmara

hiimeda a 4°C por no menos de 10 minutos. Sobre la placa se practicaron 2 jucgos de 7 horadaciones

de 3 mm de didmetro cada una, colocande para cada jucgo una de las horadaciones ¢n ¢l ccntro y

las 6 restantcs alrededor de ésta, de acuerdo a la figura 4:

ogo ogo
oo o)
o) o©

(cada juego de horadaciones corresponde a un lote de suero).

Figura 4

En cl pozo central de cada conjunto, se colocaron 12.5 DLy, de veneno y alrededor de éste se

afiadieron los siguicntes volimenes de sucro respectivamente: 39 ul, 36 ul, 33 pl, 30 ul, 27 nly 24

25.



H, los cuales se dejaron difundir en c4 a tura d 24 horas y

transcurrido ese tiempo se observaron las bandas for y se prepararon las placas para ser

tefiidas con azul de Coomasie.

El titulo dcl sucro sc calculd considarando ¢l tltimo pozo cn ¢l que sc obtuvo un nitmero
importante de bandas, tomando en cucnta quec en todos los pozos se mantuvo constante la
concentracién de veneno, la cual fue de 12.5 DLg,/pozo, por lo que ol cllculo para determinar el

titulo es el siguiente:

12.5DLg, - Vol final*
Titulo del sucro (DE,/ml) - 1000 gl
Vol. final® = ui anadlidos al tiltimo pozo en el que se observa un ni de band,

3.3.4 PRECIPITACION EN CAPILAR (Pp CAPILAR)

Antigeno

Se rehidraté un frasco de veneno polivalente de alacran con 25 ml de solucién salina

reguladora (PBS), para tener 12 DLy, de veneno/ml

Suero

Cada frasco de suero serehidraté con 5 ml de PBS y sc prepararon las siguientes diluciones
por lote: 1:2.19, 1:2.85, 1:3.75, 1:4.82, 1:6.26.
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Las capllares sc licnaron de antigeno por capilaridad hasta la mitad del tubo capilar y
posteriormente se introdujo cada capilar cn la diluciéa correspondiente de sucro hasta llenar la
mitad reslante; sc taparon por cl extremo en que ac colocd el antigeno con plastilina y se

centrifugaron por 5 minutos en la centrifuga para microhematocrito, para posteriormente medir la

cantidadd descdimento formadoy determinar el por d -a po

4.3.5 TINCION CON ATUL DE COOMASIE

Lasa placas de CIE e IDRS sc dejaron sumergidas en solucisn salina reguladora (PBS) durante
toda la noche, se lavaron con agua destilada para retirar el exceso de sales, se secaron con una
corriente de atre caliente y ae colorearon con azul brillante de Coomasie durante 10 minutos; se

lavaron con agua corriente, sc decolararon durante 5 minutos sumergieodo las placas en solucitn

[ con agua corriente, ae secaron y se observaron.

3.3.6 DETERMINACION DE LA DOSIS EFECTIVA AL 50% (DE,,) {TECNICA IN VIVO)

a. Determinaci6n de la DL, de venenos

1. Sereconstituyé al 2% m /v, la preparacién Hofilizada de veneno, con solucién 0.15M de NaCl.

Se agregé glicerol volumen a volumen y tiomersal a una contoentracién finat de 0.076% m /v.

2. Sedijuy6 el veneno en progresién geométrica, con factor constante, usando como diluyente
solucién 0.156M de NacCl. La serie de diluciones y el factor de dilucién se sclecclonaron de

lido en

manera que la respuesta ruc;n progresiva, el 50% de mor d se hall:

i3

1a acric, y sc obtuvieran ¢l 0 y 100% de mortandad.
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8. Dec cada dilucién se Inyectaron 0.5 ml a cada uno de 6 ratones de 18 a 20 g de peso (cepa.
NIH, sexo indistinto): sc administré este volumen por la vena caudal y en un tiempo
aproximado de 15 segundos. Se mantuvo un grupo control en iguales condiciones, excepto

que a éste se le inoculd solucién salina fistolégica.

4. Se obscrvd a los animales al cabo de 24 horas d de la lacién, anotando los

muertos ¢n cada ditucién.

5. Se calculf la DLy, de los muertos por el método de Spearman Kirber (el cual sc detalla en el

como para el cédlculo los muertos en un lapso de 24 h,

punato 3.3.7),

8. Para calcular la dilucién de prucba para la determinacién de la potencia del suero equino

antialacrdn, sc multiplics la DL, obtenida por 2 para obtener el mimero deDlg, en 1 ml, ya
que l1a dosis inycctada fue 0.5 ml, y posterformente se dividi6 el resultado obtenido entre 12.

b. Scleccién de las diluciones de los sueros

1, Se caleuls el niimero de DLy, /ml que ¢l sucro neutralizé, dividiendo lo que indica ¢ marbete

entre el volumen promedto.

2. Secalcul6 la difucién tedrica necesaria del suero para. 1 12 DLy, do e} valor

obtenido anteriormente entre 12.

3. Sc consider6 esta dilucién como la central dela acrie, y con un factor de dilucién constante,

se calcularon dos diluciones superiores y dos inferiares a ésta. El factor de dilucién ae eligié

S
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7.

dec manera que la respuesta fuera progrestva.

Las diluciones y/o el factor de ditucién deben 'S¢ cn case nccesario para que

contengan la dosis protectora al 50% (DPy,) y abarquen el O y 100% de mortandad.

Procedimiento.

Se diluyé cl suero cn progresién geométrica, con un factor constante . Se usé como diluyeate
solucién 0.15M de NaCl.

Sc mezclaron 3 ml de cada diluctén con un volumen igual de una solucién del veneno

correspondiente que contuviera 12 Dlg/ml.

Se incubaron las mezclas por una hora a peratura YPr das de la luz.

-4

. Se inyectaron 0.5 ml de cada una de las muestras a cada uno de seisratones de 18 a 20 g,

cn la vena caudal, procurando que ¢f volumen se inyectara en un tiempo de 15 segundos.

Se observd el efecto protector del sucro a 1as 24 horas posteriores a la inyeceién, anotando

el mimero de sobrevivientes y muertos.

Se calculd 1a DP,, del sucro por el método de Spearman Kirber.

Sc confirmé en paralclo si d vencno utilizado contenfa aproxtmadamente 12 DLy /ml. (Ver

1}, La prucba sc constdera valida st sc cumplen las condiclones establecidas cn 3. y 4. de
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selecclén de las dilucionces de los sucros, y si ¢l veneno utilizado conticne cntre 10 y 14

DLy, /ml.

8. Se calculé el mimerode DL, ncu das por frasco, loel

p por
frasco y ¢l nimero de DLy, contenidas en la dilucidn de veneno utilizada (Ver 7).

3.3.7 METODO DE SPEARMAN - EARBER

Este método sc emplea para estimar la DEg,.
PROCEDIMIENTO
El Jogaritmo de la DEg, {M} sc cstima mcdiante la sigutente ecuaci6n:

M= ¥ I5, (P, - PG +X,, ) n
Donde k = ¥ quze dosls a la cual se obtiene el 100% de reaccién.
Para x, igualmente espaciadas, sc define al intervalo entre cllas como:

f=x,-x, @

Al subatituir (2) en (1} y reducir se obtiene:

M=x+ /2 - 134, P, ’ 3)
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o alternativamente:

M=k -2 P (3a)

sl para cada dosis sc ticne igual nimero de unidades de prucba (n), (3) se transforma en:

M=k, +1/2-([/n)3*_ 1 (4)

Dondc r, = nilmero de reactores a la iésima dosis.

A partir de (3) o (4) s¢ 1a DEg, el garitmo de M.,

El esttmado dc la varianza de M es:

s =@5,_,Ip (1 - p)/ag,l (5)

Cuando hay ¢l mismo mimero de unidades de prueba por dosis, la ecuactén (5) se reduce a:

8* = {f/[(n-1n2p 2 _, [rfn-r)] (6)

Un intervalo de confianza aproximado para el verdadero valor de M, slemprey cuandon on,

no sean demasiado pequeiias, €s:

Mz 1.96s @
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¥ al transformar a la varjable original, obtenicndo cl antilogaritmo para cada limite, s¢

determina cl (ntervalo de conflanza para la DEg,.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

4 "

Para sl es que o no diferencias significativas entre las técnicas tn vitro

propucstas y las técnicas fn vivo, se emplearon la prueba “t" y Ia prueba "F".

La prucba "t" se aplica en este caso porque las muestras que sc comparan eatre sf fueron obtentdas
dcla misma poblacisn. En esta prucba se calcula la probabtlidad de que la diferencia |X; - %, |
tcaga un valor tan grande como cl obscrvade para X, © x;. Para calcular "t se aplica la siguiente
férmula:
t= |%, -%| MEx, - X)) + 206 -5 /@ - 1) 8)

El valor de "t" calculado debe compararse con valores tabulados de "t", correspondientes a un nivel
de significacién o de probabilidad o de una variable aleatoria, para un nimero dado de grados de
Uibertad (V) de que sc dispone para ¢l caso de la estimacién del error; si el valor de "t" calculada es
menor al de "t" tabulada, sc considera que no hay diferencta significativa entrc las medias
comparadas. El niimero de grados de libertad es la cantidad de obscervaciones mencs dos (que se

emplearon para determinar las varianzas), es decir (n, - 1) + (n; - 1) 9,

La prueba "F" se emplea para verificar que las varianzas de las dos mucstras comparadas son

congruentes eatre sf, es dectr que no difieren de manera significattva 4,

32,






4.1 RESULTADOS

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1 RESULTADOS DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIE)

TABLA 1

1 22 181.81
2 24 166.66
3 20 200.00
4 No interpretable No interpretable
5 21 190.90
6 23 174.23
7 21 190.80
8 19 211.11
9 22 181.81
10 21 190.90
11 23 174.23
12 24 166,66

13 22 181.81
14 20 200.00




4.1.23 RESULTADOS DE INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE (IDRS)

TABLA 2
1 ~ 55 50 ’ 45 l 42 3# 37 0.100 183.01
2 59 53 45 43 42 40 0.074 135.43
3 69 64 62 55 50 46 0.093 170.20
4 65 56 45 42 40 39 0.108 188.50
5 71 65 62 60 55 51 0.075 137.26
6 70 65 62 60 58 45 0.084 153.73
7 75 71 61 .58 55 48 0.106 184.00
8 72 62 59 51 50 42 0.110 201.32
9 80 75 70 65 55 50 0.122 223,28
10 65 62 59 55 45 40 0.102 186.67
11 72 69 61 60 52 49 0,096 173.86
12 70 67 }, . 65 59 51 45 0.102 1868.67
‘13 72 69 65 55 51 49 0.102 186.67
'
14 67 62 56 51 50 46 0.083 151904
* Penullente de la recta
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4.1.3 RESULTADOS DE INMUNODIFUSION DOBLE (PRUEBA DE OUCHTERLONY, IDD)

1 30 208.33

2 No interpretable No interpretable
3 No interpretable No interpretable
4 No interpretable No interpretable
5 No interpretable No interpretable
6 30 208.33

7 a6 173.61

8 No interpretable No interpretable
9 30 208.33
10 30 208.33

11 30 208.33
12 27 231.48
13 30 208.33

14 27 231.48
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4.1.4 RESULTADOS DE PRECIPITACION EN CAPILAR (Pp capllar)
Los precipitados obtenidos fueron tan escasos, que resulté imposible medirlos, por lo que

no es factible reportar ningiin resultade con respecto a esta prucha.

4.1.8 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS IN VIVO EFECTUADAS EN DOS LABORATORIOS DE
CONTROL DE CALIDAD

1 163.00 164.40
2 173.00 205.70
K] 162.00 217.65
4 166.00 217.65
) 194.60 184.55
€ 178.00 217.65
7 194.00 205.80
8 185.97 183.85
9 212.04 194.00
10 170.11 164.44
11 186.07 173.92
12 170.11 217.41
13 170.11 217.41
14 179.91 217.41
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4.2 DISCUSION
La discusién de resultados se llevard a cabo cn base a la comparacién del titulo obtenido para

cada lote de sucro de do con las té ! antes '
TABLA B
1 181.81 183,08 208.33 163.00 18440
2 166.66 135.43 No tnterpretahle 173.00 205.70
a 200.00 170.207 No Loterprotable 162,00 217.65
4 No interpretable 188,60 No taterpretablke 166.00 217.65
5 100,90 137.26 No interpectable 184.60 104.585
] 174.20 152.73 208.33 178.00 217.65
7 190.90 194.00 173.61 184.00 205.8
8 21111 201.32 No Interpretable 185.97 183,95
° 181,81 223.28 208.33 212.04 194.00
to 190.90 180.67 208.33 170.11 184.65
1 174.23 173.88 208.33 17021 184.94
12 166.66 186.67 231.48 186.07 173.92
13 181.81 186.67 208.33 17011 217.41
14 200.00 151.90 23148 179.91 217.41
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lac delos

Para

se emples la prucba "t", asf como la prucba "F*, a fin
de determinar si es que existen o no difercnclas significativas cntre las medias obtenidas por las

técnicas desarrolladas cn este trabajo y la técnica in vivo. Para este fin, no sc tomaron en cucnta ni

la técnica de Inmunodifusién doble ni la de precipitacién en capllar, debido a que en la mayorfa de

los lotes no sc obtuvicron los resultados esperados,

La pruecba "t" s¢ aplics a los resultados ot diante la té de CIE y dec IDRS, en

p con loa ¢ por ¢l LABORATORIO 1 y ¢l LABORATORIO 2, habiéndosc obtealdo

los siguientes valores:

SR R 4
CIE - M;ORAWNO 1 24 1.017 2.084
IDRS - LABORATORIO 1 26 0.302 2.056
CIE - LABORATORIO 2 24 1.842 2.084
IDRS - LABORATORIO 2 26 2.654 2.056

a = Nivel de significancia de una variable aleatoria

Debido a que 18 teyue. €0 los primeros tres casos es menor que la t,,.,..., €0 cl nivel de

significacién elegtdo (a = 0.05), sc considera que no hay dife ia entre las medias; en en
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el 1iltimo caso sf se observa difercncia catre las medias y la desviacidn estandar, ya que 18 foyou &3
v

mayor que la t,,,1,.

Por lo anterior, cs posible afirmar quc de acuerdo con la prueba "t", Ios resultados obtenidos por

las dos & in vitro pr son a los obtenidos por la iécnica in vivo en o
LABORATORIO 1, en bio, con resp alos Itados propc dos por ¢l LABORATORIO 2,

se observa que ro hay diferencla con la prucba de CIE, pero sf la hay con la de IDRS,

Para confrmar que reaimente no existen varjaciones cntre los resultados proporcionados por €l

LABORATORIO 1 y los obtensdos (n vitro, sc levé a cabo la prueba”F”, con 1a cual sc obtuvieron los

siguicntes resultados:

TABLA 7

2 36 0.899 3.27

Ya que cl valor de F,,. .4, €8 menor que d de F,,...4,. €5 posible atrmar que Ios tres métodos no

difieren entre s,

Los resultados de la prucba de precipitacién en capflar no sc consideran, debido a que el

precipitado obtentdo resulté ser tan pequetio, que no fue posible medtrio, y mucho menos realizar
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comparaciones entre las difc tes dilucl empl as{ mismo, los resultados de la prucba de

Quchierlony tampoco s¢ tomaron ¢n cuenta, porgque estadfsticamente no se conté con una cantidad
aceptable de éstos, lo cual sc debié a que en muchos de los casos, ora tal la cantidad dec bandas

obscrvadas, que no €ra posible distinguir hasta qué punto sedebfa considerar el titulo del antisuero.
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CONCLUSIONES

De las cuatro técnicas inmunocldgicas in vitro propucatas para determinar la potencia del suero

equino antfalacrdn, sc observé que las mejores son las de difusién en un medlo sélido (agarosa), y

principalmente aquéllas en las que se destina a cada cién de antd probl un pozo

con ¢l antfgeno correspondicnte.

La té de IDRS g ta las tajas de ser reproducible, sencilla y no requerir un equipo
pero 1y €n su prep 6n quelade CIE, para la cual se debe contar

con un equipo y una sol ) d con la gran ventaja de que la reaccién
antigeno-antk po sc acelera y se pueden observar resultados en un lapso de tiempo muy corto.
Para la real de ambas té noes tener g 1 muy ni trabagar
e d cs lo cual permite que cualquiera de estas técnicas se pueda
desarrollar en o sitio de sangrfa de los ¥ csto repr 4 un ahorro de iempo para la

produccién  del suero, asf como una dimminucién en cl uso de animales para prucbas de control

durante €l proceso.
La adopcién de alguna de cstas té& in vitro de manera rutinaria, s6lo podria scr considerada
©omo una prucba de ey depr del suero equino antialacrédn, ya que

la prueba definitiva para producto terminado es la de dosis efecttva al 50% (DE,,), que ¢s un método

enlaF Js de loa Estados Unidos Mexicanos, y por 1o tanto no puede ser

por no




APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

a) SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA (PBS}

Foafato de sodto 833g
Foafato diicido de potasio 1.09g
Cloruro de sodio 85g
Agua bidestilada. 1000 mi

b) SOLUCION AMORTIGUADORA DE BARBITURATOS 0.05M pH = 8.2

D un vial de so! amor dora de barl cn 1000 ml de agua bidestilada y

afustar ¢l pH cn caso necesario.

¢) PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA PARA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

Preparar una suspensién de agarosa al 0.9% en solucién amortiguadora de barbituratos 0.05M,

pH 8.2, que contenga una pizea de azida de sodio.

d) PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA PARA INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE

Preparar una suspensién de agaroaa al 2% cn salucién salina amortig: (PBS), que conteng;

una pizca de azida de sodlo.
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€) PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA PARA INMUNODIFUSION DOBLE

Prcparar una suspensién de agarcsa al 1% en soluci6n salina amortiguadora (PBS), que contenga

una pizca de azida de sodio,

f) COLORANTE AZUL DE COOMASIE

Azul de Coomasic 1g

Agua destilada 250 ml
Metanol 250 ml
Acldo acético glacial 100 ml1

Filtrar por papel flitro Whatman Ne 2

§ DECOLORANTE

Arido acético 200 ml
Isapropanol 700 ml
Agua destilada 1100 ml
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