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| INTRODUCCION.

Existe un padecimiento de las vias respiratorias, muy
comiun entre la gente gue esti ‘en contacto constante con aves o
con  sus desechos _fecaleé dennminado‘ "Alveolitis Alérgica
Extrinseca“, el cual fue descrito por VEeEZ primera por
-Bernardini Ramazzini,en‘17OQ, de la siguiente manera:

"de aqui, siempre que es necesaric cribar el trigo, la
cebada u otros granos semejantes, la tierra del molino o cuando
los comerciantes de granos los miden o transportan agui y alli,
los hombreé quienes criban 9 miden son - plagiados
completamente por el polve cudndo ellos trabajan diciendo
inumerables maldiciones durante su trabajo. En la garganta,
pulmones y ojos es de'snbra‘conocido que hay 1ésibn sariaj
en lé garganta se asfiuia vy S8 reseca con el polvo v el
resultado &5  uwna sequedad y tos obstinada; los ojos estan
muy inflamados y llorosos vy casi todos quienes hacen esta
vida de ciribar o manejar granos estan con respiracidn corta
y caquética v varamente llegan a viejos; en efecto es muy
facil que ellos caigan en ortopnea y finalmente en la

hidropaesia" (&).
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CARITULD 1

CENERAL IDADES .

1.1.- "ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA®

La inhalacion de polvos organicos se asocia con dos tipos
distintos de reaccion pulmonar. La mis comin, es mediada por
anticuerpos clase IgE usualmente referida como

hipersensibilidad Tipo I o anafilactics.

Esta respuesta causa un dafio en las vias agéreas vy e
aspcia frecuentemente con antecedente de alergia v
predisposicion genética. La reaccidn Tipo I se presenta en

minutos por lo que también se ha convenido en llamarle
respuesta inmediata (1,2,3,4).

El segundo caso menos frecuente afecta el intercambioc de
gases en 2] pulmdn vy se denomina Glveolitis Alérgics Extrinseca
o también conocida como Prhneumonitis por hipersensibilidad, Ia
cual es mediada por anticuerpos clase Igf usualmente referida

como Eegpuesta Tipo III (3).

Este padecimiento fue descrito primerc por  Bernardini

2, io sefala con el

Ramazzini, en 1700 (&), Campbell en 19
nombre de "pulndn del granjero's Sttuderd, en 1930 vy Beal en
1969, 1o citan como wuna fibrosis quistica con pérdida de la
arguitectura  bronco-pulmonar (7). En 1941, ésta entidad se
considera como un padecimiente pulmonar debido & la  inhalacion
de polve, honoos o de productos  vegetales, caracterizads pei

sintomas vy signos atribuibles a la reaccidn en las ' paries
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periféricas del aparato respiratoric, que ocasionan un elevado
deaficit en el intercambio gaseoso (8).

La reaccion  inmunoclogica se presenta de cuatro a ocho
horas después de la exposicion al antigénd mencionado flO).

La variedad de polvos organicos .y las esporas de hongos

que pusden producir este padecimiento, es muy grande. Este

pédecimientm e producido con  relativa frecuencia por
excremento de palomas, pichones vy otfos antigenos que se
inhalan en los lugares de tfabaja o por  hongos que se
‘desarrollan en los aparatos de aire acondicionado (21).

Datos clinicos: ’

Los sintomas pueden ser agudos, insidiosos y crénicos.

Estado _agudo. se presenta a - las cuatro u acho haraé
deép&es de la exposicidn al antigeno causal. El  ataque se

caracteriza por malestar general; fiebre elevada de tipo
influenza y calosfrio nocturno, mialgias y pérdida de peso (10
a 20 kgs), los sintomas pulmonares son: disnea de esfuerzo, tos
seca 0 con expectoracion mucopurulenta, sensacidn de opresidn
¢
toracica, raramente reaccion de tipo asmatico (pulmon del
granjerol, con  estertores  bronco-alveolares en las bases y
signos de broncosspasmo. El examen radioldgico puede ser normal
o con  algunas imagenes micronodulares{ infiltracian difusa,
afectando especialmente la parte media e inferior de los
campos pulmonares. La mejoria se presenta cuando el paciente se
retira de este ambieﬁte y vuelve cuando se expone al polvo

agresor. El examen radolégico vuelve a la normalidad (S.10,11).



En ocasiones, despues de la exposicieon al polvo, el
paciente presenta tos aislada, febricula, disnga de esfusrzo y
pérdida de peso (5,10,11).

La sintomatologia cronica, [=3=3 de insuficiencia

respiratoria, aihiiar‘a la de la fibrosis intersticial difusa,
caracterizada por tos, disnea de esfuerzo continua, cianasis vy
estertores alveolares basales (18).La rédimlug%a sugiere
fibrosis difusa vy pueden presentarse datos de enfisema
obstructivév(ﬁ,io,ll).

El lgbmratorio demuestra en 'algunos casos - agudos
ieucocitosis con eosinofilia y sedimentacidn normal. En o la
expectoracion se observan sosindfilos. Los gases en la sangre
- arterial muestran hipoxemia e hiperventilacion; el pH se
éncuentra compensado (4).

Las pruebas cutaneas con el antigeno causal, son ia'
maycriakpositiyas (G,11).

La demostracion de los anticuerpos precipitantes En'el
suero de estos pacientes con alveolitis‘alérgica extrinseca,
contra antigenos de aves, fue hecha primerc  por Fepys,., guien
los observd en mas del 904 de los pacientes; esta Gltima prueba
puede ser definitiva en el ’diagnéstico del . padecimiento
(3,10,11,12,13,14,15,16,17).

El examen histopatoloégico del tejido pulmonar revela
lesiones en la pared alveolar vy los bronguiclos, el cuadro

patoldgico varia de acuerdo con el estado del padecimiento (7).

En el estadio agudo, el cuadro histopatolagica se
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caracteriza por nodulos granulomatosos de tipo sarcoideo (2) .y
urn  infiltrado inflamatorio intersticial a nivel de la pared
alveoclar. En el estadio crénico, el cuadro histaﬁatdlbgico es
igual al gue presenta el estada insidioso, y se observa Siempré
un grado de infiltracidn inflamatoria intralveaolar, éan
tendencia a la fibrosis y bronquitis obliterante. En el estadio
avanzado, la fibrosis peribrnnquiai, produce alteraciones de la
arquitectura pulmonar, con dilataciones del alveolo (enfisema
irregular). o presencia de guisteso pseudogquistes, especialmente
en el lébulo superior (1,5,7,10,11}.,

La sospecha del padecimiento debe existir en personas gque
tienen aves y sintomas respiratorios. Un factor importante para
el diagndstico es  la presencia de los sintomas después de la
exposicidn en el lugar donde se encuentran las palomas vy
desaparicion de los mismos después de un periondo de ausencia de
ese lugar (3,10).

En apoyo al diaénéstico clinico deben existir las pruebas
funcionales respiratorias con demostracion de la difusion,
restriccion vy en algunos casos obstruccion bronquial; los rayos
X Questran infiltrado multifocal o difuso, anormalidades que
pueden desapare;er'cun el aislamiento del paciente.

En todos los casos en los gue se sospeche el padecimiento
deberan buscarse anticuerpos precipitantes en el suero y con
pruebas cutaneas usando los antigenos sospechosos (3,11).

Muchas de las particulas antigénicas que producen este

padecimienta. s0n Uy parecidas entre si Mabilando
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inmunologicamente (18) , 1o gue es un punto de considerable
impartancia por el hecho de que producen una alveolitis
granulomatosa intensa.  For sejemplo, ha sido demostrado bajo
condiciones experimentales que los actinomicetos termofilicos
san la vfuente principal de antigeno en diferentes formas de
pneumonitis hipersensible, incluyendo el pulmdn” de granjero,
tienen el mismo efecto en la produccion de anticuerpos vy
parti;ularmente en la hipersensibilidad mediada por celulas.

Esta comprobado gue muchos de estos polvos organicos
activan la via alterna del complemente "in vitro", vy se cree
due muchos de los infiltrados neutrofilicos pulmonares no
V?specificms tempranos, estan basados en la activacion del
complemento por esta via.

Sin embargo, esta ﬁrupiedad no especifica del polvo
organico, no es de particular ayuda en el diagnostico de este
paﬁe:imiento.

En el exaﬁen del paciente, las siguientes caracteristicas
son de éran ayuda en el diagnéstico: altos niveles de
anticqerpos precipitantes contra el polvo organico agresor, en
cantidades suficientes para ser detectadas por un simple
Ouchterlony de doble difusion Euando @l antigeno ha sido

identificado apropiadamente.

Muchas técnicas mas sensibles como seria el ELISA,
radioinmunoensayc, T fijacidn de complemanto v
contrainmunoelectroforesis, han sido probadas  de ser 1o

suficientemente sensibles para la deteccidn de anticuerpos en



todos los pacientes, incluso en los aquellos asintomaticos.

lLas pruebas cutaneas pueden ser Oatiles como parte del

diagnostico en la evaluacion de ciertas formas de
hipersensibilidad ., tales como la enfermedad de los criadores

de palomas.

1.2.- YTIFDS GENERALES DE DAHD INMUNOLDGICO"
Tipo .~ Las pruesbas cutaneas con reaccitn inmediata son

dempstradas en el 80X de los pacientes, pueden ser mediadas por

IgE o por Igh4 vy asociadas con reécciones asmaticas en

4

pacientes con inhalacidn controlada (32,33).

L

Tipo IIl.~ En esta respuesta se sugilere gque los antigenos

inhalados pueden ser incluidos en las membranas celulares

pulmonares, conduciendo a una reaccidn mediada por anticuerpos
IgM o IgBE, con activacidn del  complemento, lo que ha sido
demostrado en biopsias pulmonares por inmunoflorescencia

Tipo III.~ Esta mediada por anticuerpos Igl precipitantes,

hemaglutinantes y que consumen caomplemento; estos anticuerpas

se  encuentran elevados, actuwando de una manera especifica y

coincidente con la ewposicion v el dafo al tejido (30,32).

Tipo IV¥.—~ Esta reaccion esta mediada por células blancas



G
no  por anticuerpos, esta reaccion  tambien recibe el nombre de
respussta tardia va que en las pruebas cutianeas tarda de variaé
horas & dias en presentarse la respuesta, e involucra un
mecanismo mas complejoc y mas lento de llevarse a cabo (32,33).

En el caéo‘de la Alvealitis filérgica Extrinseca, el
cuadro clinico no es semejante al clasico encontrado en  las
enfermedades mediadas. por I[gE como es el asma bronguial
extrinseco; sin embargo se sugiere gque las reactciones mediadas
por IgE, a traves de  sus mediadores vasoactivos pueden
facilitar la localizacién y atrapamieﬁto de complejos inmunes

an las paredes vy membranas basales y, asi iniciar la respussta

de Tipo III.

1.3.- " DIAGNOSTICO DE LA ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA "

Fara su diagnédstico el médico se apoyva en el resul tado
de las pruebas de laboratorio, debido a esta razon son de gran
importancia los reportes de éste.

Existen diversas técnicas de laboratorio. pero  las mas
sensibles son de un alto costo; reqguieren  de Ll po
especializado y de reactivos de dificil alcance en el pais.

Dentro de estos métodos estaniELISA, el radioinmunoensayo,
la contrainmunoelectroforesis, Y las técnicas de
inmunofluorescenclia (34).

Eatos métodos  son de wna gran sansibilidad pero
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desafortunadamente son muy castoseos, por lo que no se apiican
=181 cuélquier laboratorio de analisis clinicos, ademas, los
laboratorios gue cuentan con los eguipos muchas veces tiegen

dificultad para encontrar los reactivos necesarios, ya que la

mayoria de estos son  producidcs por casas comerciales del
wtranjero, vy aqueallos gue zon de procedencia nacional no
siempre cumplen con las normas vy especificaciones necesarias

para un buen diagndstico.

For otro lado, la alveolitis alérgica extrinseca la
padecen en su. mayoria gente del campo, que es la que s
encuentra en contacto con las aves, ese tipo de individuos es
de baqu recilrsos econtmicos por lp que no pueden pagar en un
laboratorio clinico particular un diagnédstico con estos méetodos
costosons por lo que recurren a las clinicas de asisitencia
social en donde por lo general no se cuenta con estos.

En estas clinicas se utilizan otros métodos los cuales no
son muy costosos pero tampoco son muy sensibles.

Dentro de estos metodos se encuentran: la precipitacidn en
gel, la precipitacion en capilar, la. doble difusion radial vy

las pruebas cutaneas(31l).

Estos métodos de diagnastice aungue son - de rapida
realizacidn, cuentan con desventajas que pueden alterar los

resul tados, estas desventajas son: en las precipitaciones en
capilar nos encontramos con el fenomeno de zona, en el gue al
no  existir concentraciones equivalentes del antigeno con el

anticuerpe ne se forman la precipitacion, esto nos conduce a un
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falso negativo gue repercute sobre el tratamiento del paciente,
en la doble difusidn radial, sxiste =] problema de no controlar
bien la temperatura vy ocacionar falsas bandas debidas a
precipitaciones de sales, ademas de su zensibilidad baja.

Otro de 105 prcblema5 con los que cuenta esta forma de
diagnostico es gue en las clinicas rurales no se practica y por
lo tanto la persona tenga gus viajar hasta las grandes urbes
para su diagnostico.

El médico para poder dar un diagnostico final de un
padecimiento se ne:ésita basar en las'pruehas de laboratorio,
ern el historial clinico del paciente vy en su experiencia
propia.

4
El estudio radicldgico no siempre &s de gran utilidad vy
‘especialmente en este padecimiento ya que puede ser confundido
con uwna tuberculosis miliar (8).

Dentro del historial clinico del paciente; el médico debe
tomar en cuenta la zona de residencia, el trabajo que realiza
el paciente vy si convive con aves de alguna especie o si  por
la zona existen aungue 2]l no entre en contacto directo con
ellas.

Al finalizar toda la serie de estudios realizados sobre sl
paciente este queda muy lastimado, vya que también se les
practican pruebas .cutaneas que muchas veces terminan  con
necrosis parcial del tejido.

Debido a todo lo anteriormente descrito y a los problemas

de - diagnéstico con los que se tropieza el médico, @l
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laboratoric vy el paciente, surge la Aecesidad de crear nuevos
metodos que cumplan con ios siguientes requisitos: gue sean de
gran sensibilidad,ide pajo costo, de sencilla v rapida
realizacion, que sean de facil alcance vy gue cualquisr persona
especializada los pueda llevar A caboi gque los reactivos
puedan ser wtilizados en leos  laboratorios de las clinicas
rurales no necesitando de eguipo altamente especializado vy
gque evite en lo haﬁ posible el dafb fisico del paciente.

Cumpliendo con las condiciones anteriares[; habremos
realizado un método sencillo de diagnbético en la Alyeolitis

Alérgica extrinsesca.

1.3.- "METODOS FROFUESTOS®
Como wn método sencillo de diagnostico se propone 1

as

reacciones de aglutinacidn indirecta, usando va sea glabu

ot

(]

i

rojos o carbdn activado como particulas soporte v el métadb cie
fijacidn en bsuperficie, teniendo las wventajas de no ser
Egmpli;ados rni de costo slevado.

Se harm realizado muchos reactivos basandose en las
propisdades agéutinantes de los anticuerpos de clase IgB vy dado
que este padecimiento estd relsclonado cbn estos ze suglere la
realizacion de un método gue aglutine particulas inertes

recubisrtas con antigeno (34).

1.3.00.- "AGLUTINACION INDIRECTAY

Las téonicas de aglutinacion son tan faciles de realizar



que es sorprendente  lo  mucho gque  han contribuido al
cconocimiento  bicldgico. A la fecha, la simplicidad de estos
matodos es tal gue no ez necesario un gran - conocimiento o

experiencia para la correcta interpretacion de los resultados.
Una lectura correcta requiers Gnicamente de wnos reactivos
satisfactorios y uno controles adecuados (33).

lLa aglutinacion ocurre en el momento en el gue el antigeno
particulado; ss expuesto =a un  anticuerpo apropiadoe bajo
condiciones favorables. Antigenos solubles pueden ser acoplados
& particulas acarreadoras inertes. Una aglutinacidn
macroscopica es obvia cuande una  fina suspension de celulas o
particula% empliezan a formar agregados o grumm%{ﬁﬁ).

La agiutinaci&n 2s llevada a cabo en dos etapas; el
anticusrpo primero se une a su antigeno, vy despues ocurre  la

aglutinacion. Algunas ocasianes solo ocurre lo primero  y

entonces el anticuerpo recibe el nombre de “"incompleto", dado
este casa 28 necesario recurrir al suero de Coombs para poner
de manifiesto la aglutimacion. Los aspectos cient;ficos de la
combinacion entre antigeno v anticusrpo  son discutidos  por
Mollison(36) .

Log métodos de  aglutinacidon indirecta puéden utilizar
come  soportes: glébuleos rojos, particulas de carbdn, latex,

bentonita, etoc.

1.3.2.~ "REACCION DE FIJACION EM SUFERFICIE®

a reaccid; biene como fin el poner en relieve sobre una
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superficie, como el papel, una reacciéon antigeno—anticuerpo.
Fara este fin se considera la formacion de una red gue
queda atrapada en los poros del papesl en el momento de
reaccionar 2l antigeno con el anticuerpo, esto nos forma Qn

compleio insoluble gue es facilmente tefiible con un colorante

para proteinas. 8i no hubiera reaccion entonces gquedarian
proteinas soclubles gue en el momento de lavarse se
desprenderian de la superficie gquedando dnicamente una capa

lipidica gque no se tifie con el colorante y se obsevaria un
espacio en blanco en el punto de aplicacidn.
Es necesario tomar en cuenta la velocidad de reaccién ya

que muchas veces es necesario dejar formarse el complejo por

24h.



1.4.—- JUSTIFICACION DE LA FARTE EXFERIMENTAL.

Existen una gran cantidad de métudué de sensibilizacidn de
globulos rojos, puede ser a pH alcalino como seria wtilizando
una solucion amortiguadora de bafbitufatos a pH= 9.6, a pH acido
utilizando mézclas de acido acético a pH= 3.5, a pH neutro
. Ccomo seria con glutéraldehido a pH= 7.2 (35).

Otra ‘manera de realizar esta sensibilizacion seria formando
enlaces'bpcr targas positivas por medio de sales como el cloruro
cromico, vya que a diferente pH podemos desnaturélizar @l

‘antigeno, debido &  esta razon es necesario realizar pruebas con
todos los diferentes métodos (35). ‘

» Es de gran importancia para la buena sensibilizacion de los
eritrocitos ¥ su conservacion, utilizar formaldehido para tal fin
antes,de forrarlos de antigeno.

Otro - punto importante es el de pmf medio de un Duchterlony
hacer reaccionar el sueroi positiveo de conejo contra suero de
paloma y de pollo para poder observar si exisﬁe antigenicidad
cruzada v de esa manera poder wtilizar el susro de pollo como
antigeno,debﬁdo a su facilidad de obtencion (33).

T%mbien es necesario el tripsinizar los glabulos rojos para

=y

poder hacer una  digestion parcial de la superficie de estos vy
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antigeno.
Otra técnica de aglutinacidn g5 wtilizar carbon activado
como particule inherte.
Se  wtiliran métodos de  aglubtinacion debido & que la
Alveclitis Aldrgica Exvtrinssca presenta una respuesta  de Tipo

111, v

ndo las  propiledades de la  inmunoglobulina  Igi,

encontramos que 85 un an qus puede manifestarse par
rea:cipnes de agiutinacidn (I2), en muchos Cas0s @5 necesario
recurerir al Eﬁerm de ya o que  solo en alevadas
concentraciones pusden agiutinar particulas grandes por . sl

solos.
s Debido a las dificultades téconicas con las gque cuentan los
métodos de diagnostico utilizados hasta la fecha, los cudles son:

precipitacidn en gel, precipitecion en capilar y doble difusien

radial, s

importante la re

e un suero positivo en

conejo yva ogue  al no ser confiables las

prenre b de laboratorio no

e pusde tomar como  po

ningun  suero de  pacientes

previaments diagnosti

acie

no haberle corrido las nuevas vy
viedas pruebas contra  un mtrol, para la suposicion de un

paciaents con

te padecimiento, ademas de las pruebas de  rutina

rerme l @8 muy importante tomar en cuenta sw historial clinico,

oniendo especial  interes en el hecho de gues si vive o8rca o
P af »] A t Tt ho y o cerca de

AVES .

raaliza tambien un susro anti-gamma globulina humana para

ierntes y un suero anti-gamma globulina  de
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Una prueba mas gque seg realiza es la de reaccidn de

fijacidn en supsrficie.
A un total de 322 suesros de patientes con diferentes
diagnosticos, como son: aéma’bromquial, alérgia a plumas de aves,

Alveolitis Alérgica Extrinseca, tubsrculdsis v cancer pulmonar,

se les corren las difesrentes pruebas, hemaglutinacion, carbon

i3

activado, reaccidn en Euperficie; precipitacion  en capilear v
precipitacidn en gel.

Todo esto con el fin de ir descartando métodos hasta obtener
el mas sensible.

S escogidron I métodos de sensibilizecidn de globulos
rojes, uno con. sales que es el de cloruro cromico, obtro  con

aglutaraldehido a pH neutro v el tercero se hace una combinacidn

de los dos con el fin de observar si se logra un reactivo mas

sensible (33,34).
De estos tres métodos se va a seleccionar 21 mas sensible.
Es de una gran importancis realizar pruebas de estabilidad
de los reactivos, talss como: dejar los reactivos constantemente
a I7.0C vy prmﬁarloﬁ mensualmente, otrao ex =] de dejar los
reactivos a 4 © y probarlos en el  mismo tiempo v la tercera vy
Gltima prueba 25 @l ponerlos a temperatura ambiente vy ponerlos

a prueba en igual lapso, todo esto con el fin de obssrvar si los

reactivos pueden durar an periodo aceptable de  tiempo o osi no
son atiles después de clerto lapso.

L.ag prugbas de aglutinac

pusden probar en placa, en

tubo Y oooen mic laca

e tituwlacidn, seleccionando =31



i8
procedimiento que MAs  CONVEenga en cuanto a tiempo e -

interpretacidn.



CARITULO 2.

2.1- DIAGRAMA DE FLUJO.

"DETERMINACION DE ANTICUERFDS EN LA ALVEOLITIS ALERGICA
EXTRINSECAY .

SELECCION DE GRUFOS DE
FACIENTES.

{
'. > T b

I GRUFO I i GRUFO I ] i GRUFDO III i
Ipacientes con ] 1 pacientes con i [ pacientes con {§
falvolitis alér— | I alergias a b i enfermedades |
fgica extringeca.l |{ inhalables y i P respiratorias |
i ] i pacientes sanosi | diferentes. [}

VA

i DETERMINACION DE ANTICUERFOS FORY
i LAS SIGUIENTES TECNICAS. i
;ﬁ ]
| precipitacién | i precipitacidn |
] en capilar. i i en gel. i
X N y L3 L) "b L] E 3 1 L]
themaglutinaciadn i i aglutinacan | [ reaccion i
findirecta. i I con carbdn i en i
§ 1 | activado. i i superficie.l
i — i 3 [ F— e ]

AMNALIBIS i
I DE RESULTADOS. |




2. 2. -DIGEND EXPERIFENTAL .

A los tres diferentes grupos de individuos se les investigd
la presencia de anticuerpos anti-ave por los siguientes métodoss
precipirtacion en gel v en capilar, henaglutinacion indirecta,

aglutinacidn con carbdn activado v reaccidn &n superficie.

i
primear grupe  estd  constituido por pacientes diegnosticados
previamente como positivos & la alveclitis alérgica =

una  clinica del seguro social, el segundo, esta  formade de
individuos sanos vy de otros que didéron resultado positivo en

prugbas cutdneas a alergéncs de plumas de aves y el tercero par

pacientes con enfermedades pulmonares tales como asma bronguial,
cancer de pulmdn vy tuberculosis.

Fara llever a cabo la titulacicn de anticuerpos por

[
i

técnica de bhemaglutinacidn indirecta, =@e ubilizaron comd

it

reactivos glabulos rojos  humanos tipo O Rh negativo, los

i

cudles fueron sensibilizados con susro de  pollo por tres
téenicas difsrentes, para su comparacidn.
Fn el -caso de la aglutinacidn con particulas  de carbon

activado, también

gl recubrimiento de este material
con suero de pollioc.

Todos los métodos de

&

[=1x] tubo oy oan
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aguellas determinaciones en tubo se utilizé el suero de Coombs

para aumentar la sensibilidad.

En todas las prusbas =1 corridy como control positive un
suero anti~pollc,prodqcido en conejo.

Finalmente, los resultados fusron analirados comparandolos
entre los de las técnicas de precipitacion y las de aglutinacion

y reaccion en superficie, para observar las diferenciasexistentes

entre unos y otros.

2.3.- METODOS UTILIZADOS.

3]

.3.1.~ HEMAGLUTINACION INDIRECTA.

Se utiiizan tres métodos de senszibilizacion de globulos
rojos: con glutaraldehido, con clorura cirtimico y la
combinacion de ambos (ver ﬁpéﬁdice i).

2.3.2.- AGLUTINACION COM CARBONO.

Se utilizo el carbon activa&o como unico métodu con
particulas inertes de origen no biecldgico. {ver Apsndice 1).
2.3.3.- REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE.

Empleamos  papel para cromatograftia con pofo pEqUerio para
a2} atrapamiento de la red insalublé. Esta prusba fus leida

anicamente como positiveo o negativo. {(ver Apéndice 1).



CAPITULO X,
RESUL.TAROS .

Es importante realizar tres diferentes grupos de pacientes
cada uno con caracteristicas diferentes:

El gr‘upo.l5 son los pacientes 1,6,19 y 22, los cuales habian
sido diagnosticados previamente por el metodo de precipitacidn
con capilar como positivos a la alveolitis alérgica extrinseca en
wna clinica.

El grupo 2, el cual va a estar compuesto por los pacientes
del 2 al §; del 7 al 18, el Ed y 21, del 23 al 24, unos de estos
digron positivo por medio de reacciones gutaneas tres cruces como
alérgicos a plumas de aves, otros fugron tomados al arzar de
pacientes que unicamente iban al Servicio de Alérgia del Hospital
General para cdnsulta ajena al tema.

El grupo 3, son los controles negativos para probar
especificidad de la prueba, estos pacientes son del 28 al 32.

A cada paciente de los tres grupos se les realizdron las
siguientes pruebas: Precipitacidn en capilar, en gel, reaccidn en
superficie y aglutinacidn con carbdn, globulos rojos (los tes
diferentes reactivos).

Se obtuvieron estos resuitados:

Del grupo 1, dnicamente el 1 dip titulo positivo en las
aglutinaciones vy positivo en -los tres otros métodos, tomando en
cuenta gue en la precipitacidn en gel did positive a las 48

horas, en  cambio los otros tres pacientes fuéron negativos en
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todas las pruebas.

Del grupo 2, los pacientes 2,7,23 v 24 fuéron positivos, a
elcepcidn del 2, en todas laslpruébas, @l 2 unicamente dig titulo
en las aglutinaciones.

El resto de los pacientes fugron negativos en todas las
pruébas a excepcidn del 20 v Z1 gue no diégron titulo positivo en

aglutinaciones y fuéron positivos en ambas precipitaciones v en

la reaccidn en superficie.

Del grupo 3, todos sin excepcidn fueron negativos en todas

las pruébas.’



PACLENTE PRECIPITACION EN PRECiLPiTACION EN REACCION &N

CAPILAR GEL " - SUPERFICIE
S E
#1 + ' + . POSITIVO
#2 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
#3 NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO
#4 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#5 NEGATIVO  NEGATIVO POSITIVO
#6 ~ NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#7 + + POSITIVO
#8 NEGATIVO NEGATIVO ~ NEGATIVO

#9 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO



PACLENTE PRECIPITACION EN PRECIPITACION EN ' REACCION EN

CAPILAR - GEL™ - o i is SUPERFICIE
A
#10 , NEGATIVO NEGA'TIYO‘ , NEGATIVO
#11 SEGATI\}O NEGATIVO NEGATIVO
#12 NEGATIVO NEGATIVO ?OSITIVO
#13 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#14 NEGATIVO NEGATIVO : NEGATI.VO
#15 . NEGATIVO NEGATIVO , NEGATIVO
#16 % NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO
#17 . NEGATIVO NEGATIVO : NEGATIVO

#18 NEGATIVO ’ NEGATIVO POSITIVO



PAGLENTE PRECTPITACTON EN PRECTPiTACION EN REACCION EN
CAPTLAR GEL ™ SUPERFICIE
. .
#19 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#20 + + POSITIVO
#21 ++ ++ POSITIVO
#22 NEGATIVO 'NEGATIVO NEGATIVO
#23. " + POSITIVO
#24 rr ++ POSITIVO
#25 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#26 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#27 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO



PACLENTE PRECITITACION EN PRECIPITACION EN REACCION EN

CAPILAR GEL™ SUPERFICIE

‘—fr.-&
#28 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#29 * NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#30 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
#31 NEGATIVO * NEGATIVO NEGATIVO

-

#32 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO.



GLOBULOS ROJOS

CARBON

]

1:160

NOTA: La inactivacidn del suero de los pacientes se llevo a cabo a 56°C por me‘dia hora.

PACIENTES GLOBULOS ROJOS ) GLOBULOS ROJOS
T GLUTARALUHEIDO CLORURO CROMICO CLORURO CROMICO SENSIBILIZADO
. + GLUTERALDHEIDO
s/Coombs c¢/Coombs s/Coombs c¢/Coombs s/Coombs c¢/Coombs s/Coombs ¢/Coombs
#1 S/Inact. 1:80° 1:100 1:80 1:80 1:120 1:160 1:320 .. 1:640~
Inact. 1:80 1:100 1:60 1:80 1:120 l:'lGO 1:320 1:640
#2 S/Inact. 1:20 1:80 1:8 1:32 1:64 1:100 1:128 1:300
Inact. 1:20 1:60 1:8 1:32 1:64 1:100 1:128 1:300
#3 S/Inact. 1:2 1:4 1:2 1:4 1:3 1:5 1:4 1:8
Inact. — i —— —— m—— — 1:2 1:4
#4  8/Inact. — — — — — — 1:2 1:2
Inact. o e . e — _— 1:2 1:2
#5 S/Inact. 1:10 1:16 1:8 1:16 1:16 1:30 1:16 ]:.40
Inact. 1:8 1:16 1:4 1:10 1:14 1:30 1: 14 1:32
#6 S/Inact. o e e —— 1:2 1:4 1:8 1:10
Inact. —— —_— ——— — 1:2 1:4 1:8 1:10
#7 S/Inact. 1:80 1:140 1:80 1:160 1:100 1:160 1:160 1:320
Inact. 1:80 1:140 1:80 1:160 1:100 1:1860 1320



| PACIENTES

GLOBULOS ROJOS . GLOBULOS ROJOS GLOBULOS ROJOS
GLUTARALDHEIDO , CLORURO CROMICO CLORURO CROMICO

+ GLUTERALDHEIDO

CARBON

SENSIBILIZADO

s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c¢/Coombs
#8  Sin Inact. f— ——— — — — — 1:2 1:4
Inact. e —— - e J— JE— —_— —
#9 Sin Inact. —— e —— _— ——— — 1:4 1:6
Inact. e — o —— — — — J—
#10 Sin Inact. —— e —— PR —— —— 1:2 1:4
Inact. o —— . —_— — —_— —— ——— ——
#11 Sii Inact. — e ——— —_— i:2 1:4 1:4 1:8
Inact. —— ———— e —— _— — —— -
#12. 8in Inact 1:10 1:16 1:8 1:16 1:16 1:32 1:30 1:64
Inact 1:10 1:16 1:8 1:16 1:16 1:32 1:30 1:64
#13 Sin Inact e —— — _— —— — 1:2 1:4
Inact. ——— e e R ——— —— B e
#14 Sin Inact. —_— R — e 1:4 1:6 1:4 1:8
Tnact. e ———e — —_— e ——— e 1:2

NOTA: La inactivacién del suero de los pacientes se llevo a cabo a 56°C por media hora.



_PACIENTES GLOBULOS ROJOS . GLOBULOS ROJOS GLOBULOS ROJOS CARBON
GI&U'I:ARAL!_JHEIDO CLORURO CROMICO CLORURO CROMICO SENSIBILIZADO
. + GLUTERALDHEIDO

s/Coombs ¢/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs
#15 Sin Inact.,  -—- -— —— -— —— ——- — . 1:2
Inact. —— ——— —_— —— —— —_ —_— ——
#16 vSin Inact. o—— — J— —_— —— ——— 1:2 1:4
Inact. ——— —— —— —— —_ _— —— ——
#17 Sin Inact. ——- — — — 1:2 1:4 1:2 1:8
Inact. —— — ;N —— —— — —— —— —
#18 Sin Inact. 1:2 1:4 —_— _— 1:3 1:8 1:4 1:16
Inact. ——— R —_ —_— —_— - —— -
#19 Sin Inacts  ——— —— ——— —_— — —— 1:2 1:4
Inact. — — ———— ———— — — e —
#20 8Sin Inact. 1:4 1:8 1:2 1:3 1:10 1:16 1:32 1:64
Inact. 1:4 1:8 1:2 1:2 1:10 1:16 ° - 1:32 1:64
#21 Sin Inact 1:8 1:18 . 1:4 1:8 1:32 1:64 1:128 1:256
Inact 1:8 1:16 1:4 1:8 1:32 1:64 1:128 1:256

NOTA: La inactivacién del suero de los pacientes se llevo a cabo a 56°C por media hora.



_PACIENTES GLOBULOS ROJOS . GLOBULOS ROJOS GLOBULOS ROJOS CARBON
GI‘.!{TARAL]__DHEIDO CLORURO CROMICO . CLORURO CROMICO SENSIBILIZADO
. + GLUTERALDHEIDO

i

s/Coombs c/Coombs s/Coombs c¢/Coombs s/Coombs c¢/Coombs s/Coombs ¢/Coombs
#22 Sin Inact. —_— —— —— J— —— — 1:2 ) 1:4
Inact. —_ — ——— — —_— — — ——
#23 Sin -Inact. 1:16 I:32 1:10 1:16 1:64 1:100 : 1:160 1:320
Inact, 1l:16 1:32 1:10 1:16 1:64 1:100 1:160 1:320
#24 Sin Inact. 1:16 1:32 1:16 1:30 1:128 - 1:256 1:320 1:640
Inact. 1:16 1:32 L 1:16 1:30 1:128 1:256 1:320 1:640
#25  Sin Inact. -— _— —m — o _— 112 1:4
Inact. —— —_— —— —— —— —— —~— ——
#26  Sin Inact. 1:2 1:4 — T em— 1:2 1:8 1:4 1:8
Inact. — e —— — —_— ——— —— 1:2
#27°  Sin Inact. -—- — . ——— — — — —— —
Inact. —— — _— —_— ——— S . — —_—
#28  Sin Inact. -—— —— . - — ' — -— — ——
Inact. -_— -_— ~— —_— — _— ———m ———

NOTA: La inactivacién del suero de los pacientes se llevo a cabo a 56°C pér‘ media hora.



PACIENTES GLOBULOS ROJOS . GLOBULOS ROJOS GLOBULOS ROJOS . CARBON
’ GLUTARALDHEIDO . CLORURO CROMICO CLORURO CROMICO SENSIBILIZADO
. . + GLUTERALDHEIDO

[

s/Coombs ¢/Coombs s/Cobmbs ¢/Coombs s/Coombs c¢/Coombs s/Coombs c/Coombs
#29 Sin:Inact,  —=- —— — — — — e e
Inact. — L _— L S — — —
#30 Sin Inact. ——- — . — -— — — -—-
Inact. — ——— — J— — . —— —— ——
#31 Sin Inact. -—- -— — p— S e - -
Inact. — o 2 — _— - —-— o -
#32 Sin Inact. — —— . —— - — - - - -

Inact. —_— e ——— — —— R —— P



ie
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Z.2.-DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Se toman diferentes titulos diagndsticos en cada una de las
aglutinaciones, ya gue cada una posee diferente sensib;lidad:
glébulos rojos con glutaraldheido sin Coombs= 1:16.
glébulos rojos con cloruro crdmico sin Coombs= 1:8.
mezcla de ambos reactivos sin Coombs= lié&d.
carbdn activadeo sin Commbs= 1:128.

Fara ‘las precipitaciones:

en gel: positivo cuando aparecid una ligera banda a las 72 horés,
una cruz cuando aparecid a las 48 horas vy dos cruces  cuando
aparecio a las 24 horas.

en capilar: una cruz por cada milimetro de precipitado.

Fara la reaccidn en superficie: unicamente positivo o negativo.

Ernm el grupo 1, todas las pruebas de cada wuno de los
pacientes concuerdan siende positivas para el 1 y negativas para
@l resto, el paciente 1 tiene un titulo alto de anticuerpos y es

por esa razdn que fudron facilmente detectables.

Er el grupo 2, los pacientes 7,233 y 24 concuerdan en todas

las pruebas, el 24 did positivo en gel a las 24 hovras de



reaccionar, s mientras gue los otros dos a las 48 horas, el
paciente 2, est& en los limites bajos diagndsticos, por lo que es
muy probable que si el tiempo de reaccidn en  las precipitaciones
hubiera sido mayor a las 72 entonces a lo mejor se verian bandas
de precipitacion; en cuanto a los sueros 20 y 21; que no fueron
positivos en las aglutinaciones v si en las precipitaciones,

probablemente se debid a errares en  las manipulaciones,

probablemente en las diluciones o en 21 manejo de los reactivos.

En el grupo 3, como se  esperaba 6bservar si los reactivos
eran especificos, ée wtilizaron pacientes gque tenian enfermedades
en las vias respiratoria diferentes a la alveolitis alérgica
extrinseca, ninguno fue positivo, aungue hay gue tomar en cuenta
que las personas gue padecen cancer pulomonar o tuberculosis

estan por lo general inmunodeprimidos.

A excepcion de tres pacientes (2,20 y 21), todas las pruebas

concuerdan entre si, podiendo tener confianza en estas.

Es muy importante el observar gue existe la posibilidad de
que en el carbdn activado exista una adsorcion inespecifica y por
esa razdn estemos detectando titulos infimos .como los de 132, por
lo tanto es importante tomar como un titulo debido a @ esta
adsaorcion hasta e! de 1:8 v menor, a partir de 1:10, se puede

tomar como uwna lectura de anticuerpos unidos a su antigeno.



CAFITULDO 4.

CONCLUSIONES.,
1.~El1 método de precipitacidn en capilar es lo suficientemente
sensible para detectar anticuerpos en este padecimiento, pero hay
que tomar en cuenta que es el gue mas facilmente cae en el

fendmeno de zona.

2.~Los reactivos desarrolados en este trabajo y las técnicas de
precipitacidn poseen la sensibilidad necesaria para diagnosticar

este padecimiento.

Z.-Dentro de los reactivos de aglutinacion, el mas sensible es el
de carbaén activado, el segundo el de la mezcla, el tercero el de

glutaraldheido y finalmente el de claoruro crémico. El primero
puede detectar titulos bastante bajos de anticuerpos y el cuarto

muy altos.

4.,~Las ventajas de los métbdos desarrollados en este trabajo, son
de gque son cuantitativos y de una realizacidn mas rédpida, ya que

a las 18 horas se pueden leer los resultados.

S.~El método de reaccidn en superficie, también es mas rapido

paro tiene la desventaja de ser unicamente culitativo.



b

b.~Es indispensable 2]l uso del suero de Coombs para poder obtener
urn titulo correcto de los anticuerpos.

7.-El método de carbon activado puede contar con la desventaja de
una adsorcidn inespecifica de anticuerpos por lo gue un titulo de

1:8 o menar no tiene ningun valor.

8.-De las condiciones de facil realizacidn, sin equipo especial,
de bajo costo y de rapida realizacidn la de carbon activado las

cumple satisfactoriamente.

g.—los metodos enziméticaé vy radiactivos, siguen siendo los mas
recomendables para un diagnastico certero, v para la persona que
tenga los recurses econdmicos  para uWtilizarlos son los  de
utilizar, pero las personas de bajos recursos eCondmicos, y &n
lag clinicas ruraleg pueden utilizarse log de precipitacidn o los

nuevos de aglutinacion, dependiendo del caso.



Se plantea la problem&tica de contar para el diagnoastico de
la alveolitis aleérgica extrinseﬁa con metodos poco sensibles y
los mas sensibles con un costo de realizacién inalcanzable  para
_las instituciones pdéblicas de salud.

Tomando en cuenta que gl padecimiento és una reaccidn  de
Tipo III} que quiere decir, médiada por anticuerpaé pracipitantes
¥ aglutiﬁantes de clase Igl, se utiiiza esta propiedad para
desarrollar un meétodo de aglutinacidn, famando cama - soporte
glabulos rojos vy carbdan activado.

Despueé de cbrrer_ todas las pruebas, anteriores vy recién
aesarrmlladas a un grups de treinta vy dcs paerseonas, se llega al
resultado de que se lograron &esarrallar métodos mas - rapldos y
con un  costo mu? inferior .a los mas sensibles, gue lo pueden
wtilizar las clinicas de salud pablica v de que no requidgren de

un equipo especial.



AFENDICE i,

1.1.~ MATERIAL .
EGUI?D:
El equipo de rutina en el laboratorio de inmunologia.
MATERIALES:
Farmal.
NaCl.
Sulfato de amonio.
Timerosal._
Glutaraldheidao.
fzida de sodio.
Agarosa.
Cloruro de cromo.
Sales de fosfatos.
Carbén vegetal activado.
Sangre fresca de humano Tipo 0" Rh negativo.
Glicina.
Negro de Amidoshwartsz.
Suero normal de conejo.
Suero de paloma.
Suero de pollo.
Albumina bovina.
foido aceético.

Metanol .



Fenol.

1.2.- ANIMALES.
2 conejos jbvénes de 2.9 Kg. para la obtencidn de un suero de
Coombs.

2econejos jovenes de 2.5 kKg. parala obtencidn de un suero positive

anti-pollo.

1 chivo joven de 20 Kg. para la obtencion de un suero de Coombs

anti-conejo.
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1.2.- : METODOS.
1.3.1—~ "FURIFICACION DE GaMMAa GLOBULINA HUMANA®.
1.~ Se obtiens sangre fresca humana, no importande el tipo, se

obtiene con o sin anticoagulante, lo cual no es importante para
la purificacion. . Se centrifuga la sangre y se separa el sueroc a
plasma de la porcidn celular.

2.~ 8e nmide el volumen del suéro o plasma y se la adiciona .una
cantidad igual de solucion salina isctdnica.

F.—~ Se coloca sobre un agitador magnéticeo y se le va adicionando
poco & poca un volumen igual al del suero o plasma de una
solucion saturada de sufato de amonio.

Se va a ir observando poco a poco la aparicién de un precipitadé.
4. Se deja reposar por 24 horas en refrigeracidn para obtener
una buena sedimentacidn y la total formacidn del precipitado.

5.~ Be centrifuga a alta velocidad y se elimina el sobrenadante.
Al sedimento se le adicionan unas gofas de agua destilada para
redisolver.

6.- Be pasa todo 2l resuspendido & una bolsa para dialisis y se
dializa contra soluciéon salina durante & dias cambiando la
solucidn salina cada 12 horas. El dializado se grarda ern
refrigeracion para evitar una contaminacion.

T Transcuwrrido el tiempo de didlisis, se pass a un frasco con
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tapin el cual debe permanecer en refrigeracion’ hasta ser

utilizado.

1.3.2.- “"OBTENCION DEL SUERO DE COOMBS".

1.— Se utilizan dos conejos jovenes de 2.5 kg cada uno para su
inmunizacidn.

20— A cada uno de los conejos se les inyecta gamma globulina
humana purificada siguiendo un esquema.de inmunizacidn como se
detalla & continuacion:

DIA 1 : S8e preparo una solucidn de gamma globulina humana
purificada con adyuvante completo de Freund, v se le inyectd a
cada conejo 1 ml de ésta sclucidon por via sub-cutanea.

DIé 8 : Be prepard la misma solucidn anterior vy se le invectd la
misma cantidéﬁ de antigeno por via sub-cutanea.

DIa 15; Se prepard una solucidon de  gamma giobulina humana
purificada con adyuvante incompleto de Freund y se le inyectd por
via intramuscular 0.5 ml.

DIA 22: Se hizo una sangria de prueba y se tituld el suero del
conejo contra gamma globulina humana por precipitacidon en gel.
DIA Z0: Se le inyectd por via venosa 0.1 ml de'gamma globulina
humana purificada diluida 1:10._

DIA 40: Se le practicéd otra sangria de ‘prueba y se tituld el
suero del conejo contra globulos rojos sensibilizados  con

gamma gldbulina humana.
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DIA 43: Se le inyectd por via venosa 0.1 ml de gamma globulina
concentrada.
DIA 70. Se le practicd una sangria de prueba y se tituld contra
globulos rojos sensibilizados con gamma gleobulina humana.
DIA 84, Be practicd una sangria total del conejo por puncidn
cardiaca. |
T El suero obtenido se repartid en frascos vy se les adiciond

0.001g de azida sodio comp conservador.



1.Z.3.%0BTENCION DE UN SUERO FOSITIVO ANTI-FOLLO EN CONEJO".

1.~ La sangre se obtuvo del rastro de pollos, sin anticoagulante
para asi obtener =1 suero.

2.~ Se "utilizaron dos conejos jovenes de 2.5 Kg cada uno para
suU inmunizacidn.

Z.~. A cada uno de los conejos se les inyectd suero puro de pollo
siguiéndo win esguena de inmunizacidn como se detalla a
continuacidn.

DIA 1 : Se prepard una solucion de suero de pollo con adyuvanté
completo de Freund, v se le inyectd al canejo 1 ml de ésta
énlucibn por via subcutanea.

DIA 8 : Se prepard 1% misma éolucién,anterior Y ée le inyectd la
mismé cantidad de antigeno por via sub-—cutanea.-

DIA 15 : Se prepafd una solucidn de suero de pollo con adyuvante
incompletu de Freund vy se le inyectd por via intramuscular

G.3 ml.

DIA 22 : Se hizo una sangria de prueba y se tituld el suero del
conejo coantra suero de pollo por precipitacion en gel por no
contar tadavia con gldbulos rojos sensibilizados.

DIA Z0 2 Se le invectd por via venosa 0.1 ml de suerc de pollo
diluido 1310,

DIA 40 @ Se le practicd otra sangria de prueba y se tituld el
suero del conejo contra globulos rojos sensibilirados con suero

de pollo.

_DIH 4% 18 le inyectd por via venosa 0.1 ml de suero de pollo
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diluido 1:10.
DIAa 60 : Se le inyectd por via venosa 0.1 ml de suero de pollco
concentrado.
DIa 70 :5e. le practiced una sangria de prueba y se titule contra
glabulos rojos sensibilizados con suero de pollo purificado.
DIA 80 2 Se practicd una sangria total del conejo por puncidn
cardiaca.
.4." El suero obtenido se repartid en frascos y se les adiciond

0.0blg..de/azida de sodio como conservador.



1.3.4.— “OBTENCION DE UN SUERO DE COOMBS ANTI-CONEJO".
1.~  Se obtuvo gamma globulina purificada de conejo siguiendo el
mismo método que bara'la'gamma globulina humana.

-

2.~ Be utilizd un chivo joven de 20 kg para su inﬁunizacién.
Fe— Se siguid un esguemna de inmunizacion con gamma globulina
purificada de conejo como a continuacion se detalla:

DIA &t @ Se prepard una solucion de 2 mlde adyuvante completo de
Freund ma&s 1 ml de gamma globulina ‘de conejo puwwa y se le

>

';inyectarun los 2 ml por via sub-cutanea formando seis puntos de
,inoculacién.‘

DIA 10 : Se realizd una sangria de prueba titulandose el suero
del chivo contra gamma globulinag de conejo pura por precipitacion
en gel. ’

DIA 10 : Se prepard una solucidn de 2 ml de adyuvante incompleﬁo
de Freund mas 1 ml de gamma globulina de conejo pura, se le
inyectaron los 3 ml de la solucidn por via sub-cutianea formando 6
puritos de inoculacidn.

DIA 26 r Se realizd una sangria de prueba tituléndose el suero
del:chivn contra gamma globulina de conejo pura por precipitacidn
en gel. »

DIAZO @ Be le inyectd por via muscular 1 ml de gamma globulina de
conejo pura.

DIA 30: Se le invyectd por viaintramuscuwar 1 ml de gamma globulina

de conejo pura.
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DIA 40 :Se le practicd una sangria de prueba titulandose el suero
de chivo contra gamma globulina de conejo pura por precipitaciﬁn
en gel.
DIA 40 : Se le administrd por via intravenosa suero completo de
conejo.
DIA 30 : Se le practicd una sangria obteniéndose. 200 ml de sangre
sin anticoaulante.
4.~ Se prepard el suero de la porcidn celular de la sangre y se
separd el suero en frascos adicionandole 0.001gde azida de sodio
como conservador.
.- Se tituld el suero del chivo contra gamma globulina y contra

suera total de conejo por precipitacion en gel. !
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1.3.5.~ "FORMALINIZACION DE GLOBULOS ROJQS".

1.- Be recolectan globulos  rojos humanos Tipo Y0", en una
solucion de acido citrico-dextrosa, se lavan cinco veces  con
solucidn salina isotdnica.

2.— Es importante al realizar el dltimo lavado, observar que no
edista hemélisis, en el casc de haber, se repite el lavado.

Z.~ Be colocan en un recipiente de 500ml, conteniendo 200ml de
solucidn salina isctonica, un paguete celular de S0ml.

4.- Al recipiente se le adicionan 50ml de formalina comercial,
lentamente vy con agitacion constante, terminada la operacidn, se
guardan en refrigeracion toda la noche.

8« Al dia siguiente, es necesario lavar el pagquete celular Eon
solucidn salina y repetir el pasa 4.

&.~ Repetir la operacién al dia siguiente.

7.~ Se pueden conservar en este estado los glébulos rojos hasta
el momento de ser utilizados, para poder usarlos, es necesario
efectuar wn lavado muy efectiveo con  solucidn salina hagta

eliminar completamente toda la formalina.
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1.3.6.— "SENSIRILIZACION DE GLOBULOS ROJOS".

1.3.6.1.-METODO CON CLORURO CROMICO:

MATERIAL:

Antigeno protéico (suero de pollo o de paloma).

Solucion de cloruro cromico al 1% disuelto en MNaCl 0.15 M.
Soluciones O.11M y 0.13M de NaCl.

METODO:

1.- Se hace‘ uh’1avado previo de los eritrocitos utilizando
solucibﬁ saiiharﬁ;iﬁ M, centrifugando a 1000 RFM vy eliminando el
sobrenadante, éste procedimiento se repite tres veces.

2.~ Se agrega un volumen de solucidon de cloruro de cromo a un
volumen de antigenco en solucidn salina 0.15 M.

3.~ Se aaiciona inmediatamente un volumen'de globulos rojos al
104 en solucidn salina (los globuoos rojos formolizados), se
mezcla bién vy se deja reposar a temperatura ambiénte por cuatro
minutos.

4.~ Los globulos rojos al 10% se lavan en la solucion 0.15 M de
cloruro de sodio adicionando 2% de albumina bovina, para tener un
medio protéico y asi conservarlos mejor y por mas tiempo.

Su Esta técnica de diagn&sfico s puede realizar en placa de
vidrio, en microplaca de titulacidn v por diluciones seriadas en
tubo. ‘

b La lectura es macroscpica por lo gue no reguiers de equipo
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especializado.

Nota: Fara las técnicas de aglutinacion observar apéndice 2.

1.3.6.2.~ YMETODO CON GLUTARADHEIDOM.
MATERIAL :
Antigeno protéico (suero de pello o de paloma)

Solucitn acuosa de glutaraldheido al 2.5%.

Amortiguador de fosfatos 0.13 M pH 7.2,

METODO:
1.~ Se lavan los gld&bulos rojos con solucion salina 0,13
centrifugando & 1000 RPM por 89 minutos, se elimina el

sohrenadante y se repite la operacidn tres veces.

2.~ Se adicionan ©O.4 ml de pagquete celular lavado a 10 ml de
Amortiguador de fosfatos G.15% M conteniendo de 10-30 mg de
proteinas del suero de pollo, tomando en cuenta gue cada 100ml de
suero contiens 7.5g de proteinas totales .

o B8e agita suavemente la sﬁspensién por 20 minutoé &
temperatura ambiente.

4.- Se afiaden de 0.3 - 2.0 ml de la solucidén de glutaraldheido
al 2.5%.

S.~ Se continda la agitacidn por una hora a temperatura ambilente.
&Go—  Se lavan los globulos rojos sensibilizados tres veces en la
solucidn salina 0.13 M y se resuspenden en la solucion de FES
conteniendo 1% de suero normal de conejo con el fin de una buena

vy prolongada conservacion reactivo.
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7.~ Esta técnica diagndstica se puede realizar en placa, en tubo
por diluciones seriadas y en micréplaca de titulacidn.

.- La lectura es macraoscbhpica por lo gque no requiéke de equipa
especializado.

Nota: Fara las técnicas de aglutinacidn chservar apéndice 2.



1.3.6.3.~ "METODO CON GLUTARALDHEIDO + CLORURO CROMICG".
MATERIAL :

Antigeno protéico {suero de pollo o de paloma)-

Solucién de cloruro crémico al 1% disuelto de MaCl 0.15M.
Soluciones 0.11M v 0.13M de NaCl.

Solucidn acuosa de glutaraldheido al 2.5%.

Amortiguador de fmsfatcs O.15M pH 7.2,

Amurtig@admr de fosfatos salino O,.15M (PES).

METODRO:

1.~ Se sensibilizan glabulos rojos con el antigeno proteéico por
el mismo método del cloruwro cromico. V

2.~ Despues de los lavados de los globulos rojos sensibilizados,
se continta con la técnica del glutarldheido con las mismas
proporciones descritas en el método.

o Una wvez lavados los glébulos rojos se resuspenden en
CAmartiguador de fosfatos O.15Mpara mantenerlos a un pH idealy asi
evitar gue se despegue gl antigeno.

4.~ Esta técnica diagnostica se puede realizar en placa, en tubo
por diluciones seriadas o en microplaca de titulacidn.

9.~ La lectura de los resultados es macroscopica  por lo que no

requiere de equipo especializado.

Notar: Fara las tecnicas de aglutinacion observar apéndice 2.



1.3;7.— : "ABLUTINACiDN CON CARROM".

MATERIALES:

Carbdnvactivadu vegetal finamente molido.

Antigeno protéice (suero de pollo o de paloma), clarificado por
centrifugacion a alta velocidad.

Amortiguador de fosfatas pHv7.2 0. 15M,

METODO:
1.~ Se suspende el carbdn activado en el amortiguador de
fosfatos v se le adiciona gota a gdta ‘0.4 ml de suero diluido

1:10, todo esto cdn agitacion constante y a temperatura ambiente.
2.- Se cantihua con ésta agitacidan constante por media hora sin
variar la femperaturé. &

F.- Se centrifuga a I500 RFM durante cinco minutos v se elimina
el sobrante.

4.~ El sedimento se resuspende en el amortiguador de fosfatos
0.19 ' M hasta obtener la concentracidn deseada en donde la
~aglutinacidn gque se ebserva es franca y gruesa.

Q.- Esta tecrnica diaghbstica se puedar realizar en placa de
vidrio de color blanca, en tubarpor diluciones seriadas o en
microplaca de titulacidn.

A.~. La lectura de los resultados €6 macroscopica por lo que no

requisre de equipo especializada.

Notas: Fara las técnicas de aglutinacidn, observar apéndice 2.
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1.3.8,~ ) “FRECIFITACION EN GEL".

MATERIAL:

Amortiguador de fosfatos GU15M pH 7.2,

Fortaobjetos.

METODO:

1.~ Se desengrasan perfectamente los portaobjetos con aicohal ¥
jabdn, secandolos con papel.

2.~ Se prepara una solucidn al 0.1% de agarocsa en agua peso por
volumen, se calienta la soclucion hasta la completa disolucion de
la agarosa.

e Se barnizan los portacbjetos con ésta solucidn por los dos
lados v se dejan éecar.

&4, - Se prepara una solucion de agarosa al 1% en amortiguador de
fosfatos vy se calienta hasta la completa disuiucién de la
SJGAFCBA .

9.~ SBe cubren los portaobietos barnizados con la nueva solucidn
de agarosa hasta quedar completamenfe cubliertos.

bHa—  Be dejan smlidificar completamente a temperatura amhiente y
una var secos se le practican cinco horadaciones en el gel, una
en el centro y cuatro periféricas squidistantes.

7. HBe coloca el antigeno en el centro v 2n  cada una de los

cuatro orificios de alrededor se pone: un  suero positivo vy tres



sueros de pacientes.
8. Los sueros v el antigeno se dejan difundir a temperatura
ambiente en una camara himeda yse leen los resultados a las 24,48

y 72 horas.

1.3.9.~ . PPRECIFITACION EN CAFRILAR".

MATERIAL:

Antigeno proteico (suere de pollo o de palomal.

Tubos capilares.

"METODO:

1.~ Ee toma una cantidad igual de antigenc que de suero pﬁnblema
con un tubo capil%r, |

2.~ Se agita bién con la mano.

Z.~ Se coloca el tubo sobre una superficie con plastiline v se
deja reaccionar en posicion vertical.

4.~  Se leen los resultados a las 24,48 v 72 horas.
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1.3.10.~ “REACCION DE FIJACION EN SUFERFICIE™.

MATERIAL.

Fapel filtro Watmann num. 1.

Colorante para proteinas negro de Amido‘shwartz.

Solucidn de acido acético, fenol y metanol.

METODO:

1.~ Be diluyen lossueros problema, el control positivoel control
negativo y el antigeno 1:10 en solucion salina isotéonica.

Da- Se colocan ©.1 ml de antigeno en un tubo de ensaye vy se
adiciona 0.1 ml. del suero problema en el mismo tubo vy se deja
reaccionar por24 horas a 4 C. Se hace el mismo procedimiento con
los contreles positivo y negativo.

F.~ Se curté el papel filtro enforma cuadrada teniendo 5 cm. por
lado.

4;—— Despuds delbtiempo de reaccifmn, se colocan en el papel
filtro: wuna gota del control positivo, una gota del control
negativo v una gota del suero problema.

3.~ Se introduce el papel filtro en una camara de cromatrografia
utilizando - como eluyente solucion salina dsotdnica v se deja

aluir hasta el borde superior del papel filtro.
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& Se  tife el papel filtro en el colorante para proteinas
durante tres minutos.
7.~ Se lava el papel filtro en la solucidn de acideo acetico,
fenol y metanol varias veces.
8.—- Se deja secar a temperatura ambiente.
7.~ En el contrel positivo debe observarse una mancha azul, en

el control negativo una mancha blanca.
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AFENDICE 2.

2.1.- "TECHNICAS DE AGLUTINACION®.

2.1.1.- AGLUTINACION EN FPLACA.

1.~ Sobre una placa lisa incolora en el caso de gldabulos rojos y
blanca en el caso de carban , s& coloca una gota de solucidn
salina como control negativo, una gota de suero positivo de
conejo y una gota del suero del paciente, a cada una se le
agrega una gota del reactivo preparado previamente (globulos
rojos o carbon ) y se mezcla utilizando un aplicador de madera.
2.~ Se agita suavemente por un lapso de 3 minutos y se observa

la aglutinpacion en caso positivo y una suspensidn sin grumos en

caso negativo.



2.1.2.~ "AGLUTINACION EN TUBO".

1.~ Se coloca un tubo para control del antigeno con 0.3 ml de
solucidn salina isotdnica vy se le adicionan ¢.5 ml del antigeno,
ya sean glbbulos rojos o carbén activado, y se le deéja reaccionar
a las mismas Cbndiciones y €l mismo tiempo gque el resto de los
tubosg.

2.-‘ En  otro }tubo,'se adicionan ©.5 ml de solucion salina
isotédnica, mas ©0.05 ml de suerc normal de conejo vy ©.3 ml. del
antigeno, ya sea carbon activado o glébulos rojos. Este tubo es
empleado como control negativo.

F.~ Se colocan 9 tubos en los cuales se les practican diluciones
seriadas 12103 1:203 1:40; 1:803 1:160; 1:320; 1:640; 1:1280;
1:2860 del suero ﬁrablema, utilizando como diluyente solucion
salina isoténica.

4.~ Todos los  tubos se dejan reaccionar por una hora a 37 C,»
despugs de transcuwrrido ese tiempo sé ponen  a reaccionar &
temperatura ambiente por un tiempo promedio de 18-24 horas.

.- Transcurrido el tiempo de reaccién se observan los fondos de
los tubos, un botén en el fondo indica un  resultado negativo un

anillo alrededor del fondo del tubo indica una reaccion positiva.
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"UTILIZACION DEL SUERO DE COOMES FARA AGLUTINACION EN TUBO®Y

1.~ Se sigue todo el procedimiento descrito anteriormente en la
técnica de aglutinacion en tubo.
2.- Al llegar al final de la teécnica, se anotan los resultados y o

los tubos son centrifugados a 500 RFM  durante 5 minutos, se

elimina el sobrenadante.

14

P Se rgauspende el sedimento en 1 ml de solucidon salina
isotdnica 'y sé centifuéa a 500 RFM durante 5 minutos, éeste
procedimiento se repite tres veces con &1 objeto de eliminar la
gamma globulina gue no reac&ioné contenida en el suero problema.
4,- A cada tubo se le adicionan O.1 ml de suero de Coombs v se
dejan reaccionar por una hora a 37 (.

Ga— Una ver transcurrido el tiempo de reaccion, se agita
suwavemente el tubo vy SE‘ coloca la gota contenida en el tubo
sobre una placa, se mezcla bién vy  se esparce con la ayuda de un

‘mondadientes vy se agita suavemente por espacio de % minutos, al
teérmino de eéste tiempo, se observan los resutados, positiva eq
donde hubo una aglutinacion franca vy negativa es donde no se
observan ningun grumo indicativo de aglutinacion.

& Se observa la diferencia entre los resultados obtenidos
antas de la  utilizacion del suero de Coombs vy los obtenideos

daspues, la diferencia entre ambos nos es  indicativa de la
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concentracidn de anticuerpos incompletos.

2.1.4.~ "AGLUTINACIDN EN MICROFLACA DE TITULACION".

1.~ Se c¢plocan en una microplaca de aglutinacidn con fonda
redondo 25 microlitros de solucién salina isotonica.

2.— Con la ayuda de un microdulotor se colocen 25 microlitros en
el primér pozo v de ahi se siguen diluciones seriadas del suero
problema empezando por la dilucion de i:2 hasta la dilucion de
1:2048.

Ha El primer pozo se utiliza como control del antigeno vy el
sequndo poro se utiliza como control negativo con la ayuda de un
stero normal de conejo.

4%— A cada uno de los pozos se  les adiciona 25 microlitros de
antigeno, yva sean gldébulos rojos o carbdn activadao.

S.~ 8Be mezcla bién y se deja reaccionar a 37 C por espacio de
media hora, transcurrido éste lapso se poneg a réaccionar de 18-24
horas a temperatura ambiente.

Go- Finalhente obzervan los resulta&usj tomando como negativo wn
punto en el fondo del poro vy como positivo uwun anillo o masa

difusa en el fondo del po:zo.
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