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INTRODUCCION. 

E:<iste un padecimiento de las vias respiratorias, muy 

comÚn entre la gente que esta en contacto constante con aves o 

con sus desechos fecales denominado "Alveolitis Alérgica 

EHtrinseca u
, el cual fue descrito P9r vez primera por 

Bernardini Ramazzini,en 1700, de la siguiente manera: 

"de aqui, siempre que es necesario cribar el trigo, la 

cebada u otros granos semejantes, la tierra del molino o cuando 

los comerciantes de granos los miden o transportan aqui y alli, 

los hombres quienes criban y miden son plagiados 

completamente por el polvo cuando ellos trabajan diciendo 

inumerables maldiciones dLlrante su trabaj o. En la garganta, 

pulmones y ojos es de sobra conocido que hay lesion seria; 

en la garganta se asfiHia y se reseca con el polvo y el 

resultado.es una sequedad y tos obstinada; los ojos estan 

muy inflamados y llorosos y casi todos quienes hacen esta 

vida de cribar o manejar granos estan con respiracion corta 

y caquética y raramente llegan a viejos; en efecto es muy 

fácil que ellos caigan en ortopnea y finalmente en la 

hidropesia" (6). 

1 
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Es de observarse en esta primera descripción que la 

Alveolitis Alergica Extrinseca es producida por la 

inhalaciÓn de polvos orgánicos. Despues se definiÓ como 

pulmÓn del granjero ya que atacaba principalmente a los 

granjeros. El padecimiento también es muy com~n entre la 

gente que está en contacto con aves y sus antigenos (17). 

El presente trabajo experimental tiene como finalidad 

el poder desarrollar un metodo mas sensible, econÓmico y de 

fácil realizaciÓn que los de precipitaciÓn en gel, pruebas 

cutaneas y precipitaciÓn en capilar, tales como las tecnicas 

de hemaglutinaciÓn indirecta, aglutinaciÓn con particulas 

de carbÓn activado y la reacciÓn de fijaciÓn en superficie. 

El objeto de hacer un metodo econÓmico y sensible, es 

con el fin de tener un diagnÓstico eficaz sin necesidad de 

recurrir a aquellos mas sensibles pero de costo elevado como 

son: la contrainmunoelectroforesis,las tecnicas 

inmunoenzimaticas y las de reactivos radioactivos, 

que requieren ~e equipo bastante inalcanzable en cuanto a 

precio y reactivos para las instituciones de salud. 



CAPITULO .1 

GENERALIDADES. 

1.1.- "ALVEOLlTIS ALERGICA EXTRINSECA" 

La inhalación de polvos orgánicos se asocia con dos tipos 

distintos de reacción pulmonar. La. mas común, es mediada por 

anticuerpos clase IgE usualmente referida. como 

hipersensibilidad Tipo 1 o anafilactica. 

Esta respuesta causa un daño en las vias aereas y se 

asocia frecuentemente con antecedente de alergia y 

predisposición genética. La reacción Tipo 1 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 intercambio de 

gases en el pulmón y se denomina Alveolitis Alérgica Extrinseca 

o también conocida como Pneumonitis por hipersensibilidad, la 

cual es mediada por anticuerpos clase IgG ~sualmente referida 

como respuesta Tipo 111 (5). 

Este padecimiento fue descrito primero por Bernardini 

Ramazzini, en 1700 (6), Campbell en .1932, lo señala con el 

nombre de "pulo .. :;n del granjero"; Sttuderd, en 1950 y Seal en 

1969, lo citan como una fibrosis quistica con pérdida de la 

arquitectura bronco-pulmonar ( 7)" En 1961 , ésta entidad se 

considera como un padecimiento pulmonar debido a la inhalación 

de polvo, hongos o de productos vegetales, caracterizado por 

sintomas y signos att-·ibu.i.tJlf2s a la n?acción en las' p.Ol.rtes 
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periféricas del aparato respiratorio, que ocasionan un elevado 

déficit en el intercambio gaseoso (8). 

La reacción inmunológica se presenta de cuatro a ocho 

horas después de la e:<posición al antigenó mencionado (10). 

La variedad de polvos orgánicos y las esporas de hongos 

que pueden producir este padecimiento, es muy grande. Este 

padecimiento es producido con relativa 

e}(cremento de palomas, pichones y otros 

frecuencia por 

antigenos que se 

inhalan en los 1 L\ga.res de trabajo o por hongos que se 

desarrollan en los aparatos de aire acondicionado (21). 

Datos clinicos: 

Los sin tomas pueden ser agudos, insidiosos y crónicos. 

Estago agudo, se presenta a las cuatro u ocho hora!S 

des púes de la exposición 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 o con expectoración mucopurulenta, sensación de opresión 

torácica, raramente reacción de tipo asmático (pulmón del 

granjero) , con estertores bronco-alveolares en las bases y 

signos de broncoespasmo. El exámen radiológico puede ser normal 

o con algunas imágenes micronodulares, infiltración difusa, 

afectando especialmente la parte media e inferior de los 

campos pulmonares. La mejoria se presenta cuando el paciente se 

retira de este ambiente y vuelve cuando se expone al polvo 

agresor. El exámen radolOgico vuelve a la normalidad (5,10,11), 



En ocasiones, despues de la exposición al polvo, el 

paciente presenta tos aislada, febricula, disnea de esfuerzo y 

pérdida de peso (5,10,11). 

La sintomatologia crónica, es de insuficiencia 

respiratoria, similar a la de la fibrosis intersticial difusa, 

caracterizada por tos, disnea de esfuerzo continua, cianosis y 

estertores alveolares basales (IS).La radiolog~a sugiere 

fibrosis difusa y pueden presentarse datos de enfisema 

obstructivo (5,10,11). 

El laboratorio demuestra en algunos casos agudos 

leucocitosis con eosinofilia y sedimentación normal. En la 

expectoración se observan eosinófilos. Los gases en la sangre 

arterial muestran hipoxemia e hiperventilación¡ el pH se 

encuentra compensado (4). 

Las pruebas cut6neas con el antigeno causal', son la 

mayoria positivas (5,11). 

La demostración de los anticuerpos precipitantes en el 

suero de estos pacientes con alveolitis alérgica extrinseca, 

contra antigenos de aves, fue hecha primero por Pepys, quien 

los observó en m6s del 90% de los pacientes; esta ~ltima prueba 

puede ser definitiva en el diagnóstico del .padecimiento 

(5,10,11,12,13,14,15,16,17). 

El examen histopatológico del tejido pulmonar revela 

lesiones en la pared alveolar y los bronquiolos, el cuadro 

patol6gico varia de acuerdo con el estado del padecimiento (7). 

En el estadio _ agudº" el cuadro histopatológico se 
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caracteriza por nódulos granulomatosos de tipo sarcoideo (2) y 

un infiltrado inflamatorio intersticial a nivel de la pared 

alveolar. En el estadio crónico, el cuadro histopatológico es 

igual al que presenta el estado insidioso, y se observa siempre 

Ltn grado de infiltración inflamatoria intralveolar, con 

tendencia a la fibrosis y bronquitis obliterante. En el estadio 

avanzado, la fibrosis peribronquial, produce alteraciones de la 

arquitectura pulmonar, con dilataciones del alveolo (enfisema 

irregular) o presencia de quisteso pseudoquistes, especialmente 

en el lóbulo superior (1,5,7,10,11). 

La sos'pecha del p¿¡.decimiento debe e:-:istir en personas que 

tienen aves y sintomas respiratorios. Un factor importante para 

el diagnóstico es la presencia de los sin tomas después de la 

exposición en el lugar donde se en~uentran las palomas y 

desaparición de los mismos después de un periodo de ausencia de 

ese lugar (5,10). 

En apoyo al diagnOstico clinico deben existir las pruebas 

funcionales respiratorias con demostración de la difusión, 

restricción y en algunos casos obstrucción bronquial; los rayos 

X muestran infiltrado multifocal o difuso, anormalidades que 

pueden desaparecer con el aislamiento del paCiente. 

En todos los casos en los que se sospeche el padecimiento 

deber~n buscarse anticuerpos precipitantes en el suero y con 

pruebas cut~neas usando los antigenos sospechosos (5,11). 

Muchas de las particulas antigénicas que producen este 

padecimiento. son muy parecidas entre si hablando 
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inmunológicamente (15) • lo que es un punto de considerable 

importancia por el hecho de que producen una alveolitis 

granLllomatosa intensa. Por ejemplo, ha sido demostI~ado bajo 

condiciones experimentales que los actinomicetos termofilicos 

son la fuente principal de antigeno en diferentes formas de 

pneumonitis hipersensible, incluyendo el pulmOn' de granjero, 

tienen el mismo efecto en la producción de anticuerpos y 

particLllarmente en la hipersensibilidad mediada por célLllas. 

Esta comprobado que muchos de estos polvos organicos 

activan la via alterna del complemento "uin vitro U
, y se cree 

que muchos de los infiltrados neutrofilicos pulmonares no 

especificas tempranos, estan basados en la activación del 

complemento por esta via. 

Sin embargo, esta propiedad no especif.ica del polvo 

orgánico, no es de particular ayuda en el diagnOstico de este 

padecimiento. 

En el examen del paciente, las siguientes caracteristicas 

son de gran ayuda en el diagnOstico: altos niveles de 

anticuerpos precipitantes contra el polvo orgánico agresor, en 

cantidades suficientes para ser detectadas por un simple 

Ouchterlony de doble difusión cuando el antigeno ha sido 

identificado apropiadamente. 

Muchas técnicas más sensibles como seria el ELISA, 

radioinmunoensayo, fijación 

contrainmLlnoelectroforesis, han sido 

de complemento 

probadas de ser 

Y 

lo 

sLlficientemente sensibles para la detección de anticuerpos en 
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todos los pacientes, incluso en los aquellos asintomáticos. 

Las pruebas cutáneas pueden ser ~tiles como parte del 

diagnóstico en la evaluaciÓn de ciertas formas de 

hipersensibilidad • 

de palomas. 

tales como la enfermedad de los criadores 

1.2.- "T 1 POS GENEF:ALES DE DAf.<O 1 NMUNOLOG 1 CO" 

Tipo 1.- Las pruebas cutáneas con reacciÓn inmediata son 

demostradas en el 80% de los pacientes, pueden ser mediadas por 

19E o por IgG4 Y asociadas con reacciones asmáticas en 

pacientes con inhalaciÓn controlada (32,33). 

Tipo II.- En esta respuesta se sugiere que los antigenos 

inhalados pueden ser incluidos en las membranas celulares 

pulmonares, conduciendo a una reacción mediada por anticuerpos 

19M o IgG, con activaciÓn del complemento, lo que ha sido 

demostrado en biopsias pulmonares por inmunoflorescencia 

(32,33). 

Tipo III.- Esta mediada por anticuerpos 198 precipitantes, 

hemaglutinantes y que consumen complemento; estos anticuerpos 

se encuentran elevados, actuando de una manera especifica y 

coincidente con la expOSición y el da~o al tejido (30,32). 

Tipo IV.- Esta reacciOn esta mediada por células blancas 
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no por anticuerpos, esta reacción tambien recibe el nombre de 

respuesta tardla ya que en las pruebas cutáneas tarda de varias 

horas a dias en presentarse la respuesta, e involucra un 

mecanismo más complejo y más lento de llevarse a cabo (32,33). 

En el caso de la Alveolitis Alérgica Extrinseca, el 

cuadro clinico no es semejante al clásico encontrado en las 

enfermedades mediadas por IgE como es el asma bronquial 

extrinseco; sin embargo se sugiere que las reacciones mediadas 

por IgE, a traves de sus mediadores vasoa.ctivos pueden 

facilitar la localización y atrapamiento de complejos inmunes 

en las paredes y membranas basales y, asi iniciar la respuesta 

de Tipo 111. 

1.3.- " DIAGNOSTICO DE LA ALVEOLITIS ALERGICA EXTRINSECA " 

Para ·Sll diagnóstico el médico se apoya en el resultado 

de las pruebas de laboratorio, debido a esta razón son de gran 

importancia los reportes de este. 

Existen diversas técnicas de laboratorio. pero las más 

sensibles son de un alto costo; requieren de equipo 

especializado y de reactivos de dificil alcance en el pals. 

Dentro de estos métodos estan:ELISA, el radioinmunoensayo, 

la contrainmunoelectroforesis, las técnicas de 

inmunofluorescencia (34). 

Estos métodos son de Llna gran sensibilidad pero 
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desafortunadamente son muy costosos, por lo que no se aplican 

en cualquier laboratorio de análisis clinicos, además, los 

laboratorios que cuentan con los equipos muchas veces tienen 

dificultad para encontrar 105 reactivos necesarios, ya que la 

mayoria de estos son producidos por casas comerciales del 

e:-: tranj er-o, y aquellos que son de procedencia nacional no 

siempr-e cump 1 en con las normas y especificaciones necesarias 

para un buen diagnóstico. 

Por otro lado, la alveolitis alérgica extrinseca la 

padecen en su mayoria gente del campo, que es la que se 

encuentra en contacto con las aves, ese tipo de individuos es 

de bajos recursos económicos por lo que no pueden pagar en un 

laboratorio clinico particular un diagnóstico con estos métodos 

costosos 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 cuáles no 

son muy costosos pero tampoco son muy sensibles. 

Dentro de estos métodos se encuentran: la precipitación en 

gel, la precipitación en capilar, la doble dif0sión radial y 

las pruebas cutáneas(31). 

Estos métodos de diagnóstico aunque son de rápida 

realización, cuentan con desventajas que pueden alterar los 

resultados, estas desventajas son: en las precipitaciones en 

capilar nos encontramos con el fenómeno de zona, en el que al 

no existir concentraciones equivalentes del antigeno con el 

anticuerpo no se forman la precipitación, esto nos conduce a un 
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falso negativo que repercute sobre el tratamiento del paciente, 

en la doble difusión radial, existe el problema de no controlar 

bien la temperatura y ocacionar falsas bandas debidas a 

precipitaciones de sales, además de su sensibilidad baja. 

Otro de los 'problemas con los que cuenta esta forma de 

diagnóstico es que en las clinicas rurales no se practica y por 

lo tanto la persona tenga que viajar hasta las grandes urbes 

para su diagnóstico. 

El médico para poder dar un diagnóstico final de un 

padecimiento se necesita basar en las 'pruebas de laboratorio, 

en el historial clinico del paciente y en su experiencia 

propia. 

• El estudio radiológico no siempre es de gran utilidad y 

especialmente en este padecimiento ya que puede ser confundido 

con una 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 y si convive con aves de alguna especie o si por 

la zona existen aunque el no entre en contacto directo con 

ellas. 

Al finaliLdr toda la serie de estudios realizados sobre el 

paciente este queda muy lastimado, ya que también se les 

practican pruebas cutáneas que muchas veces terminan con 

necrosis parcial del tejido. 

Debido a todo lo anteriormente descrito y a los problemas 

de diagnostico con los que se tropieza el médico, el 
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laboratorio y el paciente, surge la necesidad de crear nuevos 

metodos que cumplan con los si~uientes requisitos: que sean de 

gran sensibilidad, de bajo costo, de sencilla y r-apida 

realización, que sean de facil alcance y que cualquier persona 

especializada los pueda llevar a cabo; que los reactivos 

puedan ser utilizados en los laboratorios de las clinicas 

rurales no necesitando de equipo altamente especializado y 

que evite en lo mas posible el da~b fisico del paciente. 

Cumpliendo con las condiciones anteriores~ habremos 

realizado un método sencillo de diagnóstico en la Alveolitis 

Alérgica extrinseca. 

1 • 3 • - "!"IETODOS PF:OPUESTOS" 

Como un método sencillo de diagnóstico se propone las 

reacciones de aglutinación indirecta, usando ya sea glÓbulos 

rojos o carbón activado como particulas soporte y el método de 

fijación en superficie, teniendo las ventajas de no ser 

cemplicados ni de costo elevado. 

Se han realizado muchos reactivos basandose en las 

propiedades ag-ltltinantes de los anticuerpos de clase Ig6 y dado 

que este padecimiento esta relacionado con estos se sugiere la 

realización de un método que aglutine particulas inertes 

recubiertas con antigeno (34). 

1.::;.1. - "AC'JUJT 1 N("C ION IND IRECTr-l" 

Las técnicas de aglutinación son tan fáciles de realizar 
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que es sorprendente lo mucho que han contribuido al 

conocimiento biológico. A la fecha, la simplicidad de estos 

métodos es tal que no es necesario un gran conocimiento o 

experiencia para la corre~ta interpretación de los resultados. 

Una lectura correcta requiere únicamente de unos reactivos 

satisfactor~os y uno controles adecuados (35). 

La aglutinación ocurre en el momento en el que el antigeno 

par-ticu 1 ado; es eHpuesto 2, un anticuerpo apropiado bajo 

condiciones favorables. Antigenos solubles pueden ser acoplados 

par'ticu:l. as acarreadoras .inerotes. Una aglutinación 

macroscópica es obvia cuando una fina suspensión de células o 

particulas empiezan a formar agregados o grumos(35). 

La aglutinación es llevada a cabo en dos etapas; el 

anticuerpo primero se une a su antigeno, y des pues ocurre la 

aglutinación. Algunas ocasiones solo ocurre lo primero y 

en'tonces E!l an'ticuer'po recibe el nombt-'e de" incompleto", dado 

este caso es necesario recurrir al suero de Coombs para poner 

de manifiesto la aglutinación. Los aspectos cientificos de la 

combinación entre antigeno y anticuerpo son discutidos por 

¡-lo 1 1 i son ( 36) . 

Los métodos de aglutinación indirecta pueden utilizar 

como soportes: glóbulos rojos, particulas de carbón, 

ben tDn i ta!, E'étC. 

1.:S.:2. -,., "RE¡:-:¡CCIO!\l DE FIJACIOI\I EN SUPERFICIE" 

láte:,~ , 

Esta reacción tiene comD fin el poner en relieve sobre una 
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superficie, como el papel, una reacción antigeno-anticuerpo. 

Para este fin se considera la formación de una red que 

queda atrapada en los poros del papel en el momento de 

reaccionar el antigeno con el anticuerpo, esto nos forma un 

complejo insoluble que es f~cilmente teAible con un colorante 

para proteinas. Si no hubiera reaccion entonces quedarian 

proteinas solubles que en el momento de lavarse se 

desprenderian de la superficie quedando ~nicamente una capa 

lipidica que no se tiRe con el colorante y se obsevaria un 

espacio en blanco en el punto de aplicación. 

Es necesario tomar en cuenta la velocidad de reacción ya 

que muchas veces es necesario dejar formarse el complejo por 

24h. 
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1.4.- JUSTIFICACION DE LA PARTE EXPERIMENTAL. 

Existen una gran cantidad de métodos de sensibilización de 

glóbulos rojos, puede ser a pH alcalino como seria utilizando 

una solución amortiguadora de ba~bitOratos a pH= 9.6, a pH acido 

utilizando mezclas de acido acético a p'H= 3.5, 

como seria con glutaraldehido a pH= 7.2 (35). 

a pH neutro 

Otra manera de realizar esta sensibilización seria formando 

enlaces por cargas positivas por medio de sales como el cloruro 

crOmico, ya que a diferente pH podemos desnaturalizar el 

antigeno, debido a esta razón es necesario realizar pruebas con 

todos los diferentes métodos (35). 

Es de gran importancia para la buena sensibilización de los 

eritrocitos y su conservación, utilizar formaldehido para tal fin 

antes,de forrarlos de antigeno. 

otro punto importante es el de por medio de un Ouchterlony 

hacer ,reaccionar el suero positivo de conejo contra suero de 

paloma y de pollo para poder observar si existe antigenicidad 

cruzada y de esa manera poder utilizar el suero de pollo como 

antigeno,debido a su facilidad de obtención (33). 

Tambien es necesario el tripsinizar los glóbulos rojos para 

poder h.:\cer una digestiOn parcial de la superficie de estos y 
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poder unir una mayor cantidad de antigeno= 

Otra técnica de aglutinaci6~ es utilizar carbón activado 

como particula inherte. 

Se utilizan métodos de aglutinación debido a que la 

Alveolitis Alérgica Extrinseca presenta una respuesta de Tipo 

Ig8, 111, Y conociendo las propiedades de la inmunoglobulina 

encontramos que es un anticuerpo que puede manifestarse por 

reacciones de aglutinaci6n (32), en muchos casos es necesario 

recurrir al suero de Coombs, ya que solo en elevadas 

concentraciones pueden aglutirlar particulas grandes por si 

solos. 

Debido a las dificultades técnicas con las que cuentan los 

métodos de diagnóstico utilizados hasta la fecha, los cuáles son: 

precipitación en gel, ~recipitación en capilar y doble difusión 

radial, es importante la realización de un suero positivo en 

conejo ya que al no ser confiables las pruebas de laboratorio no 

se puede tomar como positivo ningun suero de pacientes 

previamente diagnosticados hasta no hatierle corrido las r'}uevas y 

viejas pr'uebas contra un suero control, para la suposición de un 

paciente con este padeci(niento, además de las pruebas de rutina 

normales es muy importante tomar en cuenta su historial clinico~ 

poniendo especial interes en el t18Ct\O de que si vive cerca de 

aves. 

Se realiza tambien un suero anti-gamma globulina humana para 

los suer-os de los pacientes y un suero anti-gamma glcbulina de 

coneJu para el suero controlu 
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Una prueba m~s que se realiza es la de reacción de 

fijación en superficie. 

A un total de 32 sueros de pacientes con diferentes 

diagnosticos, como son: asma bromquial, alérgia a plumas de aves, 

Alveolitis Alérgica Extrinseca, tuberculósis y c~ncer pulmonar, 

se les corren las diferentes pruebas, hemaglutinación, carbón 

activado, reacción en superficie, precipitación en capilar y 

precipitación en gel. 

Todo esto con el fin de ir descartando métodos hasta obtener 

el mas sensible. 

Se escogiéron 3 métodos de sensibilización de glóbulos 

roj®s, uno con sales que es el de cloruro crómico, otro con 

glutaraldehido a pH neutro y el tercero se hace una combinación 

de los dos con el 

sensible (33,34). 

fin de observar si se logra un reactivo mas 

De estos tres métodos se va a seleccionar el mas sensible. 

Es de una gran importancia realizar pruebas de estabilidad 

de los reactivos, tales como: dejar los reactivos constantemente 

a 37 e y probarlos mensualmente, otro es el de dejar los 

reactivos a 4 e y probarlos en el mismo tiempo y la tercera y 

última prueba ES el ponerlos a temperatura ambiente y ponel~los 

a pr'ueba en i.gual lapso, todo f.esto con el fin de obs.er·va¡- si. los 

reactivos pueden durar un periodo aceptable de tiempo o si no 

son ~tiles despu~s de cierto lapso" 

Las pruebas de aglutinaci6n se pueden probar en placa~ en 

tubo y ~:~n ti tl...l1':lci.ón, selecc::iC)ni:!"~ndo el 



procedimiento 

in t.erpr-'etac ion. 

que ma.s convenga en 
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cuanto a tiempo e 



CAPITULO 2. 

2.1- DIAGRAMA DE FLUJO. 

"DETEHMINACION DE ANTICUEFPOS EN LA ALVEOLITIS ALERGICA 
EXTRINSECA". 

l 
GRUPO 1 

Ipacientes con 
lal voli tis aler-
Igica e:-rtr inseca. I 
1 I 

SELECCION DE GRUPOS DE 
PACIENTES. 

r-
¡ I :: 

I GRUPO 11 
I pacientes con 
I alergias a 
I inhalables y 
I pacientes sanosl 

--" 

.-l..~ ___ '-" 
GRUPO 111 I 

pacientes con I 
enfermedades I 
respir-a.torias I 
diferentes. I 

\' 1 Z ~~ ________ ~E-____________ ~ _____ " 

DETERMINACION DE ~NTICUERPOS PORI 
LAS- SI GU 1 ENTES TECN 1 CAS . I 

precipitación 
en capilar. 

Ihemaglutinación 
lindirecta. 
I 

aglutinacón n 
con carbón l' 
activa.do. I 

I DE 
II..---_--!I 

precipitación I 
en gel. I 

reacción 
en 
sL\perf icie. I ,.. ___ ---B 

19 



2.2.-DISE~O EXPERIMENTAL. 

A los tres diferentes grupos de individuos se les investigó 

la presencia de anticuerpos anti-ave por los siguientes m~todos: 

precipirtación en gel y en capilar, hemaglutinación indirecta, 

aglutinación con carbón activado y ¡reacción en superf ie :lE' u El 

primer- grupo está constituido por pacientes diagnosticados 

previamente como positivos a la alveolitis alérgica extrinseca en 

una clinica del seguro social, el segundo, está formado de 

individuos sanos y de otros que diéron resultado positivo en 

pruebas cutáneas a alergénos de plumas de aves y el tercero por 

pacientes con enfermedades pulmonares tales como aSina bronquial, 

cáncer de pulmón y tuberculosis. 

Para llevar a cabo la titulación de anticuerpos por la 

técnica de hemaglutinación ind.if"ecta.~ se utilizáY'on como 

reactivos glóbulos rojos humanos tipo O Rh negativo, los 

cu¿ll es fuéron sensibilizados con suero de pollo PDt- tY"es 

técnicas difel .... e:-!I·ltf:S, pa.ra. su. c~omparación .. 

En el caso de la aglutinación con particulas de carbón 

activado, también se realizO el 

con suero de pollo. 

recubrimiento de este material 

Todos los métodos de aglutinación se 

placa, en mic:I'''CJpJ,~.c:¡;';\ de ti t:.u]. ¿;'.c :i.ón:1 
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aquellas determinaciones en tubo se 

para aumentar la sensibilidad. 

utilizó el suero de Coombs 

En todas las pruebas se corrió como control positivo un 

suero anti-pollo producido en conejo. 

Finalmente, los resultados fuéron analizados comparando los 

entre los de las técnicas de precipitación y las de aglutinación 

y reacción en superficie, para observar las dif~renciasexistentes 

entre unos y otros. 

2.3.- METoDoS UTILIZADOS. 

2.3.1.- HEMAGLUTINACION INDIRECTA. 

Se utilizan tres métodos de sensibilización de glóbulos 

rojos: con glutaraldehido, con cloruro crOmico y la 

combinación de ambos (ver Apéndice 1). 

2.3.2.- AGLUTINACIoN CON CARBONO. 

Se utilizó el carbón activado como Único método con 

particulas inertes de origen no biológico. (ver Apéndice 1). 

2.3.3.- REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE. 

Empleamos papel para cromatografia con poro peque~o para 

el atrapamiento de la red insoluble. Esta prueba fue leida 

Únicamente como positivo o negativo. (ver Apéndice 1). 
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CAPITULO;," 

RESULTADOS. 

Es importante realizar tres diferentes grupos de pacientes 

cada uno con caracteristicas diferentes: 

El grupo 1, son los pacientes 1,6,19 y 22, los cuáles habian 

sido diagnosticados previamente por el método de precipitación 

con capilar' como, positivos a la alveolitis alergica e>:trinsec:a en 

una cl inica. 

El grupo 2, el cual va a estar compuesto pOr los pacientes 

del 2 al 5, del 7 al 18, el 20 y 21, del 23 al 26, unos de estos 

diéron positivo por medio de reacciones cutáneas tres cruces como 

alérgicos a plumas de aves, otros fuéron tomados al azar de 

pacientes que unicamente iban al Servicio de Alergia del Hospital 

General para consulta ajena al tema . 

El grupo .... 
~', 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 realizáron las 

siguientes pr-uebas: Precipitación en capilar, en gel, reacción en 

superficie y aglutinación con carbón, glóbulos rojos (los tes 

diferentes reactivos). 

Se obtuvieron estos resultados: 

Del grupo 1, ünicamente el 1 dio titulo positivo en las 

aglutinaciones y positivo en 'los tres otros métodos, tomando en 

cuenta que en la precipitación en gel dió positivo a las 48 

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

Del grupo 2, los pacientes 2,7,23 y 24 fuéron positivos, a 

excepción del 2, en todas las pruébas, el 2 unicamente dió titulo 

en las aglutinaciones. 

El resto de los pacientes fuéron negativos en todas las 

pruébas a excepción del 20 y 21 que no diéron titulo positivo en 

aglutinaciones y fuéron positivos en ambas precipitaciones y en 

la reacción en superficie. 

Del grupo 3, todos sin e}(cepción fuéron negativos en todas 

las pruébas. 



I)ACli~NTE PRECIPITACION EN PREC1P1TACION EN gl~ACCIO~ i~~; 

CAPILAR Gil: • SiJi:'ERFICIE 

~ . ·jo 

#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 



PACIENTE PRECIPITACION EN PRECIPITACION EN REACCION EN 
CAPILAR GÉC" ;. SUPERFICIE 

'i.""" 

#10 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#11 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#12 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO 

#13 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#14 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#15 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#16 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#17 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#18 NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO 



;. 
;)f\C 11~f\'J'¡,~ I'R¡~Cli'ITACION EN I'RECIPITACrON EN RlCACCION ¡;;;.; 

CAP! LAR ác' SUPERFICIE 

. ", 
r 

#19 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#20 + + POSITIVO 

#21 ++ ++ POSITIVO 

#22 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#23 + + POSITIVO 

#24 ++ ++ POSITIVO 

#25 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#26 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#27 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 



PACIENTE PRECIPITACION EN PRECIPITACION EN REACCION EN 
CAPlLAR GEC" SUPERFICIE 

•.. t,.;! 
~ 

#28 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#29 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#30 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#31 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

#32 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO. 



PACIENTES GLOBULOS ROJOS GLOBULOS ROJOS GLOBULOS ROJOS CARBON .. . ' 

GEUTARALDHEIDO CLORURO CROMICO CLORURO CROMICO SENSIBILIZADO 
+ ~LUTERALDHEIDO 

_._------._-~ .. ---------------~---------------~--------------------------------------------
s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs 

-
#1 S/Inact. 1:80 1:100 1:60 1:80 1: 120, 1:160 1:320, 1:640 

Inact. 1:80 1: 100 1:60 1:80 1:120 1:160 1:320 1:640 

#2 S/Inact. 1:20 1:60 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. 1:2 1:4 

#4 S/Inact. 1:2 1:2 
Inact. 

1:2 1:2 

#5 S/Inact. 1:10 1:16 1:8 1:16 1:16 1:30 1:16 1:40 

Inact. 1:8 1:16 1:4 1:10 1:14 1:30 1: 14 1:32 

#6 S/Inact. 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 1:160 1:180 1320 

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



· ~A.CI~NTES 

#8 Sin lnact. 

lnact. 

#9 Sin lnact. 

lnact. 

#10 Sin lnaet. 

lnaet. 

#11 Sil. lnaet. 

lnaet. 

#12 Sin lnaet 

lnaet 

#13 Sin lnaet 

Inaet. 

#14 Sin Innet. 

lnaet. 

GLOBULOS ROJOS 
GEUTARALpHEIDO 

s/Coombs c/Coombs 

1:10 1:16 

1:10 1:16 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 

s/Coombs c/Coombs 

1:8 1:16 

1:8 1:16 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 
+ GLUTERALDHEIDO 

s/Coombs c/Coombs 

1:2 1:4 

1:16 1:32 

1:16 1:32 

1:4 1:6 

NOTA: La inactivación del suero de los pacientes se llevo a cabo a 55'C por media hora. 

'l!.,. 

CARBON 
SENSIBILIZADO 

s/Coombs c/Coombs 

1:2 .. 1:4 

1:4 1:5 

1:2 1:4 

1:4 1:8 

1:30 1:54 

1,30 1:54 

1:2 1:4 

1:4 1:8 

1:2 



· I?A,CI~NTES 

#15 Sin Inact. 

Inact. 

#16 Sin Inact. 

Inact. 

#17 Sin Inact. 

Inact. 

#18 Sin Inact. 

Inact. 

#19 Sin Inact. 

Inact. 

#20 Sin Inact. 

Inact. 

#21 Sin Inact 

Inact 

GLOBULOS ROJOS 
Gr.UTARALDHEIDO 

s/Coombs c/Coombs 

1:2 1:4 

1:4 1:8 

1:4 1:8 

1:8 1:16 

1:8 1:16 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 

s/Coombs c/Coombs 

1:2 1:3 

1:2 1:2 

1:4 1:8 

1:4 1:8 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 
+ GLUTERALDHEIDO 

s/Coombs c/Coombs 

1:2 1:4 

1:3 1:8 

1:10 1:16 

1:10 1:16 

1:32 1:64 

1:32 1:64 

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

CARBON 
SENSIBILIZADO 

s/Coombs c/Coombs 

1:2 

1:2 1:4 

1:2 1:8 

1:4 1:16 

1:2 1:4 

1:32 1:64 

1:32 1:64 

1:128 1:256 

1:128 1:256 

I 



. ~A_CI~NTES GLOBULOS ROJOS 
GI'.UTARALDHE IDO 

s/Coombs c/Coombs 

#22 Sin Inact. 

Inact. 

#23 Sin Inact. 1: 16 t:32 

Inact. 1:16 1:32 

#24 Sin Inact. 1:16 1:32 

Inact. 1:16 1:32 

#25 Sin Inact. 

Inact. 

#26 Sin Inact. 1:2 1:4 

Inact. 

#2T Sin Inact. 

Inact. 

#28 Sin Inact. 

Inact. 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 

s/Coombs c/Coombs 

1:10 1:16 

1:10 1:16 

1:16 1:30 

1:16 1:30 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 
+ GLUTERALDHEIDO 

s/Coombs c/Coombs 

1:64 1:100 

1:64 1:100 

1:128 1:256 

1:128 1:256 

1:2 1:8 

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

CARBON 
SENSIBILIZADO 

S/COOmbs c/Coombs 

1:2 1:4 

1:160 1:320 

1:160 1:320 

1:320 1:640 

1:320 1:640 

1:2 1:4 

1:4 1:8 

1:2 

1. 



· ~~CI~NTES GLOBULOS ROJOS 
Gr.UTARAL~HEIDO 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 

GLOBULOS ROJOS 
CLORURO CROMICO 
+ GLUTERALDHEIDO 

CARBON 
SENSIBILIZADO 

---------------------------------------------------------------------------------~-------

s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs s/Coombs c/Coombs 

#29 S:LnInaot: 

Inact. 

#30 Sin Inact. 

Inact. 

#31 Sin Inact. 

Inact. 

#32 Sin Inact. 

Inact. 

I 



3.2.-DISCUSION DE LOS RESULTADOS. 

Se toman diferentes titulos diagnósticos en cada una de las 

aglutinaciones, ya que cada una posee diferente sensibilidad: 

glóbulos rojos con glutaraldheido sin Coombs= 1:16. 

glóbulos rojos con cloruro crómico sin Coombs= 1:8. 

mezcla de ambos reactivos sin Coombs= 1:64. 

carbón activado sin Commbs= 1:128. 

Para 'las precipitaciones: 

en gel: positivo cuando apareció una ligera banda a las 72 horas, 

una cruz cuand~ apareció a las 48 horas y dos cruces cuando 

aparecio a las 24 horas. 

en capilar: una cruz por cada milimetro de precipitado. 

Para la reacción en sL!perficie: unicamente positivo o negativo. 

En el grupo 1, todas las pruebas de cada uno de los 

pacientes concuerdan siendo positivas' para el 1 y negativas para 

el resto, el paciente 1 tiene un titulo alto de anticuerpos y es 

por esa razón que fuéron facilmente detectables. 

En el gr-upCJ los pacientes 7,23 y 24 concuerdan en todas 

1 as pruebaLs, el 24 dió positivo en gel a las 24 horas de 



reaccionar, mientras que los otros dos a las 48 horas, 
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el 

paciente 2, está en los limites bajos diagnósticos, por lo que es 

muy probable que si el tiempo de r-eacción en las precipitaciones 

hubiera sido mayor a las 72 entonces a lo mejor se verian bandas 

de precipitación; en cuanto a los sueros 20 y 21, que no fuéron 

positivos en las aglutinaciones y si en las precipitaciones, 

probablemente se debió a errores en las manipulaciones, 

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

En el grupo 3, como se esperaba observar si los reactivos 

eran especificos, se utilizáron pacientes que tenian enfermedades 

en las vias respiratoria diferentes a la alveolitis alérgica 

extrinseca, ninguno fue positivo, aunque hay que tomar en cuenta 

que las personas que padecen cáncer pulomonar o tuberculosis 

estan por lo general inmunodeprimidos. 

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

concuerdan entre si, pOdiendo tener confianza en estas. 

Es muy importante el observar que existe la posibilidad de 

que eM el carbón activado exista una adsorción inespecifica y por 

esa razÓn estemos detectando titulos infimos .como los de 1:2, por 

lo tanto es importante tomar como un titulo debido a esta 

adsorcion hasta el de 1:8 y menor, a partir de 1;10, se puede 

tomar conm una lectura de anticuerpos unidos a su antígeno. 



CAPITULO 4. 

(:QNCLUSIONES. 
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l.-El método de precipitación en capilar es lo suficientemente 

sensible para detectar anticuerpos en este padecimiento, pero hay 

que tomar en cuenta que es el que mas facilmente cae en el 

fenómeno de zona. 

2.-Los reactivos desarrolados en este trabajo y las técnicas de 

precipitación poseen la sensibilidad necesaria para diagnosticar 

este padecimiento. 

3.-Dentro de los reactivos de aglutinación, el mas sensible es el 

de carbón activado, el segundo el de la mezcla, el tercero el de 

glutaraldheido y finalmente el de cloruro crómico. El primero 

puede detectar titulos bastante bajos de anticuerpos y el cuarto 

muy altos. 

4.-Las ventajas de los métodos desarrollados en este trabajo, son 

de que son cuantitativos y de una realización mas rapida, ya que 

a las 18 horas se pueden leer los resultados. 

5.-EI método de reacción en superficie, también es mas rapido 

pero tiene la desventaja de ser unicamente culitativo. 
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6.-Es indispensable el uso del suero de Coombs para poder obtener 

un titulo correcto de los anticuerpos. 

7.-El método de carbón activado puede contar con la desventaja de 

una adsorción inespecifica de anticuerpos por lo que un titulo de 

1:8 o menor no tiene ningun valor. 

8.-De las condiciones de fácil realización, sin equipo especial, 

de bajo costo y de rápida realización la de carbón activado las 

cumple satisfactoriamente. 

9.-Los métodos enzimáticos y radiactivos, siguen siendo los más 

recomendables para un diagnóstico certero, y para la persona que 

tenga los recursos económicos para utilizarlos son los de 

utilizar, pero las personas de bajos recursos económicos, y en 

las clinicas rurales pueden utilizarse los de precipitación o los 

nuevos de aglutinación, dependiendo del caso. 



Se plantea la problemática de contar para el diagnóstico de 

la alveolitis alérgica extrlnseca con métodos poco sensibles y 

los mas sensibles con un costo de realización inalcanzable para 

las instituciones públicas de salud. 

Tomando en cuenta que el padecimiento es una reacción de 

Tipo II!, que quiere decir, mediada por anticuerpos precipitantes 

y aglutinantes de clase Ig8, se utiliza esta propiedad p.ra 

desarrollar Lln método de aglutinación, 

glóbulos rojos y carbón activado. 

tomando como soporte 

DespLles de correr. todas las pruebas, anteriores y recién 

desarrolladas a un grupo de treinta y dos personas, se llega al 

resultado de que se lograron desarrollar métodos mas rapidos y 

con un costo muy inferior a los más sensibles, que lo pLleden 

utilizar las cllnicas de salud pública y de que no requiéren de 

un equipo especial. 



1.1.­

EnUIF'O: 

MATEfUAL. 

El equipo de rutina en el laboratorio de inmunologia. 

Mf'HER I ALES : 

Formol. 

NaCI. 

Sulfato de amonio. 

Timerosal. 

Glutaraldheido. 

Azida de sodio. 

Agarosa. 

Cloruro de cromo. 

Sales de fosfatos. 

Carbón vegetal activado. 

Sangre fresca de hL\manO Tipo "O" Rh negativo. 

Glicina. 

Negro de Amidoshwartz. 

Suero normal de conejo. 

Suer'o de pa loma. 

Suero de pollo. 

Albúmina bovina. 

¡',!¡c::icju acetic:o. 

r·lr"!':.2nD l. • 

38 
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Fenol. 

1.2.- ANIMALES. 

2 conejos jóvenes de 2.5 Kg. para la obtención de un suero de 

Coombs. 

2conejos jóvenes de 2.5 Kg. parala obtención de un suero positivo 

anti-pollo. 

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

anti-conejo. 
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1.3.- METODOS. 

1.3.1-- "PURIFICACION DE GAMMA GLOBULINA Hut1ANA". 

1.- Se obtiene sangre fresca humana, no importando el tipo, se 

obtien. con o sin anticoagulante, lo cual no es importante para 

la purificación. Se centrifuga la sangre y se separa el suero o 

plasma de la porción celular. 

2.- Se mide el volumen del suero o plasma y se la adiciona una 

cantidad igual de solución salina isotónica. 

~.- Se coloca sobre Un agitador magnético y se le va adicionando 

poco a poco un volumen igual al del suero o plasma de una 

solución saturada de sufato de amonio. 

Se va a ir observando poco a poco la aparición de un precipitado. 

4.- Se deja reposar por 24 horas en refrigeración para obtener 

una buena se~imentación y la total formación del precipitado. 

5.- Se centrifuga a alta velocidad y se elimina el sobrenadante. 

Al sedimento se le adicionan unas gotas de agua destilada para 

redisolver. 

6.- Se pasa todo el resuspendido a una bolsa para diálisis y se 

dializa contra solGciOn salina durante 5 dias cambiando la 

solución salina cada 12 hoY"as. El dializado se guarda en 

refrigeración para evitar una contaminación. 

7.- Transcurrido el tiempo de diálisis, se pasa a un frasco cor\ 
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tapon el 

utilizado. 

cual debe permanecer en refrigeraci6n" hasta ser 

1.3.'2.- "OBTENCION DEL SUERO DE COOMBS". 

1.- Se utilizan dos conejos j6venes de 2.5 Kg cada uno para su 

inmunizaci6n. 

2.- A cada uno de los conejos se les inyecta gamma globulina 

humana purificada siguiendo un esquema de inmunizacion como se 

detalla a continuaci6n: 

DIA 1: Se prepar6 una solucion de gamma globulina humana 

purificada con adyuvante completo de Freund, y se le inyectó a 

cada conejo 1 mI de ésta soluci6n por via sub-cutanea. 

OlA B : Se preparo la misma solución anterior y se le inyectó la 

misma cantidad de antigeno por via sub-cutanea. 

OlA 15: Se preparó una soluci6n de gamma globulina hLimana 

purificada con adyuvante incompleto de Freund y se le inyectó por 

via intramuscular 0.5 mI. 

OlA 22: Se hizo una sangria de prueba y se tituló el suero d~l 

conejo contra gamma globulina humana por precipitación en gel. 

OlA 30: Se le inyectó por via venosa 0.1 mI d¿ gamma globulina 

humana purificada diluida 1:10. 

OIA 40: Se le practic6 otra sangria de prueba y se titu16 el 

suero del conejo contra glóbulos rojos sensibilizados con 

gamma g16bulina humana. 
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orA 45: Se le inyectó por via venosa 0.1 mI de gamma globulina 

concentrada. 

OlA 70. Se le practicó una sangria de prueba y se tituló contra 

glóbulos rojos sensibilizados con gamma globulina humana. 

OrA 80. Se practicó una sangria total del conejo por punción 

cardiáca. 

3.- El suero obtenido se repartió en frascos y se les adicionó 

O.OOlg de azida sodio como conservador. 
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1.3.3.~OBTENCION DE UN SUERO POSITIVO ANTI-POLLO EN CONEJO". 

1.- La sangre se obtuvo del rastro de pollos, sin anticoagulante 

para asi obtener el suero. 

2.- Se' utilizaron dos conejos j6venes de 2.5 Kg cada uno para 

SLl inmunizaci6n. 

3.- A cada uno de los conejos se les inyectó suero puro de pollo 

siguiendo un esquema 

continuación. 

de inmunización como se detalla 

DIA 1: Se preparó una solución de suero de pollo con adyuvante 

completo de Freund, y se le inyectó al conejo 1 mI de ésta 

solución por via subcutanea. 

DIA 8 Se preparó la misma solución.anterior y se le inyectO la 

misma cantidad de antigeno por via sub-cutanea. 

DIA 15 : Se preparó una solución de suero de pollo con adyuvante 

incompleto de Freund y se le inyectO por via intramuscular 

0.5 mI. 

DIA 22 Se hizo una sangr~a de prueba y se tituló el suero del 

conejo contl~a suero de pollo por pr-ecipitación en gel por no 

contar tadavia Con glóbulos rojos sensibilizados. 

DIA 30 : Se le inyectO por via venosa 0.1 mi de suero de pollo 

diluido 1:10. 

DIA 40 Se le practicó otra sangria de prueba y se tituló el 

suero del conejO contra glóbulos 

de ¡:¡(:~ll(;:)" 

rojos sensibilizados con suero 

OlA 45 :Se le inyectó por via venosa 0.1 mi de suero de pollo 
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diluido 1:10. 

DIA 60: Se le inyectó por via venosa 0.1 mI de suero de pollo 

concentrado. 

DIA 70 :Se le p~a¿ticó una sangria de prueba y se tituló contra 

glóbulos rojos sensibilizados con suero de pollo purificado. 

DIA 80: Se practicó una sangria total del conejo por punción 

cardiaca. 

4.- El suero obtenido se repartió en frascos y se les adiciono 

O.OOlg •. de azida de sodio como conservador. 
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1.3.4.- "OBTENCION DE UN SUERO DE COOt1BS ANTI-CONEJO". 

1.- Se obtuvo gamma globulina purificada de conejo siguiendo el 

mismo método que para la gamma globulina humana. 

2.- Se utilizO un chivo joven de 20 Kg para su inmunización. 

3.- Se siguiO un esquema de inmunización con gamma globulina 

purificada de conejo como a continuaciOn se detalla: 

OlA 1 : Se preparO una solución de 2 mIde adyuvante completo de 

Freund mas 1 mI de gamma gIobulina de conejo pura y se le 
.j 

inyectaron los 3 mI por via sub-cutanea formando seis puntos de 

inoculaciOn. 

OlA 10 Se realizO una sangria de prueba titulándose el suero 

del chivo contra gamma globulina de conejo pura por pr'ecipitaciOn 

en \lIel. 

OlA 10 : Se pr'eparO una soluciOn de 2 mI de adyuvante incompleto 

de Freund mas 1 mI de gamma globulina de conejo pura, se le 

inyectaron los 3 mI de la solución por via sub-cutánea formando 6 

puntos de inoculaciOn. 

OlA 20 : Se realizO una sangria de prueba titulandose el suero 

del chivo contra gamma globulina de conejo pura por precipitación 

en gel. 

OIA20 : Se le inyectO por via muscular 1 mI de gamma globulina de 

conejo pura. 

DIA 30: Se le inyectO por vlaintramuscuar 1 mI de gamma globulina 

de conejo pura. 
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DIA 40 :Se le practicó una sangria de prueba titul~ndose el suero 

de chivo contra gamma globulina de conejo pura por precipitación 

en gel. 

DIA 40 Se le administró por via intravenosa suero completo de 

conejo. 

DIA 50 : Se le practicó una sangria obteniéndose 200 mI de sangre 

sin anticoaulante. 

4.- Se preparó el suero de la porción celular de la sangre y se 

separO el suero en frascos adicion~ndole O.OOlgde azida de sodio 

como conservador. 

5.- Se tituló el suero del chivo contra gamma globulina y contra 

suero total de conejo por precipitación en gel. 
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1.3.5.- "FORMALINIZACION DE GLOBULOS ROJOS". 

1.- Se recolectan glóbulos rojos humanos Tipo "O". en una 

solución de ácido citrico-dextrosa, 

solución salina isotóni~a. 

se lavan cinco veces con 

2.- Es importante al realizar el Oltimo lavado, observar que no 

exista hemólisis, en el caso de haber, se repite el lavado. 

3.- Se colocan en un recipiente de 500ml, conteniendo 200m1 de 

solución salina isotónica, un paquete celular de 50ml. 

4.- Al recipiente se le adicionan 50ml de formalina comercíal, 

lentamente y con agitación constante, terminada la operación, se 

guardan en refrigeración toda la noche. 

5.- Al dia siguiente, es necesario lavar el paquete celular con 

solución salina y repetir el paso 4. 

6.- Repetir la operación al dia siguiente. 

7.- Se pueden conservar en este estado los glóbulos rojos hasta 

el momento de ser utilizados, para poder usarlos, es necesario 

efectuar un lavado muy efectivo con solución salina 

eliminar completamente toda la formalin •• 

hasta 



1.3.6.- "SENSIBILIZACION DE GLOBULOS ROJOS". 

1 .3.6. 1 • -METODO CON CLORURO eRO!'1 I ca: 

MATERIAL: 

Antigeno protéico (suero de pollo o de paloma). 

SoluciOn de cloruro crOmico al 1% 

Soluciones O.llM y 0.15M de NaCI. 

METODO: 

disuelto en NaCI 
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0.15 M. 

1.- Se hace un lavado previo de los eritrocitos utilizando 

soluciOn salina 0.15 M, centrifugando a 1000 RPM Y eliminando el 

sobrenadante, éste procedimiento se repite tres veces. 

2.- Se agrega un volumen de solución de cloruro de cromo a un 

volumen de antigeno en solución salina 0.15 M. 

3...... Se adiciona inmediatamente un volumRn de glóbulos rojos al 

10% en soluciOn salina (los glObuoos rojos formalizados), se 

mezcla bién y se deja reposar a temperatura ambiente por cuatro 

minut'os. 

4.- Los glObulos rojos al 10% se lavan en la solución 0.15 M de 

cloruro de sodio adicionando 2% de albumina bovina, para tener un 

medio protéico y asi conservarlos mejor y por más tiempo. 

5.- Esta técnica de diagnóstico se puede realizar en placa de 

vidrio, en microplaca de titulación y por diluciones seriadas en 

tubo. 

6.- La lectura es macroscOpica por lo que no requier~ de equipo 



especializado. 

Nota: Para las técnicas de aglutinación observar apéndice 

1.3.6.2.- "METODO CON GLUTARf':iDHEIDO". 

MATERIAL: 

Antigeno proteico (suero de pollo o de paloma) 

Solución acuosa de glutaraldheido al 2.5%. 

Amortiguador de fosfatos 0.15 M pH 7.2. 

METODO: 
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1.- Se lavan los glóbulos rojos con solución salina 0.15 M 

centrifugando a 1000 RPM por 5 minutos, se elimina el 

sobrenadan te y se repite la operación tres veces. 

2.- Se adicionan 0.4 mI de paquete celular lavado a 10 mI de 

Amortiguador de fosfatos 0.15 M conteniendo de 10-20 mg de 

proteinas del suero de pollo, tomando en cuenta que cada 100ml de 

suero contiene 7.5g de proteinas totales 

3 IO-~ Se agita suavemente la suspensión por 20 minutos a 

temperatLtra ambien te. 

4.- Se ~Aaden de 0.5 - 2.0 mI de la solución de glutaraldheido 

al 2.5%. 

5.- Se contin~a la agitación por una hora a temperatura ambiente. 

6.- Se lavan los glObulos rojos sensibilizados tres veces en la 

soluciOn salina 0.15 M Y se resuspenden en la solución de PBS 

conteniendo 1% de suero normal de conejo con el fin de una buena 

y prolongada conservación reactivo. 
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7.- Esta t~cnica diagnOstica se puede realizar en placa, en tubo 

por diluciones seriadas y en microplaca de titulación. 

8.- La lectura es macroscópica por lo que no requiere de eq~ipo 

especializado. 

Nota: Para las t~cnicas de? aglutinación observar apéndice 2. 



1 . 3 .6. :3 . - "t"lETODO CON GLUTAHI:;LDHE I DO + CLOHUHO CHOM I CO" . 

~lATEHIAL: 

Antigeno protéico (suero de pollo o de paloma)-

SoluciOn de cloruro crOmicD al 1% disuelto de NaCI O.15M. 

Soluciones O.11M y O.15M de NaCI. 

Solución acuosa de glutaraldheido al 2.5%. 

Amortiguador de fesfatos O.15M pH 7.2. 

Amortiguador de fosfatos salino O.15M (PBS). 

METODO: 
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1.- Se sensibilizan glóbulos rojos con el antigeno protéico por 

el mismo método del cloruro crómico. 

2.- Después de los l~vados de los glóbulos rojos sensibilizados, 

se contin~a con la técnica del glutarldheido con las mismas 

proporciones descritas en el método. 

3.- Una vez lavados los glóbulos rojos se resuspenden en 

Amortiguador de fosfatos O.15Mpara mantenerlos a un pH idealy asi 

evitar que se despegue el antigeno. 

4.- Esta técnica diagnóstica se puede realizar en placa, en tubo 

por diluciones seriadas o en microplaca de titulación. 

5.- La lectura de los resultados es macroscOpica por lo que no 

requiere de equipo especializado. 

Nota: Para las técnicas de aglutinación observar apéndice 2. 



52 

1.3."7.- .. AGLUT I NAC 1 ON CON CARBOi'·j". 

MATERIALES: 

Carbón activado ve~etal finamente molido. 

Antigeno protéicQ (suero de pollo o de paloma), clarificado por 

centrifugaci6n a alta velocidad. 

Amortiguador de fosfatos pH 7.2 0.15M. 

METODO: 

1.- Se suspende el carbón activado en el amortiguador de 

fosfatos y se le adiciona gota a gota 0.4 mi de suero diluido 

1:10, todo esto con agitación constante y a temperatura ambiente. 

2.- Se continOa con ésta agitación constante por media hora sin 

variar la temperatura. 

3.- Se centrifuga a 3500 RPM durante cinco minutos y se elimina 

el sobrante. 

4.- El sedimento se resuspende en el amortiguador de fosfatos 

0.15 M hasta obtener la concentración deseada en donde la 

.aglutinación que se observa es franca y gruesa. 

5.-:- Esta técnica diagnóstica se puede realizar en placa de 

vidrio de color blanca, en tubo por diluciones seriadas o en 

microplaca de titulación. 

6.- La lectura ~e 105 resultados es macroscópica por lo que no 

requiere de equipo especializado. 

Nota: Para las técnicas de aglutinaci6n~ observar apéndice 2u 



1.3.8.­

MATERIAL: 

"PRECIPITACION EN GEL". 

Amortiguador de fosfatos 0.15M pH 7.2. 

Portaobjetos. 

METOCO: 
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1.- Se desengrasan perfectamente los portaobjetos con alcohol y 

jabón, secándolos con papel. 

2.- Se prepara una solución al 0.1% de agarosa en agua peso por 

volumen, se calient~ la solución hasta la completa disolución de 

la agarosa. 

3.- Se barnizan los portaobjetos con ésta solución por los dos 

lados y se dejan secar. 

4.- Se prepara una solución de agarosa al 1% en ~mortiguador de 

fosfatos y se calienta hasta la completa disolución de la 

agarosa~ 

5.- Se cubren los portaobjetos barnizados con la nueva solución 

de agarosa hasta quedar completamente cubiertos. 

6.- Se dejan solidificar completamente a temperatura ambiente y 

una vez secos se le practican cinco horadaciones en el gel, una 

en el centro y cuatro periféricas equidistantes. 

7.- Se coloca el antigeno en el centro y en cada una de los 

cuatro orificios de alrededor se pone: un suero positivo y tres 
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suer-os de pacientes. 

8.-' Los suer-os y el antigeno se dejan difundir- ~ temper-atur-a 

ambiente en una c~mar-a húmeda yse leen los ~esultados a las 24,48 

y 72 hor-as. 

1.3.9.- "PRECIPITACION EN CAPILAR". 

MATERH\L: 

Antigeno pr-otéico (suer-o de pollo o de paloma). 

Tubos c:apilar-es. 

t'lETODO: 

1.- Se toma una cantidad igual de antigeno que de suer-o pr-oblema 

con un tubo capilar-. 

2.- Se agita bien con la mano. 

3.- Se coloca el tubo sobr-e una super-fic:ie con plastilina y se 

deja reaccionar en posición ver-tical. 

4.- Se leen los r-esultados a las 24,48 y 72 hor-as. 



1.3.10.­

MATERIAL. 

"REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE". 

Papel filtro Watmann nOmo 1. 

Colorante para proteinas negro de Amida shwartz. 

Solución de acido acético, fenal y metanol. 

METODO: 
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1.- Se diluyen lossueros problema, el control positivoel control 

negativo y el antigeno 1:10 en solución salina isotónica. 

2.- Se colocan 0.1 mI de antigeno en un tubo de ensaye y se 

adiciona 0.1 mI. del suero problema en el mismo tubo y se deja 

reaccionar por24 horas a 4 C. Se hace el mismo procedimiento con 

los controles positivo y negativo. 

3.- Se corta el papel filtro enforma cuadrada teniendo 5 cm. por 

lado., 

4.- Después del tiempo de reacciOno se colocan en el papel 

filtro: una gota del control positivo, una gota del control 

negativo y una gota del suero problema. 

5.- Se introduce el papel filtro en una camara de cromatrografia 

utilizando como eluyente soluciOn salina isotónica y se deja 

eluir hasta el borde superior del papel filtro. 
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6.- Se tiRe el papel filtro en el colorante para proteinas 

durante tres minutos. 

7.- Se lava el papel filtro en 

fenol y metanol varias veces. 

la solución de ácido acético, 

8.-

9.-

Se deja secar a temperatura ambiente. 

En el control positivo debe observarse una mancha azul. en 

el control negativo una mancha blanca. 
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APENDICE 2. 

2.1.- "TECNICAS DE AGLUTINACION". 

2 . 1. 1. - AGLUTI NAC ION EN PLACA. 

1.- Sobre una placa lisa incolora en el caso de glóbulos rojos y 

blanca en el caso de carbón • se coloca una gota de solución 

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 (glóbulos 

rojos o carbon y se mezcla utilizando un aplicador de madera. 

2.- Se agita suavemente por un lapso de 5 minutos y se observa 

la aglutinacion en caso positivo y una suspensión sin grumos e~ 

caso negativo. 
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2.1.2.- "AGLUTI NAC ION EN TUBO". 

1.- Se coloca un tubo para control del antigeno con 0.5 mI de 

solución salina isotónica y se le adicionan 0.5 mI del antigeno, 

ya sean glóbulos rojos o carbón activado, y se le deja reaccionar 

a las mismas condiciones y el mismo tiempo que el resto de los 

tubos. 

2.- En otro t~bo, se adicionan 0.5 mi de soluciOn salina 

isotónica, mas 0.05 mi de suero normal de conejo y 0.5 mI. del 

antigeno, ya sea carbón activado o glóbulos rojos. 

empleado como control negativo. 

Este tubo es 

3.- Se colocan 9 tubos en los cuéles se les practican diluciones 

seriadas 1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160; 1:320; 1:640; 1:1280; 

1:2560 del suero problema, utilizando co~o diluyente solución 

salina isotónica. 

4.- Todos los tubos se dejan reaccionar por una hora a 37 C, 

después de transcurrido ese tiempo se ponen a r-eacciona¡'O a 

temperatura ambiente por un tiempo promedio de 18-24 horas. 

5.- Transcurrido el tiempo de reacciOn se observan los fondos de 

los tubos, un botón en el fondo indica un resultado negativo un 

anillo alrededor del fondo del tubo indica una reacciOn positiva. 



2.1 .. 3 .. -

"UTILIZACION DEL SUERO DE COOl"lBS PARr':¡ AGLUTINACION EN TUBO" 

1.- Se sigue todo el procedimiento descrito anteriormente en la 

técnica de aglutinación en tubo. 

2.- Al llegar al final de la técnica, se anotan los resultados y 

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

elimina el sobrenadante. 

3.- Se resuspende el sedimento en 1 mI de solución salina 

isotónica y se centifuga a 500 RPM durante 5 minutos, éste 

procedimiento se repite tres veces con el objeto de eliminar la 

gamma globuljna que no reaccionó contenida en el suero problema. 

4.- A cada tubo se le adicionan 0.1 mI de suero de Coombs y se 

dejan reaccionar por una hora a 37 C. 

5.-- Una vez transcurrido el tiempo de reacción, se agita 

suavemente el tubo y se coloca la gota contenida en el tL\bo 

sobre una placa, se mezcla bién y se esparce con la ayuda de un 

mondadientes y se agita suavemente por espacio de 5 minutos, al 

término de éste tiempo, se observan los resutados, positivo es 

donde hubo una aglutinación franca y negativa es donde no se 

observan ningún grumo indicativo de aglutinación. 

6.-- Se observa la diferencia entre los resultados obtenidos 

.utilización del suero de Coombs y los obtenidos 

df:,!:spUes. , la diferencia entre ambos nos es indicativa de la 
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concentración de anticuerpos incompletos. 

2.1.4.- "AGLUTINACION EN MICROPLACA DE TITULACION". 

1.- Se colocan en una microplaca de aglutinación con fondo 

redondo 25 microlitros de soluciÓn salina isotónica. 

2.- Con la ayuda de un microdulotor se colocan 25 microlitros en 

el prim~r pozo y de ahi se siguen diluciones seriadas del suero 

problema empezando por la dilución de 1:2 hasta la dilución de 

1:2048. 

3.- El primer pozo se utiliza como control del antigeno y el 

segundo pozo se utiliza como control negativo con la ayuda de un 

suero normal de conejo. 

4.- A cada uno de los pozos se les adiciona 25 microlitros de 

antigenlO, ya sean glóbulos rojos o carobOn activado. 

5.- Se mezcla bien y se deja reaccionar a 37 C por espacio de 

media hora, transcurrido éste lapso se pone a reaccionar de 18-24 

horas a temperatura ambiente. 

6.- Finalmente observan los resultados, tomando como negativo un 

punto en el fondo del pozo y como positivo un anillo o masa 

difusa en el fondo del pozo. 
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