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INTRODUCCION 

La hor1110na Gcnadctropina Cori6nlca Hu111é.nc (HH), e~ ura gl iccprote! 

na sintetiz~<.'c inicialmente por las células tr~fohl6sticas del blastoci! 

to Pn desarrollo y dF.spués pc1r las células sincisiotrofotl6sticas <k la 

placenta. DEspués de· la concepciór:, se prcdLce· t.:r• r6pido aU111E:r.to en la -

clr.t idc.<.' de P.C(. eri la orina aprcximi1da111E-r.te a las 5 semanas de gestaciOr., 
,_ 

Qli(• alcanza los niveles m3ximfr en ur. tferr•po aproxime.de c!e 10 semc.r:cs de· 

!;estación. Es por esto qt.:e la HC€ er. la orina ha sido 1:tilizac!ó ccrr.c• --

uro de los par3rr.etros paracla~ccnfi!'lllCciOr. y evaluación de errtnazo por 

el laboratorio cllnico. (1) 

A medida c;i.:e la poc!ucción de estrOger.o y prcgHtercr•<• por la pla--

cer.ta ai:rrer0ta d1.;r ante el segunc'o trimestre, los ni veles de HCG dese ien--

der., ccrrc se muestra en la fig. 1 (2). 
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Durante las prime:ras etapas del ernt:arazo, las pruebas cualitativas mas -

ser.si bles para la deterft'1inaci6r. de Hf€ ( 1 UI/1111), resultar. ~c!.ltivas a las 5 

sem~r.as después de la ccrcepcl6n y ce.si inv&riahleft'!Er.te son positivos a las -

6 sen:Er.as de gestaci6L Las pruet0as lllE!r.O! sensibles (5 Ul/ml) rESultan pcsi

ti vas ceret <!e 2 a 5 dfas mAs tarde después de las 6 semanas de gestaci6n -

( 1, 12). 

Ahora bien, los niveles de HCG fluctucr. dt:rar.te el emtarazo y tartlér. er. 

prtcesos p11tol~icos. Er E·l l!fl'.tiarazo ect6¡:ico los niveles de HCE urinario~ -

ccr: frect:encia se encuer.tran por atajo ~e 0.3 Ul/1111 (3). Ya <:t:E! niveles de -

HCE inferiores de 1 Ul/1111, ne se detectan ¡:cr- las prtetas usuales, es necesa

rio utilizar prlebas mas sensibles er. estos cases. 

Durante el primer trimestre la prueba cuantitativa de P.CE ¡:ue~e ser 6til 

ccrr.co !;t:la para el pr·on6stlco de un posible ahcrto, corre se indico ar.tes los -

niveles mbimos de HC(· se alcanzan nonnalfll(!r:te hacia las 10 Sef!i<1nas de gesta

c!Or. y durante el elf.t.crazo ncrlllél pue-~e esperarse niveles elevadcs de HCG, !!!!. 

pezant'o en la 7a. sell'ana y ccrit inuando hasta la serr.ana 13. Durante este tlem

pc• una cc.ntldad inferior a 3000 Ul/2• hrs. en la orina se asc;cia ccr. un abor

to lnE·vitahle. Inicialmente el ahc0rto Inevitable ptJede pre sentar r lveles -

ncrné les de HCE, ccn un descer.so ra¡::ido a lo largo de varios dfas, por lo que 

se hacen necE:sarias las pruebas repetidc.s (4). 

c1asicarr.ente la prueba ct:antitativa de HCG se ccnsldua rr.L1) im~ortante -

en el dia!,;nóstlco t'e la mc0la nidatldiforme,• qt:e es un proceso neo~Iaslco. A 

¡:'E·sa1· de <;l'E· algunas pacleriteJ ccn dicha patologfa presentan niveles de HCt: -

er. l~ crina, extremadamer.te elevados hasta de 6 COO 000 Ul/1. (5), la mayorfa 

mLestra los Vé:lores ccrrespcr.C:ientes al emt·arézo .ncnral y alg1.:nas preser.tán -

niveles relatlvólflE·r.te bcjos dE P.CG (5 Ul/ml) (1). 

~ Ver apéndice. 



s 

Una vez qt.:e se ha r~alizadc el diagr:Ostico de enfeniedl.d bcfotUstica,

lo!· niveles urinarios de HCG pro~orclor.cn un indicador excelente de la res--

puesta al tratamiento (6). Después de la expulslOr: de i:rc: mela hldatidlfor-

lllE:, el nivel en la orina de· HCG debe descender a niveles no detectables er, 7 

dhs. SI dicho nivel no <!escl'.!r.de, la mola ne se t:a ellmlnadc por· ccrr:pleto o 

se trata de un corlocarclncllllt*. Se han descrito terator.as* testlc~lares y -

ovArlccs, seirlnon:ts* y carclnonu* e«1t·rlonarlos ccr. niveles elevados de HCE -

er: la crlnl, pcr esta razor. las pruetl!s de· t!C(· ser. 6U les en 111 evaluaclOr. -

cllnlca de los tumores testlcclares (1). 

FUNCJON DE HCE.- L11 lllE!nstruaclOn en hlll'cnos suele ocurrir 14 dlas des-·

pt.los de la ovulaclOr:, er. El lllClll'Er.to er. QUE la mayor parte del er.dcrrctr·lo se-

cretor del 6tero se desprende de la péred uterina y es expulsadc al exterior, 

si esto ccurrlese después de hat-erse lm~lantado un hLe\·o, el eritoarazo se int~ 

rrumvlrla. La secreclOr. de gcnadotro~lna corlOnlca evita ln~lrectaw.ente Qt.:e -

as( accntezca. En el lllQIM:nt.o de la penetraclOr. trofoblAstica del ent'cil'etrlo -

por parte del blastoclsto en desarrollo, las células trofoblAstlcas secretan 

HCE hacia la clrculaclOr. m~terna. La funclOr. de la HC( es semejante a la de 

la ticrmc·na lutelnlzante de la hipófisis anterior, su mayor Importar.eta estri

ba en QUE· lmpldt· la lnvoluc iOr. del ci:erpo awari llo al fin del ciclo rrEinstrual 

y permite Qt.:E este cuerpo ar.<1rl l lo p·cC'1.:zca grandes cantidN!es de hcrrnc•r.é.s -

ccrr:c progesterona y estrO!jer.os, a su vez éstas honTCinas hacen QU(i el er.dorrEi-

tr lo uterino siga crecler,dc· y almécenando grar.(.es cantlda<!es de €lerr.Eir.tos nu

tritivos (2). 

ESTRUCTUR/I Df HCf·.- La HCG esta constituida de des sut-unidades d€norrlna

das alfa y beta, que no son idénticas ni est6n ccvaler.terr.cr.te unidas. La sut 

ur.iclad beta de PM 3000C ES caracterlst.ica dE la hcrncr:a, mientras la subur.1--

* Ver apéndice 



dad al fa de PM de 18 000 es wr.Cm a otras hormcnas glucoprotelcas corr:o hor-

mcra luteinlzante (LH). hornona fol kulo estimulante (FSH). y hcrmcna est!m.!:_ 

!ante ce la tiroides (TSH) (7). 
::/, 

.'.' ,__ •• :.;, ':C:;;;, ' -

La sm:er·cla de la cadena pcl ip-eptldlca beta~Hc(.:t\ene un alto ~radc de 
,e,,.'·.~ ·~t __ ;_"'_;/ 1 . '.t:. '~ '- ·'...: 

hom(•!ogta cor. la cadena beta-LH• 94 cle;j()'5',f1s':resídLlciSde !_a subunldad be-

ta-LH (821). son ldénticcs a la ccrresp6r:ai~~{e'._~:ubGnidafbet-a-HCG, s!n em--

bértc. la subunidad beta HCG posee 30-residi.:os)adl¿i~nales ,cercancs a el -
<--::.·: ;< <:~::;;·:~~~.";-~::~.~~~i{;fd;~~~-:~:;:~/,-L_ ·--:-- L~,. _: _· _ --~ -_ __-

COOH ternlnal de la rrc·lécl!la que no s~ er;~u,entr~ nl;er. Ja subunlded beta-LH 

ni en ctras hormcnas glucoprotelc~s-(~}{t~~;t~i~:CL_~i,~·;kt'c~~i:~~ __ _ 

Nln~una de las subunidades por;-se~~-ta&6~~~-~~eiait1V1~ad,bM6glCa/er.--- -

Hay des formas par~- de~t~J1ri~-~:.Í,t~-~~;~t~~fil-~~~,;i~~~~~--~j¡~Béªd;~.1~~1-~ 
gica 1 der.ooiinadcs bioer.sayos y las ;qúé mldef. su -reacÚvldad lnm1Jnol6~ica ce-

- . '. _: ~, ~- ·- - ... . e·,." .. ·,.\;_~: ~;L:'.- ·-: 
nccidc~ ccrrc inrTL1ncer.sayoL; - e' ;<''./ ,•· 

Di verso~. bloer.sayo~ se ~é--~t,a~ '~ti~'¡~¿ciQ~pa,~aT!a ider.t 1 ficaclór. de HCG, 

err~·leando una variec!ed __ ~e'.~ará'~if,i~,i,cc~c.?e¡,a[~¿r,t~de peso de las g6r.adas 

y rrdd lende lo~ camtios bi~qG1~i~~~V,~}~i;;Jr~iM!·t{anco ~ara estimar la poten_ 
>.:-·~ .. ---;;~>:·: . -.¡ -: ";e ---

cía de gcnadctrtpinas. La prec'lsfon¡'iser\si6Tlidad, re~-rodcclbllidad y espe-
---- .·:·.-.0· •. ·--r~~ ~-·~-~:col-~_:._ '~'.::_'.:o•"~ -=. _:<.~ i ------

c i f i c ldad de los bfoer.sáyos varia dc•,accerdc a:fa C:E~a-d€ anlm11les usadcs, y . . . . 

-~ la vta de adrr.lnlstraci6n dE la t>orrncnc; Los procedimler.tos para medir la 

6 
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respuesta del órgano, 5on demasiados laryos para su uso c!inico generalizado. 

Los i~munoensayos para la determinación ne HCG han sustituido ampliamente a -

los bioensayos para el uso cllnlco habitual (10). 

En 1960, Wide y Gemzell introdujeron la primera prueba inmunológica para 

la HCG basada en una inhibición de la hcmaglutlnación y desde entonces a la -

fecha se han desarrollado una gran variedad de inmunoensayos para HCG. 

La mayorla de los ensayos "habituales" para la detenninación de HCG en -

el embarazo, tienen una sensibilidad aproximada de 0.5 1.0 Ul/ml. A estos -

ensayos se les denomina cualitativos y se ccnsldera cuantitativos a aquellos 

que poseen una mayor sensibilidad y que son utilizados para determinar HCG en 

procesos patológicos (10). En la tabla 1 se enlistan algunos ejemplos de en

sayos cualitativos existentes en el mercadc para la detenninación de HC€; se 

indica el principio en que se basan y su sensibilidad. 
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Los inmunoensayos contenidos en la Tabla 1, utilizan como soporte sólido 

eritrocitos de carnero o partlculas de latex. En ensayos de aglutinación di

recta, las partlculas de látex tienen sobre su superficie anticuerpos contra 

·HCG unidos en fonna covalente. Esta suspensión de partlculas de l~tex al --

reaccionar ccn HCG de una muestra de orina, produce una aglutinación de l~tex 

visible, que no se forma en el caso de una muestra de orina negativa a HCG --

(fig. 2). 

u 
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narttculas dJ! l~tex 

ccn Ac. centra HCG. 
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ºº 
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ccc 
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Muestra de Aglutinaciór. 
orine. 

8 

~o hdy aglutinación 

Fig. 2. Ensayo cualitativo para HC~· por aglutinación de ¡;articulas de latex 

A: prueba positiva. B; ·pru~tia negativa; Ocrt'e: 6> :HCG •.. ·· 
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TABLA 

Inmunoensayos cualitatlJos para la determ1naci6n de HCG 

Fabricante y 

Hombre del producto 

Carter Wallace 
Diagnoton UCG Test 

Merck 
Merckotest 

Organon 
Pregnosticcn 

Laffon 
Pron-Tex 

Laffon 
Prenatest 

Carter Wallace 
UCG 51 ide Test 

Merck 
Prueba Directa 
de embarazo 

Método 

JnhibiciOn de hemaglutina
ciOn 

lnhibici6r. de AglutinaciOn 
de 1 atex 

Jnh1bici6n de Hemaglutina
ciOn 

lnhibici6n de la aglutina
c16r. de partlculas de lAtex 

JnhibiciOn de la Hemaglutl 
naciOn 

lnhibiciOn de Aglutinación 
de parttculas de L4tex 

Aglutinaci6n de L4tex 

Sensibilidad 
Ul/.ml •·•· 

1.0 

1.0 

2.0 

1. o 
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Los métodos de inhibición, de aglutinación y hemaglutinación.constituyen 

procedimientos en dos pasos. En el prirneró, anticuerpos anti HCG; se incuban 
' .- -·· .;:_.- ... ' 

con la r!'Lestra de orina, que si contiene HCG se combinar(con los anticuerpos; 

en caso de no contener HCG los anticuerpos quedan li~res> En un segundo paso 

se adiciona a la mezcla anterior, una suspensión de partlculas de Htex o erl 

trocitos de carnero, los cuales est6n recubiertos eón HCG. Si la muestra de -

orina es positiva no habr6 anti-HCG libres que reaccionen con los eritrocitos 

o 16tex, habiendo ausencia de hemaglutinación o aglutinación. En un caso ne

gativo, la muestra de orina no contiene HCG, permite entonces que haya anti -

HCG libres que puedan combinarse con eritrocitos o partlculas de latex recu-

bierta~ con HCG, produciéndose hemaglutinación o aglutinación visible. 

Los ensayos de partlculas de 1atex son r6pidos y requieren solamente dos 

minutos para su realización, la incidencia reportada de resultados falsos po

sitivos oscila entre 1-3 %, con un 2-6 i aproximado de resultados falsos neg! 

ti vos. 

Las pruebas de inhibición de la hemaglutinaclón re~uieren de u~a incuba-
-- -o--·-

ciór. de 1-2 hrs, las incidencias descritas de resultadcs falsos positivos os

cilan entre 0.5-2.0% con valores negativos falsos er.tre 1. y 4.0%. 

INMUNOENSAYOS PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE HCG 

En la deterrrlnación cuantitativa de HCG se 1Jti1/~·~~(antlcuerpos mas espe 
-~c_-::~'.~~~;:>¿'.~(~;:1~~'.-5-'"~,-~~:~'.~i:: -,--~-=-~-=~<-·-_ _;:_,~o- - - -

cfficos dirigidos rontra la subuniddd beta.:HcG por:la:~eac.ciOn cruza~a que se 

tiene con LH. Según algunos autores, si seutiiiZa;an·a~Úcuerposcontra la 

7"cil/jc11la completa de HCG, la reacción crlJz~da\o?i-t~(lle~~ch serh~st~ del --

37% ( 11). 
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Los métodos mas confiables para la determinaciOn cuantitativa de HCG son los 

radloinmunoensayos (RIA) y el inmuno enzimo ensayo o an6lisis inmunoenzimat!_ 

co (AlEj. Estos procedimientos son los que se descrlbirAn a continuación. 

RADIOINMUNOENSAYOS PARA LA DETERMINACION DE HCG.- Los RIA estan basados 

en la propiedad que tienen los anticuerpos y algunos ant!genos o haptenos de 

poder ser "marcados" o unidos ccn isótopos radioactivos en forma covalente, 

sin que se afecten sus propiedades biolOgicas o inmunolOGicas. Las medicio

nes de las radiaciones emitidas por los isotopos radioactivos en los inmuno

ensayos permiten detectar cantidades del compuesto que se desee hasta el or

den de piccgramos. 

Existen dos tipos de RIA para determinar HCG; el método competitivo y -

el método de "emparedado" (sandwich). 

El RIA competitivo está basado en la capacidad de una cantidad limitada 

de sitios activos de anticuerpo anti beta-HCG para unirse a una cantidad fi

ja de HCG radiomarcada (HCG- 1251) y la inhibiciór. de esta reacción por un ª.!!. 

tfgeno no marcado, es decir HCG de la muestra (fig. 3A). El porcentaje de -

HCG-125r disffiinu~e como una función de el incremento de la concentración de 

HCG no marcaúo en la muestra de prueba. La separación de HCG- 1251 libre y -

unido es necesaria para determinar la cantidad de HCG en la muestra. Esto -

puede estar acompañado por insolubilización de los complejos antfgeno-anti-

cuerpo ya sea por medios qufmicos, por ejemplo: precipitación con polietile.!!. 

glicol o por la adición de un segundo anticuerpo dirigido hacia la inmunogl!?_. 

bulina presente en el suero original, o por una combinación de estos dos mé

todos. La cantidad de HCG no w.arcada en una muestra desconocida es entonces 

determinada al comparar Ja radioactividad de el precipitado, despu~s de cen

trifugación, con valores establecidos usando est~ndares conocidos en el mis

mo sistema de ensayo (12). 
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En el método de emparedado, los anticuerpos especlflcos contra beta-HCG 

esUn inmovilizados sobre esferas o tubos de poliesilreno a los cuales se -

les adiciona la muestra a probar y después de un tien:po de incubaciOn se la

van las esferas o tubos para eliminar el material no unido en fonna especlfl. 

ca, después se adiciona otro anticuerpo especifico contra la subun1dad beta

HCG, pero éste esU marcado radloactivamente (fig. 38). Si la muestra con-

tiene HCG, ésta es capturada por el Ac. inmovilizado a la fase sólida, des-

pués el otro Ac. marcado radloactivamente reccnoce a la HCG y se une a ella, 

se hacen lavados y se mide la radioactividad asociada a las esferas, tubos -

de poliestireno o el material que haya servido como soporte sOlido. A mayor 

cantidad de radioactividad mayor concentración de hormona. El resultado se -

extrapola en una curva es"tandar obtenida con concentraciones conocidas de --

HCG (12). 

Los métodos anteriores utilizan anticuerpos especlficos contra la sub-

unidad beta-HCG de origen pollclonal, sin emtargo hay disponibles métodos--· 

que utilizan anticuerpos monoclonales. El TANDEM es un método tipo empared! 

do, en donde un anticuerpo monoclonal, dirigido centra un epltope de la sub

unidad beta-HCG, es fijado al soporte sólido, (esferas de polie~tlreno) y el 

anticuerpo marcadc ~ue forma el sandwich es otro monoclonal dirigido contra 

una reglór. diferente de la subunidad beta, que no es reconocida por el prl-

mer anticuerpo monoclonal (12). 

La ventaja de utilizar monoclonales, escelaumento deespecificidad en 

la determinación de HCG (13, 14, 15), sin e~bargo hay a!gunos'a~tores~ que ---
- -. _,. ,_ -

haciendo estudios con Ac. policlonales, observan que hay m.:yor especificidad 

con monoclonales, pero unamen~r~flnidadcon respecto.a los Ac. pollclona-

les (16, 17). 
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y HCC· rr«1rcade ccr. 
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Pctic i6n -c'€ muestra· ~~¿IaVi!dO-~~ ~~:_ºAdiC-ión~~ae· º·"''~.=;-, la'Va-dC 

- Ac mar e ~do :' 
ccn 125¡ ;; 

. ·contra ttct, ··,. · 
'.':·'·J.-~ , , 

o,,,,</,•> 

13 

Fig. 3.- EsqL·em e:~ cos procédin1entos,err:~1ea¿ú púa la mntlflcaél6n de HCG. --

A; radlolnmL1ncensayc5~rr~etlt;vo:';en,(on~~:;c ;;HC~f·-~; HC~ marcada 

cor. 
125

1: ;:: antk~ef~o;d ccr.éE_1cr.~r~1~c_:~~¿;,~~ff~h: dE cabra --

ccr.tra antrcuel'podeccr.e)o.B; radlolnr.unoer.sayotlpc e-mrareczdo dc·nd~: -

,l;-1; anticuerpo CI~ conejo cor.t;:ª Hcé, ~lrcaci~ c~~- 1251. 
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UTILIZACION DEL ANALISlS !NMUNOENZIMATICO PARA DETERMINACION DE HCG.-

El analisis inmunoenzimAtico se fundamer.ta en la propiedad de las enzimas de 

ser conjugadas o unidas a los anticuerpos, antlgenos o haptenos en forma co

valente, sin que el conjugado resultante (antlger.o-er.zima o anticuerpo-enzi

ma) pierda sus caracterlsticas de reactividad inmunológica o enzimAtica. La 

caracterlstica de las enzimas para catalizar la conversión de un gran núrrero 

de moléculas de sustrato, proporciona la base para amplificar y detectar in

directamente una reacci6r. Ag-Ac. Asl mismo en casi to~cs esto~ sistemas la 

acción de la enzima sobre los sustratos genera productos ccloridos lo que -

permite la realización de pruebas cualitativas Interpretadas por la intensi

dad en el color desarrollado y de pruebas cuartltativas utilizando un espec-

trolotómüro. 

Los métodos imnunoenzlmAticos (AIE) han substituido en muchos casos al 

RIA, por las desventajas que presenta este último como son su alto costo, v!_ 

da media corta de los reactivos, peligro por las radiaciones, y equipos de -

me~lc!On caros. Los métodos lnmunoenzimAtlcos no presentan estas desver.ta-

jas, los reactivos utl 1 izado$ son menos costosos y estables por mucho mayor 

tiempc. Exister. en el mE·rcado ensayos inmunoenzimaticos para determinación -

de HCG, qce son basicamente los mismos que los descritos para RIAs, con la -

diferencia en el marcador utilizado, que son enzimas en lugar de los radio-

Isotopos. Es por esto que se prefiere utilizarmétodos 'nmunoenzimAticos en 

los laboratorios cllnicos. Sin embargo, tanto los equipos de RIA cerno de AIE 

son de tecnologla extranjera, sltuaci6n que los hace menos accesioles·a los 

laboratorios el In leos de pocos recursos. Es por el lo que se hace necesario 

encontrar técnicas 'mas accesibles al labcratorlo el lnico. Una de el las pue

de ser la coaglutinaci6n. 
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COAGLUTINACION, UNA ALTERNP.TIVA PPRA DETE.RMINACION DE ANTIGHO 

La determlnaclOn de hormonas como HC~. LH, TSH, algunos 111E·dlcamentos y -

material derivado de agentes Infecciosos, hacen necesaria la utillzaclOr. de -

lnmunoensayos para la búsqueda o determinaciOr. de un antlgeno. Hay diversas -

técnicas existentes para la determinación de éstos, entre ellas hay una técn! 

ca denominada coaglutinaclOn. Esta ha sido utilizada en los laboratorios de 

Bacteriologta en la ldent 1 ficaclOr. de antfgenos bacterianos co1110 Streptoco- -

cc~s pneumoniae, Neisseri~ meningltldis (18), Salmonela ~ (19), Haemophy 

~influenza (20). 

El método de coaglutlnaciOn consiste en el uso de la bacteria Staphyloco 

ccus ~cepa Cowan 1, cuya pared celular contiene Proteina A, ésta tiene 

la capacidad de fijar anticuerpos lgG de algunas especies, por su porción --

cristal lzable (Fe), en forma espont~nea. Si a una suspensión de estafiloco-

cos inactivados la recubrimos con anticuerpos especificas contra un·antigeno . 

detennina~o y luego la suspensiOn la enfrentamos con dicho antlgeno, la reac

ciOn subsecuente se visualiza por aglutlnaciOn del estafilococo, este procedl 

miento se esquematiza en la figura 4 (20). 

En el comercio existe la prueba para la identificaciOn de Streptococcus 

· pneumonlae, y para la ldentlflcaclOn diferencial de estreptocccos beta hemol! 

tices pertenecientes a los grupos A, By C (18). 



!.per.s iOr' dE estafilococo~ 
ci;biertos ccn antlcuerpc•s 
peclficos contra Ag.b<:Ct!, 

1ono.t1 o 
om: + 
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a o e 
t:J t:J t:J -{> 

Ag. bacteriano AglutinaciOn d€ estafilocccos 

No hay aglutinaci6r. de estafilo
cos. 

Fig. 4.- E!.qi.:err'a rE¡:resentandc la cct•glutinac.iOr. para un antlger.o bacteriar.o 

er; la parte ~1.i~erior el caso de poner en cent.acto la suspensiOn de 

estafilococos con um IT'L.e~tra positiva de ccntener dicho P.g bacteri!_ 

no y en la parte inferV:ir el case. <!e una rr.uestra ne!;atlva. 
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Thirumoorthl y Col. (21). compararon la CC'l.aglutfnación, la aglutinación 

en !atex y la contrainmunoelectroforesis para la detección de antlgenos sol_!! 

bles de Haemophilus influeniae tipOé,str~~t.ocbécus p~e.úmoni'ae, Ne~sseria -

meningltidi s, en flufdos.:~d~~6~i1~~;;'.~néontr6 que'.la cb~~·!ufrna~.i~~:Y la·--

aglutinación en l!texresultaron más sensibles que la cond~x~~Jrio~l;¿1;rofó-
;, , __ :·, ¡: ,· 

resis, en la determinación de estos antfgenos. >_; ~··~ 
La ventaja de utilizar al estafii'occco como soporte~sólrdo'p~r~·il lnm.!!_ 

- -·o_:: :e~=-~-~ :C->~~~~t.-~~~ ~"~'r-~·~;f~-:--"': 

noensayo ademas de aprovechar su tamai'lo que pennite visuallzar)a'reaéción, 

es que su cbtención en grandes cantidades a bajo costc(e{{a¿t'hf1~t { 
-;.•""oc:-;:-c ~.----,-.~-,-c-----:-:_-~-;-:--7. -_,- -

La coaglutinaclón es una técnica muy simple y rápida para 2ú~~C!E!tént1ina~ 
, - - ,,__. ' . . : , . . . -- - '. ·-- - -:~1 ,-... ' -

c ión de antrgenos bacterianos y puede proporcionar uria alter~ati "~ p~r~ la -

determinación de otros tipos de antlgenos di ferentes,.~ó~o, la. H~G~ .. ·· 

En la parte siguiente se describen algunas caracterlsticas g~nerales de. 

los estafilococos, productores de prgteina A. 

CARACTER 1 STI CAS GENERALES DE ESTAF 1 LOCOCCS PROWCTORES . DE PRorf~~ A~ •• 

Lo~ estafilococos son cocos grampositivos que crecen agrupado¿\·~J;~aci:. 
mes. Son organismos inmóviles que no forman esporas. Sus dic1metros ~arfan :. 

entre 0.7 y 1.2 uc. (22). •·• .• );.;j ;~¡ .~ . . / 

'"''"~: :~::~c::n 1 :: :;;~:;k;i,~Jj}~~iit*W~~~~~~i~i!1i~:::, 
A, muchas cepas la ccntiener¡ uriida·,~:ia célúl'a en~fo'rma;coy.aiente, pe.r? •libe 

ran cant ldades s igni f r~:~t"{t~a.s~:dAJ~~~fdiC~~ª-l~t~~~~g~e-·~¿t~fe_~}-~Li_~~t!d~d .d~ 
pro ter na A, en 1 a par.ed ce fu 1~1' ch.!;la bact~rla de~end~ de la\cepa de. que se 

trate, la cepa Cowaf1 I es Ia q~e¿s··~~s· rica en pr~telna'i\(2~). Por otro -
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lado la cepa Wood 46, no produce protelna A y se ha otservado adem~s que -

aproximadamente el SOS de las cepas resistentes a lllE·ticillna de s. aureus -

ser. productoras o <:'c.n. solo ¡::rot. A, extracelulannente esto es, la prodi:cen -

pero no la unen er. forna covalerte a la pared celular y qUeda libre en el mt 

dio de cultivo, un ejemplo e·s la cepa A676 que es resister.te a meticillna y 

produce solo protelna A extracelular (24). 

Se han hecho inter.tos para detenr.lnar el efecto de prctelna A sobre la 

respLEsta !!!. vive. a S. aurecs, sin embargo no se ha lo~radc- dc•rrCi~trar ur pa

pel dc·rrinante o altarrer.te significativo er. la viruler.cia de la bacteria qce 

lo ccr.tiene, aun~ue estudios in vltro sugieren que las interacciones Prot. A 

lgG-Ccir~ letr.€~r.to ¡::udleran ser importar.tes ya que lnhiber• la opsonizaciOn y fa 

gocitosis junto ccn dq.resiOn de la respuesta quimlotktlca (24). 

La prctelna A ha sido aislada lll(!diar.te crowótograf[a de lntercamtio i6-

nicc y gel filtración, isoelectroenfoqL·e y la electrofore~is er. gel de poli

acrHarrida (25). tamtién se h¿ en:neadc- a la l isozima para liberar prctelna 

P.. de la s1.operficie de S. aureus, pero los rer.dimientos son \ariables y los -

pro<:'uctos ger.eralmente son heterogéneos, en centraste cuardo se em¡::lea la di 

gE-stiOr. CC·r. lisostafina que prodt.ce prote[nc A mas homq;énei! (21',27), el ais 

lamier.to en un paso SE lleva a cabo en mE!dio d€ cultivo ce la ce¡::a Coio;an l,<i! 

cqas rtsister.tes a meticil ina !:515 y A676, que pr-oducen alto~ niveles de -

prot. A extracelular, únicamente la cepa P.676 da 33 mg/l de mEdio de cultivo 

(2!!). 

PRGTEINP. A Y SU UNION P FRAGt-'.ENTO~ Fe DE IN~l1NOCLCBULINJ'IS 
-------------------------------------

La protelna A dE· la pared celular de los estafilocccos fué µrlmerc est!:!_ 

d 1 ad;: y c< racterl zt1de por Jer.sen en 1959 (29). Rea ce iones de precl'p 1 tac Ión 



19 

directa fUeron detectadéS entre la protelna ~. y todos los sueros hlllr.ar.os nor 

males, se pensaha que c!lchas reacciones represer.hhan antlcue·rpos antiestaf.!.. 

iococo en los sueros huménos nonrnles. Sin E!llitargo, estudios sut·seccer;tes -

har. indicadc· que la pr1>telna A reacc ior.a con estn.cturas Fe de cadwc pesada 

df: las ga111111aglot.ulinas. Basandc·se i::n la actividad de unión de fragl!1(!r.tos y -

subfragn:oer;tos me lect:lares y datos. de cristalografla de ra·yos. X, se observó -

que el sitio de unión esta localizado en la interfase CH2 - CH3 en la lgG -

hu11ana, er. la de cerdo y probableir.finte ti:lrbién er. la de otras espe'Cies (30). 

En humcnos, la protelna A reaccior.a ccn varias subclases de JgG: JgG 1, 

JgG2, JgG4• Todas las JgG de conejo se unen a la pr·otelna A (25). Estuc!ios -

recientes hcn mcstrat'c <;t:E· la pr·oteina A reacciona con las subclases de JgA 

e JgM ~umaros. Solo algunas clases de antlct:er~os de cabra, rata y ratón son 

reactivos a protelna A (30). 

La protelnc fJ e.$ una cadena pclipeptrdlca tlnica, relativamente elongada, 

ccn PM de 42 000, el ar.alisis qulmicc d€· arr.inoacidos sugiere que la protelna 

A esU hec~.a de ur idades repetitivas y Qt:e cc·ntiene poto o nada de eztlcares 

(24). La conformé1ciór: se rr.éJr.tier.e Intacta sc0bre un rar.gci c!e pH de 0.95 a --

11.8, la rrctelna tiere un punto isoeléctrico de E.1. Es funcional1T1Ente bi

valer.te (2i,31), aunqt:e la protelna /l. tiere 4 sitios de unión, solo c!eis son 

nc·rmelme:r.te expresados en reacclor.H cc·r. Ig<:: (24), se l:an demostradeo ccn:~·le

jos cortenler.dc diferentes relaciones de Jg<:: y protelna A, inclU)l•r.t'o ur. dl

r.:ero ccn la fórr11.:la molecdar (IgG)2 Prot. A 2 

La protelna A reacciona er, formé. análoga a ciertos receptores pé•ra IQG 

de: s1i~erficie en ciertas CE·pas y tipos de estreptocccos (A,C y G), aurc,Lil' la 

evlder.cia sugiere sitios diferer.tr:s de ur:i6r. sobre la lll(1!6cula de IgG (32). 
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APLICAC!Ot\ES DE LP p¡;QTl:INP .. 11.fN lNl-'LNCENSllYO~ 

La un~ 6n· 6ptim~ de 1.~ .. kr~Hí.Qª~ ~c.c?n:~f Ys~'~ts~.sl~~t~\f,'~;s~¡~~·~;~'~le .· o s6 l l 
d~ frecm.terrier.te es .l le,:ada a· cabcien mer,cs de.·30.}·inutos'~in'nin'!lon efecto 

im~·crtarte .~e temperatuh.'er.tr·e··4 ·)3t
0c (~3·:!X·~.~\~~CTá;s6~I-º-~-~~~:~_ls···.·-

afectadé: pcir EDTA e bajas cc~cer.tra~iÓr.es de= egerités 0sQffü)ilftantes/~c' lóni--
.. , _ 

cc·s ccrrc Twecr. 2C• y Trit6r, X-100 (35). 
' .. :.~~ _=:: 

Gracias a la. especificidad de· t:ni6r. er.tre l~p;ot~lna A y l~ I~G~ ést~:'.. 
se ha utilizado psra la ptrificaci6n de IgG (36). La protelna A, he sidc IT.é!,. 

cade con varios trazac:'cres incluyer.do lsoto~os radioactivos, enzimé.s, ceirr.pue!_ 

te~ flucrescer.tes y metales. La mcrcaci6r: ccr0 peroxldasa de· rábarc, fosfatasa 

alcalina e invertasa pcr une variedad de méto~C•!i qulmiccs da derivados de pr.Q. 

telnc A riara inmLroer.sayos enzimáticos directos o cc·rrpetitlvos (35,37). 

Se han uti lizadc tanHér. susper.slor.E!s de estafilococos lnaétt vados pe rt, 

se~·arar (c-rr~ lejO!· lnmLnes, ccir.c· t.:r.<1 especie de segi.;nc'o ~e., er. inmL1noer.sayc.s 

r.ara dcterl'"·inér alfa fetoprotelna en suerc (23), para ct.:rntlficar ccnu:ntra-

clor·e~ de lgG hu1Té:ra (3~·), Kessler er. 1976, la utilizo para separcr ccm¡•le~os 

er, el aislall'iento dt: entlger.os dErr.mlram, con:c inmLnc¡;lot•ulinas de ratón y 
,, ,.: ,. •' 

hLmcnC er. linfocitCS y aJoantiger.OS de teta2 m'..crcglobLiina (38). 
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PLANlEA~IEHO.CÜ P~OELEf'~ 

Lé cetermlnaci6r. d€ila· hcrmona 1 GonadcÚoplr.a"~scl'ioll1ca·Huména ha ~.ervi

do tar.to pra la C()J1fi~é1~l6n de e!T.t.al'azo~J:e:i:~[_~t_~-ta~cir~tdrlo, como para de-

t 'i!Ctar o se¡;i:l r e 1 Ct;rSC• c!e ~ 1 g~rC•S pr{Jc~S·Cl~- ~~faitsg:Ú~s én dende· JoL~ i ve- -
··- ·.. -- •.· . ·'~·.":·•-·-·-•~-~-·----·-,·---"~-e•·._ ~~e: 

les d(' P.CE estar: alterados come· er. la nmla'hidRi"r6rme c err.tarazos eC:tÓplccs. . . . - - '~~- --· . : ' " . 
Ex is ter. en e 1 mercaéc rrétodc~ ccnf i~bles para su detem inac iór. ct:ál ita-

tiva cor.io ccantitaÚva, sin err.bargo todos ellos operan ccn eqclpos de impor

tación de ¿Jto cesto. El pro~ósito de este trabajo es la de desarrollar téE_ 

nic<s para la determlnaci6r. de t-:C€, que secm rrAs accesibles al labcratorio -

cllnico de peces rt:cLrsos y ccn sensibilldcd anAlo¡;a basAndcse en la prople

d¿c ~e la prctefna A, contenida er: la pared celular del Stap~>lccccccs aurEus 

cepa Ccwar. I, de pc•cer fijar anticLHpos especlfica111ente por su porción Fe, 

además utilizar.de a la célula bacterla1r.c. ccrr~leta ccrrc sopc·rte sólido en di

ct.as técrlcas. 



OBJETIVOS 

3.-

5.- Elaboracl6n de i;r. cor.juga~c·~CG~FI. para utilizarlo éolfc• rr.arc.ador en ur 
1 nrr ur.ctnsayo curnt. l t~~~~é~;~~c·~: . x"' - - .... - - ·~-~~ ~ -· .. -. 

. :·:.-_::·_:: . ",. .. -. 

6.- Est.ar.darlz~cl6n de_ cor.~icl~nEs p~ra el ensayo cuantitativo para la deter 

mlncci6n dE HCG. 
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MATERIALES Y ME10CCS 

ciór. ce <ntic1.erpos (A~.).<'a~ú'.íicG,se. el'aF~·ró'~ne .. ·cclufuh~';'~k~~d~tografla 

de efinidad, para ellqt'!e 1:tlll2ó_~~lnohe·xÚ:s_~p~a_4ú_4~i{~i~~é E.E·:u.u.) a 

la cué l se le fijó HCG, mediante la técr.lca reporta~a ¡:Ór cá~tlaso (48). 

Puri ficaclór. de ar.tlci;crpcs espectflccs cont.ré HCG. se lavó la columna 

de afinidad c!t· aminohexil-ser.harcsa 4e, ccr: una sc.luc!ór. sal In;; re¡;t:ladora -

de fosfatos (PBS), 0.15 ~. pH 7.2, h<sta q~~ la lectura de absorbancia a-· 

28C nrr, del l lql'idc· d€ !avade fué m€!ncr a o.oz. Se le adicior:aron 5 11.1 del 

suero ce ccnejo_if1~1unizado sin titular centra HCG, se inc1.bó 30 mln. a ten;--
-c_"'_';;'='-:._}=o,-i__----, 

pHatura arnt ier.te y se lavó ccn PES, hé sta q{e'd l lqt:ldc dC' lavac!c c!lo urc 

lectura de abs?r~-cn~la:irrncr a.c."pf; 'S.e ffuyerar· l~.SAC:.~~cr. 5 mi de Nt- 4 • 

SCti. 1.5 f'., y se rccc·lectar\111 fracclorÜ de 1.5 rr.J, se les C€termlnó O;Q. a 
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280 r.n1, y las fracciones con O.O .. !'\éyor a 0.04, se: recolectaren er. un solo -

tute e!(: ensayo, inrre~iatair.€nte Jiís fráccici'f:E.~<recclectadas se ~ial izaren cos 
.: · .. ···-o-~o'-·¿~·,''._,;_ .. ';·->-::-.:·o,~-- .. -,.~ -:-··;<·:_'·•·'-·,.· . • 

tra PE~ y pcstericirmf!nte~confr'a'a!;uá:ciest.Úade. Terminad<· la difüsis, se -

comprcbo 1 a re u e ti ti~~d ;;«l~;-,':i'.J~:I /ic}~\.b~~.~=~·i1Bc::~;; fon·. un ar.ti suero con t. ra HCG d€· 
··:. ·~:··:ªi ._ •C< ):•· • n ·: ~';~1-:":i:·;;:~.;::·'.\,i'.-"•,'· 

laboratorios Cap~El~ nté':•tnrui.fo'.eléd:roforesis. Finalme·nte lo! Aes. se: 
, .. ~;-:.,¡/:~,~-:~::;.e::::~ <·1' -,- ·-'' • .,_7,. ~. ?~(::~>::·.~.'~'3}i/.~- · .. ··., -· · 

1 
. f i l . - - .,, . - ~-:.", ".:.- .. ,.,,~;'.;'.\'!:'. :-: _ .. _. ~, - -- .-_., 

lo l zarcn. • . :· ·::·: .,;,!}~.;:.; .. •ce> . ·• · • ·,,. •• •< \ .•. 
CUL TI vo·v•p~'EPARff:{ók';óE'I~~r:1é~·¿c~~~. 

::::, ::,::~:~~!~;Jfiilllil[lf ,1:::::::::) ;:::::::::::::-: 
los estafilococos se llevar:oé'a,ál5c~-Ccr:Ti9erás madi ficacione:s de la técni-

. ··,, ,, . : .. ·- - .-. l:~ ." .; ,¿ ·~ 

ca re~ortada pc·r Jonssor: (33)·. ,:¡,~'·c~~rs~ clesarroll6 er, rrec'io tripticese:ína 

Soya Agar (T5A) (~ioxon, Mex:Yys~'.'{~cub6 a 37°c d~rar.te 18 hrs., posterior 
_, . .. . -

merte se cosect•6 adicior.ardo t..:n air.ortigi;acor salino de fosfatos (PBS) o.o::: -
M,pH 7.2, para desprender las capas de cr~cimiento tacteriano. El liquido· 

de ccsecha se lavó ccn rBS ~asta aclara~iento c'e:l sctrenadarte, el paqLete -

celular se resuspenc'ió er. formaldet:idc el 0.5% y se inci:bO por 2 hrs. a ten:

puatura ambier.te car agitaciór., pc~.teriormE!r.te se lavó con PE·S y se calentó 

a ec ºe en baño rruia cor. agitación durór.te una hcra. Le sus¡;er•slOri asl obte 

nid< se lavó cor. Pes y se: aju~t6 la concentraciór. 1:10 (v/v) ccn PB~ •• 

RECL:BRlMI ENl O CE E~TAFIL~~P~9?. ~~!LA.f:.S~.¿.fül HCG ··· 

Para el reci;brimienta deLe~tafl!ococc· C:cri' éqtiét.:,erpcs, descn,ejo espE·cl 
• :- : ~:; _·.,::_:'.-~ ~-• .;o 

fices ccrtra HCG, se ccr.slaerarar•Ioi'r€s~ltadc:s.d~(Jor.sson y Krcr.vall (33), 

que estab lectercn que:.un n t .de la;susper,s 1Ón;iit-,;'~i~arJlocccco iné;ctivaca y di 

luida 1: 10 (V/V), ei capÚ\de ffj'fa-d~/V:~i~t~-~J;:~t;;ci~-~J~¡ ,recLbrim!ento ~ 
,>»--.'-', 
. ···,, ·. 

de €staf!loccccs en Hte trabajo, se hlzoc'e lasig01énte1ur.era: dt- la sus-

... 
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pensión dE estafiloceoccs inactivac!cs, dlluciór. 1:10, se torr.ó 0.5 mi. y se le 

adicionó C.2 rrl del antici:erpc c!e: cene jo (4 mg/ml), cor.tra P.CG. La me·zcla se 

dejó incLtar.dc• 2 hrs. a terr,~·eratura antier,te cor agltaciór., después se lavó 

3 vecH ccn FB~ y este ¡::eque-te se resu!pendió ccr. 4 .5 ml. de PES, de esta -

susper•siór· uné mitad se t.:t!lizó para el ensayo ct.:alitativo <!e HCG y l.:i otra 

parte se di lu~ó wr. FB~ hasta ajustarla a ur.a absc.rbanc ia de 1.5 a 540 r.rr~, 

para usarla en el ensayo ct.:antltativo de HCG, sier:do este \'alor arbitrario, 

ya qt:e ro existen antecec!er:tes del em~·lec de· la b2cteria er. este tlpc de en

sayos. 

Mustra~.- El estudio se realizó er: 4C muestras de crina de mL<jeres jó

venes er. ecades qLe váriarcn er.tre 18 y 2f ¿ñcs, cor. sc.specha de emt.:razo y 

cor: una arrno~rea de 10 c. 32 tilas, que aci:dieron a ccr.rnlta al Hospital de -

Glnecc Ot•stetricia Ho. 2 del Cer.trc l'éclcc Naciera! l.M.S.S. y ccrrc testigo 

10 ruestras de crina de n:LJjeres post-ftl(!r.o~alísicas del mlsrr.o hospital y 10 -

mas de estudiantes varar.es de la Escuela de ~E~lciné del l.P.N. Tocas las -

mL1utras fuuor centrifugadas a 5CC X G duarte 10 mln ) ccr.servadc.s a 4 °c. 
Proceóimler.to.- En u¡ pc·rtaotjetos se cc·loc6 une gota de· criné prcblemc. 

ccr Lra gcta de la susper.si6n de estafllococcs rect.:biertos cor. los Aes. espt, 

clficc$ ccrtra l'C(· (E-anti-HCG). se mezclan cor un agitador y los res1iltacos 

de coeglutin2cl6r. se observaron C:e 1 a 5 11.ln, dESptés cc0r. ur.a l.1rrpara dt- luz 

Indirecta. Para corroborar los res1iltados seo ar.al izaron las mtestras df or!_ 

na pc•r el méto~c ée intibici6n de la hemc.glutinacl6n de laboratorios Laffón 

(Mex). 



21i 

ELARORPC!Otl CE Cüti~UE•P.r.C ECG-ro:-FJ.TA~JI AlCAL.IN/1 PPRP. L/l 
- -___________________ .. ___ ...... ----------

,,. ,··. ·'··- ,'. ---------. --. ' :': :- ·::':". .:: ·-<~·:~: -~<.r·:_~ ~--::-~::~-·~.:~?'_\·;:;:;::/~::·:· '.:'/:.::.-. o· 

Le: fosfatasa alcali_nt'tip'Q'V'II (Sigma E.E.U.U.) se unió er.forma cova-

lente a la HCC: (Rouss~Í ~.,t'.),-~l~i'uiendo la técr.ica descrita por Éngváll -

(39). La fosfatasa alcalina (Fii.) 5 ml se resuspendió cc·n 0.85 mi. d.: une. so

lución de HCG en PBS (2 mg/ml) y se dializó ccr.tra PBS di.:rante 24 hrs. a 4° 
e, ccr 4 camtios de C.5 l. El co~ter.idc de la bolsa de diálisis se transfi-

rió a un tute ~e er.sayo y se ajustó a 1.0 ml ccn PES y se adicior.aror· 10 u! 

de glutaraldehido (Si!Jr.c E.E.U.U.) al 201. SE rei:os6 por 2 hrs. a tem~,eratu

ra arrtiente. De~pué~ se dializó centra des carr.tio~ de PBS. El ccnjugadc· fer. 

madc se gi.:ard6 en al !cuotas des~.u~s de haberse ajustadc· a 4 .85 n.l con PE~ y 

ánadido C.15 ml de azida de sc~io al o. a y 5C. rrg ~E albúm:'..na sérica bcvlna 

- (Sigmc E.E.U.U.). Este conjugado se guardó a 4 ºc. 
TlTUL.ACION CE CON~Uf.Arc HCG-FA 

Se llevó a cabo ur. procedimiento denc-rrinadc titulaciór. de tablero ~e -

aje~rez (40) de ~iluclor:es del ar.tlger.o (HCC:-FI), titulado cortra una serie 

de di luclores del ar.tici.:erpo (Ac anti HCG) (fig. 5). 

a).- Dilución del Ac. de ccnejo anti HCG. 

!) .- El Ac. de corejo ~e ccncer.traciór. de 4 mg/ml, se diluyó er· un 

11nc1rtigt.:cdcr de recubrimiento*. Se ~repararon 8 ciiluciones -

dct les; en e 1 mi smc air.c·rtigt.:adcr de recutrimiento, este~. fu(·-

ror.: 1:25C, 1:500, 1:1DCO, 1:20CC, 1:40CC 1:80CC, 1:16000 y -

1 :32(10(-. 

il).- Se colocó 0.2 mi d~ cada ciluclón en los pozos de i.:nafl'lcro · 

placa ce pclivinilo (Oynatech E.E.U.U.), de manera qt.:~ ccr. la .. 

* Ver apénd 1 ce 
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C:ilución menor (1:250) se llenó la serie de ~.ozos de Al a A6, la -

siguiente soluciór. ( 1 :seer en lcis pozos B1 a B6.fasl se cor.tiníia 

hasta llegar a los. pozos H1,~HtL. . H;\i . ,'.e: ;;., 

i ii) .- Se cubrió la rricrcplaca y se c!eJó todi y~'.~'.~¿Jh~·¿:'.4'i~c:"0e~pués se 
\'~.·_.:(,-,·,_,;,-·</ .. ~~~··;·~.e: :--' 

1 avó 6 veces ccr. PBS-Tween 20. se incúbó't(!Ei;;fre·~o"tcil;tfa ~¡ de --
.. -_,_:r-~:.· ',:_,,-, ;.~;~_: .. ";;:;:::}-, .:'··'·.' 

PES-Tween a 1 bíimina durante 2 ~rs t· 0i! 2úrr1f~rafora 0'.'ambl~nte; Lúe¡;o -
• ' • '. - -, ' i• : ~· ' ' • • • • - :.- ' -· 

S€ le hicieren tres lavados .ccn PBS\t~~~fi":IJA ' > 

b).- Dilución del conjui;adc HC€-F~·d~p·r~ei~;"{~~~~{.;;~Ll:,\¡~·~~; ~~. ~··· 

i i) .- Se adicionuon 0.2 mi de cada di luCiór:Ne .~ ~a.riera sig~ier.te: La 

di luciór. mas baja se egn:i;ó a la CC·lufTlrá l\taHii/::ia sl~ciente er. 

la cc0 lunir·a P.2 a 1'2, as 1 hasta A5 a 1'5. Des pué~ se\incÚtió la placa 
~. ~-_··:'.':'·' ,· 

3 hrs. a terr,~eoratura arrloiente. 

iii).- Se lavó 3 vi:ces ccn PBS-Tween. Se a~icior.ó 0.2 1111. di: i:ria solución 

de sustrato pare la er.zima F~; p-nitro fenil fosfato (p-NFF), en -

una cc·ncentración de 2 rrr,/1111 er. crrt1rtlguador d(· sustrato*. Se de

jó incubar.de· 30 rr.ln a temperatura arrbier.te. 

iv).- Se detuv~ la reacción añadiendc a cada pozo 0.2 ·ml de NaC~ 0.2~ N. 

La lectura se ~izo er. u~ lector Tltertek ~Lltiskcn a 4CS nm. El -

titulo se ccr.5 ider6 corre la m~s alta di lución dt cor.ju¡;ai:!c• que de

tecta la was alta diluciór. de anticuerpo. 

* Ver apén('ice. 



d!luclor.es de 

A e. a n t ! HC r: • 

, : 250 

, : 500 

l:IOCO 

1: 2000 

1:4000 

1 :800C 

1:1600C 

1: 320CC 

, : 25 
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Diluc!o~es del ccnjugadc HCG-FA 

, : 50 1: 100 1:200 
Blancc 

1 :400 o.o 

Fig. 5.- Esq~e~a de d!luc!o~es e~~leadas de Ac. ccrtra HCG y HCG-FA 

para la t!tulacló~ del ccnjugado HCG-F~. 
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ENSAYO DE UNION DIRECTA PARP. u. (lElE~tlJN;.cro~ CLi/\NlITATIVA DE.HCC:· 

susperisiOn (e E-anti-HCG, que previamer.te se iljustÓ á una absorbancia de 1.5 

a 540 nrr, cor diferer.tes dilucior.es del ccnjugadc HCC:i-FA ~fig. 6), cada dil!:!_ 

ci6n se hizo por triplicadc·, el procedimiento fué el sigi.:lente. 

1.- Se mE!zclO en tubos de· ensayo 50 ul de la suspensi6r. E-anti-HCG y --

100 ul de la diluc!Or; de ccr.jugadc HC€-FP. Se incubo a temperatura amblent& 

durante ?O rr.in. cc·r. agltacl6n. 

2.- Se ticieron tres lavó~os ccn PB~. cer.trifugandc a 50CXG durar.te 15 

min, por ca~a lavado, descartando d sol:renadar.te. 

3.- Se adicior.lrcn IOC ul de sustrato p-NFF, ccn Lna ccncer.traci6n de -

1 mg/ml. Y se Incubó 30 rnin. a ten:~eratura amtiente ccn agitación. 

4.- Se c!etuvo la reacciór• enzlm6tica ccr tn mi. de t{c0~1 0.25 N. La lec 

tura se tar.6 er. un espectrofotómetro a 4C5 nm. 



scitnr:adante 

sedlmerito 

J 

Flg. 6.- Ensayo de uni6n clrecta er.trE la susper.siOn de E-.inu-·:~CG y HCG-F~. Se adicior:o a la suspEn~IOn 
de E-ar.ti-HCE, dlferer.te! diluciones de ~CG-F~. después de incubarla se lavo la suspensiOn y se 
revelo la actividad enzlm6tlca. la represer.tacl6n de los slmtclos es la slgliiente: 

06: tlCG·F-

~: E-ar.tl-HCG 
~ -: sustrato (p-NFF) 
e : Prodlicto (p·nitrofenol) 

w 
o 
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ENSP..YO~· DE OESPLflZ.AMIENTO CE HCG-FF,, POR llCG, PMA U . . . ------------- .. -.. 
OETE.RMIN.GCIOl\i CUANllTATIVA OE HCG 

Para los er1sayos dE· desplazamiento, Ct:é.ndo sr::u{i 1 iza> un •anttgenc ccnj~ 
gedc a ur.a er,zlma o isotq:c radioactivo, el lncreme,r.td'ú,$er.'sibilidad se -

lleH a cebo frect.:rnterriff1te por la adición dd antl!leri~ no!ccr.jugado y antt

ger.c ccr.jugadc sec1.:encial a el antict.:erpo, ~n lugar de n:e-zclarlos slmultanes 

• mente. El desplazdrr.lento del ar.tlgeno uridc pcr el anttgeno ccnjugadc rHiér. 

ac!icioradc, tooa mLct:o rr3!i tierr.¡:o GUE· el rEqt.:eridc para la ur.lón de los sl-

tios libres del ar.tic1.:er¡:o cc·n el <1r.tlger.o ccn~utadc. Pc·r lo tar.to un rrayor 

grade de lnhibiciOn se pue·de obter.er ccr. la misme car.tldad de entlgeno ne -

ccr.jur,aéc ~or la adición si:cL•er.clal que ¡:cr édición siml.ltanea. 

En nt:Estr'c caso se uti l Izaron dc·s procedimientos, ur10 de tipo ccm¡:etlt.!. 

ve. er. ur. solo ¡:aso dar.de la adición de los antlgenos (HCG y HCG-F.6) al E-anti 

HCG, es simultánea ccn el fin de disminuir el tierr,pc tctal del ensayo (fig 7) 

y otro ccn:petitivo er. t'c•s pc:scs (fig. 8) dor.t'e hay ura adición secuer.clal de 

anttgencs al E.anti-HC€. 

Para estos procer!imter.tos se di luy6 P.Ct estándar (U.S.P.C. INC Eethesdt 

U.S.A.), a 5 Ul/ml de orina de sujeto n:c:sct.:llno y a pc;rtir de esta se hicie

ren diluciones en PBS pc:ra la ol:tenc i6n de las sigt.:ientes cor.cer.tracior.es: -

1000, 20C, 62, 15, 3.5 'i 0.8 mlll de HCE0/ml. Cada t'lluci6r. se prol:O por trl

pl lcc?tlc. La descripciOn de· a~tos métodos se €nLrrera a ccrtlnuc:ción. 

a).- Ensayo cc~~etitlvo, en Ln paso. 

1.- Se ~Pzcl6 se. ul de Ja su~pensl6n E-ar.tl-HCG, m4s 50 ti de mue!_ 

tra. Se incubó la me·zrla <!urant.e 1 hr. ~ temperiltura am~iente . 

con asltaciOn, 

2.- Se hicieren tre~ !avades ccn POS, cer.trifugando a EOCXG, pcr -

15 mln. 
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3.- Se adicionó el $Uürato p-NFF, 0.2 ml a corocer.tración de i;n -· 

mg/ml, er. arr.ortiguador de su~trato. Se incub6 durar.te 30 mln. 

a temperatura arrblent.e ccn agitación. 

4.- Se detuvo la reacción ccr. ur. rrl. de NaCE 0.25 ~ ':J se leyó a --

4CE· n11. 

· b) .- Ensayo ccm~etitivo er. dc·s pasc.s. 

1. • Se rroezclarcr- f·O Ll de la suspensiór: E-anti-HC€ m6s 50 Ll de la 

dilución dE· P.CG. Se incub6 di;rar.te 15 min atem~eratura ambien.r 

te 

2.- Después se adicior.arcn 50 Ll de ccr.jugadc HCG-FA y toca la rr.e~ 

cla se inc1.M di;rar.te 1 hr. a ~eratura mtirrte cx:n agitación. 

3.- Se hicieren tres lavadc•s ceoro FES, cer.trifugandc· a SOC•XG por 15 

minuto~. 

4 .- ~ adicior:6 el sustr·ato ~-NFF, 0.2 mi a ccncer.traéi6n de i:n -

mg/ml, a!l'-Ortigi;ador de sustrato. ~ incubó durante 30 minutos 

a tem¡:e·ratura ambier.te ccr. agitación. 

5.- Se c!Etuvc. la reacción ccn ur, ml de Na011 0.25 N y se torné.ror. -

las lecturas dE· absc.rbcncia a 4CE nrr. 
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oc 
oc sohrenadante 
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centrifugaclOr, ~ ____..1oo... __ A __ ------"'. 
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Fig. 7.- Ensayo inmunoenzlmAtlcc· ccmpetitivo de un paso ~ara la determlnaciOn cuantitativa ce HCI>. 
En este procedimler.to se adicionan al misrr·o tiem~o la muestra a probcr y el conjugado HCG-FA 
a la suspensiOn de E-anti-HCG y pc0steriormente se Incubaron. La slmbologia es la siguiente: 

C ; HCG de la 111.Lestra C) ; Sustrato (p-nFF) 

05 ; HCG-FA ~; Producto (p-nitrofencl) 

; E-anti-HCG 

w 
w 



CCIC 
CCCI 

inc. 

sobrer.adante 

sedlmtnto 

Fig. B.- Ensayo inmuroenzlmlitlco cc~petltlvo de des paso! para la detennlnaclOn ci:antitatlva de P.CG. Aqul existe 
una prelncubaciOn de la m1.1estra a probar con el E-antl-HC€ ar.tes de la adíclOn de HCG-F~. después el -
prcceclmlento es de la misma fonnb que el er.sayo lnmLnoer.zlmAtlco en un paso. El slgnificadc de lo~ sl!!!. 
bolos e! el siguiente. 

a ; tiCll de la muE:Stra 

06; HCC1-ff. 

~; E-anti-HCG 

O; Su~trato de la enzlm~ (p-nFF) 

8 ¡ Prodi:cto de la er.zlma (p-nltrofencl) 
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OPllMIZACIOI\ CEL EN~AYO INfl~llOt'E1RICC Pt.llA L.A DEléRfllN~CION DE tlCG 
----------

- ; ·-. 

Corr.c ·el .er;say(ccW.fetffi:/¿'E,ri'dc~;·past·~ meo~tró un_ ~E:jor COfl'~ortamier.to 

•, _·. -:- -··-··.'.'• :, ··.~-;" .. :O.,~.-_;__:,~,;._, _-;-~:·;~;;'e°},;: ,·.c'é¡-,-.-,. • ' ,·,· •' .. ;~''.'.' .; ~--·'- .. ---~' .. 
· • • :.~:_- J;;«,:.':~<;~,-~-~'~'-~. 7-~ ;.: •. _ .. , -~~- ~- '"·'-0:(-''::·,·''..f" ~ -:· , -'-;,·e:-: ~\)!~~~ _··~;}~~~< :;·;~-,,~~-~~*~:·, :.i~~~:,:~:;_~--,;.":·. ·; ..' " ,-

En 1 a obtenc !6n de 1 a cílfvá''é'.s~~ÜC!ar'í:i'l"ail a~dHer'ml naCfo'n'.ciJar!titati va 
c!e l'CE, por mee lo del ensayó:::~·i~~{1JJ(s·i~\1~v6 : ·~·~!)¿)e1' siguter:te ·~rece-

- -· · --·--·:~L=:,; ,..\;·?~~~z} ··:'~?:i-.'._:}/: 2.?;_'.·'·-~·· .. 
éirnier.to. ' ;.;~:~; ··· ·· · · · 'ú~:.·:; ·:.o.e:•.· < •' · 

~ ~.-':_~·;<-'/./:-<" ··"''.:·~.~·:,', .... ··-: 

1 •. se 11Hclaron 1oc ul de lá s'tisper.'s16r. E~ar.tf-HCG ir.As 100 ui' de ~ifercmtes 

ccncer.tr·aciones de HCG. Las corcentracibnes~tilfZada~flleror.': 125, 25C, 

50C, 750 y 1000 rr.l'I de HCG/ml en PBS-Tw~en. Esto se .. incub6 atemperatura 

ambiente durar.te 30 rr.in. cc·n agitación. Cada_ccr:cer.tr-ación ·del estAn<'.ar - -

se hizo ¡;cr triplicado 

2.- Después se adicior.arcn IOC• ul de·l ccnju~ado t-:C€-FA y to<!a la mezcla se

l ncutó 60 n•i n. a terr.peratur~ arrbler.te y cor• agitación 

3.- Se t:icieron tres lavados ccn PB~-Tw1>en al o.si ter.trifugandc a 50CXG du

rante 15 rr.in. 

4.- Se adicionó C.2 wl del su~trato ~-NFF (1 mg/ml), seJnci;tO 30 mln, a 

te1q·eratura arttiente CC•O asitaciOn. 

s.- Se cetu110 la reacción er.zimAtice ccr 1 ml. del-:(QE0.25Ncy SE:toiré.ron -

las lecturas de absorbanc!a a 40E nn. 
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RESliL l A['(1~ 

J ;. ', ;, f • • l:t·' e . T C 

e inco rr.1 de ar.t 1 sliero~l!i; ccneJo·a~ÚJicG~·;i0' ~c::;~;on par, Ja cC:twrr a d,€· 

crorré1tografia. deaún1d{~·.·tfc{~~~t~g'~:~~Í1~:~K~:ha~~sa:4é~é.eluyo:con·'tiocia-
, .;" :.·' O ')'._·."'.o;"."··,::.~~;':·':'::.-.-... ~;: .. ~·:->;,::~':,¡:- :;:~;-,.:•".{7\.':;'.·~-;,;_Ó~~'.f.~.:.::y";;-/=.<'.;'-'._~,,;;i-~ -.- '. :-:~ ,- ~--- - ,";,.- "· '- ';. :· .. ~ "-'.~ .... ,' --,-,: 

nato de ·,amoni,o. se;colectaroll:·fra5Cio•riesfde,U;S 11°l·'yse.fomaroi:·1as·1.ecturas 

::,::·~:~:::~;:r~~~*~~it~!~~1~~~1~~~~~t~i:~··· 
de ariticu~·rpos centra HCG erí·eCantisÜero·~iLCcnejo. c.> 

2--- ·7::--:__-,-:;;,- -~ '·º - - ·- --·.-,, .-. 

Se r~colectarcr.tode:s las i'racdonú¿cEa'6sorb~ncias rn<.yoresa o.4, és 

tas se l!iallzaror. ccn t'cs cambios de PE.S y luEgo 3>c~~bios ccn agt:a destfla-
;o; 

de., después se liofilizaren. Se cttuviercn 8 rr.g. de ar.t.icuerpcs de ccr.ejo --

cor.tra Hrn, a estos se le ce<rproM su reactividad contra P.CG y e1q1lear.do ta!!!, 

bién un antisue·ro arti-HCC:· de labc•ratorio~ Cap~·El me~iante irnllnoelectrofori 

sis. El resultado ir.uestra una bc.rde: de precipitaci6n (mica para los ar.ti- -

c~erpcs purificaéc~ por crorrato~raffa de afinidad, er. camtio para el anti HCG 

d€ Cap~el aparecen otras bar.das de precipitación (fig. 10). 
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Fig. 9: Perfil de levigado del Ac. de ccr.ejo anti HCI:· de la colu1ma de efin!_ 

dad dt' P.C€-arrinchexll se¡:hc.rcsa. En linea ccr.ttnuc la 1a. levigación 

y er. linea ~tnteada la 2a. levigaciOr. de los ar.ticuerpos qi:e no se -

urieron a la cclu11H eri el primor paso del ar.tisuero. 



.. ;:. . .¡,_ •• •,_ 

Fig. 10: Inmt:noelectroforesis para derrc•strar la ructtvidc:·d de los anticuer 

pos ar.ti HCG. 

Dcr.de: A; Anti HCG purlficadcs por crorratografta de afinidad 

B; Antisuero ccr.tra fJCG de labe•ratorios Cappel U.S.A. 

t: HCG de laboratorios Rccssel. 
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ENSAYO CUALITATIVO PAllP LA DETERt-'INACION CE HCG 

Todas las muestra~;~e· •. or:,i°'~·:de ~U,j~r~s: ~oitme.r.or·~Ú~lcªtY.de. varcnE:s 

fuE·ror· nEgeti vas··.·pof'c~~{~1~f1~~;i!;~n··~~r;'ti¿f§:~~~t~J~~s;~~s:~\;a~c·s···se trat~ 
ron cr:r 1 as pruebas de··~#lor pr~ctfcú~ó' 1 pr~§ti~~ >de· corr.'t,ií~ic1;·on (41), er.cor. 

trAn(cse un 97% ct€ paraí~ií~mÓ:~-~~·~i~';i:·oagÍílt"t2ii~c(Ófe in~itiI@ó~ de· la herra~ 
~-'·.-~~:::~~·:~:-??'" ;'"'' · __ -.'·- .:- ~~-'.'""_,_ --·:·~-~-::. 7 ~-- :~-~~~~o.---o::· .. :~}::.: :;::' 2,.,_::--' ..• -e,_-': '~ .. ;-o·f.:·.{:::-¡;'«~·-.. _. ~ 

glutinaci6r.. '' ~¡ <' '' i .· ¡¡., ) :p~,,,:~: 'e· ... · 

Los rE su l tados •d~l_f c~t~IBlttlc'~~~ie~·r~r;;.~i~~y~,:'.g~"iE~¡~~~~l~~'.1.naci 6n 

aparecE:n er. la tabla 11;, ·< .:··e ;;;¡ e: < :~ ,¡ 
-·- ~-. ··:·;_::~~'.~:;-~~ / ~·: '.·, ~·i-k>~~.~:.~ ,~_:.;~~<::.::-":_.".:_¡:. - ;: ._ :~- :.:.: .::. ; .... _' . ,., . ~::· -~: > • ·-;-.; ; 

Ta~la 11 .- Resultadc~ .. -ci~c46fJ,~~~#a·~~;Je;~~fa¡~~r-{~t]~~~!~Jo~~tfs~cor. 
-... -~--: ~,-·;r: :,;.:;,'. .. ~, ·- ... - -'C·-.~.·, .... "~·.,·,-.'·.'- ".>" .. ::·-· _,__.;.-, .. 3-,_., .. ;_ ... -, 

Métot'o 

Cc·aglutinécl6n 

lnhibici6r. de la 

Hemag 1 uti nac iOn 

amer.orrea de 10~3Ó di a~i est~~t~C!ascp~r do~ ~.éi~d~s .• 
-.<--:'·.--~-,~·:; ' _.:_.-~º\:~-~--, 

. :".Jru¡ba~e9afrva; <::< .iota1 
-,,. ,·-:" '. 

30 

22 

En la fig~ra 11 se n:1:estra un resultadc· ¡:ositlvo)íuríC'r .. ~g~fi¿oéle la -

prueba d~ coaglutinaci6n para detenninar HCG. 
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Fig. 11: Resultados de pruet:a de ccaglutinación para determinar HCG. 

Laminilla A.- Pruet:a ne!:ativa: larr.inilla e, Prueba positiva. 
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TITUL.l·:lON [E CONJUGADO HC:G-FJ!. PP.RA L,<l DETE.Rf>'INJ\C'ION CCP.Nl ITATIVA DE HC€ -.-- ------·-

Lo~ datos que aparecen en la tabla llh son.las i!bsorll~anci~sa 405nm -

ott~r.idc:. d€ Ja titulación er. "tablero ~e ajedre'z;, dil;~2c~Jt~~~"{ ~c~:.FA. Es-
. -~- . ·' ... ·,----~ .. ~.:;;: .. i;:~·<E-~, :"·:--~ -..;:~-4--:,;-: ·::,, . . , 

se uti 1 izó po~teriornente pn·a to~c·s los er.sayos::. L~ cli rJ~fon ·1 :50, es mas 
-~--~t~: ,_._, ____ , __ -~.::::-~·-·-- ""~;,-:-··-

sensible, perc su uso disminuirla, el núniero de ensayós;para'Yª estandariza-
---------"''---?:-,,--==--- --"·-~- """---- -. 

ción, por esto se optó por la dilución 1:100 

Tal'la 111.- Resultadcs de absorbencias para la titulación del ccnjugado 

HC€-FJ, cor. anticuerpos anti HCG. 

Di luciones del ccnjugadc· HCG-FP 

1 :2~ 1:50 1:10C 1:200 1 :4CO Blancc 
"' u ---------:e 1 :250 r..748 0.509 0.524 0.463 0.527 O.OCE 

... 1:500 0.70E 1.330 0.130 0.185 0.212 O.OC7 e 
~ 

1: 10CC 
u 0.271 0.320 0.130 C.031 0.06t 0.079 
e;; 

.., 1 :20CO C.055 0.327 O.DES 0.045 0.031 0.109 
'O 

"' 1 :4CCC 0.005 0.133 O.u17 O.OC·1 0.057 0.024 
QI 
e 

1:8CCC o C.OEE o.oa6 0.1)12 0.053 O.OE1 O.OC•2 
u " ::i ': 16 oco 0.054 0.022 0.009 0.026 0.063 0.013 
Q 

':32 (•[(· O.OE2 0.029 0.010 0.002 0.076 0.044 
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ENSAYO DE UNIOK DIRECTA DE E-ANll-HCG Y HCE-Fi 

Les lecturas de absorb<nclasa4CE nm:c'ela~niÓn directa -

er.tre t-:CG-FP. y la susper.sión de· E-ar.ti~HCE.(susp_ensiÓri;aJuhada previamente 
'. • •• - ~.,' • ,. .,.- --- -' -- .·_, - • _. ' '· •• ··- ·- •• _._ ·-·- •• '.e 

a ur a absorbar.c ta de 1.5 a :4c r.rr .L se [cesf'r~~~r:d~i.ta'.&'ri'(1N. se".ccr:side-

:: ::·:,::,:::\:: ::::,::,:·:: ·:;,:1i~{~~~~ll1i~l~~,~;1''~" . 

Vol. de 
E-ar.ti-HCG 

(ul) 

se.o 
50.0 

50.0 

50.0 

50.0 

so.o 
St.O 

50.0 

5C·.O 

50.0 

50.0 

- • - ; --:,::::-~~ -_ ! ·~:~ '=":t-~~-~~c~'.-~~~~f.;?º~=~=~~7.";~~~-i~~~:;~:~/·¿~j:_~~.Jro ~-:S~S"'~~~: ; ~~~--:~~ 

en er:sayo de i.:n i ón. el i recta ·poi" t.r·ipl ic~~p~§§E[eJ(:anÜ"'HCG, 
- ·<-_.·.-_-;:;·f,- - ---<:_;._,, ---i' •. ~·~:-_7 -._,_-

y expresadas en porctntaje. 

Vol. de 
PBS 

(ul) 

10(•.0 

90.0 

80.0 

70.0 

6C.O 

50.0 

4C.O 

~ 1.0 

20.0 

10.cr 

e.o 

Vol. de 
HCG-FA 

(ul) Al A2' •' 

e.o 
10.0 

21!.0 

30.0 

40.0 

5G.O 

60.0 

70.0 

se.o 
SG.O 

10(·.0 

LO O.O 

0.34 C.32 

0.52 0.47 

0.81 0.91 

1.24 1.21 

1 .57 1 .39 

1. 72 1.8€ 

1.90 1.BC 

1 .85 1.58 

1.90 1.72 

1 .82 1 .68 

-.,-, -

';..' 

·. ·Abs~~b~ncias 
-··:·\·<:; .. >'•j> 

o.o o.o 
.0.37 0.34 

0.73 0.56 

0.9G C.87 

1 .09 1. 18 

, .63 1.53 

1. 78 1.79 

1.86 1 .85 

1.91 1.78 

1 .93 1.85 

1.79 1.76 

1 Unión 

o.o 
19.6 

28.4 

49.4 

67.0 

87.0 

101. 7 

105. 1 

101. 1 

105. 1 

10C.O 
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110 
i unión 

100 

60 

4C 

20 

20 . 40 6C 80 100 

ul de Corjugadc HC~-FA 

Fig. 12: GrUic.a de er.sayo de unlOn directa. se lnC:ican los volOmer.es -

adicior.ados de HCG-F ~. a se ul de la susper.s !On c'e estafilococo 

anti HCG, la mezcla se incubo 30 rrinGtos, se lavo y se a~icior.0 

el sustrato, la reacciOr. se detuvo ccn 1 mi. de Na e~ 0.25 N. 

Cada ptnto represer.ta el prorrE!dlo ~e muEstras aré l lzad;;s ~·Cf' -· 

triplicadc. 
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ENSfl.YOS DE DF.SPLAZAl'.IEN10 DE HCG-FP. POR HG PPRA LP Cl'P.~~l IFICAC!Oti DE HC€ 

er. un pase 1 ccmcien dc:.!i'~J~?ri~; s~-·~~pre's1n;e~ j a:'tall1-~;·v;·,;,'éáda"'~&sfra se --
. .-___ :'_- _ , <-.. ; _,._ :~>{'._•: :-- >-. - , _,_ ,~. , __ • \ .. _ ._ ._ :~~-;::: _: -:-:> <~<-:_···:'.:. --~-::·r ~!.'>_",-.:_~-::.~":> ~ -:-~-,---~- ·: -~·.-: = . ··~: _ 

anal izó por tripl !cede. s~ consideró ccmc• ~¡}oc,; de u~!Oni;los;tu.bosen den 

de rc1 ~E ad!cior.a~cn c~~c~/.t;:~~;~~·~~; d~ Ht'~~~~~~~d~~:'.L!}:f3J:'.:.~á~Q:_i:. -
;·:··.-;: \·',;',·;-:. 

Tahla Y.- Absorbancias ct.ter.idcs er, los ~risayb~~~~:r'a·:1a1afa~r~'inadOn -
·--· :. -- -,.•.,". •,)" '. _,_.:;,_~--~:º:''.:'.~'-·,:·- '' _,,. ,. · .. ·.' .-

en porciento ~e uniOn. 

mUI dt· HC€ 

adicionadas por ml. 
Log 10te mUI 

de HCG 
Al:ÍsorbanC:ii!s 

Af >.:k A3 A O.E. 

1000.CI 
250.0 
6Z.O 

15.0 
3.5 
0.8 
o.o 

1000.0 
250.0 
62.0 
15.0 
3.5 
0.8 
o.o 

:.o" 0~36 0.4C 0.47 
-

2.3 0.31 0.44 0.'30 
1.7 0.53 0.65 0.74 
1.17 0.38 0.35 0.36 
0.54 0.43 0.43 0.44 
0.09 O.SS 0.66 0.38 
o.o 0.66 0.83 0.95 

ENSfl YO CCfilPETl TI YO EN oc s PA~.os 

~.o 0.15 o. 11 0.07 
2.3 0.21 0.35 c. 17 
1.7 0.21 0.23 0.32 
1. 1 0.31 0.28 o.2e 
C..54 0.27 0.27 0.41 
0.09 0.47 0.4C C.39 
o.o 0.52 0.39 0.46 

D«r.de Á; ahsorbancla promedio 
O.E. : desvlaciOr. est~n(ar 

o.41±0.os 
o.3s±o.o7 
o.64!o. 10 
0.36!0.01 
o.43!0.005 
c.54!0. 1 
0.01!0.1 

o. 11!'0.03 
0.24!0.09 
C1 .2~!0.0E 
0.29!0.oos 
o.31!0.os 
0.42!0.04 
0.46~0.0€ 

% UniOn 

50.6 
--4~.2 

79.0 
44.0 
53.0 
66.6 

100.0 

23.9 
52. 1 
54.3 
63.04 
67.34 
91.3 

100.0 
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El corrportarr.iento c;lotal de desplazamier.to del cor.jugadc ~'.CG-F.A por la 
adición de cc·ncer.traciones de HCG esUndar, se observó mC!jor er. el er.sayo -
wr.~etitivo er. (es pasos (flg. 13). Er el ensóyo en un soló faso Hte despl! 
zarr.iento es m~s irregular. Por lo tar.to se pr~flrió usar el~nsáyo COIT.~1eti-
tivo er. (os pasos para la e.JE.terminación c1,;~ntit.afi\la dé)tCG~. ' 

100 

T. ur.iOr. 

80 

40 

60 k \.i .. 
['-. 

'' .. f- --- -~-

20 

2 3 4 

Log}0de mUI de 
ICG ml 

Fig. 13: El'sayos de desplazamiento c!e· HC!:.-F~ .• por adición ~l sistef'!:. de di
ferentes cantidades de P.CG est~nder. En linea contfnlc (-_-__ -), el 
ensayo com¡;etitivo er. d1,;s pesos y en linea punteada,(- - - -), el 
ensayo competitivo er. un paso. se otsi=r't'a ur mejor co11'pcirt1.1mlento 
<!e desr.lazamler.to en €·1 métoco en do! pasos. 
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ENSAYO COMPETITIVO EN DOS PASúS PllRP 1-lCG CC~1 DIFEHNCIA EN l IEl"PC• 

CE PREINCUBACIOK 

·. ., ',' 

En la ta!)la VII muE·stra los resultadcs de;deos'~i~~.~~~t~e:t,rrerr.~os\de pr~ 
incut<ci6r: de ~:cG de 15 y 30 rr.inutos foil li(sÚ~p~~~i'6r.Vi1~if0~~ti-::HcG;c'antes 

,>:"·- :~-;? ~ L)ir{\'\ W~~:~s-2.~~ .. :;'. /:~~>:·;_,¡::~~::i\~~f ;:>::~-- ~,·'~::-'.6-::-~: ?_:>~:<:~:~:~;·::: 
de la ~diciOr. del cor.ju¡;ado P.CG·f~-•:>El~er.sayo(cci,'.°,J5'.11Jfl'lutoS~de.pr,eincuba--

ciór: s~ re~l izO por c~adr~~lic.~ao·p~~;~u~·~~~~f;¡~~;~~~d~f~,,~i~º~~B·Ii.~·6·~~3~~rr.lnu-
to! !.e hizo ~cr tripHcadC.. · •. ·· ;: .. '<· , _· .·.• ~·~':.;·.·~. ~i:C.·~\~;I}. /:. 

'.~~;~:-~;~,~'.~,:~:i;;~;~::{~i;1:~~;-.. ;~~:::~J.l; ~:L·-~-~; ~~'.: -s~ff:.~ ;~~It:~_::~~--\~ ____ ::~ ---
Tabla v II. - Resulta dos ;d~~absorba'r.cTils~de;';ehsayos~.ccn:feti ti vos:en deos -

. ·., - -,_ ·-_--_·.-, .. ,._, ___ ~';>·.~,-·,.-.-·.".>~'~-.~:;_'\\-.,.':.·,-- ... -,·· \ •' ,·-. "'-.C, 

Log 10d€ n:U 1 
Al ,63 A4 .,, DE f. Unión d€ ~'C€/ml 

3.0 0~077 - ... O;OE4 º·ºª' (•.104 e .oee~·o .oc2 28 
2.9 O.O!lí O.OBC 0.072 0.070 c.0;9!0.012 25 
2.7 0.112 0.136 C.073 O.Oí6 c.os9!0.oso 32 
2.6 e .115 C.138 0.10€ 0.169 0.132!0.ot:e 42 
L3 0.151 0.149 o.m C.151 o.15c!o.001 48 
2.0 C.200 0.157 0.176 0.217 o.1s7!0.026 6C 
o.o C.30C C.330 C.345 0.261 0.307!0.0:1 100 

ENSAYO W•'l=ETITIVO H 0(1~. Pl.~OS CC·ll: 30 f".INl TO~· DE FHINClil:PCION 

3.0 e.os 0.094 O.OS7 o.os3!0.oo: 20 
2.9 0.10C 0.104 o.102!0.oc2 2~ 

2.7 0.106 C.10Z o. 104!0.002 22 
2.6 o .141 0.152 (•. 156 C. 144ZO~OC•i 32 
(,3 0.164 e. 174 C.156 O. 164!0.0C·9 35 
2.0 C.28C C.251 0.220 o.25o:n.ozo 54 
o.o e .496 C.45t 0.422 0.458-0.037 !OC 

Dore'€;--: MLestrils ne c'~terninad<s 

~ : Abrnrbrncia prorndlo 
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En la fig. 14 aparecer. las curvas de dc·s tierr.f•C•> dE· pelncutaciór. er: el er.
~ayo cc-rr~e ti ti vo en des pasos para 1 a detern i nación ct:art ita ti va dE HCG. Se 
cbserva que haymé.yordEspla.zárr.ier.td .é€· P,CG~FP •. ·~cr:ner.ore> cor,centraciones 
dE HCG, er. ei •. er.sayo tci: fo fl1ll)'de f!reiricut<tlón.En e¿;oyos'.posteriores se 
trabajó ccr él pi'oc~dirniér,to -~e 2o ni 11 el~ ¡:reinci:b.:clór. dü·E~antl ;HCG. antes 
dt· 1 a ad ic'ior. -·c€0~~:{ci,:Z·F i'·('::: .. · '·-~· .. (,_ -

'·' ;::_··,>,.'·> 
6C t 

1 

'> ·:,:~~ !<::, ·.: ., :··;_>: , .. :. -

"··-·:-, --.:.:·' -- :'~;:'.:<~-:;.' % uniór. 

EO 

40 

30 

Flg. 14: En~ ayo c!e c!cs diferentes tlerr·~os de~ pr;eincutaciór. er. el er.sayo enzt 
mH ice ccrq•et lt1 vJ el:-dós~paSOs-par:l f,frdeter1r'lna·c'1'Ór: de P.C G: Er. -: 
lfnea ceor:tlnúa Sf: re~-re~e~,ta' 15 mio.' de pr:etnfofi~ción i er. 1 fnea -
dlscortfnLe 20 ~In. 
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CONl ROLES OE U~ÍÓN!NESPECI F ICA :EN'Et:'EEAvoíN~1l:NCNE.iRICC .. 
• •• • • _, .. ::C:;-o·-·······-',-;o.;,-·, "--• C:---v·•- •.• • • • •' 



Tabla VI.- InhibiclOn de la ur1iOr. inespeclfica por el uso dt' Tween 

20, en El a1T.crtig1.:ador de· er.sayo, expresados en por - -

ciento de cr.iOn. 

Cont.rol Vo 1. de esta- Vol. de esta-
filocccos s In filococos an- PBS Vol .de PBS ees-Tween 
anti -HCG (u l) tl-HCG (ul) (ul) HCG-FA(ul) A % u A " u ----------------

100 % de Unión 50 100 50 0.45 10C o.es 10(>.0 

~niOn inespeclfica 

a vidrio 150 50 (1.12 26 C.05 6.6 

UniOr. inespeclfica 

a estafilococo 50 100 50 0.21 47 0.081 9.1 

O % de Unión 50 150 o.o 0;0 o.o c .. o 

Cor: de: A; absorbrncia pron:e·dio ce n:uestr·as pc•r trlplicadc. 
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OBTEflC IOt-J C:E CUJ;VA E5TANCPR PP.RA DE TERl>' INJIC IOK CE HC:fo 

Lo! res1.i ltados. ~l:teriictc~s ya~a I a c1.:rva estánd~r, aparecen en I a tabla -
\.:·· 

VIII, tamtién se mLest~anJ'~fresultados del procesamier.to de e~fosdilo:, -

cor. El sistem.: logit-lo¡;; para Iinearizar la curvo (4<:). 

Ta~Ia VIII.- Res1.iltac!os de la cbter.ci6n de ccrva estandar para '1,fdeter 
. -

mlnaci6r. ci:antitativa .. de HCG, me:c!iante ar.ál ist~dll~~~C>enz.!_ 
mát ice ceorq0e·ti ti ve; er. dc·s pé so! .• 

rrlll de HCf•/ml Lc!i 10 de rr.l'I Absorbancia Y-
de ~:C€/111I · l unión 

Y ~Llc¡;!kf;' Logit Y 

125 2.0S 0;679 

0;743 

/(;711 

25(0 Z.39 C.6t2 

C.515 

0.530 

5GC 2.6S 0.305 

0.258 

o.2ec 

75C 2.87 0.145 

0.243 

0.191 

10CC ;.o e .131 

0.140 

c.m 

r-o;-c---,._::;-, -.-:'.-;,,... 

·~·~ .. -·.'·:, ~~i ~\ 

~------- ---·---
89.57 

98.0i. 

95.82 

94.52 

67.94 

6S.9i. 

40.23 

34.03 

~7.8S 

2S.4E 

32.0S 

2~.19 

17 .41 

18.46 

16.49 

94.47 ··.· .. ~ 2.¡·1:~'L, 3.0€ 

3;9c 

~ .13 

77.46 2.84· 

0.75 

0,0( 

37 .37 -o .39 

-0.66 

-0.49 

27.56 ·1.44 

-0.35 

-1.0E 

17 .45 _, .56 

-1.48 

1.48 

-0·56 

-1.09 

-1.55 
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Dar.de: Absc·rbancia de la 111uestra 

LO!;it Y= 

' 
Para ctservar la reproducibilidad.del er.sayo 

ta en la tabla IX ~l prcrrecio c!e las lecturas d~ 
1\ 

deos dc~.is, ur.c baja y otra alta. Por sextuplica<!o ¡:era los intráensayos y de 

tre~ dlas: 1 ,5 y 6, para los interensayos. 

Tabla IX.- RHultaccs de re¡:rocucibilidad c!e·l er,sayo irvrunoér.simc.ticc. 

Cor.ce·ntrac iOr. 

rrUI de P.Cf·/ml 

2!)(, 

750 

o.o. 

C.32l' 

C.211 

Intra-Ensayo 

O.E. C.V.S 

C.048 14.7 

0.011 5.2 

.· ; Jnter-Ensayo 
li;Q; 

C~E~ C.V.S 
:_ .. ' . ._· .. :·' -~---

o ;4oi / o; 130 33.0 
•; .. ,·:--:¿.;:-' 

.o.2os,. 0;010 4.8 

·, 
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En la figura 15 se muestra la curva estanc\ar obter.ida para la determinación -

cl!antltatlva d€- HC!::, en el ranyc <!e 20C a 1000 ml'I/ml. 

Er la flgi:ra 16 se graflcan los resultadcs d€• la ci:rva estár.dar pero sé0metidcs 

al proceso logit-log. 

100 
l untOn 

eo · 

€0 

40 

20 

o 200 · 4CO 600 800 1000 

mUI de P.C€/ml. 

Figura 15: Curva esUndar dcsis:.;respuesta para la determinación de P.CG, pcr 

el métocc lniT~,f'sE-nzÍmatlcc <!e tipo ccir~·E·titlvo en des pasos. 



3.0 
Logit y 

2.C 

l.C 

e.o 

- l .C 

53 

2 3 

Log 10 ml:l de HCG/ml 

Flg. 16: Ct..rva es.t6ndar.dosis:.respuestatransforin.:da _er. Jorm.:. it1ttal 111E!dlante 

El sistema Lo9it-loé1;;r=~~9c;3, ·· 
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D l S C U 5 1 O N · 

Ccr. base a los resultadc·s ottenidcs en la adaptaciór. de l.a ccaglutina--

ción para la determinación de HC€, .se derrHstra qt:E· es tar. ccnfiable ccrr·~·.:ra

da ccn los. métodc·s ci:a 1 ita ti veis exi ster.tes ccrwrc i a lml!r:te ccrr.c 1 a técnica de 

inhibición de la heméglutlnación. Sin embargc la aglutinaciór. que se cbserv6 

ne es tan lnter.sa cmc• la de- aglutinaciór. de· latcx. Las razor:e·s para este --

cc·rrpcrtarr.ierto posiblerrE·r.te se <!etar. a que la P.CG, es un.: proteln.: de PI' t•ajo 

)' qce esto sea la causa de c,ue las bacterias de E-anti-HCC:· ne• forml!n grandes 

aglutinadcs visibles, ccrrc se formaron cuant'o er, ur• experiml!r.to cifererite se 

elabcró una stJsper.siór. de estafiloccccs ccr. ar.tici:erpc·s ar.ti-lgG ~.1.mé1r.c y lu~ 

ge se efectuó una prueba de ccaglutinación para la deterninc.ci6ri de· lgG hurra-

. -- .. - ' -,-,-, 

Cor. respecto a la especificidad se ccrsidera ql!e ésta de~er.de>cel anti--

stJero t:ti llzado. El anticuerpo utl 1 izadc er. la cceglutinac Ión corr<• en la téc

nica inrruncenzimatica, fué ~uri ficedc pcr crOll'c.t.ograffa de· afinidarl y ne fue 

tan especifico ccrroe lo hubiera sidc el pcseer el ar.tlci:er~o especlf.ico cor.t.ra 

la subunidad beta de ~:cG, o rr.ejor aún cc·r.tra la porcl6r. carbcxilo terminal de 

esta sublr.idad, que ccnpenc'.e 30 arr.incacldcs aproximédarrE!nte 1 QUE real111E·r.t.e 

es la re!;i6r. rras especifica de· la l'cnricr.a, esto ~ccrla haber clismlnuidc· algi:

ncs resultados falsos positivos, aunque aume·r.tarla el cc·sto ce la pr·ueba. Los 

falsc.s positivos obtenidos re¡:.ortaron cor.tarrlncclór. bccteriar.a (examu del s~ 

dimer.to t:rinarlo) y al parecer esto interfiere er. la ccaglutinación y en la -

herréglutlnaciOr.. Otras causas de ¡:.ruebas falsas pcs.itivas pLE·der. ser la pre

ser.cia de fer.otiacim.s o sus dE·rlvadcs, eritrccitos o altos. niveles dE- prote.!. 

na er. orina (1). La pcsibilidad ce unt reacción .cruz8d~ ccn L~ es mlnlmt ya -
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que las ccrcentraclones normales re¡;ortadas r.ara esta hcmcN en or·ins son de 

0.25 ~ 0.14 UI/ml para mlijeres pcst inf.!nc¡;ál:sicas y 0:12 fo.O§Ul/mlpara mu

jeres er; e~ac.' fértl 1 ( 13), ~u{es~~l ~cr,: .af~jo ¿~¡ nfv~(c!~'.s'.EX~lbl lidacl de • 

'"''';:, ':::':;tab leCidala ',;,;; ca~~:11f .~;,j,;~tc~:~1'U~N¡~¡¡;;,1a ;,, •. si 

:::::::,:::: :::::·::· ::::~·~~~~~~¡r~~~~~~~1~t~~:::::::~ 
taraldet'.idc. Se CCIT•E·Óó probar~dC·-¡do~~.rn~~alidades detr;;~,de ensayo com~Hit!. 
ve.: er. ur. solo ¡;aso y en ~os pasos; en este oittmc~se:ot:servO rr.ejor ccrr~·eorta
mier:to d€· ~es~0 lazcrr.lento del ccnj~~ac.'c P.CG:FP. P~r lo tanto' SE el igiO ccrr.c -

el métodc· m.1s vla~le y se ccr.tinlO su estandarizac!Or:. Cuanc'o se sorr.E:ti6 a -

dos tierq.cs di ferer:te~. d<: ~reincctación de la mLestra (HCG), ccn la susper.si6n 
.-,. 

de E-ar.ti-HCG, SE ctsen6 rr.ejor ser:sibilldad cuando seprE!incuba por 30 rr.lnt:-

tos en ~ez de 15 minLtos. 

En cuanto a las reacciones inespecificas, mLchas de ellas son dadas por 

interaccior•es hldrofOblcas er.tre ¡::rotelnas y vidrio c. ~l.1stlcc, detergentes -

ne ior.icc•s previenen este tipo de interacción, aunc,L'e ne la revierten. La i!!_ 

ccrpcración d€ t:ajas cor.cer.traclones de i:ri detergente en el arrcrtigu¿dcr de -

incubéclOn ayu~a a eliminar er: mLcho la re~cc!On ln(·Spedflca y ne interviene 

cor la reacci6r. anttger.c ant icuer~o (43). Algt:ncs investigadcre$ adicionan -

protetnas no relacionadas ccrrc• albúmina sérica bovina o ¡;¡e latina, para flllnlm.!_ 

zar estas interaccione·~ inespectflcas. En nue~trc ca!:o la reacción iní:specl

fica del er.sayo ~e c!isminLy6 hasta rrE:r.os del 10'l ccr. la adición d€l dft;erger:_ 

ter.o i6r:icc Twern 20 al 0.51 er. el anwtiguadc·r err·~·leedo (PBS), aur.que SE 1!!. 

ter.to disminuir aún m~s la reacclór: lni:~pedflca aerrnr:tar.dc el nCmero de lava 

dos hasta cinco er. lugar de lol tres que se e~pleaban o tra~sfirlendo la sus-
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pensión de estafilocccos lavadc~ de lostubc1s de lncubaci6n a tubcs lim~ios,

esto no se logró yaqt:e.las lecturasd~absorb~nciadikmiriutanyeran más im-
:, • ·.: ~',·, '•" ,-;,. _,,:. < .--·,"~:. .·~·~> 

precisas. La rr.ejor: ci;rva de sis re§pÚ~sta:s~:~bt~vcí ér./el:r¡¡ngo d,e.125 ·a 1ooc 

::: :: :::~:;;'Jf ?~j~,~~1t·.m~lt~J~~1~~f ~~t~~\~~~~t::~~~i::.:,:.:· 
¡ -~;¡--;: ••.-o'-':•• ;;,'_."- • •:;.-• ;. - : v•••.~·; :-

y ELISA. ·.·\·r ::~< :·,:·':' 

Esta falta cie ser.si~i li:<J~~~pl:eíle"<leEers~ a que el cor.jugado HCG-FP se --

hizo ccr glutaraldet.idc~, un agente acoplante horr.cl:ifunclonal. El glutaralde-

hidc es un dialdehidc dende sus grupos carbor.ilo se cooit.inan ccn los grupc·s -

eps llón amino <!e 1 as protelnas. Los resultados obtenidc·S er. ctr-cs trabajos -

han de[~~tradc q~e el glutaraldehidc es une de los reactivos más efectivos y 

convenier.tes para producir conju~ados proteln.:-er.zima qt:e retenge:n en gran -

p2rte su actividad er,zimática e inrrLJncló~ica (44). sin err1t0argc los gru~os al

dehfdo reaccionan indistintarr.ente ccn los gru~cs arr.inc ¡;rimarios, inclusive -

de la mlsme protetna, proó.clént'cse l!r.a potlaci6r, heterogénea de ccmpJejos y 

pollmeros de las protetnas qi:e se quiere conjui;ar (4E,4E) en nuestr-o caso de 

HCE y FA. A~ew.&s es necesario ta~tién utilizar algan ~rocedimlento de purif! 

cación del ccrjugadc eldbcradc, para que éste ro ccrter.ga er.zimé (activa o -

desnaturalizad<.) y hormcra sin ccnju&ar. El uso ~e ager.tes acoplantes heter2_ 

bifunclonales ccn~: Tolllen-2,4-dilsocian<to (47), O N-(m-maleimidcbenzoil-

oxi) succinimida (48), junto cor procesos de purificaclOn del conju~ado, ccrr.c· 

¡:1.ede ser una cent inaci6r. d€· crornctograffa de afinidad y' gel filtraci6r., pue

der: dar resultadcs m~s satisfactorios en la elabcraciOn de inmuncer•sayos 1nás 

ser.si bles. 

Lu reprodut:lbilidad representada pcr las dc·terminaciores lnter e lntra-

ensayo, dew.cstr6 ser baja. Esto se ¡:odrla explicar por ura posible libera---
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ciór. grad~al de IgE de la ~are~ celular del e[tafllocccc, aunque no se han -

hect-.c estuC:ios al respecto, se puede Inferir esta liberación por_ resllltad?_s -

ot.ter.idc> ¡:.or Kessler(38), dcr.<:'e suspensiones de estafifoéo~os al 10% (v/v) 

inicialm~nte· untan aprcxilllidamente 42 ug dt;IgG,_ sin err,tar~o ~ste nivel di_sml_ 

mta a~roximadarrenteun 1Ó'.Xdespués deJ:res;se1Úr1<is de-~Í~¡,~~?~fuYe~to•aJ c.· 
.·:~,:·, 

SU~·cr.iendo_ c;ue este"porc"él".Úje túVíera eqÚiv_aleril:ia'.er:;'igG'c,~e:;se-·1 iberára-- er. 

e 1 e es o e'. e 1 recllb rimÚ~{6-;'J~'un ·fote· f'f.-~sc 6 ;~~- Una" susi>er.i?¿f ci'~~--;st~t:Í 1 occco. 

e[ ta ccrit 1 nua rt a 5 iénci~i oi{L;Dª~ª i~ -detérmril~~i-¿i:-it1ri ttat'l~a>~e:~id ?'pero - -

esta mi smc pérdida -d;···-~-~G1¡;:~~b~iu~i[~I~tiir~ci't9;~·en~(l~~~~i:~~1¡'ria~T6r:--¿u~nt i-
tat i Vá, Una alternativa ·pes ible para !solucfor.ar "e(-protle~~--seda: qée después 

' '~- ' ,_:;: ~ .. . ·,,.· _.,--_-,._~..'._'o._:..;-:";-_ _, ':- "·.~:-o<.\'.-- __ ' ;-,·- --,-' - -~'.' -, ''"·"..'> ',. ' . -. '" ·- "· 

de ! levar a cabe la unión< ~spc~t~.rie~rne:IgG;~~}~~;~,ªf~~:.;!fr~:~$~l1'{io§ccoO-
usar ertonces algún reactivo qi.:e la .fijara eÍi foÍ-ma· cfra l~nf~. para Utilizar a 

- ¡·~ :,. . ; >:,,,. : ... ~> .. , . ~' : .. ' ( . . : 

la suspensión en determina_ciqriésdiarjtitatiyas"córi uriÉ:mcyor'.re¡frodtcibilidad: 

ca les hurte nas del gru~ci cfrLer}'-1a~;qu~;s'E!'ii~ ·ci~rr~;~{~~(J(l .qi;e"d~t•ién,eXptesan -

protetnas dE· supHficle ~e¿ Úiriidaéf·:i\araf~~regióh,~c'c!e?itl;tno~lobuliría G -

( 32). ---~,; <~--~C~_' ~ ~~~,- . 1:.¿5~~~-~-_LL i22 __ _ 
Dentro de las ventajas de•utilizaral estafifoc()é:precubiérfocc·rí ar.ti--

ci:erpc s come· so~orte sól idc· en 1'os'Jr1~t:rí-tiei:saYos·.:e~t6;~Ü~p~~P-ú'ci~i6~ f.1ci 1, 

:: :::::'.'.: ':::·, '.' m::::':'.::1:.::~1 ;~;:;~f ~Jf )~Í~?~;¡~{~~RITilii:'.·:·. 
pera pruetas c~arititativas, es ne,cesc.rio pr:eJ~r~r:'.{~i,;fot¡;ei;fg~ts·;á.r. ~occ -
tierr~c d€ ar.tlcipéciór. para su urn y evita-r"IJtÍÍl.~~:~~r~0Ji~fi"~~L~~s_e~és de 

15 dtas a¡::roximé.darrer.te d€· ¡::repcrada. real lzandc éúrva E!úándar 'cacá vez qi;e 
' ' • • • ;, • ' • > - •• ,. ,. • • 

si= hasrn determl nac i or.es. Inc 1 uso, la suspel':si6;,.,cle,2e~tir Í1oé'Sc'-o~~,~ttuGde --
·-··.o,:, 

pre¡:arar er. grandts car.tidac!es, se al lcÚcfa ,_se l lofll lza y lueso ¡:úe·de rehl-

dratarse '1 recLbrtr ccr: ar.tlccerpos es.pecffico~ ~r. el mcrr•er.lo qt:e se reQ~·lera 
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. . . 

La deterrrinacl6r. dE HCG, es una dé las pruebas mas utú izadas pcr el la-

bcratorio d€ ciagr.6sticc. <:11n1ca.·:Én~e~tet~~8ajo···se·d€~ar~21f~rcn d~·~técni-
. • . -· - •. - - - ·- .-_ . ~-.'., - •• :'.;,, . -7 . • "•,- - ' - - .. ' -- ' ' • 

::: ·::::::::::~:::;::~~ili~f lfü1~~i:iif ~¡}~!if~i~!~~~~~tti:::: 
ble er. e1 ccw.údo'. cc~ridó~.';f~:rr.t~tt6·'·~f~~·r1Y~f~~~ciif~~~J'J~~~f~.~fa:y¡~io a ca-

- - '»: ! .'~;·:·· -

bo. Por otro 1 adc,. p~ra~ el ~enssyo}uantitativo: se dfseñ6iufatécnlC:ainrr.L·noen 

zimatica ~ara lo .. c~~l~~~·F~a~b{~.a~r~~.-~~;=~~~8i:f6r.~s·!~~-t"f~~~·=:d~~~~·sayo ya~ 
c¡ue ne exi st r an antecedentes· ~'r.:la.:·1 i teratu~a'de l ·· ~s6 d€;i'~ b~C:teri a .·en esta ,... . - . - . . - - \·. ;-. ~ - " . -., ' . . - - ,- . , . ., ,• . ' . . •' - --~·,". 

a 10CC· rr.L'I de P.CG/ml, sin. eirti~i~~;·~~ ;eC:esar·l~ h~cer est~cfios. ccrr~.a~aÚvos -

de eüa técr.ica cor. rrét~ccs • ~Ea@¡!fat!'l~sccrr~rcia l~s: · 

Las ventajas d€1· usc=-de~la bacteri.ide;estafl locccc·en:e'H.a~s'?tétfücas--
.-/; ·.·;·- -. '':.···«-

son StJ bajo cc~to, su sensibilidad, su fac!léjecu~!6ny:a'c!Err,~sla;'versatili-

dad r-< ra pccer reci:bri r al estafi locc~c· con a~~1}~e}~o('~·5,~·~~jfü~g:~/¿ontra -

los antlger.os qi:e se deseer. determinar, ya s&~i{}~rmi! ctiafit~'trva ci·¿G·anti-
.:·. -." . '·_;.,. "•.;--·.:,· '"' ,,, ···-,'>;.'e'.--:··-~· 

tativa. Sin err.bargc, es n1:cEsarlo llevara cc!Ítm.fi'est~H~i·i'pt;·an~¿~~d~r y -
" - .~:-::)<~··f_::_",- .. ~ .. :\':-LA-:-i·:fZ,;,;'..f''-'_";.<:}, ; .• 

rr.E·jorar la estabi 1 !dad de la suspe-r.si6n de estafllocc·cc re'frt>ierta C:orí ar.t!--

ci;erpcs pera su uso rutinario E·n el labc1ratcr!o •.. 



APENDICE 

REHHVOS E~;Ptpoo: 

PE~ .••••••• : ••• ;~{.'(;';,,·(;;.: 1:0 t:, 
Twetn· 20 •••• (.');:,.;:}:L;.'.'.:\::·.·.·.·o. 5 m1·. 

:,_.:·-•,- -·-"c._'.c 

,'_".'.·- ·--')_:· :·:.\·.;:5'_: 7:~"' 

. fvnc1rUguadcr d(.' r~éÚtrlmi.er.to 

Ni12cc3 ...................... 1.59 g. 
NaHCCt3 ••••••••••••.•••• ::.-;. 2.39 g. 

Na~3 •••••••••••••••••••••••• 0.2 g. 
H2o hasta aforar a •••.•••••• 1.0 l. 

Jllllc1rtlg~adcr de s~strato 

Na2cc3 •••••••••••••••••••••• 1.34 G· 
NaHC03 ...................... ·1.2í g. 
MgC12-HtO ................... O .20 g. 

HtO hasta aforar a... .. .. .. • 1.0' l. 
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GLOSARIO DE TE.RMINOS t'•EC:ICC·S OKCOLOEICC·~, 

Carcinorn; cn:Cimler.to rr•alignc d_€· tejido Epidérmico (p.ej. piel. mtrr:brar.a) 

mucosa) y derivado!· corroe· las gl~nc:'1.J as. 

Coriocarcincma; un turrc•r altamer.tE mtligno originAr.c:'cse de células ccr!O

nlcas, usualm1mte c:'€·!~0ués de L'r.a mola hidatldifcr-me, pero pu•de se¡;1.lr -

abc•rto C• aar: preñE!z ne rma l, r6pidarr~ nt.e hace ir.et.astas Is es pee ia lmerte ---

hacia los pulmor.es. 

Mela hidetidiforme; ur1a c~r.dic!On er. c,ue el VE:llo ccr!Onlcc- ú· la pl_acen

ta sufre L'na dq;eneraclón ctstlca y El fE:tc E·! absorbidc. Une pro~crc!On 

de• las 11\C•la!. sor. écthas y se ccrtin6an rerwner.tE:S call'tlo!. rr«1ligr.cs pue-

der. continLar dardo c·rigen a un cc·rioE~·iteliorflil. 

Serr•lncm.; ur. turrcr maligno de los testlculos. 

Teratoma; un tumcr dt- origen errtrl6nlco y ccrr·~uEsto c:'e \t.rias. e~.truc.turas 

incluyenc'o tejidcs tanto epitelial r.c·mc cc·nHtivo, mAs ccnu.mE!r.te er.cor.-

trac!c• er. los O\orlos) tt:Sttculos, la mc::)orla ser. rrill!grcs. 
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