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ELABORACION Y CONTROL 

DE CALIDAD DE LA ANTI 

GLOBULINA HUMANA (SUE 

RO DE COOMBS) POR VA 

RIOS METODOS. 

OBJETIVO: 

A).- Preparar una antiglobulina humana ( 	Suero 	de 

Cacimba), de acuerdo a loa métodos descritos originalmente por 

Coombe, Mourant y Mace, para comparar las características de 

los sueros obtenidos a partir de dos fracciones globulínicas 

preparadas por diferentes métodos. 

B).- Confirmar la efectividad y confiabilidad de los 

sueros entiglobulínicos humanos obtenidos, zun muestraspropor 

cionedes y controladas por el Banco de Sangre del 	Instituto 

Nacional de Pediatría (DIF). 
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INTRODUCCION 

En le actualidad vemos que debido al desarrollo y pro 

greso de las técnicas de laboratorio para la detección y pre 

vencían de diversas enfermedades, éstas se han ido mejorando 

haciéndose más sensibles y específicas, de aquí partimos pare 

realizar el trabajo que e continuación exponemos. 	El método 

de la antiglobulina humana (suero de Coombs), desarrollado en 

1945, tiene amplias aplicaciones prácticas dentro de algunos 

campos como la Microbiología; por ejemplo en al diagnóstico 

de algunas enfermedades virales donde se emplea la técnica de 

Inmunofluorescencia indirecta, para la cual, se utilizo un en 

ticuerpo de especie previamente marcado con una 	silat■nrle 

fluorescente contra los anticuerpos que se investigan. 

La pruebe de la antiglobulina humana tiene también una 

gran importancia en Id inmunología de Inmunohamatología, en-

donde podemos mencionar el diagnóstico de enfermedades como - 

le Eritroblastosis fetal, que es producida por un isoanticuer 

pu contra el factor Rh sanguíneo de los eritrocitos del recién 

nacido. 

-.w.-., 	más importante de la 

prueba de Coombs, que se hace Je manera rutir/aria en el 5ar7 - 

de sangre, es cuando se efectiler las cruet:rs 	2 	 a 

dores y receDtcres. cara .lete=t,.: 'I 



son compatibles. 

Finalmente podemos mencionar el uso de la prueba de 

la antiglobulina humana en campas como la Química Legal, para 

casos de paternidad, ye que se pueden investigar tanto en el 

padre, como en el hija algunos antígenos de superficie de los 

eritrocitos, que se detecten solo mediante la prueba de la an 

tiglobulina de Coombs. 

Debida a la gran importancia y a las amplias aplica—

ciones de la prueba de la antiglobulina humane per■ eldiegnás 

tIcú y prevención de enfermedades, nos propusimos llevar a ce 

bo ísta investigación, como tema de tesis profesional. Además 

de considerar que podría ser un esfuerza útil para el país. 

reduciendo nuestra dependencia científica y tecnológica. 



CAPITULO 

GENERALIDADES: 

HISTORIA.- Aunque Moreschl, en 1908 fui el primero en 

establecer el principio de le prueba de le antiglobulina - 

(1, 2,), fueron Cocaba, Mourent y Rece, en 1945 los primero, 

en emplearla pera la detección de eglutinines Rh incompletas 

a débiles. 

Originalmente, se pretendió usar ia prueba como un mi 

todo de investigación, con referencia especial al efecto 	de 

[
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	•glutininse débiles o incompletes del factor Rh, les cuales 

en muchos cosos provocaban la sensibilización de eritrocito. 

humanos con el entígend correspondiente, produciendo cuadros-

pan:n.691cm! cama la enfermedad hemolftica del reciér nacido 

-2- 
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t 
y reacciones postransfusionales. 

Wiener y Peters (1944 - 1945), postularon que los cua 

dros clínicos mencionados eran debidos a un proceso de isoinmu 

ho 	nización; sin embargo los isoanticuerpos responsables no po- - 

dian ser detectados mediante una reacción visible 'in vitro", 

• 	en éste ceso par una hemeglutinación. Le razón de esto ere: 

que los isoanticuerpos por ser "incompletos o univelentes"(IgG) 

no pedían producir la hemaglutinealón, le cual se manifestaba 

cuando el anticuerpo era una eglutinine Rh completa (IgM). 

Le prueba de Inhibición a bloqueo ideado por Wiener - 

1944, ere, par consiguiente el único mitad° pare poder de--

tectar éste tipo de anticuerpo. Le prueba consistía en sensibi 

linar eritrocitos con anticuerpos (IgG) enti - Rh (D), pare 

posteriormente ser tratados con un anticuerpo 1gM homólogo, le 

hemeglutineción no se producía ye que la acción del primer an-

ticuerpo °bloqueaba°  la acción del ¡segundo; por cubrir los si-

tios entigínicos de los eritrocito. Rh (D) positivos. 

ESQUEMA DEL METODO DE WIENER (1944). 
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Anticuerpos (IgG) 

anti - Rh (D) 

Eritrocito. 
humanos Rh (0) 
positivo.. 

Eritrocitos 
humanos san 
sibilivadta. 
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Anticuerpos (IgM) 
	

Eritrocitos 	Acción de 
humanos sen 

enti - Rh (D) 	sibilizadoí. 	"bloqueo'. 

En 1945 Wiener publicó un método pare detectar 	las- 

eglutinines (IgG) anta -fin (0), que se diferenciaba de los mí 

todos ordinarios da aglutinación en le sustitución de la so 

lución salina 'satánico como diluyente de la prueba, par plus 

me o suero humano compatible. Ea decir, la suspensión de eri-

trocito. era ajustada a una concentración del 2% empleando co 

mo diluyente suero o plasme humano. Más aún, el suero probado 

pera la detección de eglutinanes (IgG1 enti - Wh (D) podía 

ser usado sin diluir o bien diluido con suero o plasma huma-

no, para el caso de la titulación. Wiener propuso el nombre 

de conglutinación para ésta prueba, con el Propósito da dis—

tinguirla de la prueba de aglutinación ordinaria. 

Sin embargo, Coombs en 1945 argumenta nue ésta terral 

nologla no debía ser empleada en la prueba de Wiener dado que, 

de acuerdo co- DDzn /14111 '.-s- An se rafe 
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ria e la reacción producida cuando se agregaban coloides bovi 

nos (conglutininas) a eritrocitos tratados con sueros homólo-

gos deacomplementarizedos. Más aún las conglutininas solo he 

bien sido demostradas en los sueros de rumiantes. 

En lugar de un suero hiperinmune preparado por 'einem 

nizacitin de un animal con eritrocito* humanos como inmunógeng 

se podía emplear un suero humano normal que tuviera eglutini-

nes naturales pera los eritrocitos humanos. 

Por otra parte, la coaglutinación ae presentaba cuan-

do un antígeno y un anticuerpo homólogos, bojo condiciones 

apropiadas aglutinaban eritrocitos de otras especies animales 

(1, 2, 3). 

En 1945 Coo■bs y cola. al trabajar con suero antiglo-

bullnico humano preparado en conejos, con eritrocito. sensibi 

Huidos par un anticuerpo globulínico incompleto, observaron 

que se producía una hameglutinación franca o ausencia de esta 

■l emplear eritrocitos humanos lavados, no sensibilizados. El 

método originalmente descrito por Copaba, y cola., era al si-

guiente: 

Se ponían dos gotas de una suspensión de eritrocito. 

humanos Rh (D) positivos en un tuba de ensayo, conteniendo un 

Igual de suero numano en estudio; Que podía ser fru., 

co o calentona e 560C. de 30 e 60 minutos, también se emplee- 

- 5 - 



ban sueros controles negativos, los cuales no deberían tener-

aglutininas (IgG) Rh especificas contra los eritrocitos de 

prueba, as! como un control canstitufda par :.cc yctcc 
	

n,1" 

alón salina isotónica. El tubo problema y los controles nega-

tivos se incubaban a 37 OC, de 30 a 60 minutos, tomando des-- 

• pués una pequeña muestra con una pipeta Pasteur, la cual se 

observaba micorschicamente; si existía hemaglutinación, 	la 

prueba de la antiglobulina humana no se llevaba a cabo.Sin em 

barloo, la ausencia de hemaglutinación indicaba dos posibilida . 

des: primero, que el suero en estudio fuese compatible con los 

eritrocito. humanos probados; segundo. que el suero problema 

tuviera aglutinines demasiado débiles a incompletas, por lo 

que no eran detectadas por una reacción de hemaglutinación. 

Para excluir estas dos últimas posibilidades se lleba 

be a cabo la prueba de la antiglobulina humana. Los eritroci-

tos no aglutinados en el primer peso, eran lavados tres veces 

con solución salina isotónica, después, se preparaba una sus-

pensión final de eritrocitos no aglutinados al 2%. A éste Gl 

time se Olmeda un volumen igual de una dilución apropiada de 

suero antiglobulina humana (previamente inactivado a 56 OC de 

30 a 60 minutos y absorbida con eritrocitos humanos tipo A, 8 

y 0). Esto se hacia para asegurar que el suero hiper-inmune, 

e la dileleihn empleada, no tuviera aglutininas inespecinaas 

contra los eritrocitos empleadas en la prueba. Después de un 

periodo de incubaciar a 37 OC., 	37 a 52 



tubos se leían macroschicamente para ver la hemaglutinación. 

En ese mismo año de 1945, Coombs, y cols., postularon 

que mediante el empleo de éste método se podía demostrar la - 

sensibilización "in vivo" de los eritrocitos de niños con pa-

decimientos hemolíticos, aún cuando no se hubiesen demostrado 

aglutininas libres en sus sueros, siendo necesario par■ ello 

exponer los eritrocitos sensibilizados por el isoenticuerpo 

anti-Rh, al suero entiglsbulínico humano (1, 2). 

Posteriormente Diamond y Abelson en 1945 mediante el 

uso de la antiglobulina humana, comunicaron la existencia de 

formas incompletas de agiutininas anti-C, anti-E, ■nti-E, en- 

ti-é. 

El uso de la antiglobulina humane permitó le detec- - 

ción de otros sistemas antígeno - anticuerpo, en los que por 

diversas circunstancias, la reacción de sensibilización, no se 

observaba. Par ejemplo, Levaine y Gil■ore, en 1945 reportaron 

la existencia de aglutininas incompletas (IgG) anta-eritroci-

tos de carnero encontradas en casos de mononucleosis infeccio 

En 1947 Coombs y cals., establecieron definitivamente 

que el método de la antiglobulina humana empleado para la de-

tección de anticuerpos (Igii) anti - Rh, era una reacción espe 

- 7 - 



cific■ antígeno- anticuerpo entre la entiglobulina humana y le 

globulina humane adsorbide a loa eritrocito. Rh (D) positivos. 

Demostraron 'hunden que el anticuerpo presente en el suero del 

conejo inmunizado; el cual aglutinaba células sensibilizadas 

con el anticuerpo (111G) anti-Rh (D), era un anticuerpo 	anta 

- 1 -globulinico humano. Y que el anticuerpo agG) anti-Rh (0) 
estaba presente en le 	)1- globulina humana. Los autores su 

girieron donde entonces que tal vez, pequeña■ cantidades del 

anticuerpo (IgG) caten contenidas en les globulina' 40( y 	. 

Lee conclusiones anteriores fueron el resultado de 

los siguientes experimentos. 

Cuando se trataron con sulfato de amonio sueros huma-

nos completos que contentan el anticuerpo (IgG) enti - Rh (D), 

se encontró que el precipitado obtenido con un 33% de satura-

ción, contenía una gran cantidad de II- globulinas, y por 

consiguiente, la mayor parte del anticuerpo (IgG) anti-Rh (0), 

mientras que el precipitado obtenido entre el 33 y el 50% 	de 

saturación con sulfato de amonio, contenía una mayor cantidad 

de 41( y )5 y Que en menor grado )1 - globulinas. Este ani-

mo precipitado une vez resuspendido, no sesibilizabs a los - 

eritrocito* Rh (D) positivos tan fuertemente como lo hacia el 

primero. 

En ctrm expert!nertn. se :tserJ'S. s, .:e- _. 	Que 



un suero htperinmune enti-albúmina  humane preparado por el mé 

tudode LDhn era uepáz de priducir la aglutineciAn de eritroci 

tos sensibilizados con el anticuerpo (IgG) anti Rh (D). 	Apa 

rentemente el suero anti-albúmina humane era capaz de resccio 

nar inmunológicamente con el anticuerpo (IgG o anti-Rh (D).). 

• 	
Para excluir lo anterior, se efectúa el siguienteexpe 

rim•ntc: se prepararon verlos sueros hiperinmunes por inmuni 

zacién a concia. con los divTrsne c-mponentes protéicos de un 

suero humano: ■lhúminq, ce a fr 	Y 
	r - gIobulihee, loe- 

que fueron obtenidos por el fraccionamiento protéico de un 

Rue** humano total, (esto involucraba procesos físicos y quimi 

cos, por ejemplo, la precipitación con sales, precipitación - 

con solventes miscibles en agua, como el etanol, y electrofo-

razia (1, 3, 8). Se siguió un esquema de inmunizaciéneplIcen 

da cinco inyecciones con dosis de 0.1 ■g. de proteínas edminis 

tracias intraperitoneelmante a intervalos de 4 días. 

LOS SUEROS HIPERINMUNES 

Fueron inactivados a 56ºC de 30 a 60 minutos v luego 
• 

absorbidos con eritrocitos numanos A. 8 D. pare usarlos en - 

la prueba de neutralización frente e sus respectiva■ fraccio- 

nes pretiles.; sibil:sine, 	, 00 , y 	> -globulina., con 

el propósito de ver si eres especificas. Las cantidedes equi 

velentes de los sueros hiperinmunes, fueron determinadas por 

- 9 - 



el mítodo de proporciones óptimas, usando cantidades constan-

tes da anticuerpo (1, 8, 12). 

Del experimento anterior se vió que los sueros hipar-

inmunes preparados contra las diferentes fracciones prot&icss 

humanes resultaban no ser absolutamente específico* frente a 

sus respectivas fracciones, ocluís se vil) que la neutraliza—

ción de los sueros hiperinmunes con albúmina humane no afecta 

be el titulo de la algutineción de lo■ eritrocito* de pruebe 

sensibilizado• con anticuerpos (Ig) enti-Rh (D). Sin embargo, 

le neutralización de las sueros hiperinmunes con les diferen- 

tes fracciones globulínices 	mik y A en ese arden, mo 

dificaben le capacidad para aglutine; los eritrocito* de prue 

be. Que demostró lo postulado por Coo■bs y cola. (3). 

Posteriormente, en 1948, mediante le aplicación del - 

método de la entiglobuline humane se pudo demostrar que la he 

moglobinurie paroxístico al frío, era debida a un auto-anti-

cuerpu LIBIO, denominado anticuerpo de Donath-Landsteiner, (4 

9). 

r 

1C - 
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CAPITULO Il 

PRUEBA DE COORBS. 

La prueba de la antiglobulins humana puede efectuar-

se en sus dos formas conocidas, la prueba directa de Coomba 

(PBC) y le pruebe indirecta de Copaba (PIC). 

En primer lugar debemos tener en cuente que le neva-

ría de los anticuerpcs humanos denominados incompletos unive-

lentes o bloqueantes, son de naturaleza globulínica de la cle 

se (IgG). Si recordamos que la entrada de una proteína extra-

As (antígeno), a un individuo inmunocompetente provoca la pro 

ducción de un anticuerpo específico contra ese antígeno, el - 

anticuerpo producido radicará en le fracción globulínice del 

suero n ;lacee, de mcdo que :vende el entfgend y el anticuer-

po se mezclan en proonrciones adecuadas se producirí un■ reac 

- 11 - 



ciar'. Esta puede ser una hemaglutinaci6n, si el antigeno es-

un factor sanguíneo existente en le superficie de los eritro-

cito, y el anticuerpo es capaz de reaccionar a él. Sin embar-

go, muchos anticuerpos no producen hemaglutinación en medio - 

salino, aún en presencia de sus antlgenos;eritrocitos especi 

ficos. En segundo lugar, si añadimos un anticuerpo antIglobu-

línicoa los eritrocitos humanos sensibilizados (revestidos) 

COM! fieltineemrpn (I;S) producirá la aglutinación da dichos eri 

trocitos. En otras palabras, el suero antiglobulínico humano 

es en realidad un suero hiperinmune que reaccinne con el anta 

cuerpo globulínico humano que se halla recubriendo la superfi 

cíe de los eritrocitos ya descritos. 

Prueba directa de Coomba (PDC). Sirve pera detectar-

anticuerpos (IgG) adsorbidos 'In vivo' a los eritrocitos que 

tienen en su superficie los antígenos específicos correspon—

dientes. Por lo general, una prueba positiva muestre una heme 

js 	eoecuadmor,snte preparada de los 

eritrocitos sensibilizados, después de añadir el suero 'mil--

globulínico humano. 

Algunas de las aplicaciones de asta prueba son: El 

diegrdiatico de enfermedades hemolíticas del recién nacido; 

cuando se usa para probar la sensibilizaci8n 	los eritroci- 

tos del recién nacido, pon anticuerpos eleticrar:s ror la ma—

dre y rue pasan a: !-,Ija Zu;.;:te  14 entalón. o al nomento Pal 

- 17 - 



parto (5). 

A...t. 1. nnr 	. f.4.11 	i.1 opetudiú de les anemias - 

heaolíticas adquiridas, en les que un anticuerpo pruciuciliülüI 

el paciente recubre sus propios eritrocitos; la etiología un 

estos casos, es por un auto-rnticuerpo que suele ser del tipo 

IgG. Otras de las aplicaciones de esta prueba es la investiga 

ci6n de las reacciones postransfusionales, en donde el pacten 

te, par csugee de une iapineunizeci6n previa el ser transfun-

dido con una sangre para la cual tiene isoenticuerpos, provo-

ca la hemólisis de la sangre del donador o de su propia can--

gre. Estas reacciones se pueden evitar en gran parte si se - 

realizan les pruebas cruzadas. 

- 13 - 
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PDC. 

41 Eritrocito. humanos 

sensibilizsoos - In-

vivo• por anticuer-

pos incompletas bu-

:unos. 

• 

Antigicbulina humana 

(Suero 	 maskaglutinacitn 

rnnsRs)_ 

PRUEIA DE COCIMOS DIRECTA. 

- 13s - 



Pruebe Indirecta de Cacimba (PIC). Es une pruebe 	en- 

dos ?enes, usada para detectar la presencie de anticuerpos in 

completos o univalentes (Ig6), circulantes en el suero de per 

eones sensibilizadas a uno o más antígenos sanguíneos. En le 

primera fase de esta prueba, se permite que los entigenos se 

adsorben *in vitro` e los eritrocitos que contengan en le su 

rirficie el antígeno correspondiente, er condiciones 	adecue 

das de incubación. 

La segunda fase de esta prueba consiste en elidir el 

suero antiglobulínico humano a los eritrocitos sensibilizados 

d in vitro', lo que producirá una hemeglutinecián. 

Las aplicaciones principales de la PIC, son: el estu-

dio de le isoinmunizaciln producida durante el emberaxn, cuan 

QajZfir , 	fu1.0 tienen diferente Rh o grupo sanguíneo. 

También se usa amplia y rutinariamente como un proce-

dimiento sensible cuando se efectúan las pruebas cruzada', pa 

re descubrir ciertas incompatibilidades, que otras técnicas - 

no revelan. Así, como pare detectar antígenos débiles ovarían 

sistema Rh., le PIC., se usa también en la tipifica--

diveráus grupos sanguíneos can ciertos sueros hiperin 

munes (anta-Duffy, anti-Midd, anti-Kell, anti-Lutheren, anti-

Leerle, anti-Diego), los cuales requieren la acción de Is enti 

globulina humana para producir una hemaglutinación. 

Existen modificaciones de la PIC., que, en algunos ce 

sos, tienen una sensibilidad aumentada gracias al uso de eri-

trocito, tratados con enzimas como la tripsine, papalina, fici 

nis, y úru"eiina, raciiita ie nenaglutinación de los eritroci- 

to* sensibilizados. Nc obstante, dicha modificación, no 	2 

de usarse para la detección de ciertos factcre 1- a -;Lincr.s --

con los sueros hiperinmunes, coma el anti-S, arti-M, anti-N,- 

ya cue son destrLidos c ruedan 	 :a acri5n Ce 
dicnes 

tea del 
_.£_ I. 1.1.1$ uQ 



1 

REPRESENTACION ESqUEMATICA DE LA PIC. 

le. Fase: 

Anticuerpos incom- 
pletas presentes en 	.1 	el antígeno homólogo. 
■1 suero de pacien- 
tes. 

Eritrocitos humanos con 

--- Eritrocito. humanos sensibilizados "In vitro', 
--- por el anticuerpo Incompleto del suero del pe 

ciente. 

2e. fase: 

Eritrocito. humanos mensIbi 
Mildo. "In vitro' our el 
anticuerpo incompleto 	del 
muero del Paciente. 

* 

Suero Anti-
globulina -
Humana. 

--- memeglutina — 
ción. 

- 14s - 



1 
PRUEBA DE CONSUMO DE LA ANTIGLOBULINA HUMANA 

La acción de la globulina humana, sin combinar neutra 

liza e la antiglobulina humana e impide le actividad agluti- 

nante sobre eritrocitos humanos axnxibilizados *in vitro* por 

el anticuerpo (IgG), anti/Rh (D).Por tanto la variante denomi 

nade pruebe de consumo de la antiglobulina humana he sido ea-

oleada par■ demostrar otros tipos de padecimientos no hemoll-

ticos, por ejemplo, la piirpur■ trmbocitopenice idiopitice - - 

(PTI), 'gamma globulinemi.s e hipoglobulinemias. El principio 

de la prueba para el caso de l■ PTI., consiste en agregar ple 

quitas lavadas can solución salina isotónica de un paciente,-

a un suero hiperinmune entiglabulinico humano, el cual luego 

se titula con eritrocito. humanos sensibilizados "In vitro' - 

por el anticuerpo IgG enti-Rh (D). Si observamos una heme--

glutineción podemos decir. que el título de anticuerpos enti-

plaquetariox (adsorbidos en plaquetas) es bajo, en el Ceso - 

de que no se observa hameglutineción, indicará; que le enti--

globulina añadida fui consumida por los anticuerpos antipla--

queterios eldsorbidos y su titula estaré elevado. La pruebe 

• 

	

	 debe ser cuidadosamente controlada empleando pare ello, ola-- 

Quitas normales, que se tratarán exactamente del mismo modo - 

que las plaquetas del enfermo (9. 7). 

Otra aplicación de la prueba, es en 1s investigación 

de loa marcadores genéticos de los enticuerpos (alotipos Gm,-

Am e Inv.), las cue se estudian en `creta rutinaria para los - 
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tracplantes de órganos. En la actualidad, la prueba de consu 

mo de antiglobulina humana pera este caso particular he .1 .4. 

sustituido por la prueba de hemaglutinsción pasiva, que ea 

mis fíen de manejar, (7). 

- 16 - 



ANEMIAS HEMOLITICAS AUT0INMUNES. 

El reconocimiento de que ciertas alteraciones de la /- 

sangre eran debidas a un mecanismo de autoinmunidad derivada de 

observaciones efectuadas a principios de este siglo. En 1904 

Donath y Landsteiner sugirieron qua la hemoglobinuria paroxis 

tica al fria era gestionada por un anticuerpo, una hemolisina 

que edsorbida en loe hematíes humanos, a bajes temperaturas - 

provocaba ■u lisia por acción del complemento una vez que se 

calentaba de 30 a 37 QC. Widul y Oola.,publicaron en Fruncís 

sus primeras observaciones y sugerían que la ictericia hamo-

lftics adquirida podía ser debida a la formación de autohem■ 

glutinines. Mas tarde Chaufar y Vincent insistieron sobre el 

papel de las hemolisinas como responsables de la encele heme 

lítiCe aguda, asociada con la hemaglobinúria. Sin embargo 1■ 

importancia de estas observaciones no fueron claramente de—

mostradas hasta 1946 con la aplicación de la prueba de le sn 

tiglobulina humane, con lo que fué posible confirmar que los 

cuadros clínicos antes mencionados eran debidos a la presen-

cie de autoanticuerpos. además se sabe actualmente que la a-

nemia hemolítica adquirida, la púrpura trombocitopénica idio 

pétice y ciertas granulocitopenies, todas elles de etiología 

desconocida, así como las discracias sarguineas debidas a 

medicamentos, san resultado de un mecanismo inmune. La idee 

de que la PTI pueda tener una patogenicidad similar y ser - 

debide e eutoenticuerpos entipiaquetarids es mes :e!:iente. 



pos  procesas j'Y 	 arectan a las erltroci-- 

tas son: 

np- ticas autoinmunes quF _ceden 

ser prImarias c 	i'.,ar`:_il-In25 4:.:-. 1es y linfomes. 

2.- Hemoglooinuria paroxIstica al fría. 

3.- Anemias hemalítipas autoinmunes, Oobides a medica 

mentos. 

1.- Anemias hemolíticals autoinmues: 

a).- Anemias hemoliticas autoinmunes tipo enti---

cuerpo en caliente. Se sebe que són autoanticuerpos con espe-

cificidad definid.; casi todos ellos listín dirigidoe contra - 

antígenos Rh, específicamente el anta-E, que se pone da ~ti-

tirito mediante pruebas inmunoquímices coma le elución del su 

toenticuerpo de eritrocitos de individuos sintomíticoa, se he 

vista que reaccionen de forma cruzada con les globulina§ nor-

males y tienen un coeficiente de sedimentación de 7 S. 

Los anticuerpos que aglutinan en frio 	loe Tritroci- 

tos humanos, Independientemente de su grupa sanguíneo, han si 

do denominados nr: específicos;in embargo, se ha demostra 

do que estos autoanticuerpos tienen una especificidad anta-I, 

para los antígenos l presentes en los eritrocito, de casi to-

das los humanos adultos. a exepción de los 1-adultos y de los 

recién naciCds. J.:n 	se :es ha denominada agluti 



minas fisiol.A.;11-3s, 	a 
	

es Fij3r 7112a.1, 

dei complemento. 	uptencial-"erte l!t'cJs. 

la PDZ., 	 -7 EZi37' .2 el us= de - 

sueros niperinmun es, 1'2 esoe.,Jificidad ar7ti-n3 	Y -globulina y 

de amplio espectro. 

La PIS., es positiva y no depende de la gravedad del 

enfermo, como en eI casa de la anemia nemolitica tipa "anti—

cuerpo calienten. 

2.- Hemoglabinuria baroxlatita al frie. 

El agente etfolligico as al anticuerpo de Donath-Lands 

teiner (D-L), que es un anticuerpo bifíaioo (requiere de la 

reacción (frío - calor); se cree que es una macroglobulina 19-

S (IgM), pero el paso por placenta sugiere que se trata de una 

inmunoglobulina IgG. Para ponerlo de manifiesto su efectúa la 

reacción de Donath-Landsteiner (frie-caliente), estas inmune--
► 

globulina, pueden formarse un diferentes circunstancias, se ad 

cite que pueda estar asociado a enfermedades vírales. La PDC., 

es típicamente positiva con el suero de Coombs de amplio espec 

tro o de especificidad ati-no- r -globulina, en tanto que la-. 

PIC., es positiva, siendo necesaria la inactivación del cumple 

mento del suero vr estudia, para evitar la hem6lisls. 

EV'EPMEDA:;ES AUT2I1JmInE7 	HEMDLIT:CAS. 

1 IgJe: I 2 	a-e-3s -c-21:tizas 	SUP 



le haber casas primarios y  _-:J5ecutivD5 a infecciJnes, linfomas 

así como debidos a meiiparnnt.11s. .95siz_amartc 1.bJrza dps uvuce-

sos autoinmunes. Las que arectan a las plaquetas y los que 

afectan a las leucacit_ls. 

En la actualidad san estudiadas mediante la prueba de 

consumo de la antiglobulina humana, usando un suero de Coombs 

de amplio espectro. Las agentes etiolágicos para ambos casos - 

supuestamente son inmunoglobulinss humanas que reaccionan de - 

forma cruzada con les globulinas normales, Para este propósito 

se practica la prueba en sus das formas: Directa, que es muy 

sensible, precisa, pero difíLil de practicar, dado que se re--

quieren grandes cantidades de sangre, e Indirecta que 25 sen-

sible y a menudo positiva en la PT1. (4,6). 

- = - 
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CAPITULO 	III 

El suero antiglobullnicp humano puede 
obtenerse median 

te la inmunización de varias especies animales 
de laboratorio, 

cuando se inmunizan can la fracción globulinicn humana. Losen/ 

males 'más usados son el conejo y la cabra. Zn nuestro ceso pre 

tendemos obtenúr dicho suero hiperinmune, siguiendo la técnica 

descrita originalmente por Coambs y cals. (1, 2, 3). 

El esquema propuesto para la 
obtención del suero hi-- 

11. 

	 per inmune antiglabulínico humana es el siguiente: 

s 

	

	A).- Cbtenci6n de 1ns antIgenus; er este caso de la -

fracciltn glebullnica liui:,ana a partir de cuatro nueras humanos 

de Individuos de tipa sanguínea 3 Rh 7:_lnlue puede 

usarse aualcuier tipa ae suera sin irps:tar el grapa sanguíneo 
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y Rh. Nosotros usarenc,; pl sJerp de individuos del grupo O - 

Rh positivo pnraue 25 	ip --1tonDr d:=1: 	Indice en - 

nuestra poblaci6n, 	11- ,.ita la .roducci13- JP 	inespecí 

finas anti-A y 	, ":27 CZ'SigUiert,'" 	.li'3 la purifica-- 

ción de las sueros 	1:Jerinmunes a --Jtenl':  (', 2 , 3, 8). 

Para la obteni6n ¿Je los antloenps se ._sarán 2 métodos - 

diferentes: precipitació por sales emp:eands el método de groom 

y la precipitación par el método del etanol frío o método de 

Cohn. 

BI.- Evaluación de las fracciones globullnicas humanas 

usadas como inmunógenos: será la técnica de Electroforesis 

pera ver si quedaron libres de otras frace4ones proteínicas - 

presentes en el suero humano. por ejemplo:le albúmina. 

C).- Valoración ce la cantidad de proteínas de las frac-

ciones glabullnicas; la determinación se hará por el método de - 

Loury, en caso de ser necesario se siustarán las concentraciones 

de nuestros antígenos a una cantidad adecuada de proteínas para 

ser usadas en la inmunización de conejos. 

	

O).- Inmunización de conejos, se emplearán dos 	esque- 

mas de inmunización diferentes.  así cor-p un lote de tres cone- 

jos raza híbrida, Mueva Zelanda-California; para cada inmunlige 

no obtenido. 



E).- Obtención y pL:ifizazJión Je los sueros hiperinmu 

nes ent$glon-línices numanb: be harA la evaluación electrofo-

rética de dichos sueros hiperinmunes, así come la inactivación 

y absorción de aglutininas inespecíricas al er-.7.1.par eritroci-a-

tos humanos A, B y O. 

Comprobación de la efectividad de las antiglobu-

linos humanas obtenidas: 

Se verificará le capacidad de estos sueros hiper 

inmunes por su capacidad de aglutinar eritrocitos humanos Rh - 

(D) positivos, previamente sensibilizados "In vitro" con el en 

ticuerpo IgM enti-Rh (D) diluido 1:16 en solución salina isot6 

nica. Tembiin se efectuarán pruebas de potencia y determina— 

ción del titulo de anticuerpos específicos de dichos sueros hl 

per inmunes. 

6).- Aplicación de la pruebe de Copiaba en sus dos lar 

mas conocidas. Se usarán los sueros hiperinmunes obtenidos, en 

pruebas de rutina en el Banco de Sangre. 

H).- Recopilación y análisis de datos obtenidos. 



CAPITULO IV 

MATERIN.Y METODOS: 

1.- Suero fresco de cuatro individuos tipo sanguíneo-

O Rh positivo. 

S. prefiere el suero de este tipo de donadores por ve 

ries razones: 

Es un suero fácil de conseguir debido al alto Indice-

de individuos con este tipo sanguíneo en nuestra roblaclEr.evi 

te la producción de aglutininas inespecíficas anti-z v anti-B, 

pues no hay sustancias solubles A o a. como sucede en el suero 

de personas secretoras Que tienen ;rudo sanguíneo A, B o AB. - 

En cuanto al factor 	ceoe s:: :r 	cositivcs o 

Rh negativos 	que no se 	:7:zleds:es :e nuestros 

ant:gerns a __tener. en as__ 	la 	;lco:11-ica 	73 

- 7 th - 
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na que se untien2 ozIr 1.7.1; 	ie purificadin y separación 

mencionados a contin,lapin. 

Los 	 empleadoa, - 

son del tipo denc7iraJus como irespezificos. Pues para éste --

propiSsito se usan spore todo 11:g.,Jnaz le las propiedades fisico- 

uuímicas de los antcerpz.s, En 	c-e para los métodos es- 

oecl'icris se re...iere forzosamente de reacciones antígeno-anti 

cuerpo. 

MEIDDOS: 

Precipitación de glcbulinas humanas con alumbre - 

potéalco. (Matado de Proom). 

Precipitación de globulinas humanas con etanol 

fria (Método de Cohn). 

En lo sucesivo nos referiremos como antígeno I a la - 

fracción globulinica obtenida por el método de Proom y como en 

tígeno II a la frazot5n globulínipa humana obtenida por el mé-

todo de Cohn. 

ObtenciEln del antígeno I: 

La precipitación de proteínas en soluoi6n Que se pro- 

duce al añadis za1.7:i. SE cal-,a e-  :a 	 iones 	- 



salinos aoregadcis, 	:.2,:-.5iq.iente la deshidratación de las 

moléculas protelnicas (5, 12, 13) 

T E C N I C A: 

1.- Diluir 25 ml. de suero humana onn 60 ml. de agua 

destilada. 

2.- Agregar poco a poco 90 ml. de una solución al 10% 

de alumbre potísico en agua destilada, con agitación constante 

-2' 4 S2 	;
3  .11 Z 5,7,4  .2 	i 	P.N.m 948.7 - 	2 

3.- Ajustar el pH a 6.5 con N'OH 5 N. (20%)Y centrifu 

ger a 3000 r.p.m. durante 30 min. 

4.- Lavar el sedimento dos veces con 200 ml. de una -

solución salina teutónica, que contenga mertiolato 1:10,000. 

5.- Suspender el precipitado lavado, en solución san 

ne isotónica que tenga mertiolato ( 1 :10,000), para un volumen 

final de 100 ml. 

Obtención del antígeno II: 

El método ny hlkna an 2 
dlzminución de la solubilidad 

de las proteínas 
en soluzin al agregar un solvente miscible en 
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agua, 4UE 

y por consign..-: 	Ha la3 ruer - lp 'ItrnrriAn  

entre las moléculas lo .zedas de proteína- . =1 trabajar en con 

diciones; 7.27-1 11-3 	.:.pratJras, 	y fuerza io- 

nica, prevee la Jesnotrulizaci6n dp las proteínas. En ocacio 

nes agregan iuncs 	 para separaciones más específicas, 

por ejemplo: el ploma, obtenido subfracciones de globulinas --

usadas en pruebas inmunoquimicas. (8, 11, 13). 

TECNICA: 

Todo el proceso se lleva a cabo en cuesto frio a - 

aproximadamente 50C., todos los recipientes y reactivas deben 

enfriarse a esta temperatura antes de comenzar la precipitación 

El etanol se agrega gota a gota mediante el embudo de separa—

ción lleva adaptada en el tubo de salida una pipeta capilar pa 

re que el tamaño de la gota sea pequeño, cuya velocidad debe - 

regularse de manera que no se forme espuma. Le cantidad de eta 

nol que debe de agregarse en cada paso se calcula mediante la 

siguiente fórmula: 

C
2 
. V

p
H 

50 

C
1 
 . C

2 

DONDE : 

V
5C

= 7blu"-ren Ce eta-o. al SS% nue cebe ser agregado a 

la soluctr 	:1;t7!nls. 
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Íe 

• 

;1 h - 
	

de prot•_inas Liju_stado a 

un pH dauc. 

C 1, 	Concentración de etanol (50%). 

C2n 
	

Concentración final ce etanol deseada. 

PR OCEDIMIEN TQ: 

- Diluir un volumen de suero con tres volúmenes de 

agua destilada. 

Dependiendo del pH que tenga esta solucian, utilizar - 

un■ solución 0.05 M. de ácido acítico o de una solución 0.05M. 

de fosfato diaódico pare llevarla a un pH de 7.6 - 7.7. 

- 
Colocar le solución en bailo de hielo picado y mal - 

gruesa, hasta que alcance la temperatura de 0-1 9C. 

- 
Con agitación constante agregar etanol frío al 50%, 

gota e gota beata tener una concentración final de 20%. Duran-

te este paso y el período de precipitación, la temperatura de-

be mantenerse de O - 1 LIC. Generalmente la temperatura del ba 

flo de hielo picado y sal gruesa es de 3 a 501:. más baja. Sise 

observa que al ir agregando el etanol la temperatura de la mez 

cla au^enta -ás Ce J^ grada -:r-tí2raic, se 'Jebe agregar el al- 



cohol más lentamer.te. Para L:alculal el volumen L1E2 etanol que - 

debe agregarse a la soluciSn de proteínas, se aplica la si-

guiente ecuación: 

V5c. 2/3 	aw  7.7 

O ti D E: 

V
50

= Volumen de etanol al 551 que debe ser agregado 

PH 
	7.7 m Volumen de la szlucicSn de proteínas a 

pH de 7.7. 

4.- Dejar la mezcla de etanol - proteínas durante to-

da la noche a temperatura de DgC. 

5.- Pesar los tubos de centrífuga de 50 ml., anotar - 

el peso, colocarlos en un baño de hiele picado y sal para que 

se enfríen a On., pasar la mezcla a estos, colocar los tubos 

en las camisas para frascos de 250 ml. rodeándolos con hielo 

pilado y sal gruesa. 

6.- Centrifugar a ":0C., durante 3D minutos a 3303 r.-

p.m., para reunir el precipitado. 

?.- Dese7ar el 	 en fez.  
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rea invertida sobre un trdzd Jr 	absp:.b:nte hasta .74ue escu 

rran perfectamente bien, In cual se hace en cuartu frío. 

El precipitado se designa C3'5 # 1, cJntiene la 	2- 

globulina que puede separarse de la ádil y de la 	r 1-globuli- 

na mediante dos precipitaciones más. 

En nuestro caso, con el fin de obtener la mayor canti 

dad de globulinas séricas sólo se hace una precipitación y no 

les tres que indica el método original, donde se obtiene la -- 

fracción 	r -globullnica pura al final. 

EVALUACION ELECTROFORETICA DE LOS ANTIGENOS 

E.- La electroforesis es un método que permite laiden 

tificación de proteínas en solución., aportando un criterio im 

portante de homogeneidad a heterogeneidad. 

El método se basa en la separación de proteines de un 

suero por media de un campo eléctrico, el proceso depende de - 

le carda neta de la molécula de proteínas y en menor grado de 

su tamaño, la velocidad de nigración hacia el cátodo o ánodo - 

dependerá del pH y fuerza jónica del amortiguador, así coma del 

soporte empleado. Este último puede bajo ciertas circunstancias 

modificar la movilidad electrofcrética de algunas proteínas, - 

como la giodulina IgA, maptogl:,t_dina y ctifetoproteína, por - 
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inducir el efecto 02 eleCtreem0Si5, ejemplo de ello, son el 

altar y el atetata de celulosa (3, 12. 	1P). 

tn nuestro caso, es necesario ootener un patron elec-

troforético que muestre exclusivamente la fracción correspon-

diente a las globulinas ~,imanas. Para esto se hace la electro-

foresis de los antígenos I y antígeno II así como de un suero 

humano total Qua sirve wv'lel cc7.t 1-1-J 1 ' 

La electroforssis de los antígenos y la del suero hu-

mano total se hace sobra un soporte de :Igor, con amortiguador 

Barbita' pH de 8.2 y fuerza jónica de 0.05. 

TECHICA: 

La técnica empleada en esta prueba es la misma que se 

use en el primer paso de la Inmunoelectroforesis, en donde pri 

1111.1,re or, riac-k vi fraccionamiento del suero por eIectroforesis y 

despues la doble difusión radial en el mismo soporte, por lo - 

que se describirá más adelante en forme detallada en la evalua 

cián de los sueros hiperinmunes antiglobulínicos humanos, fren 

te a sus respectivos antígenos. 

EVALJAZION DE LOS ANTIGENOS. 

ZeterrinatiSr te ;rots1-.es totales 5e los antígenos - 



por el método de LeLry. 

El métod: se bala en la reduccn "_mol reactivo de' fe 

nol de Folin Ciocaltcau de colur amarill: ora. _7.71mpueato zar - 
• 

sales de litio, del ácido fos'.-.- tjngstico-molíbdico a un color 

intenso, debido e la accien o>idarte del grupo fenol contenido 

•  en el aminoácido tirosina en condiciones de alcalinidad, Como 

todas las proteínas contienen tirosina en cantidad variable, 

esta determinación. se limita a le cuantificación de proteínas 

solubles que tengan une porción homogénea en el contenido de - 

dicho amin“cidc. C 11, 9, 13). 

Cuando se pone el ián Cu
4.41. 

disuelto en tartrato, debil 

mente alcalino, e una solución alcalina de proteínas, previo el 

tratamiento con el reactivo de fenol diluido, se forma un clon-

plejo tipo Biuret, que junto con las cadenas sromíticas de las 

proteínas reducen el reactivo intensificando el color azul e - 

incrementando con ello la sensibilidad del método de 10 a 100 

veces, pudiehdose determinar cantidades de proteínas del orden 

de 30 e 100jkgr. con precisión de ! 10 % (8, 16). 

1.- Hacer una curva de calibración a partir de una so 

lucían patrón que contenga 723jkgr./ ml, de albúmina purifica-

da usando un amortiguador de 7:is para nacer las diluciones, - 

que se prepsrcm. 	sz 	sig,,lente tabla: 
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Tubo Amortiguabar(m1). Albúmina Conc.(11gr/m1). 

1 	 1 	350 

2 	: 	 - 	

.....1.- 

3 	 1 	 87.5 

4 	 1 	 43.7 

5 	 1 	 21.8 

Del tubo # 1 se toma 1 ml. de la mezcla y se pasa al 

tubo # 2, se mezcla perfectamente, tomar 1 nl. y pasarlo al tu 

bo 1 3, y así sucesivamente. 

2.- Diluir 1-s pro›- IPTas, 1:130 en arnortiguador de - 

Tr is,  

Reacci6n de color: 

Tomar 0.4 ml. de las diluciones de le solución pa- - 

trón, 0.4 ml. de las diluciones de los problemas y 0.4 de amor 

tiguador Tris pera elaborar el blanco de reactivos, colocar es 

tas cantidades en varios tubos, uno para cada dilución y pro--

blema. 

3.- Agregar a cada tubo 2 ml. de la solución C. de - 

trabajo, dejar en reposo 10 min. 

4.- Poner entonces 3.2 ml. de reactivo de Folin-Clo-

calteau a cada tubo, agitarlos vigorosamente y dejar en reposo 
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durante 45 min., temperatura ambiente. 

5.- Leer los tubos de la dilución del patrón contra-

blanco de reactives a una longitud de onda de 750 nm. Trazar - 

la curve patrón, poniendo en las ordenadas los datos de la den 

sidad óptica y en les abscisas la concentrención de proteínas 

expresadas enjhr/ml. 

6.- Interpolar les lecturas de las problemas. 

RE A C T I V O S: 

Solución A: Na,C0 al 20% en MaOH o.1 M. 

Solución O: CuSO4 . 5M2
O al 0.5% en tartrato de sodio 

y potasio 0.1 %. 

7Ú1U‘lUil Lo .71e Walthectám 	 52 ml. A. la ..^ 1 "ribn A 4. 

1 ml. de le solución 6. 

Reactivo de fenal de folin-Ciocaltesu: 

ze Lsá wn r=artivna Irndn tl1ilmiC0 de gran dureza. En un 

masriz oc 151U5 iitrua ur unpaLijoki, 	 --2--4-

2150, 25 gr. de Mallo, . 2H20 y 700 ml. de agua destilada. Aña-

dir 50 ml. de H3PO
4 
al 85% y in mi. de HC1 concentrada, manta 

ner a refluid suave durante 1 moras, descués agregar 150 gr. 

de li
2
50

z. y 
	rl. de 25-3 	27! c=f=1.7 .2nas cuantas gu- 
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tes de Br. liquido. Se hierve sin condensador mi!ranto 15 min.-

para ellwindr el exceso de bromo líquido. Dejar enfriar y afo-

rar a 1 litro con agua destilada, filtrar y guardar el reacti-

v ❑ en frasco armar can tap5n de cercha o goma (16). 
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'-..SQUEMA 

Se emplea- JEJ 1.7.t.EZJ de tras =27T2 	rzza híbrida - 

Uueva 	 .:ars 	=‘7,J y se inmuni— 

• 	zan de la siguient 

Antígeno i (fracción globulíniza hLimana, obtenida per 

el métolip de Proch). 

Er 	
Se inypctign ring vía irtrdmuscular (DI), S bel• del en 

tigeno en cada cojinete plantar trasero de las conejos. A les 

dos samanes de la inoculación hacer una sangría de prueba, - 

usar para ello la vena marginal de los conejos. 

Mezclar los sueros de los tres conejas, y determinar 

de forma clara el titulo de anticuerpos, por la técnica que se 

describiré más adelante. 

Volver a inmunizar a los conejos dos veces más; usan 

do la sismevfs de Inoculación, la misma dosis y el mismo inter 

velo de tiempo, PrOttivandn ;s. respectivas sangrías de prueba, 

cada vez que se administre el antígeno. 

Esto Be hace para seguir la respuesta inmune de los 

conejos y determinar, en que oe:f000 de :iemdb se alcanza la 

producción máxima z'e art1=L -2:p=s 

- 	- 



Antigeno 11 (fl- azr, 5'1311.11írr:_u 	_ofenda - 

nnr pi mil,todr de Eonn). EI 	Jc inr7ur:izu-ian para áste - 

antígenc 	se 

Día 	Vía 

reresenta 	en 	la 	sigLierte 	tabla: 

Dosis Olgrin 1 	) 	Vol. 	Total 

(ml.) 

Indicaciones 

O IM 200 2 Pierna 	izq. 

14 IM 200 2 Pierna 	Der. 

34 SC 200 2 Dorso o abdomen 

44 IV 500 2 Vena marginal. 

65 Ira. 	sangría. 

65 IV 500 1 Vena marginal. 

75 2de. 	sangría. 

75 IV 500 1 Vena marginal. 

IM Intramuscular. 

Se - Subcutánea. 

IV Intravenosa. 

Las inoculaciones, par vía IM, se hacen anediendo 1 

mI. del adyuvante completo de Freund, para obtener un volumen 

total de dos ml. 

UTA: Los esquemas de inmunización usados en nuestro 

trabajo son reasultado de la brá=tica y se emplean de forma ru  

tinaria. en trataj=s tn investiacIlln en el D:F. 



Evaluación de Ios Sueros hiperinmunes antiglobulini• 

cos humanos. 

En lo sucesivo denominaremos como 5-1 al suero hiper 

inmune obtenido por inmunización, con el antígeno I (fracción 

globullnice, obtenida por el m&todo de Proom), y como 5-1I(frac 

ción globulInice obtenida por el método de Cohn). 

La inmunoelectroforesis es un método que permite de-

terminar le especificidad y pureza de un suero hiperinmune, el 

cual se basa en la combinaciSn de una ele:troforesis con una - 

doble difusión radial en el mismo soporte (8,12, 18). 

Efectuar 1■ inmunoelectroforesis de 5-I y 5-II, fren 

te a sus respectivos antígenos. Usar dos sueros humanos tata-- 

les como controles. 

IECNICA: 

1.- En un matraz de 1O ml. de capacidad pesar 0.6gr. 

de agar, y agregar 42 ml. de amortiguador dietil-barbiturato--

acetato pH 8 y fuerza jónica de U.05. 

Colocar tres ml. en portacbjetos limpios y desengra-

sados, sobre una superficie plana, Para desengrasar los porta-

objetos se deben poner en une scluciSn al:7;1-acetona, toda - 

le noche y al zla siguiente lavarla:7, zar,  agua de 
la llave, y - 

- 3A - 



después con agua destilada. 

a) Dejar solidificar el agar de los portaobjetos, fa 

cilitándose esto con la refrigeración, durante 15 a 20 min. 

b) Quitar el portaobjetos de la refrigeración. Con - 

un horarador hacer los cortes circulares y corte de los cana-- 

les. 

c) Quitar el gel de los cortes circulares, con una - 

aguja hipodérmica, sin eliminar el gel de los canales. 

d) Colocar el amortiguador en la cámara de ele:trufo 

resis al nivel adecuado, usar las marcas de la cámara como re- 

ferencia. 

e) Dejar la cámara durante 10 min. a 2 mA. usando co 

me puente, papel filtro. 

f) Colocar con microjeringas tres iMl. de los antíge-

nos y de loa sueros humanos en diferentes pozos. 

g) Colocar las laminillas en la cámara, el contacto 

con el amortiguador se establece mediante dos pedazos de papel 

filtro doblados en ángulo recto y colocados a ambos lados de - 

tal forma que quede aproximadamente 1 cm. de la tira sobre el 

gel y 0.5 cm. dentro del amortiguador, no deben quedar burbu-- 
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jaa de aire entre el papel filtro y la superficie del gel, pues 

esto afecta el paso de corriente. 

h) Tapar la cámara de ele=traforesisy conectar la fuen 

te de poder ajustando la intensidad de corriente a 90V, 45mA. 

i) Después de una hora sacar las laminillas de la cíe 

mara, can mucho cuidado para no tacar los bordes, ponerlas en 

la mese de trabajo y con ayuda de un palillo quitar el altar de 

los canales. 

j) Llenar los canales con los sueros hiperinmunes --

5-1 y S-II, de forma que queden frente a sus respectivos antí-

genos y sueros humanos totales, usar 75pl, de estos sueros hl 

perinmunes para cada antígeno y suero humano total. Emplear pa 

re ello dos jeringas de insulina, una para cada suero entiglo-

bulínico humano. 

k) Dejar las laminillas en una cámara húmeda, duran-

te le horas pera que se lleve a cebo la inmunoprecipitación. 

REACTIVO 5: 

Amortiguador de barbiturato sódico 

Acetato sódico 

Solución de timerosal al 10% 

ici0u2 destilada 

- .3 - 

88.26 grs. 

58.20 grs. 

3.0 

ml. 



Mezclar 800 ml. de la solución 1:t'orbital-acetato, con 

960 ml. de agua destilada y ajustar el pH a 8.2 con HC1 0.1 N. 

Solución de Trabajo: 

Solución de barbiturato-acetato diluid■ 1:2 con agua 

deatilada, pH de 8.2 y fuerza jónica 0.05. 

hp 



Purificación de los diversas sueros hiper_ 

Inmunes, 

Le purificación específica conocida como absorción 

de Landestainer,designada como específica por intervenir en - 

forma directa, una reacción antígeno-anticuerpo, se use para 

eliminar cualquier tipo de eglutininas inespecificas, que pue 

den estar presentes en algunos sueros hiperinmunes antihuma--

nos, como son el suero antiglobulinico humano. (1,2,8,15). 

TECNIC A: 

1) Incubar los sueros hiperinmunes a 562C. durante-

30 min. Con lo que se inactiva el complemento presente en es-

tos sueros. 

2) Lavar por separado eritrocitos humanos de grupo 

sanguíneo A, O y 0, con solución salina isotónica (sil), par-

lo menos tres veces. Usar 1 volumen de eritrocitos par cede - 

•g vol.' de solución salina isotónica en ceda levado, centri-

fugando a 3500 r.p.m., 5 min. respectivamente tiesta la obten-

ción de un sobrensdante claro. 

3) En dos tubos poner 1 val. de eritrocitos tipo 0, 

lavados y añadirles 9 vol.dE cada suero antiglobulínico huma- 

na, par separado. 
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4) Mezclar bien e incubar a 370C. durante 30 min. 

5) Centrifugar los tubos a 3500 r.p.m., durante 10 - 

min. separar el sobrenadante. 

6) Con el sobrenadante obtenido repetir los pasos 3, 

le y 5 para absorber los sueros hiperinmunes en eritrocitos ti-

po A y después en eritrocitos tipo 8. 

Después de las absorciones, realizar una prueba de - 

comprobeci6n, para ver si hube ls eliminación de eglutininas - 

ineapecíficas. Pera esta se usan eritrocitos humanos el 2% de 

los diferentes grupos sanguíneos. 

e 	
Poner por separado en tres tubos, dos gotas de anti- 

globulina humana, añadir e cada uno dos gotas de le suspensión 

al 2% de los eritrocitos A, B y 0, respectivamente, incubarlos 

370C., durante 30 min., y centrifugar a 3500 r.p.m., en un - 

tiempo de 3 min. Si hay nemeglutinación en los tubos, repetir-

los pasos 3, 4, 5 y 6. 

Cuando se efectúe la prueba de comprobación y la he- 

maglutinación, sea negativa; en todos los tubos, las aglutini- 
. 

nos inespecificas, habrán sido absorbidas en su totalidad. 
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Prueba de potencia de los sueros hiperinmunes. 

La prueba se efectúa can los sueros miperinmunes 5-1 

y S-II obtenidas al inmunizar conejos con el antígeno I (prepa 

rudo por el método de Proom) y antígeno II (Preparado por el - 

método de Cohn) respectivamente, al emplear los dos esquemas 

de inmunización ya citados. La determinación se hace con le --

mezcla de loe sueros de los tres conejos inmunizados respecti-

vamente con el antígeno 1 y con el antígeno II, que correspon-

den a las sangrías de prueba efectuadas a diversos intervalos 

de tiempo; estas sangrías se realizan para ver coma responden 

los conejos a un mayor número de inmunizaciones y si éstas pro 

vacan una mejor respuesta en la produccción de anticuerpos es-

pecíficos anti-globulina humana (12, 19, 20, 21). 

TECNICA: 

Inactivar los sueros hiperinmunes a 56 12C. durante - 

30 min. 

Absorber las aglutininas inespecíficas de éstos sue-

ros empleíndo la técnica de Landeteiner citada anteriormente. 

Lavar eritrocitos humanos tipo O Rh (D) pOlsitivel,c0n 

saluclín salina isotánica, por lo menos tres veces. Usar 1 v3— 

lumen de eritrccitos por cada nueve vc:T.enes Je s.s.i. en ca- 

• 



da lavada, centrifugando a 3,500 r.p.m., durante 5 minutos, ca 

da vez, hasta la obtención de un sobrenadante clara. 

Preparar una suspensión de eritrocitos lavados al 4% 

v/v. en s.s.i. 

Sensibilizar a los eritrocitos con el anticuerpo IgM 

anti-Rh (D), diluido previamente 1:16, en s.s.i. Para ello mez 

ciar partes iguales de los eritrocitos ajustados sl 4% en s.s. 

i., pare eliminar el exceso de suero anti-Rh (D), sin reaccio-

nar. 

Efectuar la PIC., usando diluciones seriadas de los 

sueros hiperinmunes obtenidos, con los eritrocitos humanos an- 

teriormente 

Tuba 

sensibilizados, 	como 

Suero hiperinmune 
(Suero de Coombs) 

(m1). 

■ continuación 	se 	indica: 

s.s.i. 	( 	al.) 	dilución 

1 2.5 - 1:1 

2 0.5 0.5 1:2 

3 0.0 0.5 1:4 

4 0.0 0.5 1:8 

5 0.0 0.5 1:16 

6 0.0 0.5 1:32 

7 0.0 0.5 1.64 

8 0.0 0.5 1:128 

9 0.9 0.5 1:256 

10 3.0 0.5 1:512 



Del tubo número dos, que tiene 0.5 ml. de suero de Coom 

bs y 0.5 ml. de s.s.i., mezclar bien y tomar 0.5 ml., y pasar-

lo al tubo número 4, así sucesivamente, hasta llegar al tubo - 

número 10, descartar 0.5 ml. de ésta última dilución. 

Agregar a cada dilución de los sueros hiperinmunes anti 

globulínicos humanos (suero de Coombs) 0.5 ml. de eritrocitos 

sensibilizados. Centrifugar a 1,500 r.p.m., durante 15 segun--

dos, y leer las aglutinaciones en cada tuba. 

Conjuntamente,a esta prueba deben correrse das testigos 

negativos; 1 preparado con eritrocitos sensibilizados y con s. 

1.1., en lugar de suero de Coombs y otro con eritrocitos no 

sensibilizados y suero de Coombs. 

r 

f. 



CAPITULO 	V. 

RESULTADO 5: 

A).- Evaluación electroforética de los antígenos. 

En la evaluación del antígeno II se apreciaron 4 bandas 

que. de acuerdo a nuestros sueros humanos totales empleados co 

mo controles nos hicieron concluir en la presencia de 4 aubfrec 

ciones gIobullnicas; 	le012,J1151, 	-globulines exclusive-- 

mente. La ausencia de una banda de T:.ayor movilidad hacia el - 

ánodo y que correspondía a la fracción albúmina, presente en - 

la eieetrordresis de los sueros humanos totales, nos permitió 

tener la certeza de que el antígeno II estaba libre de fracción 

albúmina y por consiguiente era adecuado para usarse como irmu 

nfogeno, en la obtención del suero de Coombp. 

La evaluaclán electrofcrética del antígeno 1 fué poco - 



satisfactoria, debido a la naturaleza de este antígeno, que re 

sult6 ser una solución muy densa con elevado contenido en sales 

de sulfato de aluminio y .n.stasio. Por consiguiente, los resul-

todos obtenidos, no fueron confiables. Sin embargo, pura éste 

propósito, se sugiere efectuar la diálisis del antígeno, lo --

cual requiere repetir el proceso, por lo menos 3 veces (12). 

En nuestro caso particular, no se hizo la diálisis del 

antígeno I. debido a que la presencia de ésta sal servía como 

adyuvante de este inmunógeno (7, 12). 

Por otra parte; la evaluación del antígeno I se hizo en 

forma indirecta, al usar el respectivo suero hiperinmune desi2 

nada como 5-1 (suero de Coombs obtenido mediante la inmuniza--

ción de conejos con el antígeno 1), frente a un suero total hu 

mena usado como control y un antígeno conocido (antígeno II) - 

mediante la técnica da inmunoelectroforesis, dando resultados 

satisfactorios. 

Por lo tanto, dicho antígeno resultá ser un inmunógeno 

adecuado. 

8).- Determinación de proteínas totales. 

Como ya se mencionó, la cuantificación se hizo por el 

método de Lowry. Para ello se elaco:ó una curva catón, ,sardo 

una 517:_ciár ze 	77: 	7:zteí-ia. el :esul 

tanc 2ttcnic: 	cara el 3.-, t1 ;e-,J 
	%I. 	Xgr/r11. ce -- 

I
f 



proteínas, a partir del cual se hicieron das diluciones, para- 

ajustarlo a concentraciones de 20C 	gr/ml. de proteína y de - 

500 Xgr/ml. de proteína, para ser usadas como inmunógenos (ver 

esquema de inmunización, para el antígeno II). 

Le determinación de proteínas totales del antígeno I, - 

no pudo llevarse a cabo, debido a que era una solución muy den 

sa y turbia, y por consiguiente, no se/,ula la ley de Seer; in-

volucrada en este tipo de determinaciones espectrofotomitricas 

(13): 

No obstante,se emplea como tal en le inmunización de co 

. nejos, de acuerda al esquema citado pare este antígeno. 

C).- Evaluación inmunoelectroforítica de los mueres hl 

perinmunes 5-1 y 5-II. 

Se efectúo la prueba frente a 2 sueros humanos totales 

y frente a sus respectivos antígenos homólogos (antígeno II). 

Los resultados mostraron en el primer caso una línea de efecti 

va identidad, semejante a la obtenida con el antígeno homólogo 

y correspondía a la interacción globulina-antiglabulina. 

Por otra parte, no se observó en ningún caso une banda-

que correspondía a la fracción albúmina, la cual estaba presen 

te en los sueros humanos totales. 

- yg  - 



Por la tanto, podcmou decir; que los antígenos I y II 

fueran adecuadamente preparados y purificadas según pudo demos 

trarse al evaluar mediante esta técnica los respectivos sueros 

1 41 
	hiperinmunes obtenidos, ya que solo mostraron tonor amporifIri 

dad para las globulinas humanas, que fueron las inmunógenas am 

picados para su obtención. Tambien podemos decir, en base a lo 

anterior, que los sueros hiperinmunes S-I y S-II SON EN REALI-

DAD ANTIGLOBULINAS HUMANAS, y por consiguiente, pueden ser use 

das como sueros de Goombs de amplia espectro; ye que tienen es 

pecificided enti- 	y no- 1 globulina humana. 

Pruebas de p.tencia CE 105 sueros hiperinmunes anti--

globullnicox humanos (Suero de Coombs I y Suero de Coombs II). 

Se trabajó con una mezcla de las sueros hiperinmunes-

obtenidos en cede sangría de prueba ae los conejas inmunizados 

con el antígeno I y antígeno II respectivamente (12). Los re-

sultedoi obtenidos se exponen a continuación en las tablas 1 

y 2. Los velares expresados en, onces ae 1 a 4. representan - 

la intensidad de la aglutinaciln en 'zata tuba. 

TASIA 	Ni... 	1 • 

Tuba 	diluc!6n del suero sangría :e prue:2a a los días: 
de 	Caombs. 14 23 52 

1 1:1 41.44 4444. +444 4.+44 

2 1:2 4.414. 444* 1.4.1.  444  

3 44 ..4 444 44 

4 

4. 4.4 44. +.1 

4 44 .4. 4 



6 	1:32 

7 	1:64 

8 	1:128 

9 	1:256 

De los resultados anteriores se observó; que un estí-

mulo antigénico aplicado en el die 14 produjo una elevación --

significativa en el titulo de estas anticuerpos especificos;an 

tiglobulina humana, dicha respuesta anamnésica ara de esperar-

se. Le aplicación de un estímulo antigénico a los 28 días man-

tuvo constante la producción de anticuerpos específicos ya men 

cionados, para ello el tiempo transcurrido entre le última da-

lias del inmunógeno y las sangrías de prueba, fué de 14 día'. - 

Sin embargo, la aplicación del inmunógeno a los 42 días, produ 

jo un descenso en el título de estas anticuerpos ■l hacer la - 

sangría de prueba a los ID días, lo cual indicó que la adminis 

tración del antígeno I era demasiado rápida, produciendo proba 

blemente la neutralización del anticuerpo especifico antiglobu 

line humana "In vivo' (8, 19, 20, 21). 

En base a lo anterior observamos que fué inutil apli-

car más de 2 estímulos antigénicos después -Je los dime 28 y 42 

pues en este periodo de tiempo fué cuando se alcanzó la máxime 

producción de anticuerpos específicos antiglobulina humana, --

con un titulo de 1:126 (ver gráfica 1). 
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II 

III 

Grífice H 1 

TITULO DEL SUERO DE COOMBS EN LA PRUEBA DE POTENCIA. 

1:512 

1:256 

1: 128 

a 
o 
a 
u 
• 

1:64 
-a 
o 
ti 
a 

1 : 32 

r.4 
■ 

c 
•01:16 
u 
•-• 
o 

1:6 

1":14 

u 

1:2 

lIndice el d l.e de reinmunización. 

10 	20 	30 	(.0 	C 	60 	70 

D'es. 
I. Suero de Concibe obtenido poz inmunización con el Aul (Proom). 

II. Suero de Cocimos obtenido por inmunización cnn el AglI(Colltk). 

III. Suero de Coombn reoortsdn D1T Conmts y 7.7,1'. 
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7, 

• 

Tuti.o 

1 

de 

.3.4. 	+4+4 

les 	lías. 
65 	75 

++++ 	44+4 	++4+ 

2 1:2 .4.14. 	+444 +444 	444+ 	4+44 
• 

3 44+ 	4+44 444+ 	4+4 	++4 

.4. 	44.4 4+4 	4++ 	44+ 

5 +4 	44+ 4+4 	4+ 	44 

6 1:32 +4 	44 4+ 	44 	44 

7 1:64 +4 	4+ 4+ 	44 	+ 

a 

1: 126 4+ 4+ 	+4 	+ 

1:256 "' • 4 	. 

En este caso se observó una 	respuesta similar 	e 	la ob 

tenida con el antígeno I. es decir, hubo un incremento en el - 

titulo de anticuerpos específicos antiglabulina humana. A con-

secuencia de la aplicación de los estímulos anigenicos en los 

días 14. 34 y 44, con el antígeno II. las períodos de interva-

lo de tiempo transcurrido ent.re la Gltima dosis de este antige 

no y las sangrías Ce prueba fueron de 20 y 1.5 días respectiva-

mefite, también se observa que la aplioaci5-1 de este inmunógeno 

a los 44 días no incrementa el título de anticuerpos específi-

cos al efectuar la sangría de prueba a los 21 días. HP obstan- 

te, la aplicaci5n dP un 	2- t!1511- 1.77 3 155 	días, zar 
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por vía IV. (Ver esquema de inmunización para el antígeno II), 

produjo un descenso en el titulo de anticuerpos específicos 

del orden de una dilución al efectuar la respectiva sangría se 

gón Id p¿uuLa 	IG 

Esto último pudo deberse a una saturación del sistema 

reticula endatelial ue los conejos inmunizados y por consi-

guiente dar el erecto de neutralización del anticuerpo especí-

fico entiglobulina humana, citad:: en la evaluación de poten—

cie del Suero de Coombs I. 

Debido a lo anterior se observó que fué inutil apli-

car más de 2 estímulos antigénicos por via TV., dpspués de los 

días 44 y 55, ya que en este periodo de tiempo se alcanzó la 

máxime elaboración de anticuerpos específicos can titulo de 

1:256 (ver gráfica No. I), y porque podía induclíse una amllal 

dosis secundaria en los conejas, como resultado de la adminis-

tración rápida por via intravenosa del inmunógeno II. Así mis-

mo, se evito un mayar consumo de dicho antígeno. 

La conclusión obtenida, en base a los resultados obte 

nidos en las titulaciones dei sueru de CuatuLb I y 11, es que 

el antígeno preparado según Gchn, provoca una respuesta inmune 

de mayor magnitud, independiente,--ente de las ca:acterIsticas 

elaboración de las dos sueros nizerinmunes, ciado que en la ela 

Ooración del suero de Z.Z3mtS 	desconocimos ..3r1as c3racte7is 



ticas del inmunóperc 	-:- J SO' -11 z-sn:-_,n:raci7-  de -- 

prcteínas y sus prldpielJades 

Determinaciar, de 	.:untas de 1:.dui..aiencia de los 

sueros ce Guamos. La determindlian 

de un anticuerpo frente a su respeztiv3 antiue-.J, nos indica - 

en que momento, la concentración de arbss, es equivalente, y - 

ti 
	

par lo tanto su interacción es completa. 	Ya 	e no hay inter- 

ferencias debido a una mayor cantidad :e antígeno en compara-

ción con el anticuerpo (efecto de prazona) y viceversa (efecto 

de postzone) (8, 12). 

Este determinación se efectuó para ajustar el titulo 

de anticuerpos especificas de nuestros sueros hiperinmunes, 

con el propósito de obtener resultados óptimos en posteriores 

pruebas de rutina. 

El mátudu empleado fuí 	G la prueba de  patan-- 

cla efectuada can los sueros de Coombs, pero en este ceso la - 

dilución del suero enti-Rn (D), no fué constante. De le dilu-_ 

ción 1:16 se hicieron diluciones seriadas can las cuales se 

sensibilizaron eritrocitos humanos homólogos, que posteriormen 

te se probaron con diluciones respectivas de los sueros de - 

y II. 

Las diluciones del suero anta-Rn (D) fueron hecha' de 

la siguiente forma: 

- s  - 



S.S. 

.z...J12r2 2riti-9h(1', J 
	r71. 

1 	1: -. L1 

2 	 1:_5: 	 1 

3 	1:64 	 1 

4 	1:19 A 	 1 

5 	1:255 	- 	1 

6 	1:512 	- 	1 

7 	1:1024 	- 	1 

Del tubo No. 2 se tomó 1 ml. y se pasó al tubo No. 3, 

se mezcló bien y se repitió el proceso hasta el tubo No. 7 don 

se desecho 1 ml. 

A las diluciones anteriores, se agregaron 1 ml. de 

eritrocito, humanos homólogos pare sensibilizarlos, de acuerdo 

e la técnica mencionada. 

5s realizó la prueba de Coombs usando los sueroshiper 

Inmunes 5-1 y S-II obtenidos por la reinmunización de las cone 

jos a los 14 días can los antígenos 1 y II a partir del día en 

que el título habla bajado, sangrándolas pu: punción cardíaca 

al décimo día. Al igual que en la oruebe de potencie, se traba 

jó con la mezcla de sus sueros. 

En este caso tambié'n se usaron 2 controles negativos 

pa:a cada diluciór. Dreasra:::s 2pn critrucitus sensibilizados- 
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más solución salina isotónica, y enn eritruultus normales y --

suero de Coombs. Además se valoró el punto de equivalencia de 

un suero de Coombs comercial. 

Se obtuvieron los siguientes resultados, representados 

en las tablas 3, 4, 5 y en la gráfic a número 2. 

TABLA No. 3 

SUERO DE COOMBS 

Dilución del suero de Coombs. 	Dilución del suero enti-Rh (D) 
( 1 ) 	 (---W) 

1:16 	1:32 	1:64 

1:16 	+ 	++ 	4+ 

1:32 	+ 	++ 	+4. 

1:64 	- 	+++ 

1:128 

1:128 1:256 1:512 1:1024 

4.4.4 +++ 4.4. + 

+++ 4.4.4 +4. + 

++++ 4.4.4 

++++ 

1:256 	- 	- 	 - 

TABLA No. 4. 

SUERO DF rgemn 
	

T T  

Dilución del suero de Coombs. 	Dilución dei suero anti-Rh (D) 
( 	) 	 ( 

1:16 1:32 
	

1:64 	1:128 1:256 1:512 1:1024 

4t4. +4 44 + 

4+4 4+ 4, 4. + 
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1:16 	 4. 

1:32 
	

4+ 

1:64 	+4 



1:128 
	

a4.11.1 	++4. 

1:256 

1:512 

TABLA No- 5  

SUERO DE COOMBS COMERICAL 

Dilución del suero de 

( 1 ) 

1:16 	1:32 

1:16 	+ 	+ 

1:32 	+ 	++ 

1:64 	+ 	++ 

1:128 	- 

1:256 	- 

1:512 	 - 	 - 	- 

Observaciones de los resultados obtenidos: 

• 

	

	 El suero de Cacimba I diluido 1:128 fué caoáz de detec 

tar anticuerpos incompletos anti - Rh (D). cuando estuve m'e...1 

• 
	bilizando eritrocitos humanos homólogas a diluciones de 1:128. 

Por lo tanto, el titulo de anticuerpos especificas del suero - 

de Coombs I, al trabajar en condiciones óptimas fué de 1:128. 

El suero de Coombs II tubo un comportamiento similar. 

- 58 - 

Coombs. Dilución 	del suero 	anti-Rh 	(0) 

( ----,) 

1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 

++ +.1 +++ 4.* + 

4.** *** *** ** + 

41.1 -  *** +++ ..... + 

++ .1* **** - - 

- - **** - 
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Gráfico 	2 

DETERMINACION DEL PUNTO DE EQUIVALENCIA DE LOS SUEROS 

HIPERINMUNES OBTENIDOS. 

1 

1:102 

1:517 

1 
1 : 16 	132 	1:64 	1:128 	'!.256 	1:512 	1:1024 

DIlucl6r :!el suero enti 

Suero de Cacaos I 

-o-o-o Suero de Cc:amos II 

XXXXXX S,Jerz de Zoomps tControl Comercial)- 
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solo que el titulo rué de 1,256. Esta era de esperarse, debido 

al efecto inmunopotenciador deladyuyante c-Jmpleto de Freundpre 

sente en el inmunbeno II, que ha mostrado mayor efecto que el 

adyuvante constituido :lor sales minerales d: aluminio y pota—

sio contenidas en el antígeno I (7, 8). 

Por otra parte, el suero de Cacimba comercial tuvo un - 

titulo de 1,256, pero este fué decir de detectar anticuerpos 

incompletos diluidos 1,256, siendo ligeramente más sensible que 

el suero de Coombe II y el suero de Coombe I. 
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Pruebas de control Je calidad dE loz nuEros 

de 	Coombs. 

Las pruebas de control de calidad de ur producto de--

cor=tituycn 1= bone Jrinclpal pnro unr.cr 31 este fun 

cione adecuadamente, teniendo la certeza de que proporcionaré 

resultados confiables. Para efectuar lo anterior fué necesario 

ajustar loe sueros hiperinmunes, diluyéndoias para obtener 	8 

dosis aglutinantes (titulo/8 = Dilución final). Tomando 	en 

cuente que una dosis aglutinante es la más pequen& de suero 

hiperinmune que produce una aglutinación can intensidad de (4.) 

La estandarización de los sueros se hizo en base a - 

los resultados obtenidos por Coombs y Cols, ellos vieron 	que 

la mayoría de sus sueros fueron activos a diluciones de 1:64, 

excepto el suero anti-pseudoglobullnico, que resulto ser menos 

active. En le préctice emplearan sueros con 8 dosis aglutinan-

tes, porque consideraron que era mejor estandarizarlos pare 

pruebas de rutina. (1, 2, 3). 

En nuestro caso. los sueros de Coombs I y II que ha 

bien presentado títulos de 1:12e y de 1:256 respectivamente.-

cuándo se ajustaron para le obtención de 8 dosis aglutinantes, 

quedaran con diluciones finales de 1:16 y Ce 1:32. 



Lau pruebes de control de calidad que hicimos a los 

sueros hiperinmunes, una vez ajustados con 	oasis aglutinan-. 

tes, tuvieron como objetivo determinar su a..tividad en la de-

tección de antígenos más débiles, ,:umw, lea euegrupos del sis- 

111 

tema Rh. Adenia, eran sueros de amplio espectro; que abarcaban 

le fracción anti-no 111 -globulina, por lo que se probaron usen 

• 	
do como antígeno el suero hiperinmune anti-Leuis, encontrado 

en dicha fracción globulinica humana (9, 15). 

DESCRIPCIOM DE LAS PRUEBAS: 

Prueba de Copaba con subgrupos del sistema Rh. 

Se usaron tres muestras da eritrocito, humanos tipo - 

O Rh positivos, que se denominaron con los números 1, 2, y 3, 

e los cueles se les determinó el subgrupocon el uso de loa sus 

ros enti-C, anti-E y anti-L, obteniendo luz siguientes resulta 

ose: 

Muestra de Eritrocito*. 1 2 3 

Aglutinación con anti-E 	+++ ++++ ++ 

Aglutinación con anti-C ++++ • 	++++ 

Aglutinación con anti-c • ++++ ++++ - 

• 
1.- Las muestras fueron sensibilizadas con los sueros 

hiperinmunes de subgrupo, previamente diluidos 1:8 en s.s.i, - 

Pare ello se usó la tícnica respectiva ya descrita: los eritro 

citas de la muestra 1 fueren sensibi:Izades ccr el suero enti- 
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c, 	los eritrocitos de la muestra 2 ron el suero anti-E y - 

los eritrocitas de la muestra 3 con el suero enti-C. Poste-

riormente fueron probados con los sueros de Coombs en forme 

similar a la determinados del punto de equi v alencia. El mis-

mo proceso se hizo empleendo un suero de Coombs comercial - 

frente al suero enti-Z. Los resultados obtenidos fueron re 

presentados en las tablas 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11, asi como 

en les gráficas 3ffl y 3b. 

TABLA NO. 5. 

SUERO DE COOMBS I. 

(S.C.I) 

Dilución del suero anti-2 	Dilución del S.C.I. ( ---9) 
( 1 ) 

1:2 	1:4 	1:8 	1:16 	1:32 	1:64 	1:128 

1:8 	+ 	+ 	+4. 	+++ 	- 	- 

1:16 	+ 	++ 	+++ 	++++ 	- 

1:32 	+ 	++ 	+++ 	++++ 	+ 	- 

1:64 	- 	+ 	+ 	++ 	++++ 	- 	- 

1:128 	 •+ 

TABLA No. 6. 

Dilución del suero antl-E 	Dilución del S.C.I. (---%) 
( 	l 

4 ) 

1:18 	1:32 	1:54 	1:128 	1:256 	1:512 	1:1024 

1:8 	- 	.1 	++ 	+++ 	+++ 	- 

1:16 	+ 	• 	++ 	++ 	++++ 	+++ 	+ 
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1:32 	+ 	+ 	+ 	4+ 	++++ 	++ 

1:64 	* 	.. 	+ 

1:128 	- 	 + 

1:256 	- 

TABLA Ro. 7 

Dilución del suero anta-C 	Dilución del S.C.I. 
(j) 

1:2 1:4 1:8 1:16 

1:8 	 - +.4. **** + 

1:16 	 - • ***o -. 

1:32 * ++ 

1:64 - + - 

TABLA No.8 

Dilución del suero enti-Z. Dilución del S.C.(control comercial) 
( 	1 	) 

1:64 1:128 

(--*) 

1:256 1:512 1:1E124 

1:8 • I.* 1~ ....1 ..... 

1:16 4.. 4... +44 4,4+ 4+ 

1:32 + • .1* 4.*** • 

1:64 . + .. +++ 

1:128 - . .• 

.. Fy - 

• 

Iw 

ir 



Grífice E 3e 

SUERO DE COOMBS I FRENTE A SU8GRUPOS DEI SISTEMA RH. 
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SUERO DE COOMBS II 

(S.C. II) 

Tabla No. 9 

Dilución del suero 	Dilución del S.C. II 	(----es). 

1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 

1:8 + ++ 4++ ** - 

1:16 + + ++ ++ ++++ +++ + 

1:32 + + +4+ ++ 

1:64 ** ** - 

1:128 - • - - 

Dilución del suero 

Tabla 	No. 	10 

Dilución del S. 	C. 	II 	(—li). 
( 	11 ) enti-E. 

1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 

1:8 + ++ ++ .1++ 4~4. 

1:16 + ++ ++ ++++ ++++ 

1:32 + * + +++ ++ 

1:64 - - - +4. • 

Tabla No. 11 

Dilución del cuero 	Dilución del S.C. II 	(---.). 
( 1 ) anti-C. 

1:2 

1:8 	+ 
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1:4 1:8 1:16 1:32 

+ 4.4. 4.4.4.4. • 



1:16 - 	+ +++ ++++ 

1:32 . + ++ 

1:64 + 

1:128 
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1:32 1:64 1:16 1:512 1:128 1 :256 1:1024 

1:18 

1: 

e 

Grafica 	3b. 

SUERO DE COOMBS II FRENTE A SUBGRUPOS DEL SISTEMA RH. 
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1: 128-- 

1:64 

1:32- 

üiluci,Sr del suero de Coolabs. 

Eritrocito!' sensibilizados con entj-. 

Eritracitos sensibilizados con anta-E. 

Eritrocitos sensibilizadas con enti-C. 
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OBSERVACIONES 

El suero de Coombs I, tuvo la capacidad para detectar 

anticuerpos incompletos de los subgrupos del sistema Rh. El ti 

tulo para la detección de el anticuerpo incompleto anti-i (di-

luido 1:64) fui de 1:32, pare el anti-E (diluido 1:32) fui de 

1:256 y para el anti-C (diluido 1:16) fui de 1:6. 

El suero de Coomba II mostró un comportamiento simi—

lar al suero de Copeaba I. Co■ titulas para el enti-¿ (diluido 

1:16), fui de 1:64, para el anta-E (diluido 1:16) fui de 11024 

y pera el ■nti-C (diluido 1:16) fui de 1:16. 

Sin embargo, el suero da Codeaba comercial usado como-

control tubo un titulo mayor frente al suero anti-c, en compa-

ración a nuestros sueros hiperinmunes. Pero eón *si vimos que 

estos eran adecuados para ser empleados en las pruebes de ruta 

na en banco de sengre. 

a 
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Pruebe de Coombs pare la detección dE eritrocitos len 

L 

sibilizados con suero anti-Lewxs
a 
 . 

Pera determinar si los sueros de Coombs 1 y II eren - 

capaces de detector anticuerpos incompletos que radicaban en 

le fracción no- hl  -globulina, se uso el suero hiperinmune anti 

-Lewiea, edsorbido previamente e eritrocitos humanos homólogos. 

Se uso este suero, ya que fui el único que pudimos conseguir. 

La pruebe fué muy almilla' e les anteriores, pero en - 

este caso se emplearon 2 métodos en medios de reacción distin-

tas; por un ledo se hizo le determinación en s.s.i. y por el - 

otro se agregó suero humano fresco como fuente de complemento 

:15). El suero fui de individuos AB Rh (D) positivo, el cual - 

previamente se cruzó con los eritrocitos sensibilizados con el 

suero enti-Leuis
e  , dando una prueba negativa. 

Las resultados obtenidos se mostraran en las tablas 

13, 14, 15 y 16, también en las gríficas 411 y lib. 

TABLA No. 13 

Suero de Coombs 1 	(Prueba en 	s.s.i. ) 

Dilución del suero 	Dilución del S.C.I. 	(----1111 ) 

( 	) enti-Lewisa. 

	

1:2 	1:4 	1:8 	1:16 	1:32 	1:64 	1:128 

1:2 	 . 	•-- 



1:4 	4- 	4- 	+ 	++ 	+ 

1:8 	+ 	+ 	++ 	++4 	+ 

1:16 	+ 	+ 	++ 	++ 	+ 

1:32 

1:6k 	 +- 	+ 

TABLA No. 14 

SUERO DE COOMBS I 

(PRUEBA CON 	SUERO HUMANO) 

Dilución del ANTI- 

LEA 	( 

1:2 1:4 1:8 

Dilución 	del 

1:16 	1:32 

muero 

1:64 

de Coombe(--1) 

1:128 	1:256 

1:2 - lb- + +4 + • +- - 

1:4 +- + + + * + - 

1:8 + ++ .1+ ++ ++ + +- - 

1:16 + + 4+ ++ +++ ++ + +- 

1:32 4- + + ++ 4+ + - 

1:64 • •- +- * * +- 

TABLA No. 15 

SUERO DE COOMBS II . 

(PRUEBA EN 5.5.1.) 

Dilución del anti-Lee. 	Dilución del suero de Coa■5s 

( 	) 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 

1.2 + + + 4 

1:4 + 4 4. .+ 4. 4 • 

- 71 



1:8 	*- 	 ++ 

1:16 	 ++ 

1:32 	 ++ 

TABLA No. 16 

SUERO DE COOMBS II 

(PRUEBA CON SUERO HUMANO) 

Dilución del 

anti-Lee  • 

( 1 ). 1:2 

1:2 	- 

1:4 	- 

1:8 	- 

1:16 	+ 

1:32 	+- 

1:64 	- 

1:128 

1:4 

- 

+- 

1:8 

+- 

+ 

+ 

Dilución 

1:16 

+ 

+ 

+ 

['pl. 

1:32 

++ 

+ 

+4. 

Suero 

1:64 

++ 

++ 

++ 

de Copaba 

1:128 

+ 

+ 

+ 

(----9) 

1:255 

- 

* 

r- 

+ + + **a ++ + - 

+ + ++ ++ +++. .1 + 

+ + ++ +++ + 4 1.- 

+ r + ++ * - - 

085ERVACIONES: 

Los resultados de la prueba de Copaba en este cese 

fueran mejor csudndo se agrug6 suero fresca como fuente de cace 

plementa, ye que se produjo un aumento del titulo pera Ida eue 

ros de Coolatts I y II en una dilución. Ver gráficas 4e y 4b. 
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Granos 1 413. 

PRUEBA DE COONBS CON GR.SENSIBILIZADOS CON SUERO ANTI-LEI"  
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Gráfica • 4b. 

PRUEBA DE COOMBS CON GR.SENSIBILIZADOS CON SUERO 

ANTI-LEa. 	S-II 
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XXXXXX Prueba sln =1:Implemento- 
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CAPITULO VI. 

CONCLUSIONES: 

1.- La preparación de las antígenos I y II fué bes 

tante satisfactorieen las condiciones utilizadas, porque los 

sueros hiperinmunes obtenidos con estos antígenos trabajen de-

manera adecuada, aunque no fué posible establecer une compara-

ción total de ambos antígenos; debido e que al antígeno I no - 

se le cuantificaron las proteínas totales, ni se le hizo clec 

troforesis. 

2.- Ambos antígenos contenían las fracciones P y 

no, 	-globulínicas, según puede demostrarse por inmunoelec 

troforesis de los sueros hiperinmunes respectivos, así como la 

ausencia de la respuesta inmun€ frente a le albúmina. la cual 

comprueba le efectividad de los métodos de purifIzaci8n. 

"15 



3.-  La respuesta inmune de los conejos inoculados, 

rué bastante satisfactoria, de acuerdo a los títulos obtenidos 

de anticuerpos específicos. 

..- Lo respuesta inmune de 106 Conejas inoculados, 

con antígeno II y adyuvante completo de freud, fué m6s satis—

factoria en términos de título de anticuerpos específicos, da-

das las cundiciones empleadas en le preparación de los sueros 

hiperinmunes. 

5.- Las pruebas de control de calidad resultaron 

satisfactorias para ambos sueros hiperinmunes, en comparación 

con un suero control de reactividad extenderla:ida, aunque se 

recomienda revisar, tanto le obtención de los antígenos, así 

como los esquemas de inoculación. 

6.- Tanto el titulo de anticuerpos específicos, - 

como los resultados de control de calidad indican que el sue- 

Is 

ro hiperinmune II presenta sirjehnxim 

 

"r1-•'-as .irá rriis- 

 

factorías que el suero hiperinmune I, pero ambos son adecue--

dos para les pruebas de rutina de un Sanen rip Sangre. 
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