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RESUMEN

Se determind por turbidimetria las concentraciones de IgG, IgA e IgM, se cuantificd
IgE con el UMELISA-IgE del SUMA, y se estudié por un método inmunoenzimatico

la composicion de subclases de IgG especifica contra proteinas de meningococo B. Se
encontraron concentraciones de IgG de 47,98; 47,80 y 48,10 g/L, el contenido de
IgA fue menor o igual que 0,50 g/L, la concentracion de IgM se encontré alrededor de
0,25 g/L y los niveles de IgE fueron mayores de 200 Ul/mL. Se considera que estan
presentes anticuerpos IgG especificos de las 4 subclases con predominio de IgG1. Una
mayor presencia de IgG1 pudiera estar asociada con un mayor valor de actividad
especifica.

Descriptores DeCSNEISSERIA MENINGITIDIS/inmunologia; ANTICUERPOS
BACTERIANOS/analisis; IGG/analisis; IGA/analisis; IGM/analisis; IGE/analisis;
NEFELOMETRIA Y TURBIDIMETRIA/métodos; TEST DE ELISA/métodos.

La inmunoglobulina humana anti- MENGOC-BC),primera en el mundo con
meningocécica (IGHAM) es una inmu- efectividad probada contra los me-
noglobulina hiperinmune preparada a partir ningococos del grupo B. La IGHAM posee
de plasma de donantes adultos sanos queun alto titulo de anticuerpos (Acs) con
han sido inmunizados con la vacuna actividad bactericida que hacen posible la
antimeningocoécica cubana BC (VA- bacteridlisis dependiente de complemento,
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y se ha demostrado su efectividad al de anticuerpos especificos contra proteinas
incrementar la sobrevida de nifios con del meningococo B (mayor o igual que
meningitis y/o meningococemia adn conun 25 U/mL por SUMA). El proceso se desa-
alto numero de factores de prondstico yro|ig segun las modificaciones realizadas
desffvorablé'. . . por CadiZ al método de Cohn-Onclé$.

0S requerimientos en preparaciones Se realizaron los ensayos de control

de inmunoglobulinas para uso parenteral .
exigen que al menos el 90% del producto establecidos porla Norma Cubana, NC 26-

sea IgG monomérica y que el resto de las 205 de 1990 Estos ensayos incluyen la
inmunoglobulinas estén presentes en determinacion de la concentracion de
cantidades muy reducidas, que ésta sea loproteinas totales segun el metodo de Biuret
menos modificada posible y mantenga su y la deteccion de Acs especificos a las
capacidad opsonizante y de unir proteinasde VAMENGOC-BCmediante un
complemento, asi como otras propiedades método inmunoenzimatietgue utiliza una
bioldgicas. Se recomienda ademas que la sojucién de proteinas de membrana externa
concentracion de IgA debe ser muy baja, ge |5 cepa B4:P1.15 como recubrimiento de
i)/n? que ésta puede pr_esentarSﬁ, Ct‘?molafase solida (20 pg/mL) y un conjugado de
purezay causar reacciones anafriacticas anti-lgG humana con fosfatasa alcalina.

en pacientes sensibilizados; se designaC m ntrol neaativ leccionaron
como inmunoglobulina hiperinmune aquélla omo control negativo se seleccionaro

que contenga al menos 5 veces el titulo de Muestras de suero de individuos no
anticuerpos de una preparacién estahdar. Vacunados con titulos de Acs especificos
La presencia de otras clases de contraproteinavacunal por ELISA menores

inmunoglobulinas, la composiciéon de de 500 U/mL (grupo de no vacunados); el
subclases de 1gG y la conservacion de suscontrol positivo se preparé mezclando
propiedades fisiologicas varian segin el muestras de 14 sueros humanos obtenidos
método empleado en la preparacion de la 4 semanas después de aplicada la segunda
inmunoglobuling’ La distribucion de  yogjs de la vacuna, con titulos mayores o
subclases puede |n]‘IU|r enla ef|ca_1C|a delas iguales que 25 U/mL por SUMA. Tanto el
preparaciones de inmunoglobulinas para patr6n de ELISA como el de SUMA tienen

uso intravenoso, ya que algunos actividades especificas expresadas en
anticuerpos especificos pertenecientes a P P

determinadas subclases han sido Unidades arbitrarias no equivalentes por-

identificados como importantes en varias dué €l coeficiente de correlacion entre
enfermedades infeccios¥s. ambas técnicas aunque indica una

Consideramos por tanto Gtil conocer asociacion estadisticamente significativa,
el contenido de 19G, IgA, IgM e IgE dela no permite la predicciéon de un valor. Sin
IGHAM, estudiar la composicion de embargo, la utilidad del valor de corte

subclases de 19G en 3 lotes de la ytilizado por SUMA est4 avalado para la
preparacion y contribuir de estaformaa una sejeccion de mezclas de plasma

caracterizacion mas completa del producto. hiperinmune con su aplicacion en mas de

5 000donaciones de plasma de vacunados.
METODOS Determinacion de IgG, IgA e IgNlas
cuantificaciones se realizaron por
Obtencién de IGHAMSe fraccionaron  turbidimetria en un espectrofotometro
3 lotes del producto a partir de plasma de Shimadzu 160 A, con un juego de reactivos
voluntarios inmunizados cAAMENGOC- Boehringer Mannheim. Se utilizaron
-BCR seleccionados por su concentracién Ppatrones Precimat 19G, IgA e IgM para la
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calibracion y suero control Nor Partigen
Behring.

Determinacion de IgESe cuantifico
IgE mediante un ensayo ultramicro-
enzimético (UMELISA-IgE, Centro de
Inmunoensayo).

Determinaciéon cualitativa de la
actividad de subclases de 1gG contra las
proteinas de VAMENGOC-BCSe realiz6
un método inmunoenzimatico en con-
diciones similares a la determinacion de
anticuerpos especificos totafeson un
sistema extravidina-biotina para la deteccién

y el porcentaje de las inmunoglobulinas
analizadas en los 3 lotes del producto.

TABLA 2. Conicentracion de proteinas totales y porcentajes
19G, lgM e IgA en la IGHAM

Concentracion de

Lotes  proteinas (g/L) 19G (%) IgM (%) IgA (%)
1001 108,71 4413 0,23 0,45
1003 106,76 46,06 0,22 0,41
2001 126,37 38,06 0,20 0,38

La concentracion de Acs especificos
y la actividad especifica contra proteinas

biotina (SIGMA) diluidos 1:1 000 fueron

incubados 1 h a 37 °C y el conjugado
extravidina-fosfatasa alcalina a una dilucién
1/2 000 se incub6é 30 min a 37 °C. A
continuacion se afiadié el sustrato
constituido por 10 mg de p-nitrofenilfosfato
en 10 mL de solucién reguladora
dietanolamina pH 9,8 y se incub6 120 min

en la oscuridad a temperatura ambiente. Las
placas fueron leidas a 405 nm pasados 30

90, 120 y 180 min de incubacién con el
sustrato.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observan las con-
centraciones de IgG, IgM e IgA obtenidas
por el método turbidimétrico en los 3 lotes
de IGHAM.

TABLA 1. Concentraciones de IgG, IgM, IgA obtenidas por
turbidimetria para los 3 lotes de IGHAM estudiados

Lotes 19G (g/L) IgM (g/L) IgA (g/L)
1001 47,98 0,25 0,50
1003 47,80 0,23 0,43
2001 47,10 0,26 0,48

(cepa B4:P1.15) se muestran en la tabla 3.
Los 3 lotes cumplen con la especificacion
de calidad para actividad especifica
establecida en 150 U/miL.

TABLA 3. Concentracion de Acs y actividad especifica
contra proteinas deNeisseria meningitidis grupo B

Concentracion de Acs  Actividad especifica

Lote especificos (U/mL) (U/mg)
1001 13927,227 290,2
1003 13 380,869 279,9
2001 15227,427 317,6

Los resultados de la determinacion de
subclases por el método inmunoenziméatico
para distintos tiempos de incubacion con
el sustrato se muestran en la tabla 4.

DISCUSION

Como se observa en la tabla 1, los
valores de IgG en los 3 lotes estan cercanos
a la concentracion normal de 1gG de la
preparacion (50 g/Lf,aunque el porcentaje
de IgG del total de proteinas fue inferior en

En la determinacion de IgE se encontra- €l lote 2001, producto de una mayor

ron valoresmayores que 200 U/mL en
los 3 lotes.

cantidad de albimina afadida a este lote
(tabla 2). De acuerdo con las espe-

En latabla 2 se presentan los resultados cificaciones quimicas, la concentracion de
de las concentraciones de proteinas totalesproteinas de nuestro producto debe estar
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TABLA 4. Valores de DO a diiferentes tiempos de incubacion con el sustrato

Muestra Subclase 30 min 60 min 90 min 120 min
L 1001 IgG 1 0,106 0,155 0,207 0,256
1: 500 IgG2 0,072 0,086 0,101 0,117
19G 3 0,070 0,078 0,086 0,096
1gG 4 0,067 0,072 0,078 0,083
L1003 1gG 1 0,109 0,159 0,212 0,263
1:500 1gG2 0,072 0,084 0,097 0,111
1gG 3 0,070 0,077 0,084 0,092
1gG 4 0,066 0,071 0,075 0,079
L 2001 1gG 1 0,122 0,186 0,250 0,315
1:500 1gG2 0,070 0,084 0,098 0,113
1gG 3 0,071 0,078 0,087 0,940
1gG 4 0,067 0,071 0,076 0,080
Mezclade IgG 1 0,077 0,095 0,112 0,131
sueros de 1gG 2 0,069 0,076 0,083 0,092
no vacuna- 1gG 3 0,067 0,074 0,079 0,085
dos 1:100 1gG 4 0,066 0,070 0,074 0,079
Mezclade IgG 1 0,172 0,298 0,426 0,551
suero de 1gG2 0,075 0,091 0,108 0,126
vacunados 19gG3 0,070 0,078 0,086 0,096
1:100 1gG 4 0,063 0,067 0,072 0,077

entre 100 y 140 g/L, por lo cual los 3 lotes 53y 84 U/mL), en 1 lote Sandoglobulin
cumplen los requerimientos exigid@s. (180 U/mL), en lote de Biagini (20 U/mL)
Las concentraciones de IgM e IgA yen 1llote de la Cruz Roja Suiza (40 U/mL) y
pueden considerarse aceptables si sesimilares ala concentracién determinada en
comparan con los valores referidos para 14 3 lotes de Endobulihimmuno GmbH.
preparaciones estudiadas Bomery otros  (Castillo JR. Evaluacion de una inmu-
en 19822 |os procedimientos por los cuales noglobulina intravenosa. Control de la
se obtuvieron esos productos incluyeron calidad y su uso clinico. Trabajo para optar
tratamientos tan diversos como degra- por el titulo de Especialista en Inmunologia
dacion enzimatica, tratamiento con polie- Clinica. Instituto de Ciencias Béasicas y
tilenglicol o R-propiolactona, reduccién y Preclinicas "Victoria de Girén". 1992:31-2).
alquilacién y adsorcién con DEAE- La infusién de preparaciones de
Sephadex. En otro estudio comparativo de inmunoglobulinas intravenosas que
las impurezas presentes en las prepara-contienen IgE, debe te6ricamente estar
ciones de inmunoglobulinas intravenosas seguida por la union de la IgE a los
serefierewaloresde IgAentre 4,3y5,9g/L en receptores Fc de los basofilos y mastocitos
3 lotes de Venimmun(Behring) y valores  por la liberacion de sustancias vasoactivas
entre 0,95y 1,6 mg/mL en 3y 5 lotes de seguida de alergénos, lo que da lugar a
Intraglobin F(Biotest) y Sandoglo-bulfn reacciones anafilacticas; sin embargo, no
(Sandoz), respectivamerife. hay informacion de que preparaciones de
Los niveles de IgE encontrados son inmunoglobulinas intravenosas que
superiores a los que refiere un estudio contienen IgE hayan causado tal anafilaxis
realizado en 10 lotes de Intacgldt{entre pasiva, ni existe correlacion entre los niveles
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de Acs de la clase IgE en inmunoglobulinas y la actividad especifica del producto. De
intravenosas y las reacciones adversas enesta forma para los 3 lotes estudiados las
generak? mayores DO encontradas corresponden a
Para realizar el analisis comparativo la IgG1 y las menores a la IgG4, este
entre las subclases se calcularon los co-resultado reafirma un predominio de IgG1
cientes de las densidades 6pticas (DO) de que esta en correspondencia con la elevada
las subclases 1, 2 y 3 entre el valor de DO actividad bactericida mediante la activacion
paralalgG4. Enlamedida en que aumentade la via clasica del complemento
el tiempo de incubacion se incrementan los demostrada en el productéasi como con
valores de DO por lo cual a untiempo de 2 h se la actividad opsonizante, factor determi-
pueden apreciar mejor las diferencias entre nante en la proteccién contideisseria
subclases. Se ha observado que el limite demeningitidis*®’
deteccion aumenta en dependencia del Ya ha sido demostrado previamente que
tiempo de la reaccion enzima-sustrato ain la administracion de VAMENGOC-BC
después de 15 d decubacion con el p-  estimula la produccién de las 4 subclases
-nitrofenilfosfato (PNPPY¥. de IgG con un marcado predominio de IgG1,
La lectura de las DO determinadas en un aumento discreto de IgG2 y bajos niveles
una dilucion 5 veces mayor que la utilizada de IgG3 e IgG4 (Ferriol XR. ELISA para la
en las mezclas de sueros de vacunados ydeteccion de subclases de IgG anti-protei-
no vacunados, indican la presencia de Acs nas de VAMENGOC-BE Determinacion de
IgG de las 4 subclases en los 3 lotes del la presencia de IgA e IgM especificas contra
producto. El mayor valor de DO paralalgGl las proteinas de esta vacuna. Trabajo de
se obtuvo en el lote 2001 y coincide que Diploma para optar por el titulo de
este lote tuvo una mayor actividad Licenciado en Bioquimica. Facultad de
especifica, lo que sugiere una posible Biologia. Universidad de La Habana.
asociacion entre la concentracion de IgG1 1992:25-30).

SUMMARY

1gG, IgA and IgM concentrations were estimated by turbidimetry, IgE was quantified
aided by UMELISA-IgE from SUMA and the composition of 1gG-specific subclasses
to B meningococcal proteins was studied by means of an inmunoenzime procedure. It
was found that IgG concentrations amounted to 47.98; 47.80 and 48.10 g/L, the IgA
content was lower than or equal to 0.50 g/L IgM concentration was 0,25 g/L
approximately and IgE levels exceeded 200 UI/mL. It is considered that there are 1gG
antibodies in the 4 1gG subclasses of which IgG1 is the predominant. An increased
presence of IgG1 could be associated to a higher value of specific activity.

Subject headingsNEISSERIA MENINGITIDIS/inmunology; ANTIBODIES,
BACTERIAL/analysis; IGG/analysis; IGA/analysis; IGM/analysis; NEPHELOMETRY
AND TURBIDIMETRY/methods; ENZYME LINKED INMUNOSORBENT ASSAY/
methods.
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