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RESUMEN

Se determinó por turbidimetría las concentraciones de IgG, IgA e IgM, se cuantificó
IgE con el UMELISA-IgE del SUMA, y se estudió por un método inmunoenzimático
la composición de subclases de IgG específica contra proteínas de meningococo B. S
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 concentración de IgM se encontró alrededor de
0,25 g/L y los niveles de IgE fueron mayores de 200 UI/mL. Se considera que están
presentes anticuerpos IgG específicos de las 4 subclases con predominio de IgG1. Un
mayor presencia de IgG1 pudiera estar asociada con un mayor valor de actividad
específica.

Descriptores DeCS: NEISSERIA MENINGITIDIS/inmunología; ANTICUERPOS
BACTERIANOS/análisis; IGG/análisis; IGA/análisis; IGM/análisis; IGE/análisis;
NEFELOMETRIA Y TURBIDIMETRIA/métodos; TEST DE ELISA/métodos.
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noglobulina hiperinmune preparada a pa
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antimeningocócica cubana BC (VA
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efectividad probada contra los m
ningococos del grupo B. La IGHAM pose
un alto título de anticuerpos (Acs) co
actividad bactericida que hacen posible
bacteriólisis dependiente de complemen
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incrementar la sobrevida de niños c
meningitis y/o meningococemia aún con
alto número de factores de pronóst
desfavorable.1,2

Los requerimientos en preparacio
de inmunoglobulinas para uso parent
exigen que al menos el 90% del produ
sea IgG monomérica  y que el resto de
inmunoglobulinas estén  presentes
cantidades muy reducidas, que ésta se
menos modificada posible y mantenga
capacidad opsonizante y de u
complemento, así como otras propieda
biológicas. Se recomienda además qu
concentración de IgA debe ser muy b
ya que ésta puede presentarse co
impureza y causar reacciones anafiláct
en pacientes sensibilizados; se des
como inmunoglobulina hiperinmune aqué
que contenga al menos 5 veces el títul
anticuerpos de una preparación estánd3

La presencia de otras clases 
inmunoglobulinas, la composición 
subclases de IgG y la conservación de
propiedades fisiológicas varían según
método empleado en la preparación d
inmunoglobulina.4 La distribución de
subclases puede influir en la eficacia de
preparaciones de inmunoglobulinas p
uso intravenoso, ya que algun
anticuerpos específicos perteneciente
determinadas subclases han s
identificados como importantes en var
enfermedades infecciosas.5,6

Consideramos por tanto útil conoc
el contenido de IgG, IgA, IgM e IgE de
IGHAM, estudiar la composición d
subclases de IgG en 3 lotes de
preparación y contribuir de esta forma a 
caracterización más completa del produ

MÉTODOS

Obtención de IGHAM. Se fraccionaron
3 lotes del producto a partir de plasma
voluntarios inmunizados con VAMENGOC-
-BCR seleccionados por su concentrac
152
del  meningococo  B  (mayor  o  igual  q
25 U/mL por SUMA). El proceso se des
rrolló según las modificaciones realizad
por Cádiz7 al método de Cohn-Oncley.8,9

Se realizaron los ensayos de cont
establecidos  por la Norma Cubana, NC 
-205 de 1990.10 Estos ensayos incluyen 
determinación de la concentración 
proteínas totales según el método de Biu
y la detección de Acs específicos a 
proteínas de VAMENGOC-BCR, mediante un
método inmunoenzimático11 que utiliza una
solución de proteínas de membrana exte
de la cepa B4:P1.15 como recubrimiento
la fase sólida (20 µg/mL) y un conjugado
anti-IgG humana con fosfatasa alcalin
Como control negativo se seleccionar
muestras de suero de individuos 
vacunados con títulos de Acs específic
contra proteína vacunal por ELISA meno
de 500 U/mL (grupo de no vacunados);
control positivo se preparó mezclan
muestras de 14 sueros humanos obten
4 semanas después de aplicada la seg
dosis de la vacuna, con títulos mayore
iguales que 25 U/mL por SUMA. Tanto 
patrón de ELISA como el de SUMA tiene
actividades específicas expresadas
unidades arbitrarias no equivalentes p
que el coeficiente de correlación en
ambas técnicas aunque indica u
asociación estadísticamente significati
no permite la predicción de un valor. S
embargo, la utilidad del valor de cor
utilizado por SUMA está avalado para 
selección de mezclas de plasm
hiperinmune con su aplicación en más
5 000 donaciones de plasma de vacunad

Determinación de IgG, IgA e IgM. Las
cuantificaciones se realizaron p
turbidimetría en un espectrofotómet
Shimadzu 160 A, con un juego de reactiv
Boehringer Mannheim. Se utilizaro
patrones Precimat IgG, IgA e IgM para
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Determinación de IgE. Se cuantificó

IgE mediante un ensayo ultramicr
enzimático (UMELISA-IgE, Centro d
Inmunoensayo).

Determinación cualitativa de la
actividad de subclases de IgG contra 
proteínas de VAMENGOC-BCR. Se realizó
un método inmunoenzimático en co
diciones similares a la determinación 
anticuerpos específicos totales11 con un
sistema extravidina-biotina para la detecc
de subclases. Los conjugados anti IgG
biotina (SIGMA) diluidos 1:1 000 fuero
incubados 1 h a 37 °C y el conjuga
extravidina-fosfatasa alcalina a una diluc
1/2 000 se incubó 30 min a 37 °C. 
continuación se añadió el sustra
constituido por 10 mg de p-nitrofenilfosfa
en 10 mL de solución regulado
dietanolamina pH 9,8 y se incubó 120 m
en la oscuridad a temperatura ambiente.
placas fueron leídas a 405 nm pasados
90, 120 y 180 min de incubación con 
sustrato.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observan las co
centraciones de IgG, IgM e IgA obtenid
por el método turbidimétrico en los 3 lot
de IGHAM.

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

Lotes                 IgG (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

En  la  determinación  de  IgE  se  encon
ron valores mayores que 200 U/mL e
los 3 lotes.

En la tabla 2 se presentan los resulta
de las concentraciones de proteínas tot
153
,

analizadas en los 3 lotes del producto.

TABLA 2. Concentración de proteínas totales y porcentajes
IgG, IgM e IgA en la IGHAM

                Concentración  de
 Lotes        proteínas (g/L)        IgG (%)    IgM (%)     IgA (%)

  1001 108,71 44,13 0,23 0,45
  1003 106,76 46,06 0,22 0,41
  2001 126,37 38,06 0,20 0,38

La concentración de Acs específic
y la actividad específica contra proteín
de membrana externa de meningococ
(cepa B4:P1.15) se muestran en la tabl
Los 3 lotes cumplen con la especificac
de calidad para actividad específi
establecida en 150 U/mL.10

TABLA 3. Concentración de Acs y actividad específica
contra proteínas de Neisseria meningitidis grupo B

                   Concentración de Acs        Actividad específica
Lote             específicos   (U/mL)                    (U/mg)

1001 13 927,227 290,2
1003 13 380,869 279,9
2001 15 227,427 317,6

Los resultados de la determinación
subclases por el método inmunoenzimá
para distintos tiempos de incubación c
el sustrato se muestran en la tabla 4.

DISCUSIÓN

Como se observa en la tabla 1, 
valores de IgG en los 3 lotes están cerca
a la concentración normal de IgG de
preparación (50 g/L),10 aunque el porcenta
de IgG del total de proteínas fue inferior
el lote 2001, producto de una may
cantidad de albúmina añadida a este 
(tabla 2). De acuerdo con las esp
cificaciones químicas, la concentración
proteínas de nuestro producto debe e



TABLA 4. Valores de DO a diferentes tiempos de incubación con el sustrato

entre 100 y
Muestra                Subclase              30 min               60 min              90 min               120 min

L 1001 IgG 1 0,106 0,155 0,207 0,256
1: 500 IgG 2 0,072 0,086 0,101 0,117

IgG 3 0,070 0,078 0,086 0,096
IgG 4 0,067 0,072 0,078 0,083

L 1003 IgG 1 0,109 0,159 0,212 0,263
1 : 500 IgG 2 0,072 0,084 0,097 0,111

IgG 3 0,070 0,077 0,084 0,092
IgG 4 0,066 0,071 0,075 0,079

L 2001 IgG 1 0,122 0,186 0,250 0,315
1 : 500 IgG 2 0,070 0,084 0,098 0,113

IgG 3 0,071 0,078 0,087 0,940
IgG 4 0,067 0,071 0,076 0,080

Mezcla de IgG 1 0,077 0,095 0,112 0,131
sueros de IgG 2 0,069 0,076 0,083 0,092
no vacuna- IgG 3 0,067 0,074 0,079 0,085
dos 1 : 100 IgG 4 0,066 0,070 0,074 0,079

Mezcla de IgG 1 0,172 0,298 0,426 0,551
suero de IgG 2 0,075 0,091 0,108 0,126
vacunados IgG 3 0,070 0,078 0,086 0,096
1 : 100 IgG 4 0,063 0,067 0,072 0,077
 140 g/L, por lo cual los 3 lotes
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Las concentraciones de IgM e Ig
pueden considerarse aceptables si
comparan con los valores referidos para
preparaciones estudiadas por Romer y otros
en 1982;12 los procedimientos por los cuale
se obtuvieron esos productos incluyer
tratamientos tan diversos como degr
dación enzimática, tratamiento con poli
tilenglicol o ß-propiolactona, reducción 
alquilación y adsorción con DEAE
Sephadex. En otro estudio comparativo
las impurezas presentes en las prepa
ciones de inmunoglobulinas intravenos
se refieren valores de IgA entre 4,3 y 5,9 g/L e
3 lotes de VenimmunR (Behring) y valores
entre 0,95 y 1,6 mg/mL en 3 y 5 lotes 
Intraglobin FR(Biotest) y Sandoglo-bulinR

(Sandoz), respectivamente.13

Los niveles de IgE encontrados so
superiores a los que refiere un estud
realizado en 10 lotes de IntacglobinR(entre
154
(180 U/mL), en 1 lote de Biagini (20 U/mL)
y en 1 lote de la Cruz Roja Suiza (40 U/mL
similares a la concentración determinada
3 lotes de EndobulinR Immuno GmbH.
(Castillo JR. Evaluación de una inmu
noglobulina intravenosa. Control de 
calidad y su uso clínico. Trabajo para op
por el título de Especialista en Inmunolog
Clínica. Instituto de Ciencias Básicas 
Preclínicas "Victoria de Girón". 1992:31-2)

La infusión de preparaciones d
inmunoglobulinas intravenosas qu
contienen IgE, debe teóricamente es
seguida por la unión de la IgE a lo
receptores Fc de los basófilos y mastoci
por la liberación de sustancias vasoactiv
seguida de alergénos, lo que da luga
reacciones anafilácticas; sin embargo, 
hay información de que preparaciones 
inmunoglobulinas intravenosas qu
contienen IgE hayan causado tal anafila
pasiva, ni existe correlación entre los nive
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Para realizar el análisis comparati
entre las subclases se calcularon los 
cientes de las densidades ópticas (DO
las subclases 1, 2 y 3 entre el valor de 
para la IgG4. En la medida en que aume
el tiempo de incubación se incrementan 
valores de DO por lo cual a un tiempo de 2 h
pueden apreciar mejor las diferencias en
subclases. Se ha observado que el límit
detección aumenta en dependencia 
tiempo de la reacción enzima-sustrato a
después de 15 d de incubación con el p
-nitrofenilfosfato (PNPP).15

La lectura de las DO determinadas
una dilución 5 veces mayor que la utiliza
en las mezclas de sueros de vacunad
no vacunados, indican la presencia de 
IgG de las 4 subclases en los 3 lotes 
producto. El mayor valor de DO para la IgG
se obtuvo en el lote 2001 y coincide q
este lote tuvo una mayor activida
específica, lo que sugiere una posi
asociación entre la concentración de Ig
155
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