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Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo.

Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo.

Caso practico
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\ Carlos y Susana son dos alumnos del ciclo
formativo de grado superior, de la especialidad de Laboratorio clinico y biomédico. Los
dos empezaron estos estudios pensando que algun dia llegarian a trabajar en los
laboratorios de un gran hospital. Son buenos companeros y frecuentemente se
encuentran para comentar sus dudas e incluso preparar los examenes. Desde que
iniciaron los estudios, han ido aumentando sus aspiraciones porque con el paso del

tiempo ha crecido su interés por los madulos de ciclo.

Carlos es muy ordenado y piensa mucho las cosas cuando ha de tomar una decision. A
menudo Susana le consulta dudas que él le resuelve porque generalmente tiene mas
estructuradas las nociones sobre un determinado tema. Carlos se esta dando cuenta
que cada dia le gusta mas el mddulo de Microbiologia clinica, en cambio a Susana le
estan interesando mucho las Técnicas de inmunodiagndstico.

Susana es completamente diferente, es un poco desordenada y toma las decisiones
rapidamente, aunque a veces se equivoca. No obstante dedica bastante tiempo al
estudio y para ello utiliza frecuentemente el ordenador. A menudo intenta ampliar
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temas utilizando Internet y cuando encuentra algun tipo de material curioso sobre
microbiologia, siempre se lo comenta a Carlos.

Ahora van a empezar las practicas, es decir, el médulo de Formacion en Centros de
Trabajo, en un hospital universitario de su ciudad. Estan muy ilusionados porque
aunqgue les han gustado las practicas vy actividades realizadas en su instituto, quieren
ver cdmo es en realidad el trabajo diario en los laboratorios de un gran hospital.

Casualmente, esta semana, Susana ha pensado ir al hospital en donde van a ir a hacer
las practicas para hacer una donacién de sangre. Se lo ha comentado a Carlos para ver
si también logra convencerle pero le ha dicho que no esta seguro y que ya se lo pensara.
En realidad, Carlos cree que, a pesar de todo lo que esta aprendiendo en el ciclo, la
donacién de sangre es alin un proceso que entrana ciertos riesgos, pero sobretodo no
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ve muy claro como se puede disponer de la sangre de donantes anénimos con las
debidas garantias para emplearla en transfusiones.

No sera la primera vez que Susana hace una donacién, asi que le explica a Carlos que

este tipo de operaciones hoy en dia estan muy controladas y que, por ejemplo, unos

dias después de la donacidn, el donante recibe en su domicilio un informe con una serie

de datos sobre la sangre que le han extraido.

En este modulo de Técnicas de inmunodiagndstico, vas a estudiar las técnicas que se realizan

en el laboratorio y que estan relacionadas de alguna forma con antigenos y anticuerpos. Son

técnicas que tienen muchas aplicaciones en el diagndstico de alteraciones patoldgicas pero

también en situaciones no patoldgicas, piensa por ejemplo en la determinacion de grupos

sanguineos o en los tests de embarazo. También vas a estudiar como se diagnostican

alteraciones que tienen su origen en el propio sistema inmunitario. En esta unidad de trabajo

se presentan las técnicas mas basicas y habituales que se realizan en el laboratorio de

inmunologia. Esta organizada en dos partes. En el primer apartado estudiaras técnicas de

aglutinacion y precipitacién, y en el sequndo apartado estudiaras los diferentes tipos de
INMuNoensayos.
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1.- Técnicas de aglutinacion y precipitacion.

Caso practico
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a Carlos. Como Carlos no tiene muy claros algunos aspectos sobre la cuestion, Susana

{

Como ya sabes Susana va a dar sangre vy se lo ha comentado

le ensena el informe que le enviaron después de su Ultima donacién.

En realidad Susana nunca ha prestado demasiada atencidn a este tipo de informes pero
ahora Carlos le hace ver que la informacién puede estar relacionada con el mddulo de
Técnicas de inmunodiagndstico que han estudiado.

Susana, que tiene un interés especial por este modulo, le propone a su companero qué,
para empezar, repasen las técnicas de aglutinacion y precipitacion, y para acabar de
convencerlo le recuerda qué algunas de estas técnicas también se utilizan en el
laboratorio de microbiologia.

Como ya hemos dicho en el apartado anterior, en esta primera parte vas a estudiar las
técnicas de aglutinacidn y precipitacién. En su mayor parte son pruebas relativamente
sencillas, muchas de ellas llevan mucho tiempo realizandose en el laboratorio pero no por ello
han perdido vigencia. Es muy importante que recuerdes todo lo que has aprendido sobre los
antigenos y los anticuerpos, particularmente sobre su unién para formar inmunocomplejos,
ya que la formacion de inmunocomplejos /n vitro, es la base de todas las técnicas
inmunoldgicas.
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11.- La union del anticuerpo al antigeno.

Seguro que ya has estudiado los conceptos de antigeno y anticuerpo, por ejemplo cuando
anteriormente te han hablado del mecanismo de actuacidn de las vacunas. Pues bien, los
antigenos presentes en los tejidos v los liguidos corporales se pueden detectar y cuantificar
mediante técnicas inmunoldgicas basadas en la gran_especificidad de las reacciones antigeno-
anticuerpo. En otras palabras, estas técnicas aplican el gran poder discriminatorio y selectivo
de los anticuerpos para unirse a su antigeno cuando éste se encuentra en una muestra con
multitud de proteinas. Las técnicas inmunoldgicas pueden ser primarias o secundarias.

e | as reacciones secundarias son reacciones del antigeno con el anticuerpo, visibles por
cambios fisicos que se producen en el medio de reaccion tras la formacion del

inmunocomplejo. La aglutinacion, la precipitacién vy la fijacién del complemento

constituyen reacciones secundarias.

e | asreacciones primarias son reacciones iniciales del antigeno con el anticuerpo. No son
visibles,ya que no inducen cambios fisicos en el medio de reaccién del antigeno con el
anticuerpo, por lo que se precisan marcadores que, unidos al antigeno o al anticuerpo,
permiten obtener un inmunocomplejo marcado que hace posible su deteccion. Estos
métodos constituyen los inmunoensayos y los marcadores utilizados son substancias
facilmente detectables, como por ejemplo cromdgenos.

En las reacciones secundarias, cuando una solucion de antigeno se mezcla in vitro con su
antisuero, el antigeno vy el anticuerpo se combinan y se forma un agregado (inmunocomplejo
o complejo antigeno-anticuerpo). Uno de los factores que influyen en esta reaccién es la
relacion entre la concentraciéon de antigeno y anticuerpo: un exceso de anticuerpo o de
antigeno puede retrasar o inhibir la formacion de los inmunocomplejos, o incluso redisolverlos
y el resultado serd un falso negativo.

Cuando aumenta la concentracion de antigeno en presencia de una concentracion de
anticuerpo constante, la cantidad de inmunocomplejos formados aumenta para luego volver
a disminuir. La curva obtenida tiene tres zonas:
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1. Zona de exceso de anticuerpo o prozona, donde la cantidad de antigeno es
insuficiente para saturar todo el anticuerpo presente. Cada molécula de antigeno puede

unirse a una sola molécula de anticuerpo. En el sobrenadante se detecta anticuerpo
libre.

2. Zona de equivalencia, en donde el antigeno anadido es suficiente para reaccionar con
todo el anticuerpo presente. Las concentraciones de antigeno y anticuerpo no son
iguales, pero si equivalentes,y es la concentracion relativa de estas moléculas la que
permite la formacion de un inmunocomplejo en forma de red tridimensional. En el
sobrenadante no se detecta ni antigeno ni anticuerpo libre.

3. Zona de exceso de antigeno, en donde la cantidad de antigeno es superior a la que se
necesitaria para reaccionar con todo el anticuerpo. La concentracién de anticuerpo es
insuficiente para que se produzcan uniones cruzadas con las moléculas de antigeno.

Recuerda que los anticuerpos estan constituidos por moléculas de inmunoglobulina, cada una
de ellas con zonas de unién para dos determinantes antigénicos iguales.

Autoevaluacion

En la zona de equivalencia:
O Las concentraciones de antigeno y anticuerpo son iguales.

O  En el sobrenadante se detecta antigeno y anticuerpo libre.
O Se forma muy poca cantidad de inmunocomplejos.

O No quedan anticuerpos ni antigenos sin reaccionar.
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Incorrecta. Una molécula de anticuerpo puede reaccionar con dos moléculas
antigénicas. Lo que es determinante es que los dos tipos de molécula estén en una
proporcién determinada.

Incorrecta. En la zona de equivalencia todas las moléculas de anticuerpo y de
antigeno estan comprometidas formando inmunocomplejos.

Incorrecta. La cantidad de inmunocomplejos es la maxima posible.

Todos los anticuerpos reaccionan con los antigenos de forma que todos se utilizan
para formar inmunocomplejos y no se detectan en el sobrenadante.

Solucién

1. Incorrecto
2. Incorrecto
3. Incorrecto
4. Opcion correcta
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1.2.- Aglutinacion directa e indirecta.

Quiza hayas visto que cuando se determina un grupo sanguineo se puede observar a simple
vista una especie de agregado formado por eritrocitos que han reaccionado con un
anticuerpo. En realidad lo que se ha producido es una aglutinacion. La aglutinacion consiste
en la formacién de un agregado visible de inmunocomplejos en forma de reticulo (lattice
formation). La aglutinacién se produce cuando las inmunoglobulinas se combinan con
antigenos particulados, es decir antigenos que forman parte o que se han unido
artificialmente a la superficie de eritrocitos, bacterias o particulas de latex. Las particulas
deben de tener un tamano de entre 100 nm y 10 mm para facilitar su visualizacion.

La aglutinacidn es una técnica de deteccién de reacciones antigeno-anticuerpo que se aplica
en diagndstico clinico. Los anticuerpos que aglutinan antigenos se denominan aglutininas y
los antigenos aglutinados, aglutindgenos.

Las aglutininas completas siempre producen aglutinacion y las incompletas son las que a
pesar de unirse al antigeno no producen aglutinacion en situaciones desfavorables , como
cuando el antigeno particulado son hematies suspendidos en solucién salina.

Las aglutininas completas son las IgM debido a su tamano y multivalencia , y las incompletas
son las IgG al ser bivalentes.

Hay dos tipos de aglutinacion:

En la aglutinacion directa, los antigenos forman parte de la superficie de un antigeno
particulado (por ejemplo eritrocitos o bacterias). Es Util para el diagndstico de infecciones
cuando es dificil el aislamiento del microorganismo entonces se realizard una serologia, en
este caso el antigeno particulado empleado es el microorganismo. Cuando se utiliza para
identificar grupos sanguineos, el antigeno particulado es el eritrocito.

Cuando una suspensién antigénica ( bacterias o eritrocitos) se enfrentan a un suero que
presente los anticuerpos especificos para esos antigenos, se producira una aglutinacion por
formacion de los inmunocomplejos. La lectura es inmediata, ya que a simple vista se aprecia
la formacion de los agregados insolibles de inmunocomplejos. La forma de visualizarlos
dependera del soporte sobre el que se realice la determinacion:
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Soporte plano (porta o tarjeta) donde la reaccidn positiva se observa por la formacién de
grumos o Placa de microtitulacién donde el positivo se evidencia por la formacién de un velo
en la superficie del pocillo y el negativo como un botén sedimentario en el fondo.

Son técnicas de aglutinacion directa la determinacion del grupo sanguineo ABO vy Rh en las
que se determina el grupo sanguineo utilizando sueros con Anticuerpos Anti-A, Anti-B , Anti-
ABy Anti-D(para el Rh), estas técnicas al realizarse sobre la superficie del hematie de
denominan tecnicas de hemaglutinacion.

Tambien se utiliza |a aglutinacién directa para detectar la presencia en suero de anticuerpos
frente a Brucella para el diagndstico de brucelosis, es la técnica llamada Rosa de Bengala ya
que se emplean bacterias del género Brucella tenidas con ese colorante.

En la aglutinacion indirecta, los antigenos se han unido artificialmente a la superficie de
ciertos elementos vy particulas, como por ejemplo eritrocitos o particulas de latex. El
acoplamiento del antigeno se denomina sensibilizacion y se realiza por captacion espontanea

mediante incubacion, por modificacién de la superficie con acido tanico (en el caso de
eritrocitos) o a través de uniones quimicas mediante reactivos.

Las técnicas mas habituales son la aglutinacion en latex en placa y la hemaglutinacion
indirecta( en la que los hematies son sensibilizados con antigenos que no le son propios)
también una variante de esta ultima la inhibicidn de la hemaglutinacion.

La aglutinacién se produce en dos fases: sensibilizacién y aglutinacién propiamente dicha.

Observa que el término sensibilizacidn se utiliza tanto para designar a la unién artificial de
antigenos o anticuerpos a la superficie de particulas y elementos celulares, como para
designar una de las fases de la aglutinacion.
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Eritrocito
La sensibilizacion es el proceso por el cual el anticuerpo se une al antigeno de la superficie de
la particula.

e | as IgM son los anticuerpos mas eficientes para la aglutinacion de particulas por eso
también se denominan anticuerpos completos. Fijate en la imagen, como comprobaras,
las IgM son moléculas pentaméricas que permiten la unién de 5 a 10 moléculas

antigénicas a cada IgM.La actividad aglutinante de la IgM es entre 10 y 100 veces mas

alta que la de la IgG.

e | as IgG no suelen provocar la aglutinacion de antigenos particulados porque, como
puedes ver en la imagen, las moléculas sélo tienen dos puntos de union con los
determinantes antigénicos, por eso también se dice que las IgG constituyen
anticuerpos bloqueantes o incompletos, aunque sean moléculas funcionalmente
completas.

La aglutinacién propiamente dicha consiste en la formacién del agregado visible de
inmunocomplejos a partir de la unidn de particulas inertes o no, previamente sensibilizadas.
Los epitopos o determinantes antigénicos aun libres de las moléculas de anticuerpo se unen a
otras moléculas de antigeno dando lugar a la formacién del reticulo.

A veces las dos etapas suceden casi simultdneamente, otras veces sélo hay sensibilizacién,
por ejemplo las IgG son generalmente sensibilizantes pero no aglutinantes. Como medio para
detectar anticuerpos, la aglutinacion tiene mucha sensibilidad porque el antigeno ya forma
parte de una particula insoluble y se necesitan relativamente pocas moléculas de anticuerpo
para visualizar la agregacion.

Pregunta Verdadero-Falso

La IgG es denominada tambien aglutinina incompleta por presentar 4 sitios de union al
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antigeno

O Verdadero O Falso

Falso
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1.3.- Determinacion del titulo de anticuerpos.
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Ya sabes en qué consiste la aglutinacion pero, en el laboratorio, ¢como se visualiza el
resultado? En este apartado estudiaras el aspecto que presenta una aglutinacion y vas a ver
como se interpretan los resultados.

Las técnicas de aglutinacion pueden realizarse ,como se ha mencionado anteriormente, sobre
portaobjetos, en tubos o en placas de microtitulacion o microplacas. Las reacciones positivas

se manifiestan seguin un patron difuso o un velo en la superficie del pocillo, mientras que las
aglutinaciones negativas se caracterizan por la aparicion de un anillo o botén en el fondo de
los tubos o de los pocillos de la placa de microtitulacién, formado porque los antigenos
particulados que no se han podido unir a los anticuerpos, caen por las paredes inclinadas del
fondo del tubo o del pocillo y se depositan en el fondo formando un punto nitido o botdn.

El titulo de anticuerpos es la inversa de la dilucion mas elevada de la muestra que resulta
aglutinada, observandose que diluciones superiores no aglutinan. Para comprenderlo mejor,
en laimagen inferior puedes ver el resultado de una prueba de hemaglutinacion cuantitativa
realizada para diferentes pacientes en una placa de microtitulacion, también se observan los
controles positivos y negativos, y finalmente puedes ver la titulacion en cada caso. Para
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determinar un titulo se realiza una dilucion seriada de la muestra en tubos o en una placa de
microtitulacidn, al hacer reaccionar estas diluciones en las que cada vez habra menos
anticuerpos con una cantidad de antigeno constante, llegara un momento en que no se
producird resultado positivo ya que no hay anticuerpos suficientes para la reaccién, siendo el
titulo la ultima dilucion con resultado positivo. La aparicion de aglutinacion se examina
después de un periodo de incubacion que depende de los antigenos vy de los anticuerpos que

reaccionan.

La intensidad maxima de aglutinacion se observa en las diluciones de la zona de equivalencia.
En diluciones superiores no hay aglutinacién por la falta de anticuerpo y en las inferiores a
veces tampoco, por el exceso de anticuerpo (prozona).
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Las técnicas de aglutinacién precisan de controles:

e Control positivo: Se realiza con un suero positivo, un suero que posee los anticuerpos
que se quieren determinar en el suero problema. Los controles positivos ponen de
manifiesto la correcta reactividad de les particulas sensibilizadas.

e Control negativo: Se realiza con solucion salina, una solucion en donde es segura la
ausencia de los anticuerpos que se quieren determinar en el suero problema. Los
controles negativos ponen de manifiesto la especificidad de la técnica.

Ejercicio resuelto

Determinacion del titulo de anticuerpos en una técnica de aglutinacion.

En una técnica de aglutinacion se realizan 8 diluciones de un suero con anticuerpos
problema (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1160, 1/320, 1/640 y 1/1280). Después de anadir la
solucidn antigénica especifica se incuban las soluciones vy la aglutinacién mas intensa se
observa para la dilucion 1/160. Las diluciones 1/40, 1/80, 1/320 y 1/640 muestran una
aglutinacion débil y la dilucién 11280 no muestra aglutinacion. Las diluciones 1/10 y 1/20
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no muestran aglutinacion. sCual es el titulo de anticuerpos?

a. La maxima aglutinacién (1/160) corresponde la zona de equivalencia y las
diluciones 1/10 y 1/20 corresponden a la prozona (exceso de anticuerpo).
b. La ultima dilucién positiva es 1/640, por tanto el titulo de anticuerpos es

640.

Pregunta de Eleccion Mdltiple

Segun la imagen anterior el titulo de anticuerpos para una determinada enfermedad en
el paciente 5 es de 32 porque

O Eslainversade la dltima dilucion en la que se ha producido aglutinacion
O Aparece un botdn en la superficie del pocillo donde se ha realizado la dilucién 1/32
O Ambas respuestas son falsas

O Ambas respuestas son ciertas
Opcidn correcta
Incorrecto

Incorrecto
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Incorrecto

Solucién

1. Opcidn correcta
2. Incorrecto
3. Incorrecto
4. Incorrecto
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1.4.- Prueba de Coombs.
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Como ya sabes, las transfusiones sanguineas sélo se pueden realizar entre personas con
grupos sanguineos compatibles, pero ademas deben realizarse una serie de controles para

evitar posibles reacciones transfusionales. En este sentido, sequramente habras oido hablar
de las pruebas cruzadas, la prueba de Coombs que estudiaras en este apartado forma parte
de estas pruebas.

La prueba de Coombs, también llamada prueba de la antiglobulina, es una prueba que
permite detectar la sensibilizacién de eritrocitos por IgG. Algunos anticuerpos, como por
ejemplo los de tipo IgG, no pueden aglutinar eritrocitos de forma eficaz, pero se pueden
detectar con pruebas de aglutinacién indirecta anadiendo un segundo anticuerpo especifico
(antiglobulina) contra la IgG fijada previamente sobre |a superficie de los eritrocitos.

En la prueba de Coombs, la IgG fijada previamente al eritrocito, actia como antigeno frente a
la antiglobulina.

La prueba de Coombs directa (DAT, direct antiglobulin test) detecta sensibilizaciones in vivo,
es dedir, la unién de anticuerpos producidos por el propio organismo, a antigenos presentes
en eritrocitos del paciente. Se puede utilizar para el diagndstico de la anemia hemolitica
autoinmune o para detectar la enfermedad hemolitica del recién nacido.

Debes conocer

En la siguiente animacion podras ver el desarrollo de una prueba de Coombs directa.
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Resumen textual alternativo

La prueba de Coombs indirecta (IAT, indirect antiglobulin test) detecta sensibilizaciones in
vitro que se producen cuando, en el laboratorio, se ponen en contacto anticuerpos circulantes
del suero de un paciente con eritrocitos de antigenicidad conocida, es decir con determinados
antigenos identificados. Se puede utilizar para la determinacién de anticuerpos como la
inmunoglobulina Rh en el suero materno vy en pruebas cruzadas (cross-matching tests) antes

de realizar transfusiones.

Se incuba el suero problema con hematies Rh+ , si hay IgG anti-Rh se uniran a estos hematies
y al anadir el reativo de Coombs se producird la aglutinacion de los hematies.

Debes conocer

En la siguiente animacién podras ver el desarrollo de una prueba de Coombs indirecta.

Resumen textual alternativo

Autoevaluacion
En la prueba de Coombs indirecta se utilizan eritrocitos del propio paciente.

:Verdadero o falso?
O Verdadero.

O  Falso.

Esta afirmacion no es correcta.
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En esta prueba el paciente aporta su suero que es en donde se pretende detectar
la presencia de anticuerpos anti-eritrocito.

Solucién

1. Incorrecto
2. Opcidn correcta

18 de 127 21/09/2020 18:36



Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo. http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

19 de 127

1.5.- Inhibicion de la aglutinacion.

Como veras ésta es una técnica un poco mas complicada que las
anteriores. Es posible que te resulte un poco mas dificil de entender, procura ir avanzando
despacio y, sobretodo, presta atencidn a la imagen.

Una de estas tecnicas es una variante de la hemaglutinacion indirecta y se denomina
inhibicion de la hemaglutinacion. Uno de sus usos es determinar anticuerpos en suero del
paciente frente a virus o bacterias que in vitro tienen la capacidad de aglutinar hematies de
mamiferos o aves, al unirse a sus receptores de membrana.

Si el suero del paciente no presenta anticuerpos especificos para el virus o bacteria que
estamos determinando, los antigenos del patdgeno provocan la aglutinacion de los
eritrocitos, pero si se incuban esos patdgenos(virus o bacterias) con el suero de un paciente
que contenga anticuerpos ( ejemplo para el virus de la rubeola o el de Ia gripe), los
anticuerpos neutralizaran los antigenos viricos inhibiendo su capacidad de aglutinar
hematies. La lectura es por tanto lo contrario a las pruebas de hemaglutinacién. Es decir, en el
diagndstico de la rubeolg, si se produce la hemaglutinacion el resultado es negativo ( se
observa como un velo en la superficie del pocillo) ya que esto indica que en el suero del
paciente no hay anticuerpos frente a rubeola y si no se produce hamaglutinacién, el
resultado es positivo, el paciente estara inmunizado frente a rubeola y esto se observara con
la formacién de un botdn en el fondo del pocillo de la placa de microtitulacion.

En la siguiente imagen puedes comparar como se observa el resultado en una técnica de
inhibicion de la hemaglutinacién en la placa de microtitulacion si lo que estamos buscando
son anticuerpos frente al virus ( ejemplo rubeola) , el resultado positivo(presencia de
anticuerpos en el suero del paciente) se observa como un botdn de hematies al fondo del
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pocillo, el virus( utilizado como antigeno) no ha aglutinado los hematies porque habia
anticuerpos en la muestra del paciente y estos se han unido al virus ( caso C) , en el caso de
no haber anticuerpos el virus aglutina los hematies y se observa como un velo rojo sobre la
superficie del pocillo (caso B), es decir el resultado se observa al contrario que con una
hemaglutinacién normal.

' Resultados de

Interaccion la microtituladora

Componentes

GI,%?SLGS . Sin reaccion
Al ' ©
O .‘ ...
O
g Glébulos
Virus rojos Hemaglutinacion
O
B O .
re @
O
Virus  Anticuerpos Inhibicion de la
%* : hemaglutinacion
C . L |
Gl6bulos @) @
v rujgs * ® O O

La inhibicidn de la aglutinacion también es una técnica adecuada para detectar y cuantificar
antigenos solubles poco concentrados en sangre u otros fluidos bioldgicos como orina, como
algunas hormonas, por ejemplo la gonadotropina corionica humana (hCG) en el caso de tests

de embarazo. Para llevarla a cabo se utilizan eritrocitos humanos o particulas de latex
sensibilizadas con la sustancia que se quiere detectar.

La reaccion se desarrolla en dos fases: en la primera, el anticuerpo se incuba con la muestra
en la que se han de determinar antigenos. En una segunda fase se anaden los eritrocitos o las
particulas de latex sensibilizadas que aglutinaran con el anticuerpo que no se ha combinado
con el antigeno soluble.

e Cuando se anaden anticuerpos especificos y suero de un paciente sin antigeno, hay
aglutinacion porque los anticuerpos se unen al antigeno que recubre los eritrocitos.
e Sise anaden anticuerpos especificos y suero de un paciente con antigeno, los
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anticuerpos se uniran al antigeno soluble libre presente en el suero y no habra
aglutinacion porque los anticuerpos, fijados ya a su antigeno, no pueden unirse a los
eritrocitos.

La inhibicidon de la hemaglutinacion es una técnica cuantitativa: el grado de inhibicion de la
aglutinacion refleja la cantidad de antigeno presente en la muestra.Si pasas la primera
diapositiva, a continuacién encontraras un esquema general de la técnica y un ejemplo para la
determinacion de HCG (Hormona corionica Humana) cuya presencia indica que una mujer

esta embarazada.

Reflexiona

Fijate en que por su funcionamiento, la inhibicidn de la aglutinacion es una técnica
competitiva: Los anticuerpos pueden unirse tanto al antigeno soluble de la muestra,
como al antigeno particulado. El resultado final dependera de |a proporcion relativa de
ambos tipos de antigeno. En el caso de una muestra con poco antigeno soluble, la
aglutinacion por la unidn con el antigeno particulado serd maxima. En el caso de una
muestra muy rica en antigeno soluble, la aglutinacién por la unién con el antigeno
particulado sera minima.

Para saber mas
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Una de las aplicaciones de las técnicas de inhibicidn de la aglutinacion es el diagndstico
del embarazo. En el siguiente documento puedes consultar el protocolo que se sigue
para realizar esta determinacion en el laboratorio.

Test de embarazo. (29.8 KB)
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1.6.- Inmunoprecipitacion.

En apartados anteriores has estudiado cémo antigenos particulados aglutinan en presencia
de anticuerpos especificos. Si son antigenos solubles los que se combinan con sus
anticuerpos especificos en proporciones cercanas o iguales a las del punto de equivalencia, se
originan precipitados de inmunocomplejos que forman grandes agregados insolubles.

En realidad la aglutinacidn vy la precipitacion pueden considerarse como manifestaciones de la
misma interaccidén antigeno-anticuerpo, pero recuerda que en la aglutinacion los antigenos
eran particulados, en cambio en las técnicas de precipitacion los antigenos son solubles. Al
igual que la aglutinacion las reaccciones de precipitacion se incluyen dentro de Ias técnicas
secundarias en las que en este caso, la formacion del inmunocomplejo se visibiliza por la
formacion de un precipitado.
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Como la aglutinacién, la precipitacion tiene lugar en dos fases:

1. Reaccidn del anticuerpo con determinantes antigénicos especificos, dos en el caso de
IgG, 0 con mas, en el caso de IgM.

2. Formacion de un agregado tridimensional insoluble que precipita por su tamano.
Durante esta fase los puntos de unidn de las moléculas de anticuerpo para
determinantes antigénicos, que aun no estan ocupados por antigenos, se van uniendo a
nuevas moléculas de antigeno.

Para que se forme un agregado los reactivos deben estar en una proporcién éptima y se
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necesita un cierto nimero de moléculas de anticuerpo. También, como en la aglutinacion, es
importante el tipo de anticuerpo: las IgG son mejores precipitinas que las IgM.

Uno de los factores que influyen en esta reaccidn es la relacién entre la concentracion de
antigeno vy la de anticuerpo: un exceso de anticuerpo o de antigeno puede retrasar o inhibir |a
formacion de los inmunocomplejos, o redisolverlos.

Los ensayos de precipitacién pueden realizarse en medios liquidos o semisolidos como los
geles de agar o de agarosa. Durante la incubacidn uno de los constituyentes puede difundir

hacia el otro o los dos constituyentes pueden difundir uno hacia el otro.

Cuando la difusion tiene lugar en un gel, se establecen gradientes de concentracion tanto de
antigeno como de anticuerpo y cuando se llega a las concentraciones dptimas, se forma un
precipitado visible como una banda o linea diferenciada. Las técnicas de inmunoprecipitacion
en geles se agrupan en dos categorias: técnicas de inmunodifusién y técnicas
inmunoelectroforéticas.

Tal como estudiaras en el apartado siguiente, las técnicas de inmunoprecipitacién en solucion
son lainmunoturbidimetria y lainmunonefelometria.
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1.7.- Inmunoturbidimetria e inmunonefelometria.

. Cuando un haz de luz colimado ( sus haces son paralelos) atraviesa una
solucion homogénea, una parte se absorbe y otra se transmite, pero ;Qué sucede cuando un
haz de luz choca con una particula en suspensién? Una parte de la luz se dispersa, otra se
refleja y otra se absorbe. Recuerda que la radiacion dispersada es una pequena fraccion de la
radiacion que al colisionar con una suspension de particulas se transmite en todas
direcciones. La turbidimetria y la nefelometria son técnicas que se basan en la propiedad
que tienen las particulas en suspension de dispersar la luz

La intensidad de la luz dispersada es:

e Directamente proporcional al peso molecular de las sustancias que forman parte de las
particulas y a la concentracion de las particulas.
e Inversamente proporcional a la longitud de onda de la luz incidente.

La intensidad de la luz dispersada también depende de la direccidon de deteccidn, asi, en los

mientras que en las técnicas de turbidimetria, la deteccidn de la luz transmitida se efectia en
la misma direccion que la luz incidente.

La turbidimetria detecta particulas en funcién de la luz transmitida utilizando un
espectrofotometro. La nefelometria detecta particulas en funcién de la luz dispersada

utilizando un nefelometro.
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La inmunoturbidimetria y la inmunonefelometria son técnicas de inmunoprecipitacion en
medio liquido en donde los inmu ocomplejos quedan en suspensién en la muestra dando un
aspecto turbio al liquido. La dispersién de la luz que incide sobre una solucién de
inmunocomplejos es maxima en la zona de equivalencia, debido al mayor tamano de las

particulas.

En la zona de exceso de anticuerpos, la dispersion disminuye a pesar de que la
concentracidn de antigeno es mayor porque los agregados de inmunocomplejos se hacen
mas pequenos y, por tanto, mas solubles. A pesar de todo, en las técnicas de
inmunoturbidimetria e inmunonefelometria se trabaja en esta zona de exceso de anticuerpos,
porgue en esta zona la intensidad de la luz dispersada es directamente proporcional a la
cantidad de antigeno presente.

La introduccion de microparticulas favorece la formacién de un mayor nimero de
inmunocomplejos, ya que cuando el antigeno o el anticuerpo estan unidos a una fase sdlida,
como una particula de Iatex, se facilita la unién antigeno-anticuerpo, aumentando la
sensibilidad.

Para saber mas

En este documento puedes examinar el protocolo que se sigue para realizar una
turbidimetria en el laboratorio.

Determinacion de Apolipoproteina B (Apo B) por turbidimetria. (86.6 KB)
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Autoevaluacion

En inmunoturbidimetria:
O Se mide directamente la luz dispersada por inmunocomplejos.

O  Setrabajaen la zona de exceso de anticuerpos.
O Se pueden utilizar nefelémetros para efectuar las medidas.
O  Laintensidad de la luz dispersada es directamente proporcional a la longitud de

onda de la luz incidente.

Incorrecta. Se mide la radiacion transmitida, la radiacion dispersada se mide por
inmunonefelometria.

En esta zona la intensidad de la luz dispersada es directamente proporcional a la
cantidad de antigeno presente.

Incorrecta. Se utilizan espectrofotémetros. Los nefeldmetros se utilizan en
nefelometria.

Incorrecta. La intensidad de la luz dispersada es inversamente proporcional a la
longitud de onda de la luz incidente.

Solucién

1. Incorrecto
2. Opcidn correcta
3. Incorrecto
4. Incorrecto
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1.8.- Inmunodifusion radial.

En el apartado anterior ya has estudiado las técnicas de inmunoprecipitacién en solucion.
Recuerda que existen otras técnicas de inmunoprecipitacion que se realizan en gel. En primer
lugar vas a estudiar las técnicas de inmunodifusion que utilizan un gel sobre un soporte tipo
placa de Petri o portaobjetos, en el que difunden el antigeno vy el anticuerpo. Como resultado
se observa una banda de precipitado en donde se establece el equilibrio entre las

concentraciones de antigeno y anticuerpo. La difusidon puede realizarse en una dimension
(inmunodifusion radial) o dos dimensiones (doble inmunodifusién).

La inmunodifusion radial es una técnica cuantitativa también denominada inmunodifusion
simple o técnica de Mancini. El anticuerpo se incorpora en el gel mientras que el antigeno se
deposita en pocillos practicados en el gel. El antigeno difunde radialmente desde los pocillos
por el gel, por lo tanto hay un gradiente de concentracion para el antigeno mientras que la
concentracion de anticuerpo en el gel es constante. En aquellos puntos del gel en donde se
establece la zona de equivalencia se observa un precipitado en forma de anillo.

Cuanto mas lejos del pocillo esté el anillo, mayor es la concentracion de antigeno: La
superficie y por tanto el diametro al cuadrado del anillo, es directamente proporcional a la
concentracion de antigeno. Cuanto mayor sea la concentracion del antigeno en la muestra,,
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mas tiene que difundir para poder reaccionar completamente con el anticuerpo en
proporciones equivalentes y por tanto mayor es el drea del anillo formado. Observa en la
imagen como se determina la concentracion de las muestras por interpolacion a partir de una
recta de calibracién con concentraciones de antigeno conocidas.

La inmunodifusion radial también puede emplearse para la cuantificacion de anticuerpos, en
este caso es el antigeno el que debe incorporarse previamente al gel.

Hay factores que influyen en el didmetro final del anillo formado ( volumen de muestra,
concentracion de anticuerpo o antigeno en el medio, pH del medio y tiempo de incubacion),
estos han de mantenerse constantes para determinar un valor fiable de concentracion. Un
aumento de temperatura disminuye el tiempo de difusion sin alterar el diametro final del
anillo.

Para saber mas

En este documento puedes examinar el protocolo que se sigue para realizar una
inmunodifusion radial en el laboratorio.

Autoevaluacion

En una placa de inmunodifusion radial se pueden hacer medidas semicuantitativas a
simple vista comparando el diametro de un anillo problema con los diametros de los
estandares utilizados. ;Verdadero o falso?

O Verdadero.

O  Falso.

Los diametros estan relacionados con la concentracién de antigeno (o anticuerpo)
en los pocillos. Si el didmetro en un pocillo problema es intermedio entre el de dos
pocillos estandar, entonces su concentracion también sera intermedia entre las de
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los pocillos estandar.

Esta afirmacion es correcta.

Solucién

1. Opcidn correcta
2. Incorrecto
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1.9.- Doble inmunodifusion.

En la inmunodifusion radial el antigeno difunde desde un pocillo en el gel mientras que Ia
concentracion de anticuerpo depositado previamente en el gel es constante. sQué pasaria si
el gel no tuviera anticuerpo y en unos pocillos hubiera sélo anticuerpo y en otros solo
antigeno? Esta es la base de la doble inmunodifusidn, también llamada técnica de
Ouchterlony, una técnica cualitativa en la que el gradiente de concentracion se establece
tanto para el antigeno como para el anticuerpo. Asi pues, ambos difunden desde pocillos
separados en un gel sin antigeno ni anticuerpo. Si la solucién antigénica problema contiene
dos o0 mas antigenos reconocidos por el antisuero, se forman dos o mas bandas de
precipitacion. En la inmunodifusion doble bidimensional a veces se colocan muestras distintas
en pocillos periféricos adyacentes , estas muestras pueden contener antigenos iguales ,
parecidos o distintos.

Si el anticuerpo se halla en un pocillo central y alrededor estan los pocillos con soluciones
antigénicas, peden observarse diferentes patrones en relacién con las bandas de
precipitacion:

a. En la reaccion de identidad, las dos lineas de precipitacion se unen en un solo arco,
indicando que los antigenos tienen un determinante antigénico comdn que reacciona
con el antisuero.

b. En la reaccion de identidad parcial, las dos lineas se unen pero se forma un espoldn
provocado por el antigeno con mas determinantes antigénicos reconocidos por el
antisuero. Esto sucede cuando los antigenos de las muestras comparten algun
determinante antigénico pero no todos.

. Enlareaccién de no identidad o de desigualdad, las dos lineas estan cruzadas y los
determinantes reconocidos por el antisuero son todos diferentes. Lo que determina que
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los antigenos contenidos en las muestras no tienen ningun determinante antigénico en
comun.

Debes conocer

En la animacidn siguiente puedes observar las posibles reacciones en una técnica de
doble inmunodifusion.

Resumen textual alternativo

Para saber mas

Las posibilidades en relacidn a la aparicién de bandas en una doble inmunodifusion son
muchas y su interpretacion requerira tu atencion. Te proponemos la visualizacion de
una presentacion y de un video, asi como la utilizacién de un simulador.

Resumen textual alternativo

Ouchterlony Double Diffus...

Resumen textual alternativo
Simulador de la técnica de Ouchterlony.
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110.- Inmunoelectroforesis.

A lo largo de tu formacion seguro que has estudiado la técnica de la electroforesis. Recuerda

que es una técnica para separar, principalmente, proteinas y acidos nucleicos, pero que en el

caso de la inmunoelectroforesis se utiliza para después realizar una doble inmunodifusién. La
inmunoelectroforesis permite detectar sustancias con movilidad eléctrica similar mediante
reacciones de precipitacion especificas entre antigenos y anticuerpos. Es Util cuando las
mezclas de antigenos son demasiado complejas para ser analizadas por difusion y
precipitacion simples, por ejemplo en el caso de inmunoglobulinas del suero donde seria dificil
la identificacion de cada banda. La inmunoelectroforesis tiene mucho poder de resolucion
pero no se considera una técnica de rutina.

Se realiza en agar 0 agarosa sobre portaobjetos, la muestra es la solucién con la mezcla
antigénica y se deposita en un pocillo central, mientras que el antisuero se coloca
lateralmente en un surco.

La inmunoelectroforesis es una técnica analitica cualitativa y semicuantitativa que combina la
electroforesis y la inmunodifusién de antigenos y anticuerpos.Su principal ventaja es la
especificidad, puesto que la separacion previa permite la obtencion de arcos o bandas de
precipitacion exclusivamente frente a una fraccion antigénica.
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Como se puede observar en esta imagen, la técnica tiene dos fases bien definidas:

a. Electroforesis, para separar los componentes antigénicos de la muestra que se ha
depositado en el pocillo central. El pH del gel se selecciona de forma que las proteinas
con carga negativa migren al anodo o polo positivo. En el caso de muestras séricas, las
proteinas suelen separarse en cinco regiones, ordenadas desde el anodo al catodo o
polo negativo de la siguiente manera: Albuimina, alfa-1-globulinas, alfa-2-globulinas,
beta-globulinas y gamma-globulinas. Las gamma-globulinas, por un fendmeno de

electroenddsmosis , migran hacia el catodo.
b. Doble inmunodifusidn de las proteinas separadas previamente por la electroforesis y
del antisuero situado en el surco, en el caso anterior el antisuero tendria anti- albumina,

anti- alfa2globulina, anti beta globulina ademas de anti- IgG., anti-IgM v anti-IgA, y se
colocaria lateralmente al recorrido electroforético.

Las bandas de precipitacion tienen forma de arco, y se pueden tenir y comparar con las de un
suero estandar o con el antigeno que se quiera identificar en la muestra.

En la imagen puedes ver una inmunoelectroforesis correspondiente a un caso de mieloma
multiple, una IgG con cadenas kappa. La técnica permite caracterizar la paraproteina gracias a
los arcos de inmunoprecipitacion formados contra antisueros especificos de cadenas pesadas
y cadenas ligeras.

A la derecha de la inmunoelectroforesis se indican los antisueros utilizados. Para cada
antisuero, en la parte superior se analiza una muestra del mismo paciente vy, en la parte
inferior, un suero control (NHS).

Se senalan los engrosamientos localizados en los arcos de precipitacion correspondientes a
los antisueros anti-IgG y anti-kappa. Esta intensa reaccion anormal con anti-IgG y anti-
kappa, y la falta de reaccion con el antisuero contra las cadenas lambda, indican la presencia
de una paraproteina monaclonal (IgG con cadenas kappa) ya que una inmunoglobulina
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policlonal reaccionaria con los dos tipos de antisueros anti-cadenas ligeras (anti-kappa y anti-
lambda). La ausencia de una banda para anti-IlgM y Ia presencia de una banda reducida para
anti-lgA demuestran Ia tipica reduccion de inmunoglobulinas normales en esta enfermedad.

Entre las aplicaciones mas importantes de la inmunoelectroforesis cabe destacar la
caracterizacion de alteraciones cualitativas de proteinas especificas, por ejemplo, tal como se
ha visto en un caso anterior, inmunoglobulinas monoclonales en mielomas, y el analisis de
mezclas complejas de proteinas en fluidos bioldgicos.

Para saber mas

Este documento muestra el protocolo que se sigue para realizar una
inmunoelectroforesis de proteinas séricas en el laboratorio.

PROTOCOLO DE REALIZACION DE UNA INMUNOELECTROFORESIS DE PROTEINAS
SERICAS

a) Mezclar 1g de agarosa con 100 ml de tampdn veronal

b) Después de fundir al Bano Maria y colocar 7 ml sobre el portaobjetos y dejar
solidificar.

c) Realizar los pocillos para el antigeno con un sacabocados y marcar en el canal de 2
mm de ancho (para el suero que estara paralelo a las proteinas separadas).

d) Llenar ambos compartimientos de la cubeta con 70 ml del buffer

e) Colocar 15 ul del antigeno en su pocillo y llevar el portaobjetos sobre el aparato de
electroforesis.

f) Colocar una tira de papel del filtro a modo de puente para que la solucién buffer de la
cubeta haga contacto con el gel de agar sobre el portaobjetos.

g) Tapar la cubeta y conectar la fuente eléctrica aplicando una corriente de 10 mAy
realizar |a electroforesis hasta que la albdmina marcada esté a 2 cm del punto de
siembra.
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h) Retirar el portaobjetos de la cubeta, extraer el agar del canal con espatula y colocar
al ras el antisuero correspondiente (ej: 100 a 200 pl)

i) Incubar a temperatura ambiente durante 24-48 hs. Dejar difundir y leer los
resultados.
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111.- Inmunofijacién.
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¢Qué pasaria si una vez se han separado las proteinas de una mezcla, se anadiera un
anticuerpo especifico contra una de ellas? Como veras ahora, en esto se basa la
inmunofijacion. Es una técnica de deteccion de proteinas que consiste en su separacion
electroforética en gel sequida de la incubacién con un antisuero especifico. En la zona en
donde reaccionan antigeno y anticuerpo se forman bandas de precipitacion insolubles. Las
proteinas que no han precipitado se eliminan por lavado vy las bandas de precipitacion se
revelan con una tincion para proteinas que permite su visualizacion.

En la imagen puedes observar una inmunofijacién que muestra el componente IgG-kappa
monoclonal en un caso de amiloidosis (1) y su posterior desaparicion después de ocho meses
de tratamiento (2). El canal ELP corresponde al canal de electroforesis positivo (sin
inmunofijacion), y los canales G, A, M, K'y L corresponden, respectivamente, a la aplicaciéon de
antisueros anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-kappa y anti-lambda.

En el apartado anterior se vié como la inmunoelectroforesis puede ser utilizada para el
diagndstico del mieloma multiple que también es una gammapatia monoclonal pero
actualmente estd siendo la inmunofijacion la técnica diagndstica mas utilizada para el estudio
de esta patologia:

El mieloma,como hemos visto es una proliferacion anémala de células plasmaticas malignas
que producen en exceso una de las cadenas pesadas( de las moléculas de Ig (y, a, 1 ; que se
corresponden con inmunoglobulinas G, A o M respectivamente) y en exceso un tipo cadena
ligera (k, A) (paraproteinas).
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e Se sigue el siguiente proceso en la realizacién de la técnica de inmunofijacion:
e El suero problema se dispone en 5 carriles diferentes, y posteriormente se somete a
electroforesis en un gel de agarosa.

e En un sexto carril se coloca un suero control, que permite la visualizacién del perfil

e (Cada uno de los carriles restantes se cubre con un antisuero especifico frente a las
cadenas pesadas y ligeras humanasy, a, Y, K, A.

e Cuando el antisuero con anti-y, anti-a, anti-p, anti-k, o anti-A reconoce al Ag ( cadenas
pesdas y ligeras) especifico, se forma un precipitado que queda atrapado en el gel.

e Se lava para eliminar las proteinas no precipitadas y se tine para revelar las que han
formado inmunocomplejos. Asi se identifica el tipo de paraproteina.

e Enla mayoria de los pacientes con mieloma multiple se aprecia una produccion excesiva
de las cadenas ligeras (A o k) por parte de las células plasmaticas malignas, cuyo peso
molecular es lo suficientemente bajo para permitir su excrecion a través de la orina.
Estas cadenas ligeras se denominan proteinas de Bence-Jones.

Para saber mas

Esta imagen muestra como la Ig monoclonal se manifiesta en los carriles con las
cadenasay A.

El paciente presenta una paraproteina monoclonal de Ig A tipo A en mieloma multiple.

Suero anti-lgG anti-lgA anti-igM  anti-k anti-A

) B -

il
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Autoevaluacion

Ordena con ndmeros las siguientes etapas correspondientes a la realizacion de una
inmunofijacion.

Ejercicio de ordenacion.
Etapas NuUmero de orden
Incubacion con el antisuero.
Revelado
Precipitado

Flectroforesis de la muestra.

Lavado.

El orden es el indicado en los contenidos, primero se debe realizar la electroforesis
para después efectuar la incubacion con el antisuero. Esta técnica es una
precipitacion.
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112.- Fijacion del complemento.

En apartados anteriores has estudiado conceptos en los que continuamente se utilizan los
términos anticuerpo y antigeno porque se basan en reacciones especificas entre ellos. Hay
otros componentes del sistema inmunitario que no tienen esa especificidad pero que
reaccionan en muchas otras situaciones, por ejemplo el complemento, un grupo de proteinas
de la fraccion globulinica del suero.

El complemento es un grupo de aproximadamente 40 proteinas que forma un sistema
enzimatico en cascada presente fundamentalmente en el plasma, constituyendo un
mecanismo de inmunidad innata. Con la activacidn de este sistema se produce una respuesta
rapida y amplificada frente a un estimulo antigénico. Sus principales funciones son la
activacién de macrdfagos, la opsonizacién de antigenos v la citolisis. Hay varias rutas que
ponen en marcha este sistema : Via clasica, Via alternativa y via de las lectinas. Las tres vias
confluyen en un punto comun que es la formacion de una enzima convertasa C3 vy a partir de
ese momento se producird la secuencia enzimatica que llevara a la formacion del complejo de
ataque a membrana que es el causante de la citdlisis del antigeno o célula patdgena
reconocida previamente.

El complemento se activa por la via clasica cuando un anticuerpo se une a su antigeno
especifico formandose el inmunocomplejo al que se unird por la parte Fc de los anticuerpos,
principalmente IgG e IgM, es esta caracteristica la que se utiliza en la prueba de fijacion del
complemento.

Las reacciones antigeno-anticuerpo se pueden cuantificar porque los inmunocomplejos
pueden ser medidos por su capacidad para fijar el complemento ya que consumen
complemento cuando esta presente, mientras que los antigenos o anticuerpos libres no lo
hacen.

El principio basico de una prueba de fijacién de complemento es la activacion y el consumo
(fijacién) del complemento en presencia de una reaccion antigeno-anticuerpo especifica.
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La prueba de fijacion del complemento se puede usar para detectar antigenos o anticuerpos.
Se realiza en dos etapas: La fijacién del complemento, propiamente dicha, y el revelado de la
reaccion con el sistema hemolitico.

1. Fijacion del complemento, propiamente dicha. El antigeno se mezcla con el suero
problema en donde se han de detectar anticuerpos para que se formen
inmunocomplejos. Paralelamente también se prepara un tubo control sin antigeno. Si no
se han formado inmunocomplejos en el tubo problema, el complemento no se fijard y
por tanto no se consumira, esto mismo es lo que sucedera en el tubo control. Sin
embargo, si hay formacion inmunocomplejos,( por lo tanto habia anticuerpo en el suero
problema) se fijard el complemento y entonces disminuird la cantidad de complemento
en el tubo porque una parte se consumira.

2. Revelado de la reaccién. El sistema de deteccion usado es la hemdlisis ya que se
utilizan eritrocitos de carnero y anticuerpos anti-eritrocitos de carnero (hemolisinas) y
anadiendo también complemento.

La lectura de la prueba se puede observar en la imagen:

o Reaccidn positiva: Si en la primera fase se han formado inmunocomplejos v se ha
consumido complemento, la hemdlisis es poco intensa. Indica la presencia de
anticuerpo en el suero problema.

o Reaccion negativa: si en la primera fase no se han formado inmunocomplejos, el
complemento no se consume vy la hemalisis es total. Indica la ausencia del
anticuerpo en el suero problema.
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Los inmunocomplejos, y por tanto los anticuerpos, se pueden cuantificar de forma indirecta
midiendo la liberacion de hemoglobina en el medio procedente de la hemalisis.

Debes conocer

Esta animacion y el enlace siguiente te permitirdan comprender mejor el desarrollo de
una prueba de fijacion del complemento.

Download File

Resumen textual alternativo

Fijacion del complemento.
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2.- Inmunoensayos.

Caso practico

9 A 14.,:g

ol

Susana ha recibido una llamada del Banco de sangre informandole
que uno de los controles realizados a partir de su ultima donacién es dudoso y que se le
tiene que practicar una nueva extraccion para repetir los controles.

En el hospital universitario en donde esta realizando las practicas lo comenta con Carlos
vy juntos vuelven a repasar uno de los informes anteriores para ver qué controles se
realizan habitualmente y cual es su significado. Los dos piensan que asi Susana tendra
mas informacién cuando vuelva al Banco de sangre de forma que entienda lo que le
expliquen y pueda preguntar aquellas dudas que puedan preocuparle mas.

Carlos, que cada dia estd mas entusiasmado con la microbiologia, se da cuenta que los
controles realizados en el Banco de sangre estan relacionados con enfermedades
infecciosas y cree que muchos de ellos seqguramente se realizan a partir de
inmunoensayos, asi pues deciden buscar mas informacion, Susana utilizando Internet y
la bibliografia que pueda consultar en el laboratorio de inmunologia en donde realiza
sus practicas, y Carlos en el de microbiologia.

En esta sequnda parte vas a estudiar los contendidos relacionados con la realizacion de
inmunoensayos estos estan basados en las reacciones antigeno-anticuerpo denominadas
primarias, que solo se pueden detectar cuando o bien el antigeno o bien el anticuerpo estan
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marcados. Muchas de estas técnicas tienen una base similar, pero lo que sobretodo las
diferencia es el tipo de marcador utilizado v la forma de detectarlo. Estudiaras la descripcién
de los distintos tipos de inmunoensayos vy podras disponer de animaciones, videos y
protocolos de laboratorio que te ayudaran a entender como funcionan estas técnicas.
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2.1.- Inmunoensayos competitivos y no competitivos.
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” Anticuerpo

Al principio de esta unidad se vié que las reacciones entre antigenos y anticuerpos pueden
ser primarias o secundarias. Recuerda que las reacciones primarias entre antigenos y
anticuerpos no son visibles, por lo que se precisa marcar el antigeno o el anticuerpo para
obtener un inmunocomplejo que en consecuencia también resultard marcado permitiendo asi
su deteccion. Estas técnicas se utilizan para detectar analitos, que pueden ser tanto
anticuerpos como antigenos.

Los métodos basados en estas reacciones son los inmunoensayos v los marcadores
utilizados pueden ser:

Enzimas.

Radioisotopos.

Fluorocromos.

Moléculas guimioluminiscentes.

Los inmunoensayos utilizan uno 0 mas anticuerpos especificos para detectar analitos de
interés. Los analitos que se miden pueden estar presentes en el organismo de forma natural
(como por ejemplo una hormona tiroidea), o bien pueden ser producidos por el organismo
pero no de forma natural (como por ejemplo los antigenos relacionados con el cancer), o bien

pueden hallarse accidentalmente en el organismo (como por ejemplo una droga de abuso).

Los anticuerpos poseen una alta especificidad y afinidad para un antigeno concreto y esta
union especifica entre antigeno y anticuerpo es lo que permite la deteccion de analitos por
medio de una gran variedad de técnicas de inmunoensayo.

Ademas de la clasificacion en funcidn del tipo de marcador , segun el disefo de la técnica, los
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inmunoensayos pueden ser Competitivos o No competitivos segun se establezca o no
competencia entre moléculas para la formacién del inmunocomplejo:

e No competitivos o inmunomeétricos. En estas técnicas el anticuerpo marcado que se
utiliza para determinar un analito(antigeno) se encuentra en exceso, de forma que el
anticuerpo no unido sobrante debe ser eliminado. Cuanto mayor sea la cantidad de
antigeno presente, mas anticuerpos marcados se uniran a él. La cantidad de anticuerpo
marcado que ha formado el inmunocomplejo es directamente prporcional a la cantidad
de antigeno presente en la muestra problema.

e Competitivos o de saturacion. En estas técnicas, el analito problema sin marcar
(antigeno generalmente) se mide por su capacidad para competir con un antigeno igual
pero marcado utilizado como reactivo que se anade sobre la muestra . El analito vy el
antigeno marcado, compiten por un anticuerpo especifico que se encuentra en
cantidades limitantes. Después se mide la cantidad de antigeno marcado que no se ha
conjugado, que sera inversamente proporcional a cantidad de antigeno presente en Ia
muestra ( cuanto mas antigeno marcado se una menos antigeno habra en la muestra
para formar e inmunocomplejo)

Clasificacion de inmunoensayos.

Marcaje Técnicas no competitivas Técnicas competitivas
Enzima IEMA (immunoenzymometric assay) EIA (enzyme immunoassay)
Radioisdtopo IRMA (immunoradiometricassay)  RIA (radioimmunoassay)
Fluorocromo IFMA (immunofluorimetric assay)  FIA (fluoroimmunoassay)
ICMA (immunochemiluminometric ~ CLIA (chemiluminescent

Quimioluminiscente ,
assay) immunoassay)

A pesar de que segun esta terminologia se distingue las técnicas no competitivas de las
competitivas, denominando a las primeras como ensayos inmunométricos v a las segundas
como inmunoensayos, debes tener en cuenta que para referirse a todas ellas se suele
emplear el término “inmunoensayo”.

21/09/2020 18:36



Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo. http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

2.2.- Inmunoensayos homogéneos y heterogéneos.
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Como ya has observado en el apartado anterior, los inmunoensayos se clasifican, atendiendo
al diseno de la técnica, en competitivos y no competitivos. Segun la técnica utilizada, el
resultado se puede medir de distintas formas: bien directamente ( inmunoensayos
homogéneos) o retirando las moléculas que no se han conjugado (inmunoensayos
heterogéneos).

e En los inmunoensayos homogéneos, el analito se puede determinar sin ninguna
separacion fisica previa entre componentes libres o sobrantes e inmunocomplejos, por
esta razon las técnicas suelen ser mas rapidas.

Se realizan sin necesidad de una fase sélida y generalmente se basan en una inhibicion o
activacion de una reaccion enzimatica debida a la formacion del inmunocomplejo.

Se utilizan principalmente para determinar sustancias en concentraciones elevadas vy de bajo
peso molecular como pueden ser las drogas.

e En los inmunoensayos heterogéneos, para poder determinar el analito, los
componentes libres y los inmunocomplejos formados deben separarse fisicamente.
Incluyen tanto ensayos inmunomeétricos (no competitivos) como competitivos. La
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separacion entre los inmunocomplejos formados vy el resto de componentes libres se

suele realizar a través de la union de uno de los reactivos a una fase sdlida y realizando

lavados para eliminar las moléculas no conjugadas o libres. .

La fase sdlida consiste en un soporte sdlido, que puede ser la propia pared del tubo o de la
placa de microtitulacion. La unidn de uno de los reactivos del inmunoensayo (antigeno o
anticuerpo, segun la técnica) a esta fase sdlida, posibilita su inmovilizacién v la posterior
separacion del resto de reactivos mediante sucesivos lavados.

Autoevaluacion

Relaciona los siguientes tipos de inmunoensayo con la caracteristica que los define:

Tipo de
iInmunoensayo

Competitivo.

No competitivo.

Homogéneo.

Heterogéneo.

Ejercicio de relacionar

Relacion Caracteristica

1. Se utilizan anticuerpos en exceso.
2. Se utilizan anticuerpos en cantidades limitantes.

3. En la determinacion los inmunocomplejos se separan
del resto de componentes.

4. En la determinacion todos los componentes del
inmunoensayo estan juntos.

La distincion entre homogéneo y heterogéneo se basa en la necesidad o no de
separar los inmunocomplejos para poder detectarlos. Los competitivos y no
competitivos se diferencian por la cantidad de anticuerpo empleado: limitante en el
primer caso y en exceso en el segundo.
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2.3.- Inmunoensayo enzimatico multiplicado (EMIT).
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Ahora ya sabes qué es un inmunoensayo homogéneo. Recuerda que en este tipo de técnicas,
el analito y todos los demds componentes de |a reaccion estan juntos hasta que finaliza la
determinacion ya que no se realiza separacion de las moléculas no ligadas. EI EMIT es un
enzimoinmunoensayo homogéneo competitivo que se suele aplicar para determinar
haptenos. Para ello se utiliza como reactivo el mismo tipo de hapteno que se quiere
determinar pero conjugado a un enzima, que puede detectarse a través de una reaccién
enzimatica con un sustrato que da lugar a un producto y a un cambio en la absorbancia.

La técnica se basa en que el hapteno de la muestra y el hapteno conjugado, compiten por el
anticuerpo especifico que se encuentra en una cantidad limitante, de forma que éste siempre
queda saturado por el hapteno.

La unién del conjugado hapteno-enzima con el anticuerpo impide la reaccion del enzima con
su sustrato porque se dificulta la formacion del complejo enzima-sustrato .

Cuanto mas hapteno haya en la muestra problema, quedara mas conjugado hapteno-enzima
libre que no habra podido reaccionar con el anticuerpo porque la mayor parte de anticuerpo
va habra reaccionado con el hapteno de la muestra. En estas condiciones predominara la
reaccion del conjugado hapteno-enzima con el sustrato, es decir habra mas actividad
enzimatica y aumentara la absorbancia.

50de 127 21/09/2020 18:36



Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo. http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

En estas técnicas, uno de los enzimas mdas utilizados en conjugados es la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa que actla en presencia de su sustrato, la glucosa-6-fosfato, y del coenzima

NAD™. La reaccion enzimatica genera NADH. cuya absorbancia se puede medir a 340 nm:

Glucosa-6-fosfato + NAD*— 6-fosfogluconato + NADH + H*

Debes conocer

En la animacidn siguiente podras ver el desarrollo de una prueba EMIT.

Resumen textual alternativo

El EMIT es menos sensible que los inmunoensayos heterogéneos porque todos los
componentes se encuentran juntos y es facil que los componentes séricos interfieran en la
actividad enzimatica.

Preferiblemente se utiliza para detectar sustancias de bajo peso molecular (haptenos), porque
tiene que haber un contacto estrecho entre el anticuerpo vy el enzima para que la actividad
enzimatica pueda quedar inhibida. Asi por ejemplo se puede utilizar para determinar algunas
hormonas como la tiroxina, drogas de abuso o en farmacovigilancia para farmacos

Inmunosupresores.
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2.4.- Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA).

En el laboratorio clinico, la mayor parte de inmunoensayos realizados son heterogéneos.
Muchos de ellos utilizan enzimas como marcadores pues, como ya sabes, aceleran reacciones
y si el sustrato es el adecuado pueden generar rapidamente un producto coloreado que
permitird el sequimiento de la molécula marcada con el enzima. El ELISA ( Enzyme-Linked

Inmunosorbent Assay) es un tipo de enzimoinmunoensayo, es decir un inmunoensayo

heterogéneo que utiliza enzimas como marcadores.
Este tipo de técnicas constan de tres pasos principales:

a. Reaccion entre el antigeno y el anticuerpo especifico. Uno de los dos componentes de
la reaccion esta marcado con un enzima, por tanto también lo estara el inmunocomplejo
formado.

b. Revelado, es decir la adicion de un sustrato especifico del enzima (cromdgeno) que
generara un producto coloreado.

c. Lectura por espectrofotometria del producto final coloreado y calculo de la
concentracion del analito a partir de los datos obtenidos.

El ELISA es el enzimoinmunoensayo mas utilizado. Se desarrollé en 1971y desde entonces se
ha ido perfeccionando y diversificando hasta detectar multitud de antigenos vy anticuerpos.

Como en todos los inmunoensayos heterogéneos, para medir el inmunocomplejo marcado
hay que separarlo de los otros reactivos. La separacion puede efectuarse porque en el
transcurso de la técnica los inmunocomplejos, con el antigeno o el anticuerpo marcados con
el enzima, quedaran unidos a una fase sélida a la que denominamos soporte que ha de ser
inmunoadsorbente.
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Las fases soélidas utilizadas se caracterizan por su capacidad para fijar proteinas y pueden ser

de diferentes tipos. Las mas utilizadas son las microplacas de 96 pocillos, con un volumen
aproximado de 300 pL por pocillo, porque son especialmente ventajosas para procesar un

elevado numero de muestras. Como se puede comprobar en esta imagen, los kits comerciales

utilizados en el laboratorio clinico suelen emplear microplacas de material plastico, ya sea

polivinilo (PVC) o poliestireno. Este tipo de soportes, ya preparados, contienen antigenos o

anticuerpos previamente adsorbidos por sensibilizacion

Recuerda que el término sensibilizacion también se utiliza en técnicas de aglutinacion para

designar a la unidn artificial de antigenos a la superficie de particulas y elementos celulares, y

para designar una de las fases de la propia aglutinacion.

Soportes solidos utilizados en ELISA.

Material del soporte
Nitrocelulosa
Polivinilo (PVC)
Poliestireno

Latex, nailon y celulosa

Debes conocer

En la siguiente animacion podras ver el desarrollo de una técnica de ELISA directo.

Resumen textual alternativo

El ELISA directo es el diseno de ELISA mas sencillo para determinar un analito, pero no se
suele utilizar como método de rutina en diagndstico clinico porque precisa de la
sensibilizacién de las microplacas con la muestra problema, por ejemplo el suero de un

Formas disponibles
Membranas, laminas
Microplacas, laminas
Microplacas, laminas, perlas

Membranas, laminas, perlas
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paciente, proceso que necesita de largos periodos de incubacion y de concentraciones
elevadas de analito en la muestra.
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2.5.- ELISA indirecto.

Anticuerpo
sEcundany -
fanti-bg)

Anticueipo
-~ (analita)

-

En el apartado anterior ya has estudiado algunas cuestiones generales sobre las técnicas de
ELISA. También has podido ver una animacién que muestra como funciona un ELISA directo,
una técnica muy sencilla pero que ya sabes que no se suele utilizar en diagndstico clinico.
Ahora vas a estudiar el ELISA indirecto, una técnica muy utilizada para detectar anticuerpos
en una solucién problema, por ejemplo el suero de un paciente.

La técnica se puede realizar sobre una microplaca sensibilizada con el antigeno contra el que
va dirigido el anticuerpo (analito) que se quiere determinar en el suero. Este antigeno
también se denomina antigeno de captura. Para poder detectar |a presencia del anticuerpo
(analito), se utiliza una anti-Ig humana, es decir un anticuerpo dirigido contra las
inmunoglobulinas humanas obtenido en un animal inmunizado. Este sequndo anticuerpo
también se denomina anticuerpo secundario y se emplea conjugado a un enzima.

El revelado v la lectura son los habituales en las técnicas de ELISA, tal como se comentara en
el apartado de metodologia general.

Los anticuerpos dirigidos contra sustancias antigénicas humanas se obtienen a partir de
animales de otra especie para los cuales nuestras proteinas son componentes extranos. Por
eso para obtener una anti-lg humana debe inmunizarse un animal con inmunoglobulinas
humanas que, en este animal, actuaran como un antigeno.

Debes conocer
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En la animacion siguiente podras ver el desarrollo de una técnica de ELISA indirecto.

Resumen textual alternativo

El ELISA indirecto tiene gran sensibilidad puesto que varias moléculas de anti-lg pueden
reaccionar con una sola de anticuerpo problema (analito) constituyendo asi un sistema de
amplificacion de senal ya que en el revelado actuardn mas moléculas enzimaticas y la reaccion
enzimatica implicara mas moléculas de sustrato y por tanto mas senal (mas color). También
es una técnica muy versatil puesto que la anti-Ig conjugada con enzima es un reactivo que
puede utilizarse en otros inmunoensayos similares para detectar anticuerpos humanos,
mientras que en las técnicas directas se precisaba un anticuerpo especifico marcado para
cada técnica.

Para saber mas

En este documento puedes consultar el protocolo que se sigue para realizar un ELISA
indirecto en el laboratorio.

Determinacion de anticuerpos anti-cardiolipina por ELISA indirecto. (109.6 KB)

Autoevaluacion

Ordena con numeros las siguientes etapas correspondientes a la realizacion un
ELISA indirecto para determinar anticuerpos anti-toxoplasma en el suero de un
paciente. El nimero de orden 5 corresponde a una etapa que no pertenece a esta
técnica:
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Ejercicio de ordenacion.

Etapa NuUmero de orden

i njugada con un enzima. |
a sensibilizada con un antigeno de Toxoplasma.

Antiriiarnnc anti-Tnvnnlacma ranininadnc ran 11N anzima
El orden es el indicado en los contenidos, los anticuerpos anti-Toxoplasma

marcados se unirian a la microplaca pero impedirian la unién de los anticuerpos del
suero del paciente que se quiere analizar.
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2.6.- ELISA sandwich.

HRFLirkaz mi‘;y

Como va sabes, el ELISA indirecto permite detectar anticuerpos ya que las microplacas estan
sensibilizadas con los correspondientes antigenos. Entonces, ;cdmo se pueden determinar
antigenos? Comprenderas que en estos casos las microplacas se deben sensibilizar con los
anticuerpos especificos, este es el diseno del ELISA sandwich, una técnica utilizada para
detectar antigenos en una solucion problema. Se denomina también ELISA sandwich de
doble anticuerpo (DAS) porque el antigeno a detectar queda secuestrado entre dos
anticuerpos uno de los cuales estd marcado con el enzima.

Pasos de la técnica:

1. Incubacion de la muestra problema con el antigeno (analito) que se pretende
determinar, sobre una microplaca sensibilizada con un anticuerpo monoclonal especifico
o0 anticuerpo de captura. La microplacas sensibilizadas con anticuerpos monoclonales

aumenta la especificidad de la técnica porque evitan reacciones cruzadas.

2. Lavado para eliminar antigenos no fijados y otras moléculas presentes en la muestra.

3. Incubacién con un anticuerpo especifico policlonal conjugado con un enzima
(anticuerpo de deteccion). También puede utilizarse un anticuerpo sin marcar, como se
ve en laimagen, pero entonces, tal como sucede en las técnicas indirectas, hay que
realizar una incubacion posterior con una anti-Ig marcada.(En este caso se trata de un
ELISA sandwich HADAS, Heterologic Assays Double Antibody Sandwich, en este caso
se utilizan anticuerpos obtenidos en especies animales distintas al del tapizado v al de
captura)
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4. Lavado para eliminar el exceso de anticuerpos.

5. Adicién de un sustrato cromdgeno.

6. Incubacion en oscuridad hasta el desarrollo de color.

7. Frenado de la reaccion anadiendo solucion de frenado

8. Lectura visual o por espectrofotémetro( lector de ELISA) del producto final coloreado.

Los anticuerpos policlonales son heterogéneos, reconocen epitopos diferentes del antigeno, y
estan producidos por numerosos clones de linfocitos B. En cambio los anticuerpos
monoclonales son homogéneos, su especificidad es Unica y estan producidos por un tnico
clon de linfocitos B.

En el ELISA sandwich se pueden usar dos anticuerpos monoclonales pero tienen que
reconocer epitopos diferentes del mismo antigeno para poder permitir la unién de los dos
anticuerpos, el de captura y el de deteccion, a la misma molécula antigénica.

Para saber mas

En la animacion siguiente podras ver la realizacion de un ELISA sandwich (DAS) y de un
ELISA indirecto.

Resumen textual alternativo

Autoevaluacion

Para el diseno de un ELISA sandwich se puede utilizar indistintamente una placa
sensibilizada con un anticuerpo monoclonal para después utilizar otro de deteccién
que sea policlonal o bien a la inversa, una placa sensibilizada con un anticuerpo
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policlonal para después utilizar otro de deteccion que sea monoclonal. ;Verdadero o
falso?
O Verdadero.

O  Falso.

No es lo mismo, la primera opcidn es la mas correcta.

La segunda opcién no tiene mucho sentido, la especificidad de la técnica depende
sobretodo del anticuerpo de captura y por esta razén es mejor que sea monoclonal.
Utilizar un anticuerpo de deteccién monoclonal sélo tiene sentido si también se ha
utilizado un anticuerpo monoclonal de captura.

Solucién

1. Incorrecto
2. Opcidn correcta
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2.7.- ELISA competitivo.

Anticuerpo
canjugado

Antigeno en
la muestra
dal paciente

Placa
sensbilzada
con antigeno

Anteriormente ya has estudiado como funciona una técnica competitiva. EI ELISA
competitivo, entre otras aplicaciones, es Util para detectar antigenos en muestras problema.
En este caso se establece una competicidon entre el antigeno problema y un antigeno de las
mismas caracteristicas que el problema que es anadido como reactivo y estard marcado
con un enzima, para unirse a un anticuerpo especifico que se encuentra en cantidades
limitantes de forma que siempre queda saturado.

Se establecera una competicion entre el antigeno marcado vy el del problema para saturar
el anticuerpo.

Contrariamente a los otros tipos de ELISA, |a intensidad del color después del revelado con el
sustrato o cromdgeno es inversamente proporcional a la concentracién de antigeno de la
muestra.

Se pueden aplicar diferentes disenos para el mismo tipo de técnica, asi por ejemplo, el ELISA
competitivo también se puede utilizar para detectar anticuerpos, en este caso se tapizaria la
placa con antigenos especificos del anticuerpo que se quiere detectar vy se anadiria después
la muestra de suero donde estarian los anticuerpos problema y también anticuerpos
especificos del antigeno marcados con una enzima, se establece competencia entre el
anticuerpo de la muestra y el del conjugado por unirse al antigeno de la placa, si se forman
muchos inmunocomplejos porque se han unido al anticuerpo marcado , sera porgue no habia
anticuerpos en la muestra por eso la senal colorimétrica producida al anadir el sustrato es
inversamente proporcional al contenido de anticuerpos en la muestra, es decir a mayor color
menor anticuerpos habra en la muestra y mas anticuerpos marcados se han unido.
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Ejercicio resuelto

Diseno de un ELISA competitivo para la determinacion de anticuerpos anti-HBc.

La determinacion de anticuerpos anti-HBc dirigidos contra el antigeno HBcAg presente
en la capside virica, es una herramienta muy importante para el diagnostico y el
seguimiento de la hepatitis B.

Para la determinacion se utiliza una fase sdlida sensibilizada con HBcAg sobre la que se
anade suero o plasma del paciente. En una seqgunda incubacién se anade otro
anticuerpo.

a. §Cudl es el anticuerpo anadido en la segunda incubacion?

b. $Si no se incorporase ningun otro reactivo, cudl seria el componente conjugado
con el enzima?

c. Si después del revelado se detectase una intensidad de color muy elevada, squé
significaria?

a. El anticuerpo es anti-HBc conjugado a la enzima. La competicion se
establecera entre este anticuerpo anadido vy el que ya estaba presente en el
suero del paciente.

b. Seria el mismo anticuerpo anti-HBc. El antigeno no puede estar conjugado
porque entonces la lectura seria siempre la misma ya que en los lavados no
se eliminaria el antigeno adsorbido sobre la fase sdlida.

c. Indicaria que en la muestra del paciente habian pocos anticuerpos anti-HBc,
de forma que muchas moléculas de anti-HBc conjugado se habrian unido al
antigeno que sensibiliza la microplaca y habrian quedado fijadas resistiendo a
los lavados, lo cual se traduciria en un color muy intenso después del
revelado.
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Para saber mas

En esta imagen puedes examinar los pasos que se siguen para realizar un ELISA
competitivo en el laboratorio. Fijate en que el diseno corresponde a una técnica
competitiva diferente de la descrita anteriormente puesto que la placa se halla
sensibilizada con anticuerpos.

Curve dasie-respuesta

Sefial

) Reactivocon

Concentracion Ag*-Ac (") O anflogo marcado
= P

Muestra

ST @@ @ @ ®

Anticuorpos fijadoson ‘— . Incubacién dol suero - Loctura do la sofial
cantidad conocida /’ dal pacientn con
andlogo marcado en
cantidad conoclda
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2.8.- Metodologia general.

En la realizacion de cualquier técnica de ELISA hay una serie de pasos que siempre se repiten,
de forma que se puede hablar de una metodologia general que, basicamente, afecta tres
fases de un ELISA:

a. Tapizado de los pocillos con el antigeno o anticuerpo en la microplaca de poliestireno

que es lo que habitualmente se utiliza
b. Blogueo de los sitios activos no saturados.
c. Etapas de lavado.
d. Reaccién con el conjugado enzimatico.

En este apartado estudiaras el tapizado de los pocillos y el bloqueo de los sitios activos no
saturados y en los siguientes, las etapas de lavado y la reaccién con el conjugado enzimatico.

El tapizado de los pocillos se realiza basicamente mediante dos métodos :

- Dilucién del antigeno o Anticuerpo en tampén carbonato (pH 9,6) e incubacién
posteriordurante 3h a 37° 0 16h a 4°C.

- Tratamiento a 40°9-50°C en tampdn fosfato PBS o solucidn salina fisioldgica tamponada,a
pH entre 7.2 y 7.4 hasta desecacion.

Hay que tener en cuenta que este primer paso de tapizado muchas veces se ahorra ya que
las casa comerciales tiene los kits preparados ya con las placas recubiertas de antigeno o
anticuerpo.

El bloqueo de los sitios activos no saturados se realiza porque los inmunoensayos en fase
solida, como el ELISA, implican la inmovilizacion de ciertas proteinas a la superficie de la fase
solida (sensibilizacion). Como a lo largo de la técnica existe el riesgo de que algunas moléculas
de las soluciones de inmunorreactivo también puedan unirse inespecificamente a puntos no
ocupados de la fase sélida influyendo en la especificidad y en la sensibilidad de los resultados,
se realizard el bloqueo para que estas uniones inespecificas se puedan minimizar , saturando

los sitios no ocupados con un reactivo bloqueante que no intervenga de activamente en las
reacciones del inmunoensayo.
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La union inespecifica del inmunorreactivo a la fase sélida se puede traducir en un aumento
del ruido de fondo (background) o incluso en un falso positivo.
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Los agentes bloqueantes generalmente se escogen de forma empirica ya que no hay ningun
procedimiento estandarizado que sea Util para todas las técnicas. Se suelen utilizar proteinas
inertes y detergentes no iénicos.

Las proteinas son blogueantes permanentes. Se suele utilizar albimina bovina sérica (BSA),

leche en polvo descremada (por su contenido en lactoalbimina y caseina) o gelatina.

Los detergentes no idnicos inestabilizan interacciones de tipo idnico o hidrofébico entre la
superficie de la fase sdlida y las biomoléculas. A diferencia de las proteinas, son agentes
bloqueantes temporales, no impiden la unién de biomoléculas a la superficie de forma
permanente porque son eliminados en las fases de lavado, por eso deben estar presentes en
todas las fases de lavado. Lo mejor es utilizarlos junto con otros bloqueantes proteicos. El
detergente no ionico mas utilizado es el polisorbato (Tween).

Para saber mas

En este video puedes observar mas detalles sobre el bloqueo de los sitios activos no
saturados en técnicas de ELISA.

Video ELISA indirecto
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2.9.- Etapas de lavado.

En apartados anteriores ya has estudiado como en los inmunoensayos heterogéneos,
independientemente de que el antigeno o el anticuerpo estén unidos a la superficie, se
requiere una etapa de separacion fisica para eliminar las fracciones libres (exceso de
inmunorreactivos marcados). Esta etapa se denomina lavado y también permite eliminar el
exceso de analito asi como las demas moléculas presentes en la muestra.

Las técnicas de ELISA se realizan mediante la adicion secuencial de todos los reactivos
necesarios separados por estas etapas de lavado. En el caso de microplacas, el lavado se lleva
a cabo llenando consecutivamente los pocillos con solucién de lavado para sequidamente
vaciarlos por decantacién o aspiracion.

Cada una de las operaciones puede realizarse manualmente con micropipetas,
preferiblemente de tipo multicanal o con equipamiento para su automatizacién, lo que
permite procesar y analizar un gran nimero de muestras.

Para ello:
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e | asolucién de lavado debe ser un tampdn fisioldgico que no interfiera con la
actividad inmunoldgica y enzimatica, y debe contener detergente para ayudar en la
eliminacién de la proteina no unida.

e El volumen de solucion de lavado dispensado en cada pocillo ha de ser el necesario para
cubrir totalmente la superficie recubierta con antigeno o anticuerpo. Se debe anadir un
volumen igual de solucidn de lavado en cada pocillo, suavemente vy con la misma
fuerza para evitar la extraccion de las proteinas unidas

e Los pocillos deben ser lavados entre tres y cinco veces.

e El mejor método para la eliminacion de la solucidon de lavado es la decantacién
manual, pero también puede utilizarse la aspiracion que debe controlarse para evitar
que la superficie se seque.

e Por Ultimo, la superficie de los pocillos se debe mantener hiumeda en todo momento.
Cuando se manipulan varias placas, se deben mantener los pocillos llenos de solucién de
lavado hasta que se pueda proceder con el siguiente paso o bien dejar las microplacas
invertidas sobre papel de celulosa humedecido para asi mantener hidratada la superficie
en caso de que la técnica se prolongue excesivamente.

Para controlar la precision del andlisis es esencial la optimizacion de la etapa de lavado. Lo
que parece ser una manipulacion simple y segura en microplacas, es en realidad |a etapa del
inmunoensayo que puede causar mas problemas de precision.

Para saber mas

En los inmunoensayos, los lavados son operaciones faciimente automatizables. En este
video puedes ver como funciona un lavador de microplacas.
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Asys Atlantis Microplate ...

Resumen textual alternativo

Autoevaluacion

En una técnica ELISA:

CI

El detergente mas utilizado como blogueante es el polisorbato.
La solucion de lavado NO puede contener detergente.
Se pueden emplear proteinas como blogueantes temporales.

Los falsos negativos pueden ser debidos a un bloqueo deficiente

El detergente no idnico mas utilizado es el polisorbato.

Incorrecta. La solucion de lavado debe contener detergente para ayudar en la
eliminacion de la proteina no unida.

Incorrecta. Las proteinas son blogueantes permanentes.

Incorrecta. Un bloqueo deficiente puede originar un falso positivo por un aumento
del ruido de fondo pero no un falso negativo.

Solucién

1. Opcidn correcta
2. Incorrecto
3. Incorrecto
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4. Incorrecto
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2.10.- Reaccion con el conjugado enzimatico.

Como va sabes, el conjugado consta de dos partes unidas covalentemente, una parte
inmunorreactiva que puede ser un antigeno o un anticuerpo, y un enzima que catalizara la
reaccion de un sustrato, la cual facilitara la visualizacion de la reaccion que ha tenido lugar en
la fase sdlida.

Los enzimas mas utilizados son:

e Laperoxidasa de rabano (HRP), que se obtiene facilmente y también se conjuga
facilmente con diferentes anticuerpos y antigenos. La principal desventaja es que es
incompatible con muchos conservantes , como por ejemplo la azida sddica, que se
utilizan para reducir la contaminacién microbiana en muchas soluciones tampan.

e Lafosfatasa alcalina, procedente de intestino de ternera. Es mas cara que la peroxidasa
pero mas estable aunque se conjuga peor con antigenos o anticuerpos que la anterior y

tiene mayor impedimento estérico lo cual también supone una desventaja frente a la
HRP.

Para todas las técnicas de ELISA, la etapa final para visualizar la reaccién antigeno-
anticuerpo, es la adicion de un sustrato cromogénico que en presencia del enzima dara lugar
a un producto soluble coloreado que se valora con un espectrofotémetro o con un lector de

70 de 127 21/09/2020 18:36



Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo. http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

microplacas de ELISA que, como puedes ver en la imagen es un espectrofotémetro adaptado
para la lectura de absorbancias en placas de ELISA. La intensidad de color es proporcional a la
cantidad de conjugado enzimatico presente.

Para algunos cromdgenos, la reaccidn es progresiva y para detener el desarrollo del color, se
suele frenar la reaccién cuando el estandar mas concentrado tiene una absorbancia
determinada. El frenado puede conllevar un cambio de color y, por tanto, de longitud de onda
de absorcion.

Los cromdgenos para la peroxidasa, cuando se oxidan, originan productos coloreados. Los
mas utilizados son:

e OPD.Su oxidacion da un producto de color amarillo que se lee a 450 nm. Cuando se
detiene la reaccion de oxidacion con un acido se obtiene un producto de color naranja
que se lee a 492 nm.

e TMB. Durante la reaccion de oxidacion produce un color azul que se lee a370 nmo a
650 nm, vy, tal como se observa en la imagen, cuando se bloquea con un acido se
obtiene un producto de color amarillo que se lee a 450 nm.

e ABTS. El producto de reaccion es verde-azulado y se lee entre 405y 410 nm. La
reaccion se para con SDS, pero no cambia el color del producto.

Los cromdgenos para la fosfatasa alcalina, cuando se hidrolizan originan productos
coloreados. Los mas utilizados son:

e p-NPP. Da lugar a p-nitrofenol amarillo.
e BCIP/NBT. EI NBT actua como oxidante mientras que el BCIP funciona como sustrato
de la fosfatasa alcalina. El producto de reaccion es azul oscuro.

Para saber mas

En todas las técnicas de ELISA, |a etapa final es la valoracidn espectrofotométrica del
producto de la reaccién enzimatica que puede realizarse con un lector de microplacas.
En este video puedes ver como funciona un lector de microplacas.
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Resumen textual alternativo

En este video puedes ver como se lleva a cabo un ELISA indirecto en el laboratorio.
Presta atencion porque el ELISA indirecto se suele realizar para determinar anticuerpos
problema utilizando microplacas previamente sensibilizadas con el antigeno, sin
embargo en esta técnica se sensibiliza la microplaca con un antigeno problemay
después se determina con un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario, por lo
que en este ejemplo se utiliza para determinar antigeno y no anticuerpo en una
muestra problema . Al final se utiliza OPD como cromdgeno.

Indirect ELISA

Resumen textual alternativo
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211.- Técnicas avidina-biotina.

avidina

00H, . ..
biotina

En las técnicas indirectas ya has podido observar como la utilizacion de anticuerpos
secundarios se traduce en un aumento de senal (amplificacion) y por tanto en un incremento
de la sensibilidad de la técnica. Actualmente se utilizan otros sistemas de amplificacion de
senal del marcador, uno de los mas empleados es el sistema avidina-biotina.

La avidina es una glicoproteina presente en la clara de huevo que estd formada por cuatro
subunidades iguales, cada una de ellas tiene un lugar de union para la biotina. La biotina es
una vitamina que se encuentra en todos los tejidos de los mamiferos y su estructura permite
la union a cada una de las cuatro subunidades de las moléculas de avidina. La afinidad entre
las moléculas de avidina y biotina es muy elevada, se unen entre ellas de forma no covalente
formando un complejo muy estable: la unidn es practicamente irreversible.

Por otra parte, la avidina se puede conjugar con enzimas v la biotina se puede conjugar
facilmente a anticuerpos (anticuerpos biotinilados) aumentando asi |a versatilidad de su uso.
Este proceso de biotinilizacion no modifica las propiedades inmunorreactivas de los
anticuerpos ni las propiedades de unidn de la biotina con la avidina.

Como inconveniente, cabe destacar que en las técnicas avidina-biotina se pueden producir
mas uniones inespecificas porque la avidina tiene su punto isoeléctrico a pH basico v, por

tanto, cuando se halla a pH neutro, que suele ser el pH de trabajo, tiene carga positiva, lo que
puede originar uniones inespecificas con otros componentes cargados negativamente.
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Para evitar este inconveniente se puede utilizar estreptavidina en lugar de avidina, una
proteina bacteriana aislada de Streptomyces avidini. La estreptavidina esta formada por
cuatro subunidades que, como en el caso de la avidina, suponen cuatro sitios de union para la
biotina. También se puede conjugar con enzimas pero, a diferencia de la avidina, su punto
isoeléctrico es neutro.

Debes conocer

En la animacion siguiente podras observar la estructura de la avidina y la estreptavidina
asi como el papel que juegan en las técnicas de ELISA que utilizan el sistema
avidina/estreptavidina-biotina.

Resumen textual alternativo

En la animacidn siguiente podras ver el desarrollo de un ELISA para determinar proteina
A utilizando un sistema estreptavidina-biotina.

Resumen textual alternativo

Autoevaluacion

Ordena con numeros las siguientes etapas correspondientes a la realizacion un
ELISA para determinar alfa fetoproteina en el suero de un paciente. El nimero de
orden 7 corresponde a una etapa que no pertenece a esta técnica:
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Ejercicio de ordenacion

Etapa NuUmero de orden

| paciente u

a sensibilizada con anti-alfa fetoproteina biotinilada. ‘ ‘

Cnmnlein avidina-narnvidaca {

Retroalimentacidn: Se trata de una técnica sandwich para detectar alfa
fetoproteina. La microplaca tiene que estar sensibilizada con anticuerpos sin
marcar. Seguidamente se debe anadir la muestra en donde se busca Ia alfa
fetoproteina y después otro anticuerpo especifico que en este caso sélo puede ser
la anti alfa-fetoproteina policlonal. Puesto que no esta marcada el siguiente paso
ha de ser la adicidn de la anti-Ig biotinilada que se unird al complejo de avidina-
peroxidasa y posteriormente se revelara con su sustrato.
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2.12.- Radioinmunoensayos.

En los inmunoensayos la forma de localizar los inmunocomplejos se basa en el marcaje de
algun inmunorreactivo, asi por ejemplo, ten presente que en las técnicas de ELISA se utilizan
enzimas como marcadores. De forma parecida, en los radioinmunoensayos se utilizan
radioisotopos como marcadores. Se trata de técnicas que presentan inconvenientes como por
ejemplo |a propia manipulacion de marcadores radiactivos y los problemas de eliminacion de
residuos radioactivos. Por tanto, progresivamente van siendo desplazadas por técnicas que
utilizan otros marcadores, pero aun son técnicas importantes en endocrinologia para
determinar hormonas que se encuentran en bajas concentraciones. Fueron los primeros
inmunoensayos utilizados y se describieron por primera vez en 1959 para medir la insulina
plasmatica.

Los isétopos son atomos con el mismo numero atémico y diferente nimero de masa, es decir

que se diferencian por el nimero de neutrones en su nucleo.

1A =100,000 f < .
- Atomo de helio

ae

Emisiones radiactivas
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La mayor parte de elementos naturales estdn formados por mezclas de isétopos, ahora bien,
los isétopos naturales de los elementos mas ligeros suelen ser estables pero los de los
elementos mas pesados suelen ser inestables porque tienen un exceso de neutrones o de
protones, en este Ultimo caso se habla de radioisétopos. Los radioisétopos se desintegran
espontdneamente transformandose en otros isétopos que pueden ser estables o no,
emitiendo:

e Particulas alfa. Son nucleos de dtomos de helio, es decir, particulas pesadas con dos
cargas positivas y cuatro unidades de masa. Raramente se utilizan en inmunoensayos.
e Particulas beta. Son particulas procedentes de un nucleo con la misma carga y masa

que un electrén.
e Rayos gamma. Es una radiacion electromagnética similar a los rayos X.

La actividad de una muestra radiactiva se mide por el nimero de nucleos que se desintegran
por unidad de tiempo y se suele expresar en cpm.

e Para medir la emision de particulas beta se utilizan contadores de centelleo liguido.
e | as radiaciones gamma se miden con contadores gamma (contadores de centelleo

solido).

En |a tabla siguiente puedes ver qué isdtopos se emplean en inmunoensayos. Entre ellos
cabe destacar el 125 |, uno de los mas utilizados.

Isétopos usados en
radioinmunoensayos.

Isdtopo Tipo de emisién

13 Beta
125 Gamma
3H Beta

5o Gamma

14c Beta

En los siguientes apartados vas a estudiar los dos tipos de inmunoensayos que utilizan
radioisdtopos como marcadores:

e No competitivos (IRMA, ensayos inmunoradiométricos).
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e Competitivos (RIA, radioinmunoensayos propiamente dichos).
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2.13.- Ensayos inmunoradiomeétricos (IRMA).

Anticuerpo
T marcado

Antigeno

§ Anticuerpo (analito)
de caplura

Como veras, los métodos no competitivos (IRMA) mas utilizados, son métodos sandwich
muy similares a los ELISA. La principal diferencia radica en que al final de la técnica no se
mide la absorbancia sino la radiactividad ligada, es decir, la radiactividad que se puede medir
después de las fases de lavado originada por la presencia de inmunocomplejos marcados.

En la imagen puedes ver que la técnica para detectar un antigeno consta de tres pasos
generales:

1. Fase solida sensibilizada con un anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno que

se ha de determinar.
2. Adicion de la muestra conteniendo el antigeno problema (analito).
3. Incubacién con un anticuerpo monoclonal, marcado con un radioisotopo,

generalmente 29|, que est3 dirigido contra otro epftopo del antigeno.

La radiactividad de la fraccidn ligada como ocurre en los ensayos no competitivos, es
directamente proporcional a la concentracién del analito en la muestra y debe compararse,
mediante una curva de calibracién, con la de los estandares de antigeno para determinar el
valor de la concentracién de analito.

Para saber mas

En la animacidn siguiente podras repasar el desarrollo de una técnica IRMA.
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Basic principle of immuno...

Resumen textual alternativo
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214 - Radioinmunoensayos (RIA).

Recuerda como funcionan los métodos competitivos que ya has estudiado en apartados
anteriores. Cuando se aplican a técnicas con marcadores radiactivos surgen los
radioinmunoensayos propiamente dichos (RIA). En ellos, la muestra con el antigeno a
determinar se incuba con un anticuerpo especifico y un antigeno marcado con un
radioisdtopo que se anaden a la vez.

La técnica se basa en la competicion entre el antigeno problema (antigeno frio) y un
antigeno marcado (antigeno caliente) a una concentracién constante, para unirse a un
anticuerpo anadido en concentracion limitante, tal como puedes observar en el esquema que
muestra la imagen.

D S5 |

— s
C+ 8D | i,

La cantidad de anticuerpo es inferior a la que seria necesaria pera reaccionar con todo el
analito, de forma que todo el anticuerpo reacciona con el antigeno frio y con el caliente. Como
las concentraciones de antigeno marcado vy de anticuerpos son constantes, |a radiactividad
que se mide corresponde al inmunocomplejo radioactivo y sélo dependera de una Unica
variable que es la concentracion de analito. Cuanto mas antigeno haya en la muestra, mas
inmunocomplejo sin marcar y menos inmunocomplejo marcado habra, por lo tanto a menor
radiactividad mas antigeno abra en la muestra.

La radiactividad total es la misma antes y después de la reaccion, por lo tanto hay que
separar la fase ligada (inmunocomplejos marcados y no marcados) de la no ligada (el resto
de componentes). La radiactividad ligada B se puede medir directamente como cpm pero en
general se mide el % respecto a la radiactividad total:

e Hay un control sin muestra donde la radiactividad sera maxima porque todos los sitios
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de unién del anticuerpo se unen al antigeno marcado. El valor de esta radiactividad es el
ligado maximo Bq.

e | aradiactividad ligada se suele expresar como % B/Bq.

La radiactividad de la fraccién ligada es inversamente proporcional a la concentracion del
analito en la muestra y debe compararse, mediante una curva de calibracién, con la de los
estandares para poder determinar el valor de la concentracion de analito.

20. -
0> *
1 10 100 1000

pa/100L (analito)

Para |a realizacién de este calibrado, los estandares contienen una cantidad fija de anticuerpo
y antigeno marcado, y una cantidad variable de antigeno problema. Con ellos se puede
construir una curva de calibracién radiactividad ligada-concentraciéon que, como puedes ver
en laimagen, no es lineal.

La separacion de fases se suele realizar mediante una fase sélida, generalmente tubos de
plastico o microplacas.

Para saber mas

Este documento puedes examinar el protocolo que se sigue para realizar una
determinacion de testosterona por RIA.

Determinacion de Testosterona por RIA.

Autoevaluacion

En una técnica RIA, las moléculas de antigeno marcadas que no llegan a reaccionar
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con el anticuerpo se encuentran en la fase no ligada. s Verdadero o falso?
O Verdadero.

O  Falso.

En la fase no ligada se hallan todos los componentes de Ia técnica excepto los
inmunocomplejos, marcados o no marcados.

Esta afirmacidon no es correcta.

Solucién

1. Opcidn correcta
2. Incorrecto
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2.15.- Inmunoensayos fluorescentes.

Desplazamisnin
de Stokas
[

Intensidad da Suorescancia

Longitud de anda

En este apartado vas a estudiar aquellos inmunoensayos en los que la deteccidn se efectuia
mediante la intervencidn de una sustancia fluorescente. Todos se basan en el fendmeno de la
fluorescencia. En algunos casos el marcador es una molécula fluorescente mientras que en
otros el marcador es un enzima que cuando actua sobre ciertos sustratos genera
fluorescencia. Los primeros son verdaderamente fluoroinmunoensayos mientras que los
segundos, de hecho, son fluoroenzimoinmunoensayos.

Las moléculas fluorescentes (fluorocromos) son capaces de absorber energia en forma de
radiacion luminosa y emitirla en forma de radiacién luminosa de menor energia y mayor
longitud de onda. La luz absorbida excita los electrones de la molécula desde su estado
fundamental a un estado excitado pero las moléculas excitadas son poco estables y
rapidamente pierden energia para volver a su estado fundamental. El retorno al estado
fundamental emitiendo radiacién luminosa constituye la fluorescencia.

En la fluorescencia, la radiacién de emisidn siempre tiene una longitud de onda mayor que la
de excitacion. Esta diferencia entre las dos longitudes de onda se denomina desplazamiento
de Stokes.

84 de 127 21/09/2020 18:36



Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo. http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

Estos inmunoensayos se basan en la medida de la fluorescencia, es decir, de la radiacion
luminosa emitida por un fluorocromo cuando es excitado por una determinada longitud de
onda.

Los fluoroinmunoensayos tradicionales eran poco sensibles por el elevado ruido de fondo
o background de las medidas de fluorescencia pero actualmente hay técnicas basadas en la
deteccidn de fluorescencia que son tan sensibles como las que utilizan otros tipos de
deteccidon porque se han desarrollado nuevos marcadores fluorescentes v porque se han
mejorado los instrumentos de medida.

El ruido de fondo estd causado por la presencia de compuestos fluorescentes en la muestra
biologica, por la dispersion de la radiacion provocada por componentes de la muestra, como
por ejemplo proteinas vy lipoproteinas, por el material de las microplacas o por contaminantes,
como por ejemplo particulas de polvo y huellas digitales.

Los marcadores utilizados en estas técnicas pueden ser fluorocromos,
como la fluoresceina, o bien fluordgenos, sustratos que se convierten en productos
fluorescentes por accion de alguin enzima, como por ejemplo ciertos compuestos de
umbeliferona.
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2.151.- Fluoroenzimoinmunoensayos.

En el apartado anterior has estudiado cémo se pueden utilizar fluorégenos como
marcadores. En estos casos hay que recurrir a una reaccion enzimatica para poner de

http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

manifiesto la fluorescencia. Los fluoroenzimoinmunoensayos, llamados también ELFIA, son

técnicas que utilizan fluorédgenos. En realidad son enzimoinmunoensayos un poco mas
sensibles que los ELISA. La medida, las condiciones de la reaccion o la separacion de la
fraccion ligada, se efectian como en otros inmunoensayos.

Una de las técnicas mas utilizadas es el enzimoinmunoensayo por microparticulas MEIA.

Se trata de un inmunoensayo enzimatico de tipo sandwich en el que se utilizan

microparticulas de Iatex recubiertas de un anticuerpo especifico para el analito, lo que supone

un aumento de superficie efectiva.

Tal como puedes ver en la imagen, estas microparticulas, una vez se han incubado con la

muestra, se transfieren a una matriz de fibra de vidrio que actda como filtro y se incuban con

anticuerpos anti-analito marcados con fosfatasa alcalina que cataliza la reaccion de revelado.

El sustrato utilizado es un fluorégeno, el fosfato de 4-metilumbeliferona (MUP), que por

accion de la enzima fosfatasa alcalina, da lugar a 4-metilumbeliferona (4-MU) fluorescente:
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Autoevaluacion

Ordena con numeros las siguientes etapas correspondientes a la realizacion de un
MEIA para determinar cortisol en el suero de un paciente. El nimero de orden 6
corresponde a una etapa que no pertenece a esta técnica:

Ejercicio de ordenacion.

NUmero de
Etapa
orden

TMB vy perdxido de hidrogeno.
Muestra del paciente.

Microparticulas recubiertas de anticuerpos monoclonales anti-
cortisol.

Anticuerpos policlonales anti-cortisol.
fosfato de 4-metilumbeliferona.

Anti-lg conjugada con fosfatasa alcalina.

Se trata de una técnica MEIA para detectar cortisol. Los componentes acttan en el
mismo orden que en cualquier técnica sandwich. La Unica etapa que no
corresponde a esta técnica es la del TMB porque es un sustrato de la peroxidada y
en esta técnica se utiliza fosfatasa alcalina.
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2.15.2.- Fluoroinmunoensayo de tiempo resuelto (TRFIA).

Fluaasseres

En el apartado de ELISA indirecto v en el de las técnicas avidina-biotina ya estudiaste cdmo
aumenta la sensibilidad cuando se amplifica la senal. En los inmunoensayos TRFIA, las
moléculas fluorescentes utilizadas y una técnica especial de medida de fluorescencia,
consiguen el mismo objetivo.

Las moléculas fluorescentes son quelatos de un metal lantanido, generalmente del i6n

europio Eu3*. El tiempo de fluorescencia de estos quelatos es mucho mayor que el de los
fluorocromos tradicionales, y puede llegar a exceder los 1000 ps.

Se utilizan fluorimetros especiales en los que los quelatos se excitan unas 1000 veces por
segundo a 340 nm. Como puedes ver en el diagrama, en cada ciclo se mide la emision de
fluorescencia después de un corto tiempo de latencia (unos 400 ps) para evitar la
fluorescencia inespecifica (ruido de fondo) que suele durar unos 10 ns.

La suma de las medidas repetidas permite llegar a limites de deteccién muy bajos. El sistema
es muy versatil y se puede utilizar en diferentes tipos de técnicas. Una de las mas utilizadas
es el DELFIA. En la imagen puedes ver un esquema de la técnica aplicada a la determinacion
de un antigeno (analito).
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En los ensayos DELFIA, la molécula marcada practicamente no muestra fluorescencia, pero
cuando se anade una solucion intensificadora después de producirse la reaccion antigeno-
anticuerpo, se desarrolla mas fluorescencia. En pocos minutos, su bajo pH disacia el europio

del compuesto marcado y rapidamente, junto con componentes de la solucion
intensificadora, forma un nuevo quelato altamente fluorescente dentro de una micela
protectora. La solucién intensificadora amplifica la fluorescencia del quelato hasta diez
millones de veces y esa fluorescencia es proporcional a la concentracidn del antigeno, es
decir, del analito que se quiere determinar.

Los inmunoensayos de fluorescencia DELFIA se realizan en microplacas preparadas y su
principal caracteristica es su elevada sensibilidad. Todo el manejo de muestras vy reactivos, asi
como todas las etapas del ensayo pueden realizarse en un sistema de inmunoensayo
automatico.

El sistema completo, que puedes ver en la imagen, consta de un procesador de muestras que
realiza la dilucién automatica y el pipeteo de muestras de suero, y un procesador de
microplacas que lleva a cabo el manejo de reactivos y todas las fases del ensayo, incluyendo
la medicion.

Para saber mas

Animacion del Inmunoensayo DELFIA

En la pagina siguiente encontrards mas esquemas y detalles generales sobre la técnica
DELFIA. Podras ver esquemas de ensayos competitivos y no competitivos y podras
consultar un protocolo general de aplicacion de la técnica.

Inmunoensayos DELFIA.

En el siguiente documento podras ver el protocolo a sequir para realizar un DELFIA en
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el laboratorio.

Determinacion de alfa fetoproteina por una técnica DELFIA. (253 KB)
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215.3.- Inmunoensayo de fluorescencia polarizada (FPIA).

e

o i X | et
[l ) b

En un apartado anterior has estudiado un inmunoensayo homogéneo competitivo utilizado
para moléculas de bajo peso molecular, es decir para sustancias que pueden considerarse
haptenos. ;Lo recuerdas? Se trata del inmunoensayo enzimatico multiplicado (EMIT). Pues
bien, el inmunoensayo de fluorescencia polarizada (FPIA) es una técnica parecida pero, en
este caso, el sistema de deteccién implica fendmenos de fluorescencia. La técnica se basa en
dos conceptos clave, por una parte la rotacion de las moléculas en solucion y por otra las
caracteristicas de la luz polarizada.

Las moléculas mas grandes rotan mas lentamente en la solucion que las moléculas mas
pequenas. Este principio puede utilizarse para distinguir entre haptenos marcados con
fluorocromos ya que se trata de moléculas pequenas que rotan rapidamente, e
inmunocomplejos marcados con fluorocromos, moléculas mds grandes que rotan lentamente
en la solucion.

La luz polarizada describe ondas de luz que solamente estan presentes en un plano simple
del espacio. Cuando la luz polarizada es absorbida por una molécula pequena que rota
rapidamente, como los haptenos marcados con fluorocromos, se emite fluorescencia en
diferentes planos y como resultado se pierde polarizacidn, es decir hay una disminucion en la
intensidad de luz polarizada.

Cuando la luz polarizada es absorbida por una gran molécula que rota lentamente, como es el
caso de los inmunocomplejos marcados con fluorocromos, se mantiene la polarizacién vy, por
tanto, se emite luz polarizada en el mismo plano de la luz de excitacion.

Debes conocer

En la animacion siguiente podras ver el desarrollo de una prueba FPIA. Como en todas
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las técnicas homogéneas, lo mas importante es la separacién entre la senal producida

por la fase ligada, que contiene inmunocomplejos marcados, v la de la fase no ligada,
que contiene haptenos marcados.

Resumen textual alternativo

Los inmunoensayos FPIA se realizan en equipos de inmunoensayo automatico. La muestra
del paciente se incuba con una cantidad conocida de hapteno marcado con fluoresceina y un
anticuerpo especifico, de forma que los haptenos marcados y no marcados (los de la muestra)
compiten por los sitios de unién en el anticuerpo. La emisidn de luz polarizada depende de si
el hapteno fluorescente esta unido al anticuerpo o no. Puesto que es un inmunoensayo
competitivo, cuanto mayor sea la concentracién de hapteno, menor sera la concentracién de
inmunocomplejo fluorescente y menor sera la intensidad de luz polarizada.

Recuerda que el FPIA se utiliza para moléculas de bajo peso molecular, por tanto es ideal para
obtener una determinacion exacta y sensible de algunas hormonas de molécula pequena,
como por ejemplo hormonas tiroideas, y de pequenas moléculas de interés en toxicologia,
como pueden ser las drogas terapéuticas y las drogas de abuso.

Autoevaluacion

Una molécula antigénica marcada con un fluorocromo seria un componente de una

técnica:
O DELFIA.
O  TRFIA.
O FPIA
O  MEIA.
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Incorrecta. Utiliza lantanidos como marcadores, en realidad es una variante del
TRFIA.

Incorrecta. Utiliza lantanidos como marcadores.

Se trata de una técnica competitiva en donde se utilizan moléculas antigénicas

marcadas con un fluorocromo.

Incorrecta. Utiliza enzimas como marcadores.

Solucién

1. Incorrecto
2. Incorrecto
3. Opcién correcta
4. Incorrecto
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2.16.- Inmunoensayos quimioluminiscentes.

En este apartado vas a estudiar aquellos inmunoensayos en los que la deteccidn del
inmunocomplejo se efectia mediante la intervencion de una sustancia quimioluminiscente.

La quimioluminiscencia se podria definir como la produccidon quimica de luz visible. Los
marcadores quimioluminiscentes emiten luz como resultado de una reaccién quimica en la
que uno de los productos intermedios se excita y vuelve al estado fundamental emitiendo
luz. En la actualidad los mas utilizados para esta técnica son, por ejemplo, el luminol y sus
derivados( isoluminol , pirogalol), y los esteres de acridina que se conjugan con el Antigeno o
Anticuerpo en presencia de compuestos oxidantes tiene lugar la emision de luz a partir del
producto excitado por la oxidacion.

Cuando las reacciones guimioluminiscentes se producen en sistemas bioldgicos, como es el
caso de las luciérnagas , el proceso se denomina bioluminiscencia. Las sustancias
bioluminiscentes son derivados de la luciferina ( molécula procedente de la luciérnaga) que se
oxidan en presencia de un enzima especifica, la luciferasa y emiten luz.
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Tanto la bioluminiscencia como la quimioluminiscencia son ampliamente utilizadas en
inmunoensayos. Los ensayos luminiscentes son muy rapidos y sensibles, actualmente la
luminiscencia es el método de deteccion mas sensible por su capacidad de multiplicacion y
amplificacién de la senal.

1 L)
e e ]

utilizado en estas técnicas es el luminol.

En las técnicas de quimioluminiscencia, las emisiones luminosas pueden ser de dos tipos:
flash o glow.

e Quimioluminiscencia flash: La adicion de los reactivos provoca la emision inmediata de
luz. La senal luminosa es similar a un flash que llega a su maxima intensidad en
segundos o milisegundos. Debido a la gran rapidez de la reaccién, la mezcla de los
reactivos debe ser instantdnea: debe hacerse en la posicion de la lectura, frente al
sistema de deteccion, para poder registrar la emision de luz. La quimiluminiscencia de
los esteres de acridina es de tipo flash.

e Quimioluminiscencia glow: Es una emision prolongada de luz intensa, que llega al
maximo después de un tiempo de incubacion. La luz emitida aumenta poco a poco
detectandose en forma de pico de larga duracién. Estas reacciones son estables durante
un minimo de 20 minutos. La reaccion se puede iniciar fuera del aparato de deteccidn,
el procedimiento es mds sencillo y mas sensible que las técnicas flash. La
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quimioluminiscencia del luminol es de tipo glow.

El esquema de las técnicas se asemeja al de otros inmunoensayos que ya has estudiado, asi
por ejemplo se pueden realizar técnicas sandwich utilizando un anticuerpo de captura unido a
una fase solida y otro anticuerpo secundario marcado, ambos dirigidos contra el analito que
se pretende detectar.

Todas las técnicas se basan en el fendmeno de la quimioluminiscencia pero en algunas, el
marcador es una molécula quimioluminiscente mientras que en otras, el marcador es un
enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina o beta-galactosidasa) que cuando actua sobre ciertos
sustratos genera quimioluminiscencia. Estas ultimas, de hecho, son un tipo de
enzimoinmunoensayos porgue el inmunorreactivo esta marcado con un enzima, pero
generalmente se utiliza el término inmunoensayos quimioluminiscentes para referirse a
todos ellos.

Para el clculo de la concentracidn de analito se compara su luminiscencia con la de un
estandar de concentracion conocida. La emision guimioluminiscente se mide en RLUs, para
ello se utilizan espectrometros de guimioluminiscencia molecular, también llamados
lumindmetros.
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2.16.1.- Técnicas quimioluminiscentes automatizadas.

80,
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derivado de acridina
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En apartados anteriores has podido comprobar que muchos inmunoensayos pueden
realizarse manualmente, pero en los laboratorios, las técnicas se automatizan cada vez mas.
Actualmente la mayoria de técnicas quimioluminiscentes se realizan en equipos de
inmunoensayo automatico. Una de estas técnicas es el CMIA que se caracteriza por el empleo
de microparticulas magnéticas recubiertas de anticuerpo especifico como fase sélida.

Como veras mas adelante, el diseno es el de una técnica sandwich vy el anticuerpo secundario
esta conjugado con un marcador quimioluminiscente derivado de la acridina. La emisidn de
quimioluminiscencia flash esta provocada por una base (hidréxido sddico) y un oxidante
(perdxido de hidrogeno).

Las caracteristicas magnéticas de las microparticulas facilitan su separacidn del resto de
componentes cuando quedan retenidas en un campao magnético. En la siguiente imagen

puedes visualizar el esquema de la técnica.

Como puedes comprobar, los pasos de la reaccion para el CMIA son muy similares a los de
MEIA (enzimoinmunoensayo por microparticulas). Ambos utilizan la tecnologia de ensayo
sandwich no competitiva para medir analitos. Recuerda que en estos dos inmunoensayos no
competitivos, la senal medida es directamente proporcional a la concentracion de analito
presente en la muestra.
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Diferencias entre MEIA y CMIA.

Técnica Fase sdlida Separacion Marcador  Deteccion
Microparticula de Matrizde fibrade  Fosfatasa ,
MEIA ] o _ Fluorimetro
latex vidrio alcalina
Microparticula ) Derivados o
CMIA . Iman o Luminometro
magnética de acridina

Autoevaluacion

Se considera que la luminiscencia es el método de deteccion mads sensible en
inmunoensayos. ;Verdadero o falso?

—

O Verdadero.

~

O  Falso.

Actualmente la luminiscencia es el método de deteccién mas sensible por su
capacidad de multiplicacion y amplificacion de la senal.

Esta afirmacidon no es correcta.

Solucién

1. Opcidn correcta
2. Incorrecto
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2.17.- Utilizacion de controles en inmunoensayos.

Como ya sabes, para llevar a cabo un inmunoensayo se necesitan unos reactivos que
dependen del tipo de inmunoensayo vy del analito que se va a determinar. Los kits de
inmunoensayos llevan todos los reactivos necesarios para llevar a cabo la técnica y esto
comprende varios estandares o calibradores, controles negativos y controles positivos.
Aunque su utilidad es la misma en cualquier inmunoensayo, vas a seguir una explicacion
referida a técnicas de ELISA.

Los estandares son soluciones de analito de concentraciones conocidas. Los controles
negativos, son muestras libres del analito que se quiere determinar, v los positivos, muestras
con una concentracion conocida de analito.

Cuando se realiza un ELISA, en cada microplaca deben incluirse duplicados de las muestras y
duplicados de los estandares y también de de los controles positivo y negativo.

Control positivo: Es una muestra con una concentracion conocida de analito. Un resultado
positivo en el control positivo, aun cuando las muestras sean negativas, indica la validez de
los reactivos v la realizacidn correcta del procedimiento, y verificard que los resultados
negativos son validos.

Reflexiona

Si una muestra contiene analito deberia mostrar color después del revelado. Si a pesar
de todo no se colorea puede indicar el deterioro de algun reactivo o un error técnico en
la realizacion de la técnica y por tanto otros pocillos no coloreados también podrian

contener analito, es decir serian falsos negativos.
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Control negativo: Es una muestra libre de analito. Controla la especificidad de la técnica ya
que pone de manifiesto uniones no especificas y detecta resultados falsos positivos.

Reflexiona

Si una muestra no contiene analito no deberia mostrar color después del revelado. Si se
colorea indica que el inmunorreactivo se ha unido inespecificamente (no habia analito) y

por tanto otros pocillos coloreados podrian tener una concentracién muy baja de analito
o0 no tener analito, es decir serian falsos positivos.

En esta imagen puedes ver una microplaca de ELISA después del revelado. Observa el color
intenso de los pocillos H11y H12, son controles positivos. Los pocillos F11y F12 no muestran
color, son controles negativos. Los pocillos B7 y B8 muestran resultados positivos, con una

coloracion que, visualmente, se halla entre la de los controles positivos y la de los controles
negativos.
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2.18.- Representacion de datos y obtencion de
resultados.

Ahora ya sabes codmo funcionan y como se llevan a cabo los inmunoensayos, pero finalmente
¢cémo se consiguen los resultados analiticos?

En las técnicas de ELISA la lectura de los datos que permitiran la obtencion de los resultados
se efectda por espectrofotometria, mientras que en otros inmunoensayos se debe recurrir a
medidas de radiactividad, fluorescencia o luminiscencia.

Estas lecturas se suelen automatizar y son suministradas por el mismo equipo en el que se
lleva a cabo el inmunoensayo, asi como los resultados, que se traducen en un ndmero
generalmente expresado como una concentracién. No obstante, la forma de representar los
datos obtenidos y la obtencidn de resultados, es similar en todos los inmunoensayos aunque
vamos a estudiarlo en el caso de las técnicas de ELISA.

Al finalizar un ELISA se pueden obtener resultados cualitativos y cuantitativos:

Resultados cualitativos: permiten determinar si un resultado es positivo o negativo. El
aspecto mas controvertido es la determinacion del punto de corte o valor discriminante
(cut-of), un valor limite de absorbancia que diferencia entre un resultado positivo y un
resultado negativo.

Existen varios métodos para calcular este punto de corte a partir de los controles positivos y
negativos, y en muchos kits se indica cdmo obtenerlo o bien qué valor debe tener. Una vez
establecido, las muestras con una absorbancia mayor se consideran positivas y aquellas con
una absorbancia menor se consideran negativas.

Para saber mas

En el siguiente documento puedes consultar un ejemplo sobre el punto de corte y los
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resultados cualitativos. Es un resumen de un protocolo de ELISA sandwich para

determinar el antigeno “s” del virus de Ia hepatitis B. Puedes comprobar como se calcula

el punto de corte en esta técnica, y su utilidad para la determinacion del resultado
cualitativo.

Deteccion del HBsAg en suero o plasma.

Resultados cuantitativos: permiten determinar la concentracion de un analito en la muestra.
Se debe representar graficamente la media de los valores de absorbancia obtenidos para cada
estandar o calibrador (si se analizan por duplicado) frente a su concentracion.

La concentracién en la muestra se halla graficamente por interpolacién de la media de
absorbancias (si se analizan por duplicado) en la curva de calibracidn o se calcula
matematicamente a partir de la ecuacion de la mejor curva de regresion, calculada con
alguna aplicacién informatica.

Debes conocer

En la siguiente animacion podras ver cdmo se calculan resultados en un ELISA.

Calculo de resultados en un ELISA.

Resumen textual alternativo

ELEEA competitlva para la determinachkin de coriksl
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Las representaciones en técnicas no competitivas muestran curvas ascendentes: Los
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aumentos de concentracidon de analito se corresponden con aumentos de absorbancia.

En cambio las representaciones en técnicas competitivas muestran curvas descendentes: Los
aumentos de concentracién de analito se corresponden con disminuciones de absorbancia.

Autoevaluacion

En una técnica ELISA:

O El control negativo controla la especificidad.
O El control positivo pone de manifiesto falsos positivos.
O El cut-off discrimina entre falsos positivos y falsos negativos.
El cdlculo de resultados puede efectuarse prescindiendo de los estandares.
Los resultados en técnicas competitivas muestran curvas descendentes, los

aumentos de concentracién de analito se corresponden con disminuciones de
absorbancia.

Incorrecta. Pone de manifiesto falsos negativos.
Incorrecta. Discrimina entre un resultado positivo y un resultado negativo.

Incorrecta. Tanto el método grafico como el matematico se efectdan a partir de la
curva de calibracién, construida a partir de los datos obtenidos con los estandares.

Solucién

1. Opcidn correcta
2. Incorrecto
3. Incorrecto
4. Incorrecto
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2.19.- Tests inmunocromatograficos.

ol gy :. Bz \__If_ )

Probablemente conoces estas técnicas a través de la publicidad en medios de comunicacién
porgue aungue tienen multiples aplicaciones, por ejemplo la deteccién de drogas de abuso o
la de antigenos viricos o bacterianos, se han popularizado mucho como tests de embarazo.
En realidad son técnicas parecidas a los ELISA sandwich que realizan sobre tiras reactivas de
derivados de celulosa ( nitrocelulosa normalmente) que contienen anticuerpos especificos
para detectar rapidamente la presencia de antigeno en liquidos bioldgicos y en lugar de
utilizar enzimas vy sustratos para revelar la formacion de los inmunocomplejos , se utilizan
nanoparticulas coloreadas.

Esta técnica tiene ademas las ventaja de poder usarse para todo tipo de muestras bioldgicas
y de aparecer el resultado casi de inediato.

Las tiras de nitrocelulosa tienen tres zonas:

e /Zona para la muestra con anticuerpos monoclonales especificos del antigeno buscado,
marcados con una nanoparticula de oro coliodal o selenio.

e Zona test con un segundo anticuerpo especifico policlonal, dirigido contra otros
epitopos del antigeno .

e Zona de control con una anti-Ig policlonal que se uniran a los Ac monoclonales.

21/09/2020 18:36



Técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo. http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

Desarrollo del ensayo:

1. Se coloca una gota del liquido bioldgico donde se determinara el antigeno sobre la zona
de la muestra que contiene particulas con anticuerpos monoclonales especificos.

2. La muestra liquida satura el tampdn absorbente y moviliza las nanoparticulas
coloreadas sensibilizadas con anticuerpos.

o Sila muestra es positiva el antigeno de la muestra se une a los anticuerpos
especificos y todas las particulas, las que han reaccionado v las que no, ya que se
encuentran en exceso, se empiezan a mover con la muestra, por capilaridad, a lo
largo de la tira reactiva.

o Sila muestra es negativa, la muestra y las particulas con el anticuerpo se
empiezan a mover por capilaridad a lo largo de la tira reactiva.

3. La muestra, con las particulas, llega a la zona test que contiene el segundo anticuerpo
especifico policlonal dirigido contra otros epitopos. Este anticuerpo se halla fijado en Ia
tira a lo largo de una linea recta.

o Sila muestra es positiva, las nanoparticulas gquedan unidas por el
inmunocomplejo formando una linea de color. En este punto se forma el
inmunocomplejo "sandwich".

o Sila muestra es negativa, no hay ninguna reaccion.

4. La muestra, con las particulas, sigue avanzando v llega a la zona de control que contiene
la anti-Ig policlonal fijada en la tira a lo largo de una linea recta indicando el final del
test:

o Sila muestra es positiva, el exceso de particulas con inmunocomplejo o con
anticuerpo monoclonal libre quedan unidas a la anti-Ig formando una segunda
linea de color.

o Sila muestra es negativa, las particulas con anticuerpo monoclonal libre quedan
unidas a la anti-Ig formando una Unica linea de color.

5. Un resultado positivo se caracteriza por dos lineas de color en la zona de control. Un
resultado negativo, por una sola linea de color en la zona de control. La no aparicion
de esta linea de control puede indicar un error en la determinacion, un deterioro de los
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reactivos o bien que se ha anadido una cantidad incorrecta de muestra.

Para saber mas

Imagen de los pasos de una tecnica inmunocromatografica

En la siguiente animacion podras ver el desarrollo de un test inmunocromatografico
para detectar antigenos. La técnica utiliza anticuerpos monoclonales de tipo IgG
situados en la zona para la muestra que estan marcados una nanoparticula de oro,
fijados a la membrana estan otros anticuerpos especificos de otro epitopo del antigeno
,éstos se hallan en |a en la zona test y en la zona de control hay anti-IgG .

https://www.youtube.com/embed/z07CK-4JoFo
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2.20.- Inmunofluorescencia (IF).

Hasta ahora has estudiado técnicas cuyos resultados se basan en datos obtenidos por
espectrofotometria, o por medidas de radiactividad, de fluorescencia o de luminiscencia. En
utiliza la especificidad de la unidn entre antigenos y anticuerpos marcados con fluorocromos
para analizar la distribucion de las biomoléculas con la ayuda de un microscopio de

fluorescencia. El fluorocromo mas utilizado es el FITC.

Hay dos tipos de técnicas:

e En las técnicas directas (IFD), los antigenos de la muestra se detectan, en un solo paso,
con anticuerpos especificos conjugados con un fluorocromo.
e | as técnicas indirectas (IF1), son técnicas en dos pasos:

o Los antigenos para los que se quieren detectar los anticuerpos iran incorporados
en el portaobjetos v al anadir la muestra si ésta presenta anticuerpos especificos
para esos antigenos se formaran los inmunocomplejos.

o Posteriormente se anaden anti-Ig marcadas con fluorocromos que detectaran le
inmunocomplejo formado en el caso de haber anticuerpos en la muestra.

El método de IF mas utilizado es la IFI, pero |a IFD es muy util en el diagnéstico de
enfermedades de tipo autoinmunitario, es decir, aquellas en las que se generan
autoanticuerpos que atacan algun érgano de nuestro organismo.

Entre las desventajas de la inmunofluorescencia hay que destacar que las reacciones no son
permanentes porque los fluorocromos tienden a perder fluorescencia cuando en el
microscopio de fluorescencia se iluminan con luz ultravioleta, por ello es necesario fotografiar
las reacciones positivas para documentar los casos.
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Aplicaciones de la IFD: Resulta de gran utilidad para el diagndstico de enfermedades
autoinmunes organoespecificas pero también sistémicas , como el lupus eritematoso,
enfermedades ampollosas autoinmunes y vasculitis. Esta técnica se realiza tras la obtencién
de una biopsia de piel o mucosas.

Aplicaciones de la IFI: Para detectar ANA, autoanticuerpos dirigidos contra diversas
proteinas del ndcleo celular, y otros anticuerpos en enfermedades del tejido conectivo, como
por ejemplo en el lupus eritematoso. También se suelen utilizar en la serologia de
enfermedades infecciosas y para la identificacién de agentes infecciosos.

Ventajas e inconvenientes de la IFD comparada con la IFI.

Ventajas Inconvenientes

Menor sensibilidad (un solo paso, menor
amplificacion).

Mas rapida (un solo paso).
Coste mas elevado (todos los anticuerpos

Menor posibilidad de reacciones cruzadas  tilizados han de estar marcados).

(se utiliza un solo tipo de anticuerpo).
Menor flexibilidad (para cada técnica se precisa

un anticuerpo marcado diferente).

Autoevaluacion

Para detectar anticuerpos en el suero de un paciente, las técnicas IFI se efectian sobre
una preparacion de tejido del propio paciente. ;Verdadero o falso?
O Verdadero.

O  Falso.

Esta afirmacion no es correcta.

La técnica se efectua sobre una preparacion que contiene antigenos contra los que
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irfan dirigidos los anticuerpos del paciente que quieren detectar. Las preparaciones

del propio paciente se utilizarian para detectar en ellas antigenos, con la ayuda de

anticuerpos especificos.

Solucién

1. Incorrecto
2. Opcidn correcta

Para saber mas

Aspectos fundamentales de la Inmunofluorescencia
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2.21.- Western blot.
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En este apartado estudiaras otro método de deteccion de proteinas separadas por
electroforesis mediante su unién a anticuerpos especificos. La particularidad de esta técnica
es que se basa en la transferencia de las proteinas separadas, desde el soporte de Ia
electroforesis a una membrana, generalmente de nitrocelulosa.

La técnica consta de las siguientes fases:

1. Electroforesis de una mezcla de antigenos para separar los componentes por
diferencias de carga y peso.

2. Transferencia. Se realiza recubriendo el soporte con una hoja de papel de nitrocelulosa,
las proteinas se transfieren del soporte a la membrana de nitrocelulosa en la misma
posicién y se unen a ella de forma irreversible. La transferencia se puede hacer de dos
formas:

o Por electroforesis, aprovechando las cargas negativas de las proteinas. El
electrodo negativo se encuentra bajo el soporte y el positivo sobre la
nitrocelulosa.

o Por capilaridad, a través de un flujo de solucién amortiguadora desde unos
papeles de filtro himedos situados bajo el gel a otros secos que se hallan sobre Ia
nitrocelulosa.
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3. Bloqueo. Como vya se ha dicho, las proteinas se unen a la nitrocelulosa de forma
irreversible, por tanto se debe evitar la union de los anticuerpos que se utilizan
posteriormente a los lugares de la nitrocelulosa que aun no contienen moléculas de
proteina unidas. Para ello la nitrocelulosa se trata con soluciones de bloqueo similares a
las utilizadas en técnicas de ELISA, es decir, soluciones de proteinas y detergentes que
se unen todos los sitios de unidn que quedan para minimizar las uniones inespecificas
en la fase siguiente.

4. Incubacidn con anticuerpo especifico. Cuando se anade el anticuerpo, sélo hay lugar
en la membrana para que se una a las proteinas que han sido separadas por
electroforesis (antigenos). Esto reduce el ruido de fondo en el producto final, lo que
conduce a resultados mas claros y elimina los falsos positivos. El exceso de anticuerpo
se elimina por lavado.

5. Incubacién con una anti-Ig marcada. El exceso de anti-Ig se elimina por lavado.

6. Visualizacion de los resultados a través de diferentes técnicas segun el marcador

utilizado: revelado enzimatico, autorradiografia (para conjugados radiactivos), deteccion
de guimioluminiscencia o deteccion de fluorescencia.

El Western blot se puede utilizar para detectar anticuerpos anti-VIH en muestras de suero
humano. Para ello, proteinas de células infectadas por el VIH se separan y se transfirieren a
una membrana y después, en la etapa de incubacion con anticuerpo primario, se aplica el
suero del paciente. En la imagen se ven los resultados de tests diferentes. El primer canal de
la izquierda es un control negativo y el sequndo, un control positivo. Los canales del 3al 10
muestran los cambios en una persona infectada, el 3 corresponde al primer dia de la infeccion
y el 10 se considera como concluyente de infeccidon por VIH. Cada banda indica la presencia de
anticuerpos anti-VIH en el suero del paciente.

Esta técnica se utiliza también como prueba definitiva para la encefalopatia espongiforme
bovina, conocida cominmente como "enfermedad de las vacas locas". También se puede
utilizar como una prueba de confirmacion de infeccidn por el virus de la hepatitis B.

Para saber mas

En el siguiente video podras ver y ampliar la informacion sobre la técnica Western blot.
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Técnica de Western blot.

Autoevaluacion

Ordena con numeros las siguientes etapas correspondientes a la realizacion de un
Western blot:

Ejercicio de ordenacion.

Etapas NUmero de orden

Transferencia.

Incubacion con anti-lg marcada.
Electroforesis.

Blogueo.

Incubacion con anticuerpos especificos.

El orden es el indicado en los contenidos, primero de deber realizar la electroforesis
para después efectuar la transferencia y sequir con el bloqueo vy la deteccion.
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3.- Diagnostico y sequimiento seroldgico de las
enfermedades infecciosas.

Caso practico

Bl

Susana ya se ha sometido a una nueva extraccion para que

http://localhost:51235/temp_print_dirs/eXeTempPrintDir_obcenl/TIDO...

el Banco de sangre pueda repetir los controles. Afortunadamente, los resultados, que ya

ha recibido, son negativos asi que rdpidamente se lo comunica a Carlos con el que habia

estado buscando informacidn sobre las técnicas que se realizan en el laboratorio para
efectuar estos controles.

Ambos habian descubierto que la mayor parte de los controles efectuados en las
muestras de donantes de sangre son para descartar ciertas infecciones. Como Carlos
sigue en el laboratorio de Microbiologia y cada dia aumentan mas sus conocimientos

sobre enfermedades infecciosas, ahora, con Susana, se han propuesto buscar historias
clinicas de pacientes con alguna enfermedad infecciosa que les permitan estudiar cémo

han evolucionado sus procesos y como se han seguido los cambios a través de las
pruebas realizadas para determinar los principales marcadores seroldgicos.

En esta tercera parte vas a estudiar los contendidos relacionados con el papel que juegan las

técnicas basadas en reacciones antigeno-anticuerpo en el diagndstico vy el seguimiento del

curso de enfermedades infecciosas. Estudiards nociones generales sobre serologia, el papel

de las diferentes tipos de inmunoglobulinas y las curvas de evaluacidn de los marcadores
seroldgicos, asi como el diagndstico seroldgico de algunas infecciones.
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3.1.- Serologia.

En los apartados anteriores has estudiado las principales técnicas basadas en reacciones
antigeno-anticuerpo. También has ido viendo las aplicaciones mas importantes de cada
técnica. La serologia se ocupa de las reacciones entre antigenos y los anticuerpos puestas de
manifiesto a través de estas técnicas que ahora ya conoces. El nombre proviene del hecho de
que el suero sanguineo es el vehiculo habitual de los anticuerpos. La serologia puede
perseguir una finalidad cuantitativa (dosificacion y contaje de los anticuerpos presentes en la
reaccion) o cualitativa (reconocimiento de anticuerpos especificos).

La respuesta de anticuerpos formados ante una infeccion depende del estado inmunitario
del paciente y en general, salvando algunas particularidades para cada infeccion especifica,
sigue los siguientes patrones:

1. Cuando la infeccidn se presenta en pacientes que no han sido previamente infectados ni

inmunizados con una vacuna, se desarrolla una respuesta inmune caracterizada por un
lento aumento de anticuerpos especificos. Las IgM son el primer tipo de
inmunoglobulinas que aparecen. Estos anticuerpos se pueden detectar unos dias
después del inicio de |a infeccién y van aumentando progresivamente hasta alcanzar un
maximo y luego caen a niveles indetectables.

2. Las IgA se producen un poco mas tarde que las IgM y desaparecen antes. En muchos
casos no se llegan a detectar y en otros persisten durante largos periodos después de la
infeccion.

3. Generalmente, las IgG se pueden detectar en titulos bajos dias después del inicio de la
infeccién, aumentan lentamente y todavia se pueden detectar en el suero después de
varios meses.

4. Durante una infeccion secundaria (una infeccion en un paciente infectado previamente,
0 algunas veces después de una vacunacion), los titulos de anticuerpos se elevan
rapidamente. La IgG es el tipo de inmunoglobulina predominante, alcanza niveles
elevados, y persiste durante varios meses o incluso toda la vida. Los niveles de IgM son
significativamente mas bajos en las infecciones secundarias que en las primarias y en
algunos casos no se detectan, dependiendo de la prueba empleada.
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Para distinguir entre primoinfeccidn e infeccién secundaria, se evalda la relacion entre IgM e
IgG. Teniendo en cuenta los patrones anteriores podras comprender faciimente que cuando
tanto la IgG como la IgM son negativas, el paciente no ha sufrido la infeccion. Si sélo se
detectan niveles de IgG puede tratarse de una infeccién pasada o de una infeccion cronica.
Niveles detectables de IgM pueden indicar una infeccion aguda sobre todo si paralelamente

se detectan aumentos de IgG.

Earsgearaty weoamdsns
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En la imagen puedes ver una curva de evolucidn en una infeccién en donde se aprecian las
diferencias entre la respuesta inmune que ocurre en la primera exposicion al antigeno
especifico vy la respuesta inmune que se presenta después de una segunda exposicion al
mismo antigeno. Como puedes observar hay un cierto retraso en la aparicion de la respuesta
en la primera exposicidon, ademas los niveles de anticuerpos son bajos vy su vida breve. Si la
comparas con la respuesta a una segunda exposicion veras que ésta empieza rapidamente, es
mucho mas potente, y forma anticuerpos durante mas tiempo
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3.2.- Pruebas seroldgicas para el diagnostico de la sifilis.

Las técnicas de fluorescencia, que ya se han estudiado en el apartado de
inmunofluorescencia, son las que permiten por ejemplo ademas de otros, el diagndstico de Ia
sifilis mediante el examen directo del microorganismo causante ( Treponema pallidum), pero
en la mayoria de las ocasiones no es posible realizar este tipo de técnicas, por lo que el
diagndstico seroldgico indirecto ( determinar los anticuerpos generados frente a esa bacteria
en lugar de los antigenos) se ha convertido en el procedimiento mas frecuente

Las pruebas seroldgicas pueden ser de dos tipos: Las pruebas no treponémicas, que
detectan anticuerpos inespecificos (denominados reaginas), y las pruebas treponémicas,
que detectan anticuerpos especificos contra Treponema pallidum.

............

............
e | i G

------------
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e Las pruebas no treponémicas, denominadas a veces pruebas de aglutinacion, son en
realidad pruebas de floculacion ya que el antigeno al ponerse en contacto con el suero
del paciente da lugar a inmunocomplejos que forman una especie de agregados. Son
pruebas econdmicas vy faciles de realizar, Utiles para el diagndstico y fundamentales
para evaluar la eficacia de los tratamientos, puesto que los niveles de anticuerpos se
relacionan con la actividad de la enfermedad v, por tanto, con la respuesta al
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tratamiento.

antigeno VDRL, compuesto por cardiolipina, colesterol y lecitina. Esta prueba detecta
reaginas, anticuerpos dirigidos contra los componentes del antigeno VDRL que se
liberan de los tejidos danados por el treponema en el transcurso de la enfermedad
siilitica. Por o tanto no son anticuerpos especificos contra Treponema pallidum ya que
otras enfermedades podrian generar tambien las reaginas vy su positividad no confirma
la enfermedad. Los titulos bajos pueden ser falsos positivos y se observan, por ejemplo,
en muestras hemolizadas o lipémicas. También se pueden presentar falsos negativos
(fendmenos de prozona) cuando las muestras son muy reactivas, por lo que siempre es
conveniente titularlas (‘hacer diluciones del suero para determinar el titulo de
anticuerpos).

modificado con particulas de carbdn activado que se unen a los agregados formados vy
facilitan la visualizacion de la floculacién. Tanto el VDRL como el RPR se suelen efectuar
sobre placa o sobre tarjetas especialmente preparadas.

e | as pruebas treponémicas se utilizan para confirmar los resultados positivos obtenidos
con las pruebas no treponémicas.

aglutinacion para detectar anticuerpos especificos anti-treponema utilizando antigenos
treponémicos unidos a eritrocitos.

TPHA en la cual el antigeno particulado esta formado por particulas de gelatina
sensibilizadas. El TPPA es una prueba mas sensible y especifica que el TPHA.

inmunofluorescencia indirecta para detectar anticuerpos especificos anti-treponema.
Recuerda que ya has estudiado este tipo de técnicas en un apartado anterior, en esta
ocasion el suero del paciente se coloca sobre un portaobjetos en donde hay Treponema
pallidum en suspension, posteriormente se incuba con anti-Ig humana marcada con
FITC vy luego se observa al microscopio de fluorescencia. En la imagen puedes ver un
resultado positivo por anticuerpos del paciente fijados sobre los treponemas.
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Estas pruebas se positivizan antes y son mas especificas que las pruebas no
treponémicas ya que tienen menos resultados falsos positivos, pero no son Utiles para
controlar la respuesta al tratamiento porque a menudo permanecen positivas después
de la curacion del paciente.

Para saber mas

En el documento siguiente puedes examinar el protocolo que se sigue en una técnica
RPR

Prueba RPR.

Determinacion de anticuerpos anti-Treponema pallidum por THPA.

Determinacion de anticuerpos anti-Treponema pallidum por THPA. (78,5 KB)

Autoevaluacion

Para valorar la respuesta al tratamiento en un caso de sifilis se pueden realizar

pruebas:

O  TPHA.
O TPPA.
O  VDRL.

O  Deinhibicidon de la aglutinacién.

Incorrecta. Es una prueba treponémica, el resultado seria positivo alin después de
la curacion.

Incorrecta. Es una prueba treponémica, el resultado seria positivo aln después de
la curacion.
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Es una prueba no treponémica y por tanto es Util para controlar la respuesta al

tratamiento.

Incorrecta. Es una prueba que sélo estd indicada para antigenos solubles.

Solucién

1. Incorrecto
2. Incorrecto
3. Opcién correcta
4. Incorrecto
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3.3.- Prueba de Widal.

En este apartado estudiaras una técnica para detectar y determinar titulos de anticuerpos en
algunas infecciones, concretamente en las causadas por microorganismos de especies que
producen, entre otros signos vy sintomas, fiebre y por ello son denominados anticuertos

febriles.

Este es el caso, entre otros ejemplos , de la fiebre tifoidea causada por Salmonella typhiy
Salmonella enteritidis, asi como las fiebres paratifoideas causadas por Salmonella paratyphi A
y B,y la fiebre de malta causada por Brucella abortus, Brucella melitensisy Brucella suis.

La infeccidn por estos microorganismos induce una respuesta inmune con anticuerpos que
pueden ser detectados con antigenos especificos. Para que los resultados tengan un valor
diagndstico el titulo de anticuerpos debe aumentar, por lo que se deben tomar muestras
separadas por un periodo de tiempo para poder ser comparadas.

La prueba o ensayo de Widal es una técnica de aglutinacion directa para la deteccion y
titulacion de anticuerpos anti-salmonella, anti-brucella y anti-proteus en suero. Los reactivos
son suspensiones de antigenos somaticos O y antigenos flagelares H que aglutinan en

presencia de los anticuerpos especificos en las muestras ensayadas.

La aglutinacién somdtica se caracteriza por ser fina y granular, de formacién lenta y
dificilmente disgregable. La aglutinacidn flagelar es algodonosa, de formacion rapida y
facilmente disgregable.
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El diagndstico de enfermedades febriles puede establecerse por la demostracion del titulo de
anticuerpos somaticos O y anticuerpos flagelares H especificos en el suero del paciente. La
prueba de Widal se basa en la determinacion de estos anticuerpos y establece que altos
niveles de anticuerpos O y H, titulos superiores a 1/100 son indicativos de infeccion por estos
microorganismaos.

Para saber mas

En el video siguiente puedes ver como se realiza la prueba de Widal. Fijate en que se
utilizan soluciones antigénicas O y H, asi como los controles correspondientes. También
se muestra la realizacion de diluciones vy la lectura para efectuar Ia titulacion.

widal test (slide & tube) pr...

Resumen textual alternativo

En el documento siguiente podras examinar el protocolo que se sigue para realizar una
prueba de Widal en el laboratorio.

Determinacion de anticuerpos febriles. Protocolo de la determinacion de
serodiagndstico febril.
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3.4.- Otras pruebas serologicas.

A lo largo de los apartados anteriores ya has ido viendo ejemplos concretos de pruebas
seroldgicas, pero dada la variedad de infecciones existentes, el campo de aplicaciones es
enorme. Seguidamente vas a poder ampliar tus conocimientos estudiando algunas de ellas.

Prueba ASO o ASLO: es una aglutinacion indirecta. Se realiza con particulas de Iatex

sensibilizadas con estreptolisina O para detectar anticuerpos antiestreptolisina O cuando se
sospecha fiebre reumatica. Un titulo elevado de antiestreptolisina O indica la reaccion del
organismo contra una infeccién estreptocdcica reciente.

La estreptolisina O es una toxina producida por la bacteria conocida como estreptococo del
grupo A (Streptococcus pyogenes). Los anticuerpos producidos frente a esta toxina ajena
reciben el nombre de antiestreptolisinas O (ASO), y aparecen en la sangre después de haber
contraido la infeccion

Para saber mas

En el documento siguiente puedes examinar el protocolo que se sigue para realizar una
prueba ASO en el laboratorio.

Prueba ASIL O-latex de aglutinacion en porta
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e ( Entre otras pruebas seroldgicas con importancia diagndstica en el caso

del embarazo se realizan

Marcadores serologicos en la toxoplasmosis: la toxoplasmosis es una enfermedad infecciosa

ocasionada por el protozoo parasito Toxoplasma gondii. La enfermedad se transmite
habitualmente desde los animales a los seres humanos a través de diferentes vias de
contagio, siendo el principal huésped definitivo el gato. La infeccion humana es frecuente,

pero pocas veces produce sintomas. Cuando ocurre en la mujer embarazada existe el riesgo
de transmision al feto con posibilidad de graves consecuencias para el mismo

En |a practica el diagndstico se basa en métodos seroldgicos, comprobando la seroconversion
a partir de dos muestras extraidas en un intervalo de tiempo determinado. Los marcadores
seroldgicos analizados son IgM e IgG. Las técnicas mas empleadas son la
inmunofluorescencia indirecta, el ELISA o la hemoaglutinacién indirecta.

Para saber mas

Prueba de la avidez de IgG
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La prueba de la avidez en la determinacion de IgG tiene especial relevancia.
Al comienzo de la respuesta inmunitaria las uniones antigeno- anticuerpo son débiles,
pero durante su transcurso aumenta esa fuerza de unién.

La forma de medir la avidez es mediante la disociacién del inmunocomplejo en
presencia de urea, si con la prueba se confirma la separacion del antigeno y el
anticuerpos, la avidez es baja y por lo tanto se trata de primoinfeccion, pero si el
inmunocoplejo no se separa esporgue la union es solida y presenta gran avidez, lo que
nos indica infeccién pasada.
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Anexo |.- Deteccion del HBsAg en suero o plasma.
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La hepatitis virica es una enfermedad infecciosa que la muchas veces es causada por el HBV.
La enfermedad puede manifestarse como asintomatica, como aguda, o como hepatitis
cronica con posible degeneracion en cirrosis y/o carcinoma hepatocelular y muerte.

Para evaluar la infeccién de HBV se determina la presencia del HBsAg en suero. La presencia
del HBsAg indica que el paciente es un portador del HBV vy la posibilidad de infeccion. La
determinacion definitiva del estado infeccioso de un paciente es posible cuando se realiza Ia
prueba de HBsAg en conjunto con los otros marcadores del HBV.

La prueba de HBsAQg esta basada en un ELISA tipo sandwich. Con ciertos limites, la
absorbancia después del revelado refleja la cantidad del antigeno de superficie del HBV en la
muestra.

Una lectura de absorbancia menor del punto de corte se considera negativa para el HBsAg.
Una lectura igual o mayor que el punto de corte se considera reactiva para el HBsAg. La
muestras que repetidamente dan lecturas reactivas para este método se consideran positivas
para la presencia de HBsAg. Estas muestras deben ser confirmadas por otros marcadores del
HBV.

El kit de ELISA, entre otros componentes, contiene suero humano libre de marcadores de
hepatitis B (control negativo) y suero diluido HBsAg positivo inactivado (control positivo).

Calculos: la presencia o ausencia de HBsAg se determina por comparacion de los valores de
absorbancia de la muestra contra el valor del punto de corte. Para este kit concreto, el valor
del punto de corte se calcularia a partir de la absorbancia del control negativo:
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Valor del punto de corte = absorbancia del control negativo + 0,025

Interpretacion de resultados:

1. Positivo: Muestras con valores de absorbancia iguales o mayores que el valor del punto
de corte se consideran reactivas al HBsAg. Si se repite la muestra y es reactiva, se

considera positiva.

2. Negativo: Muestras con valores de absorbancia menores que el valor del punto de corte
se consideran negativas a HBsAg (o no reactivas).

3. Dudoso: Muestras con valores de absorbancia entre +10% del valor del punto de corte
se deben volver a analizar para confirmar la lectura original.
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