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RESUMEN

La observacion y estudio de los
elementos patégenos en un organismo
infectado es una practica esencial para
el diagnostico y futuro tratamiento de
una enfermedad, por lo tanto se debe
realizar un estudio mas profundo
implementando examenes
laboratoriales, para lo cual se debe
obtener un producto biolégico que pueda
ser transportado al laboratorio o
examinado en ese momento.

El aislamiento del elemento patolégico
en un cultivo es fundamental para lograr
la correcta observacion, andlisis y
diagnéstico de una determinada
enfermedad.

Un importante recurso para la
determinacion del elemento patoldgico
es marcar a los elementos con
anticuerpos policlonales u monoclonales
para que asi estos conformen el
complejo  antigeno —  anticuerpo
pudiendo mejorarse su estudio utilizando
complementariamente fluorescencia y de
ésta manera el observador puede
identificar el tipo de microorganismo
causante de la enfermedad.

Existen distintos mecanismos de los
cuales los mas relevantes son la
inmunofluorescencia, el
radioinmunoanalisis y la
inmunoabsorcion ligada a enzimas.

PALABRAS CLAVE

Antigeno.  Anticuerpo. Especificidad.
Sensibilidad.  Ensayo.  Diagndstico.
Aglutinacion.

'Univ. Tercer Afio Facultad de Odontologia UMSA
2Univ. Tercer Afio Facultad de Odontologia UMSA

ABSTRACT

The observation and study of pathogens
in an infected organism is an essential
practice for future diagnosis and
treatment of disease, therefore you must
make a deeper study implementing
laboratory tests , for which you must
obtain a biological product it can be
transported to the laboratory and
examined at that time.

Isolation of pathological element in
culture is essential to achieve the correct
observation, analysis and diagnosis of a
particular disease.

An important resource for determining
the pathological element is to mark the
elements with polyclonal or monoclonal
antibodies so that these conform the
antigen - antibody can be improved
complementary study using fluorescence
and in this way the observer can identify
the type of organism causing disease .

There are different mechanisms of which
the most important are
immunofluorescence, radioimmunoassay
and enzyme-linked immunosorbent.
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INTRODUCCION

En la actualidad el uso de laboratorios
de microbiologia clinica es uno de los
principales métodos de diagnostico para
las enfermedades infecciosas, gracias al
uso de técnicas como el
radioinmunoanalisis y el
enzimoinmunoanalisis los cuales logran
identificar directamente los antigenos
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microbianos presentes en la muestra
sujeta a ser estudiada.

El inmunoensayo es un técnica que
basicamente se basa en la reaccién
antigeno — anticuerpo (Ag — Ac) la cual
permitira determinar y cuantificar los
distintos elementos que existen en la
muestra de estudio debido a que la
mayor parte de los agentes patdégenos
tienen determinados antigenos como
proteinas y polisacaridos que pueden
ser claramente diferenciados, por lo
general la muestra de estudio son fluidos
organicos. Las técnicas inmunolégicas
deben ser sensibles, rapidos,
convenientes y ademas lo
suficientemente especificos como para
no interferir con sustancias de poco
interés, las técnicas mas empleadas en
la actualidad son la
inmunofluorescencia, la fijacion de
complemento, el radioinmunoensayo,
inmunoabsorbencia,  hemaglutinacion,
inhibicibn de la  hemaglutinacién,
neutralizacion,  aglutinacion 'y la
inmunoabsorcion ligada a enzimas
(ELISA).*?

TIPOS DE INMUNOENSAYO
Pueden ser:

a) Inmunoensayo competitivo: Este tipo
de inmunoensayo se basa en el
equilibrio competitivo entre una
inmunoespecie (Ag o Ac) conjugada
con una determinada enzima y de
esta forma se cuantificard la
actividad de la enzima en la
superficie del transductor al formarse
el complejo, habra una competencia
por formar el complejo con la enzima
entre los antigenos que no fueron
marcados (Ag) y los antigenos
marcados (Ag*) cuanto mas Ag haya
en la muestra menos Ag* se unira a
la enzima limitando la cuantificacion
y los resultados deseados.

b) Inmunoensayo no competitivo o tipo
sandwich:En este tipo de
inmunoensayo el analito se une con
el transductor, inmediatamente
después se agrega un segundo
anticuerpo marcado por una enzima
(Ac*) que se dirige con especificidad
a el epitope del analito, este epitope
debe ser diferente al que permite la
formacion del complejo
inmunoldgico. Posteriormente  se
agregara substrato en exceso y se
cuantificara la actividad de la enzima
en la superficie del transductor. En
otras palabras, se agregard Ac* en
exceso a la muestra, el Ag
reaccionara con dos Ac diferentes
gue se fijaran a él en distintas partes
(doble reconocimiento). El principal
inconveniente de este tipo de
inmunoensayo es el efecto Hook en
elevadas concentraciones de analito
ya que provocard la caida de la
radioactividad deseada.”*

TECNICAS DE REACCION ANTIGENO
— ANTICUERPO DE INTERACCION
PRIMARIA

Donde se encuentran:

a) Radioinmunoandlisis (RIA): EI RIA es
un ensayo de laboratorio de tipo de
unién competitiva que va a combinar
la inmunoreaccion (Ag — Ac) con la
sensibilidad de un método
radioquimico, de ahi su nombre
Radio — Inmuno — anélisis.

Esta técnica fue introducida por
Rosalind Yalow y Salomén Berson
en 1956 con la finalidad de poder
cuantificar la cantidad de insulina
gue se encontraba en el torrente
sanguineo de un paciente con
diabetes, ellos intentaban descubrir
el grado de degradaciébn vy
eliminacion de la insulina en un
paciente diabético, administraron
insulina con un radio isotopo Yy
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b)

lograron observar que la insulina
quedaba en el plasma un tiempo
mucho mas prolongado que en un
paciente sano, esto debido a la
presencia de anticuerpos
antiinsulinicos, los cuales se unian a
los receptores de la hormona
impidiendo que pasara a través de
las paredes de los vasos
sanguineos. De esta forma se
demostré que la reaccion antigeno —
anticuerpo podia servir de base para
cuantificar los elementos presentes
en el plasma.?*

Técnica de inmunofluorescencia: Las
técnicas de inmunofluorescencia son
una alternativa a los métodos del
enzimoinmunoanalisis  (EIA), se
utilizan para la deteccion vy
diagnéstico de enfermedades
causadas por bacteria, fangicas,
viricas y parasitarias. En los
ensayos de inmunofluorescencia el
anticuerpo especifico esta unido a
otro elemento capaz de foto -
excitarse, las moléculas que no
reaccionan seran eliminadas por el
lavado, luego la muestra se seca y
es examinado con un microscopio de
fluorescencia, los antigenos que
forman complejos con los
anticuerpos  fluorescentes  seran
observados como elementos verdes
0 naranjas contra un fondo oscuro.

Existen dos tipos de técnica por
inmunofluorescencia:

Inmunofluorescencia directa (IFD).
Consiste en la aplicacion de un
conjugado previamente marcado
sobre el tejido o muestra que se
quiera examinar, se dejard incubar
por un periodo de 35 minutos en un
ambiente humedo a 37° C para que
la unién Antigeno — anticuerpo sea el
ideal. Pasado el tiempo de
incubacién se procede a lavar la
muestra para eliminar el material que

no reaccionara y se secara para ser
montado en el microscopio de
fluorescencia.

¢ Inmunofluorescencia indirecta (IFI).
El material sera impregnado con una
sustancia inmune sin ser marcada y
luego se dejara incubar por un
periodo de 45 minutos en un
ambiente humedo a 35 - 37° C,
posteriormente se lava la muestra
con una solucion de fosfato salino
(buffer), se administra un antisuero
marcado y posteriormente se elimina
el material inespecifico con un nuevo
lavado.

Los métodos de inmunofluorescencia ya
sean directos o indirectos son de gran
utiidad para el diagnostico vy
observacion de microorganismos como
ser el T. pallidum, C. trachomatis, virus
del herpes simple, virus de varicela —
zoOster, virus de la influenza, virus
parainfluenza, Pneumocystis jiroveci, G.
lamblia y C. parvum.*®

c) Metodo de inmunoabsorbencia unida
a enzimas (ELISA): La técnica de
inmunoabsorbencia unida a enzimas
es una de las técnicas mas
empleadas debido a su gran
capacidad de sensibilidad y a su bajo
costo, ademas permite realizar gran
namero de estudios en un tiempo
corto. Este método esta basado en la
capacidad de deteccidon directa o
indirecta de complejos Antigeno —
Anticuerpo marcados cuantificables
mediante su observacion. Utiliza
“transportadores” las cuales se
fijaran a los Ag o Ac.

La forma para realizar y preparacion
de esta técnica es muy similar al de
RIA, la diferencia esta en que se
utilizara un diferente tipo de ligando,
la cual detectara y se wunira
covalentemente a una enzima y este
anticuerpo se unird al antigeno,
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posteriormente se lavara la muestra
para eliminar el material que no
conformo el complejo deseado. El
ligado formado se observada una
vez se afiada cromégeno el cual
interactuard con la enzima del
ligando para poder formar una
sustancia con color y cuantificable
por espectrofotometria. Las enzimas
mas usadas son la fosfatasa
alcalina, la perdéxidasa y la beta-

galactosidasa *”’

TECNICAS DE REACCION ANTIGENO
— ANTICUERPO DE INTERACCION

SECUNDARIAS

Donde se encuentran:

a) Aglutinacién : Existen dos diferentes

tipos de reacciones de aglutinacion:

o Reaccion de aglutinacién
simple. Este tipo de

aglutinacién se presenta en el
caso de bacterias, hongos y
glébulos rojos, los cuales entran
en contacto directo con el
anticuerpo que se administra a
la muestra, aglutinAndose de
formando
cumulos que son facilmente
percibidos por la vista del
observador. Esta técnica se

manera veloz vy

utiliza por ejemplo en

aglutinacién de candida y en la
determinacién de grupo

sanguineo.

o Reaccion de

aglutinacién

pasiva. Se utiliza esta técnica
para la evidenciar antigenos
gue son solubles, y por lo tanto
al entrar en contacto con el
anticuerpo se precipitara. Para
revertir o eliminar este proceso
el antigeno o anticuerpo se
fijara a particulas insolubles. El
empleo de esta técnica es
apreciable por ejemplo en la

b)

determinacion de proteinas
viricas, reacciones con latex
para PCR y embarazos.®

Prueba de la inhibicion de Ila
hemaglutinacion: Este tipo de
pruebas se utiliza con mucha
frecuencia para la deteccion vy
diagndstico de enfermedades
causadas por virus tales como el
ortomixovirus, paramixovirus,
flavivirus e incluso para el virus de la
rubéola, estos virus  poseen
proteinas  codificadas en  sus
superficies  que  causaran la
aglutinacion de los eritrocitos,
pudiendo detectarse la presencia de
alguno de estos virus en tejidos
infectados por la hemaglutinacién, la
identificacion del virus que esta
presente en el suero del paciente
puede determinarse por medio de la
inhibicién de la hemaglutinacién. Las
condiciones y reactivos varian segun
el tipo de virus.

El método para realizar esta prueba
es incubar una solucion de eritrocitos
hasta que se produzca |Ila
hemaglutinacién, posteriormente se
tratard& el suero eliminando los
inhibidores inespecificos pudiendo
eliminarse  por medios fisicos,
enzimaticos o ambos, dependiendo
del virus. Luego se mezcla una
disolucion del antigeno que contenga
4 UHA, la muestra se incuba para la
prueba de hemaglutinacion.®

Reaccion de precipitacion: La
reaccion de  precipitacibn  se
fundamenta en la interaccion Ag — Ac
pero requiere de mas interacciones
para lograr evidenciar el complejo, es
decir no es una técnica muy
sensible. Un factor importante en
esta técnica es calcular la
concentracion de Ag o Ac, los cuales
deben estar en cantidades iguales
debido a que si existe una mayor
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cantdad de Ag no existira
entrecruzamiento (fenémeno de la
post-zona) o de lo contrario, si existe
una mayor cantidad de Ac tampoco
existird entrecruzamiento (fenémeno
de pro-zona) en ninguno de los dos
casos se observara la
precipitacion.>®

d) Técnicas inmunoelectroforéticas: En

esta técnica se usa la combinacion
de la electroforesis y la precipitacion
para la identificacion de antigenos o
anticuerpos modificando los valores
del pH. Para que de esta forma los
antigenos migren y los anticuerpos
permanezcan inmoviles y se forme el
complejo Ag — Ac. Dentro de este
grupo de técnicas estan :

o Inmunoelectroforesis. Este
método se basa en la
separacion de electroforética de
los antigenos en un gel
seguidos de la administracion
de antisueros  especificos.
Luego de un lapso entre 8 — 24
horas se puede observar las
bandas de precipitacion, una
vez identificadas las bandas se
puede lavar y colorear la
muestra.

o Inmunoelectroforesis en cohete.
Consiste en el transporte de
proteinas antigénicas a través
de una lamina agarosa la cual
contiene al anticuerpo
especifico que estara inmovil
gracias a la graduacion del pH y
el paso de electrones.

o Inmunoelectroforesis cruzada.
Consiste en la separacion de
las proteinas séricas y los
anticuerpos gracias a una fase
de electroforesis en un gel de
agarosa, posteriormente se
realizara un nueva
electroforesis para que los
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anticuerpos se filen y los
antigenos migren y conformen
el complejo Ac — Ag.®

e) Prueba de neutralizacion ASTO: El

ASTO se utiliza para lograr
evidenciar los anticuerpos en contra
de la estreptolisina, la cual es una
enzima producida por los
estreptococos, la cual produce
destruccion de globulos rojos. Esta
prueba es de gran ayuda para
identificar enfermedades tales como
la fiebre reumatica aguda y la
glomerulonefritis.> *°
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