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INTRODUCCION

La Inmunologia ha avanzado en tal forma en las dos dlti
mas décadas, que son pocos los campos en los cuales no puede
con;ribuir. A medida que una cantidad masiva de nuevo mate--
rial cientifico se acumula en esta drea, es dificil estar al
corriente de todos los progresos en las investigaciones desa

rrolladas.

Este manual ha sido disefiado con el objetivo de que el
alumno de la carrera de Q.F.B., se familiarice y practique
varias técnicas inmunoldgicas bdsicas, cuyo dominio es impor
tante por los mdltiples avances y aplicaciones que estd te--
niendo este campo en la actualidad, en diversas institucio--
nes hospitalarias y de investigacidn, y por su estrecha rela
cidn con otros cursos que se imparten en la licenciatura, ta
les como Inmunologia General, Hematologfa, Andlisis Clinicos
Bacterioldgicos, Virologia, Quimica Legal y Vitaminas y Hor-
monas entre otros donde quedan incluidas varias'determinacig
nes inmunoldgicas. Ha sido desarrollado como el aspecto pric
tico del curso de Inmunologia Aplicada. Se describen aqui,
técnicas que son froducto de la contribucidn y experiencia =

de los profesores que han impartido e imparten los cursos.

Las prdcticas establecidas en este manual incluyen va-
rios puntos que han sido desarrollados con objeto de facili
tar el trabajo, comprensidn, aprovechamiento y desarrollo de
habilidades técnicas y cientificas por parte del alumno. Eg

tos puntos son:

El objetivo, que porporciona al alumno informacidn sobre
las finalidades que se persiguen con la prdctica a desarro-
llar.

Las generalidades, que introducen al alumno en el tema

a tratar. Aqui se establece el origen de la té&cnica, se defi
AN



ne como se lleva a cabo en forma general la misma, subrayan
do ciertas condiciones importantes en su ejecucidn, se ana-
liza su sensibilidad compardndola con otros métodos inmuno-
16gicos que se usan con la misma finalidad, se describen las
aplicaciones que tiene, y se sefialan las principales carac-
teristicas de los compuestos y funciones que se investigan

con el método.

El fundamento, que es un resumen de la técnica, donde
se orienta al alumno sobre los pasoes que se requieren reali

zar en la prueba.

La técnica propiamente dicha, que incluye los reacti--
vos, material, equipo y metodologia, cada uno tratado se;a-
radamente para agilizar el trabajo en el laboratorio. El
alumno antes de empezar la prdctica, conoce el material que
requiere para elaborarla, y puede solicitarlo con anticipa-
cidn; el profesor repasa ripidamente qué reactivos se nece-
sitan, y reconoce aquellos que requieren preparacidn previa,
y el personal encargado del equipo, lo tiene listo para su
uso antes de que los alumnos realicen la préctica. La meto-
dologia explica en forma ordenada, cada uno de los pasos que
deben llevarse a cabo, analizando con esquemas y tablas, los
puntos que representan mayor dificultad, para facilitar la

comprensidn y evitar errores.

Los resultados, que especifican cdmo deben reportarse
los datos obtenidos, qué cirterios se deben seguir para tal
efecto, y dénde se proporcionan cuando es posibles,.cuadros

para reportar en forma ordenada los mismos.

El cuestionario, que permite ejercitar.y enfocar la aten
cidn del alumno en la técnica desarrollada; pues contiene -
preguntas que requieren para su respuesta, andlisis, criterio
e investigacidn prevéa del tema tratado, el cual necesita ac-

tualizarse periddicamente.



La discusidn, que analiza las ventajas, desventajas
y limitaciones de la té&cnica, ciertas condiciones y cui-
dados que se deben tener en la elaboracidén de la misma,

asi como la utilidad de sus aplicaciones.

La bibliografia, que permite profundizar en los te-
mas tratados, al proporcionar informacidn general y espe
ficia para realizar investigaciones posteriores. Como cons
tantemente se editan nuevos artfculos y ediciones de li--
bros donde se tratan los diféreptes temas, es conveniente
revisar cada cierto tiempo este nuevo material, para utili

zarlo en la continua actualizacidn del manual.

Este manual comprende ocho capitulos, entre los cuales
han quedado convenientemente distribuidas las pricticas, e

incluyen:

I. Principios Fundamentales del Trabajo de Laboratorio.-
Aqui se establecen las condiciones para desempefiar el traba
jo en el laboratorio, evitando los posibles pelig;os de ac-

cidéntes, y realizar las prédcticas correctamente.

II. Inmqnohematologii.- Comprende la Prueba de Identifica-
cidn de Secreteres, la Técnica de Elucidn, las Pruebas Cru-
zadas y la Prueba de la Aﬁtig;obuliha de Coombs, todas uti-
lizadas en los bancos de sangre, de ahf el eﬁfoque que se
les ha dado, sin embargo su uso no estﬁ’reséringido a este
campo, ya que tienen otras aplicaciones. En este capitulo
deben quedar incluidas también las tipificaciones de los gru
pos sanguineos ABO, Rh y otros anticuerpos irregulares, pe-
ro en la actualidad estas determinaciones se realizan en los
laboratorios de Inmunologia General y Hematologia, por lo
que no se incluyen en este laboratorio que comprende temas

tan variados.
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III. Complemento.- Este capitulo comprende dos pruebas‘bé-
sicas que son la Determinacidn Cuantitativa del Complemen-
to Total 50% Hemolitico y la Fijacidn de Complemento apli-
cada en la "Titulacidn de Anticuerpos Anti-Nucleares". -

Existen muchas determinaciones relacionadas con los compo-
nentes del complemento, que por ser mds especificas no han

quedado incluidas en este manual.

IV. Linfocitos.- Comprende la Inmunocitoadherencia, la Se
paracidn de Linfocitos T y B en Sangre Periférica y 1§.C932
tificacidn de C&lulas Formadoras de Anticuerpo, todas defeg
minaciones que requieren ser dominadas por ‘el alumno, para
facilitar su comprensidn de'la importancia que tiemen estos

aspectos de la Inmunologia.

V. Interaccidn Antigeno-Anticuerpo.- En este capituio se
tratan metodologias de precipitacidn y aglutinacidn. Quedan
aqui insluidas, la Contrainmunoelectroforesis, La Electro-
inmunodifusién y la Hémaglutinaci6n,Indirecta. La técnica
de Precipitacidn Cuantitativa no ha sido desarrollada en eé
te manual, debido al tiemp? que requiere su ejecucidn, sin

embargo, seria conveniente discutirla en un seminario.

VI. Aplicacidn de Diferentes Técnicas Inmunoldgicas como -
Auxiliares Diagn&sticos.- Se han colocado aqui las técnicas
de Fijacidn de Superficie y Aglutinacidn en Placa para la
determinaci&n de las Reacciones Febriles, la Preparacidn de
una Autovacuna Bacteriana de aplicacifén terapéutica, la Fa-
gocitosis de Nitroazul de Tetrazolio para el diagnéstico de
Mononucleosis Infecciosa. Cada una de estas pruébas;enfécan
importantes aspectos de la respuesta inmune y su ufilidgd

diagndstica.

VII. Técnicas Especiales.- Aqui se analizan las generalida-

des de los modernos inmunoandlisis que utilizan reactivos



marcados con compuestos fluorescentes, radioactivos y enzi
mdticos, que por requerir equipo y reactivos muy sofistica
dos, afin no estdn a disposicidn del laboratorio de ensefian
za de Inmunologia, y por lo cual se recomienda realizar vi
sitas a instituciones donde se llevan a cabo estas pruebas,
para que el alumno pueda familiarizarse con la instrumenta

cidn y los procedimientos empleados.

VIII. Organizacidn de un Laboratorio de Inmunologia Clini-
ca.- En este capitulo se describe como debe funcionar un la
boratorio de Inmunologia Clinica moderno, qué determinacio
nes deben quedar incluidas en cada drea del mismo, y se sub:
raya la importancia del control de calidad en este laborato
rio, analizando algunas dificultades que presenta este con-

trol, con objeto de que el alumno palpe el panorama actual.

En la seleccidn de los temas y su nimero, se ha tomado
en consideracidn la duracidn semestral del curso, y el tiem
po de cudtro horas semanales del cual se dispone para llevar
a cabo cada uno. Las prdcticas han sido elaboradas, conside-
rando un grupo de cuarenta alumnos, pero como esta cifra es
td sujeta a variaciones, la formacidn de equipos de trabajo
con un determinado niimero de alumnos, se debe establecer de
acuerdo al criterio del profesor, en cuanto a la cantidad
de reactivo;, material y equipo con los cuales cuenta el la

boratorio.

En ciertas técnicas, por indicacidn del profesor, el
alumno debe dedicar tiempo extra para preparar previamente
ciertos reactivos y condiciones de trabajo, o para realizar

lecturas posteriores de las pruebas que asi lo requieren.

Es importante hacer notar que este manual no estd res-
tringido en su uso como ejercicios del laboratorio de Inmu-

nologia Aplicada, ya que las técnicas incluidas en &l, pue-



den aplicarse en laboratorios clinicos y de investigacidn,
proporciondndose bibliograffa para quienes deseen profundi
zar mds en los temas expuestos. Estamos concientes de que

el manual debe estar sujeto a una revisidn constante, para

tener un manual actualizado.



PRINCIPIOS FUNDAMENTALES DEL TRABAJO DE LABORATORIO

Ademds de realizar 1o mejor posible los distintos ani
lisis de‘laboratorio, el alumno debe recordar constantemen
te las posibles causas de accidentes, los eventuales peli-
gros y las medidas mas eficaces péra disminuir las probabi

lidades de lesiones y dafios materiales..
Los posibles peligros en el trabajo de laboratorio son:

a) Incendio o explosidn al utilizar solventes infla

mables.
b) Reactivos venenosos, corrosivos y c&usticos.

¢) Quemaduras y escaldaduras, incluyendo choques eléc

tricos.

d) Laceraciones por vidrierfa rota, cuchillas de mi-

crotomo, etc.
e) Infecciones, virosis o parasitosis.
f) Mordeduras de animales.
g) Peligros de radiacidn.

Por lo tanto, deben tomarse medidas de seguridad al res
pecto, dependiendo del tipo de material, reactivos y técni-

cas que se van a utilizar en detetrminada préctica.

El alumno debe cumplir los sigdientes requisitos‘pata

realizar-.el trabajo de laboratorio con precaucién:

1. Utilizar una bata de laboratorio siempre; esta debe ser

lavada después de cada ekperimento.

2. Atender cortadas y abrasiones antes de entrar al labora.
torio; reportar cualquier herida adquirida en el laboratorio

al profesor para tratamiento.

3. Antes de entrar y al salir del laboratorio, lavar las

manos con jab6n o solucidn desinfectante.
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4. No colocar en la boca ni dedos, ni plumas y ldpices;

las etiquetas se mojan con agua, no con saliva.

5. No se deben introducir ni alimentos, ni bebidas al la

boratorio y no se debe. fumar.

6. El drea de trabajo debe estar libre de pateriales ex-
trafios; como son papeles, libros, ropa y bolsas y cualquier

equipo o material de vidrio no necesarios.

7. E1 4rea de trabajo que pueda presentar contaminacidn
bioldgica, se debe desinfectar al iniciar y finalizar el
experimento, para no contaminar accidentalmente a ottos que

utilicen el laboratorio después.

8. Los frascos de solvente que permanezcan sobre la mesa
del laboratorio, deben contener la menor cantidad posible:

para las necesidades del trabajo.

9. Antes de abrir un frasco de cualquier solvente inflama
ble, se verifica que no se encuentre en un radio de tres me

tros ningin mechero prendido.

10. Los solventes inflamables no deben usarse en lugares
cerrados, en donde los vapores pueden acumularse hasta for

mar con el aire mezclas explosivas.

11. Las soluciones que contienen solventes, nunca deben ca

lentarse sobre mechero Bunsen.

12. El1 pechero Bunsen debe estar limpio, pues de lo contra
rio pueden producirse incendios en caso de inflamarse el cho
rro interno de gas, fundiéndose el tubo de hule y prendiéndo

se el tanque de gas.

13. E1l olor del gas suele ser suficiente para detectar una

fuga, la cual se puede localizar usando agua jabonosa.

14. Los bafios de agua de acero inoxidable con calentamiento
eléctrico, deben trabajar preferentemente con agua destilada

para evitar los cortos circuitos por oxidacién.



15. Al verter dcidos fuertes para hacer diluciones, deben
usarse guantes de caucho; para evitar quemaduras se debe

verter lentamente, empleando frascos con picos vertedores.
Para transferir 4cidos fuertes, a forma mis adecuada esem
plear alguna de las distintas bombas de plﬁstico que exis-
ten en el mercado.. Siempre debe afiadirse el &cido al agua,

mezclando frecuentemente.

16, Para preparar soluciones de bases fuertes, deben tomar

se las mismas precauciones que para los acidos fuertes.

17. Todos los frascos de laboratorio deben rotularse correc
tamente, particularmente en el caso de soluciones de compues

tos venenosos.

18. Cualquier manipulacidén que produzca un vapor téxico, de

be realizarse bajo la campana.

19. Nunca se debe manejar cristalerfa u otros objetos con
las manos desnudas sino tiene la certeza de que est4n frios.
Se debe disponer de equipo para un manejo seguro de los uten
stlios calientes, como son los guantes de asbesto, pinzas

para tubo, vasos y crisoles.

20. No se debe calentar la parte inferior de un 1lIquido en
un tubo de emsayo, para evitar una proyeccién. E1l verter 11
quidos calientes en recipientes frfos, puede provocar la rup
tura del vidrio y derrame del 1fquido. Cuando se utilizan
frascos con pared delgada, siempre debe utilizarse una tela
metflica con asbesto, y para disminuir el peligro de proyec
cién por.ebullicién violenta, deben agregarse canicas de
cuarzo o piedras de ebullicién en el recipiente, antes deca
lentar.

21. Un aparato eléctrico nunca debe ser manejado con lasma
nos mojadas, o estando de pie sobre un piso hdmedo. Las co-
nexiones ‘eléctricas no deben estar mal hechas o ser insufi-

cientes para la corriente utilizada. Nunca deben reélizarse
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intentos de reparar aparatos eléctricos sin antes desconec

tarlos.

22, .No debe emplearse mucha fuerza al montar un aparatoﬁé
cristal, ni al conectar tubos de vidrio en tapones de cau-
cho. En una centrffuga, los tubos soportan fuerzas conside
rables; si estdn hendidos o fisurados, se romperdn a velo-
cidades muy pequefias. Los tubos de centrffuga_dé todos ta-
mafios deben ajustar lo mejor posible a los portatubos de me
tal; los tubos de fondo redondo resisten mejor que los c6-
nicos y para velocidades muy altas se necesitardn tubos dé
plistico.

23, Si se intenta transportar varios aparatos de cristal
al mismo tiempo, es posible que se rompan. Los artfculos de

vidrio mal colocados pueden romperse.

24, E1 grado de peligro para el laboratorista que trabaja

con material microbiolégico depende de la naturaleza de los
microbios y de lo depurado de la té&cnica. Algunas bacterias,
por ejemplo las brucelas, tienen un poder infectante tan ele
vado que ain’ con una buena técnica persiste cierto peligro

y pueden necesitarse ciertas precauciones adicionﬁles como

la vacunacién. En casi todos los casos, una buena t&cnica

basta para garantizar la seguridad.

25. No se debe tirar ningin residuo de material infectante
en el lavadero. El instructor de laboratorio debe proporcio-’
nar recipientes para desechar dicho material, asf como tam-
bién charolas para colocar pipetas y pott#objetos con mate--

rial contaminante.

26. Si se derraman cultivos en la mesa o en el piso, se de-
be dar aviso inmediato a los alumnos cercanos, y notificar
al instructor para que el drea de contaminacifn sea desinfec

tada convenientemente.

27. La mejor forma para aprender a manejar correctamente los

animales de laboratorio, es la instruccién prdctica directa.
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Si un animal ha sido inyectado con material patoldgicoypro
duce una lesidn por mordedura o arafiazo, debe reportarse de
inmediato y tratarse como es debido, cualquier herida por

pequeiia que sea.
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INMUNOHEMATOLOGIA

La inmunohematologfa eé la subespecialidad mds antigua
de la inmunologfia. Su origen se remonta a 1875, cuando Lan-
dois observa que los eritrocitos de especies animales distin
tas, aglutinan al mezclarse "in vitro"; la primera enferme-
dad donde se déscubrid un mecanismo inmunoldgico implicado

en la patologia, fue la anemia hemolftica autoinmune.

Las transfusiones sanguineas, anteriores a 1900, gene-
ralmente ocasionaban la muerte de los receptores; Landsteiner
explicé el motivo de este fenbmeno, al descubrir el sistema -
ABO. El gran aumento de la terapia de transfusidn, se debe al
conocimiento de los sistemas antigeno-anticuerpo del sistema
sanguineo, que se encuentran bajo control gené&tico y tienen -

implicaciones bioqufmicas, inmunol&gicas y antropolSgicas.

Los tejidos de cada individuo en una poblacifn exogdmica
(como la del humano), poseen una composicidn dGnica de antfge-
nos, que hace imposible el trasplante de tejidos de una perso
na a otra, cuando el receptor es inmunolSgicamente competen-
te. Afortunadamente la complejidad antigénica de los eritroci
tos humanos, es menor que en los demds tejidos, y esto permi-
te la posibilidad de transfundirlos sin utilizar terapia inmu
nosupresora. Se han descubierto cerca de 300 antfgenos sangui
neos, de los cuales aproximadamente 50 estdn pfésentesengrag

des cantidades.

En general, las aplicaciones practicas de 1la seroloéiade

los grupos sangufneos, se puede clasificar asi:
1. Transfusidn de sangre.

a) Tipificacidén de grupos. )

b) Determinacidn de compatibilidad.

‘¢c) Identificacién de anticuerpos encontrados en pruebas
‘de compatibilidad, o después de reacciones transfu--

sionales.



- 13 -

2. Diagnfstico y tratamiento de la enfermedad hemolitica
del recié&n nacido.

3. Investigacidn de pacientes que sufren anemia hemolfti
ca adquirida.

La tipificacidn de sangre, las pruebas de compatibili
dad y los procedimientos inmunohematolfgicos son las té&cni
cas mis usadas. En'la mayoria de ios hospitales, las nece-
sidades técnicas del servicio de transfusién estdn limita-

das a obtener sangre compatible para los pacientes.
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IDENTIFICACION DE SECRETORES. DETERMINACION DE
GRUPOS SANGUINEOS

Objetivo: Aplicar el fundamento para la identificacién
de secretores, analizando la importancia de su estudio. De-
mostrar la presencia de sustancia H en saliva y establecer
la diferencia entre las sustancias de .secreciones y las de

grupos sanguineos.

Evaluar las propiedades de las lectinas, aplicdndolas
en la determinacidn de secretores por inhibicién de la hema

glutinacién.

Generalidades: Las sustancias A, B y H de grupos san--
gulneos no s6lo se presentan en los eritrocitos, muchas otras
c&lulas contienen estos antfgenes en su membrana (8). Los -
antfgenos A, B y H existen en dos form;s: a) glicolipidos so
lubles en alcohol que se encuentran en la membrana dé los -
eritrocitos y otras c&lulas del organismo, con excepcidn de
las del cerebro, y que no estfn presentes en secreciones y,
b) polisaclridos hidrosolubles, que se extfaen fdcilmentede
los eritrocitos de secretores (6).

Se presentan diferencias en la concentracién de las sus
tancias liposolubles en los distintos 6rganos. Las concentra
ciones mds elevadas se han encontrado en las glidndulas subma
xilares, en el es6fago, en el estémago, en el plncreas y en
la vesfcula. Se encuentran cantidades menores en las gldndu-
las pardtidas, suprarrenales, pulmén, hfgado y rifén. Final-
mente, se han observado trizas'por ejemplo en testfculos y

en el bazo (7).

Las sustancias A, B y H de secreciones se han encontra-
do en secreciornes normales como son la saliva, el jugo gis-
trico, bilis, orina, flufdo amnidtico y sudor, asi comp en

secreciones patolfgicas, como los fluldes pleural, pericar-
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dial, de ascitis, hidrocele y flufdo pseudomicinoso de quis

‘te de ovario; no aparecen en fluido cerebroespinal (5).

El fenSmeno de secreelSn es una caracterfstica mediada
por el control directo de un par alelico de genes Mendeli.-
nos; Se es el gene secretor y se el gene no secretor. El g
ne Se es dominante y cuando esta presente en estado homor~ -
goto o heterocigoto, presenta la capacidad de secrecar las
sustancias A, B o H hidrosolubles, dependiendo del grupo san
guineo del individuo (10).

Los no secretores estdn representados por el gruso ho-
mocigoto con genotipo sese.

Este es un sistema independiente de genes sin unidn con

los genes ABO, pero si con una Intima asociacidn (4).

Entre europeos y americanos, la frecuencia de 1os secrge
tores oscila entre un 77 y 78%Z, y los, no secretores constitu
yen un 22-23% de la poblacién. La @nica excepcifn son los in

N \

dios norteamericanos y los aborfgenes australianos (8).

Fue Schiff én 1927, quien demostr6(que la reaccifn de he

teroaglutinacifn de eritrocitos humanos grupo A o A B, absor-

1
bidos con suero bovino, se inhibfa especificamente por sali-

va humana de secretores del grupo 0 (7).

Watkins y Morgan en 1948 dividieron el antisuero de se-
cretores en dos grupos. Los que se inhibiérdn_por las sustan
cias probadas se designaron sueros anti-H, y la sustancia co
rrespondiente se designd como sustancia H, para enfatizar -
que esta no -era producto del gene 0, y para establecer que

era inmunolSgicamente distinta de cualquier sustancia eritro
citica (7).

El estado de secretor se puede demostrar por la precipi
taci6én directa, que es un método relativamente insensiblq,
no aplicable a pruebas de rutina por requerir de un antisue-

e
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ro muy potente, como serfa el heteroantisuero de conejo fren

te a eritrocitos humanos, o el isoantisuero humano inmune -
(11).

También se demuestra por la inhibicién de la aglutina-
ci6én, que es una de las pruebas serolSgicas mis sensibles al
alcance del inmundlogo; permite perfectamente la demostra--
cién de las sustancias ABH en flufdos corporales y en extrac
tos salinos de tejidos, pudiendo detectar desde 0.00025 a -
0.0005 Mg, especialmente sf se utiliza suero no inmune anti-
A o anti-B (8).

Ciertas secreciones de personas del grupo A, como e]ﬁu-
go gistrico, la saliva y el semen, contienen enormes caniidg
des de antfgeno A, comparado con la actividad A de los eri--
trocitos del individuo (8).

La saliva es el flufdo de eleccidn para determinar el
estado de secretor, pqgs_contiene grandes cantidades de es-
tas sustancias de.grupo y es ficilmente accesible. Sf las sus
tancias estdn ausentes de la saliva, lo estarin también de

otras secreciones (7).

Las lectinas son protefnas con sitios especfficos de -
unibén para carbohidratos, por lo cual reaccionan con glico-
protefnas o glucolipidos en solucién o en membranas celula-
res. Producen variados efectos en sistemas biolSgicos, inclu
yendo la aglutinacidn preferencial de eritrocitos A, B H, M,
N y de las células transformadas, malignas y embrifnicas.
Sirven como reactivos para la deteccién, aislamiento ycafbg
terizaci6n de materiales que contienen carbohidratos, inclu
yendo a las sustancias de los grupos sangulneos. Por sus pro
piedades y la facilidad de purificacifn han estado sujetas
a extensas investigaciopes, en especial en esta Gltima d&ca
da. Stillmark las descubrid en el afio de 1888, al observar
que los frijoles de castor, contenfan un principio téxico

que aglutinaba eritrocitos humanos y animales.
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Las lectinas se encuentran ampliamente distribufdas en
tre los organismos vivientes, pero se extraen con mayor fre
cuencia de las semillas y otras partes de plantas legumino-
sas. Ademds se han encontrado en hongos, bacterfas, inverte
brados, peces, en mieloblastos de pollo y en la membrana -

plasmitica'de células de conéjo o hfgado bovino (3).

Es mejor trabajar con preparaciones puras de lectinas,
porque los materiales crudos pueden contener aglutininas
con especificidades de azficares diferentes, o estar contami
ﬁados con enzimas u otros materiales que pueden interferir
con la unién entre la lectina y su receptor de carbohidrato
especffico. Hasta la fecha, se han aislado cerca de'SO lec-

tinas en forma homogenea (3).

Los antfgenos ABH actiian como potentes antIgenos de -
transplante en el hombre (9).

Se han observado alteraciones del fenotipo de eritroci
tos, en una variedad de condiciones malignas. En la leuce--
mia se ha observado supresifén del antfgeno A. Se ha reporta
do que los individuos del grupo A 502 mis susceptiblesa‘cil
culos, cirrosis del higado, tumores de las gldndulas saliva
les, estfmago, pincreas y ovario, infarto al miogardio y dia
bet'es mellitus. La dlcera duodenal es mds comiin en los no se

cretores (10).

Fundamento: Al afiadir lectina anti-H que tieme una fun
cién similaf~a la de un anticuerpo, a un tubo que contiene
saliva, que es una secrecifén con un alto contenido de antf-
geno H en los secretores, se lleva a cabo una unién especf-
fica antigeno-anticuerpo, que inhibe la agidtinaci6n que de
biera producirse al afiadir posteriormente eritrocitos grupo
0 que contienen también sustancia H, detectindose asf el es
tado secretor. Si la saliva de prueba pertenece a un no se-

cretor, se obtiene una aglutinacién visible, resultado de
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la reaccién de la lectina anti-H, con el antfgeno H de la

superficie de los eritrocitos 0.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Lectina anti-H (extracto de la semilla de Ulex euro-

paeus o semilla de enebro), 3 gotas.

Suspensién de eritrocitos lavados tipo 0 al 2% en so

lucién salina isoténica, 6 gotas.
Saliva humana, 4 a 5 ml.

Solucién salina isot6énica, aproximadamente 20 ml.

Material:
tubo de ensaye de 16 x 150 mm,
tubos de ensaye de 12 x 75 mm.

embudo.

1
8
1
2 pipetas graéuadas de 5 ml.
4 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
8 pipetas capilares.

1

gradilla.

Equipo:
Centrifuga.

Bafio a temperatura de 90-100°C.
METODOLOGIA

1. Colectar la muestra de saliva en el tubo de ensaye de
16 x 150 mm. con un embudo, obteniendo 4 a 5 ml. Colocar in
mediatamente el tubo en un bafio de aguaa 90-100°C durante
10 minutos para inactivar la saliva, porque tanto la de se-
cretores como la de no secretores, contiqne enzimas bacte--
rianas producidas por microorganismos de la familia Bacilla

ceae, que son capaces de descomponer las sustancias ABH. Cen
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trifugar unos minutos a 2500-3000 rpm, ﬁara separar el cod
gulo que se form6 al caléntar; decantar el sobrenadante que
tiene el aspecto de un 1lfquido opalescente y colocarlo en

el refrigerador hasta el momento de realizar la prueba. Pa

ra conservarlo por tiempo prolongado, puede congelarse.

2. Preparar una serie de diluciones de la saliva; para -
ello depositar en cuatro tubos de ensaye de 13 x 100 mm.,
3.0 ml de solucidn salina isotdnica; llevar a cabo una dilu
cién seriada, afiadiendo al primer tubo 1.0 ml deuéaliva,mei
clar perfectamente, tomar 1.0 ml de la mezcla y pasarlo al
segundo, repetir la operacidn al tercero y al cuarto; de es
ta manera se tendrin las siguientes diluciones: 1:4, 1:16,
1:64 y 1:256.

3. En una gradilla apropiada, colocar 6 tubos de ensaye de
12 x 75 mm., en el primer tubo colocar una gota de saliva

sin diluir, y en los cuatro siguientes, una‘gota de cada una
de las diluciones anteriores; en el sexto tubo depositar una
gota de solucidn salina isoténica, este tubo nos servird co-

mo testigo de la aglutinacidn.

4. Preparar una dilucién de 1:4 de la lectina anti-H; para
esto, en un tubo de 12 x 75 mm., depositar tres gotas de la
lectina y afiadir 9 gotas de solucidn salina isoténica, mez--
clar perfectamente y afiadir una gota a cada uno de los tubos

que contienen saliva y al testigo.

5. Mezclar perfectamente el contenido de los tubos y dejar
los reposar a .temperatura ambiente durante exactamente 10 mi

nutos.

6. Anadir 1 gota de la suspensién al 27 de eritrocitos del

grupo 0, a cada uno de los tubos.

7. Mezclar y dejar reposar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar a 1000 rpm durante 1 minuto, a 3400 rpm
durante 30 seg. j
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8. Agitar suavemente los tubos que contienen a los eri-
trocitos sedimentados y observar si existe aglutinacién ma

créscopica.
Resultados:

La saliva de un individuo contiene sustancias H si es
secretor; esta sustancia H neutraliza a la lectina anti-H,
¢ inhibe la aglutinacién de los eritrocitos tipo O que son
afiadidos en la segunda parte de la reaccifn. Se toma como
punto final, la dilucifn mis alta de la sgliva que muestre
inhibici6n total de la aglutinacidn de los eritrocitos. El

testigo deberid mostrar aglutinacién franca.

Sin diluir Aglutinacidn
1:4

1:256

Testigo

- = No hay aglutinacién.
+ = Aglutinacién. dudosa.
(+)= Trazas'de‘aglutinacidn: pocos algutinados finos:

que comprenden menos del 507 de las cé&lulas.

+ = Aglutinacién ligera: muchos aglutinados finos sin
células libres.

++ = Aglutinacidn moderada: varios aglutinados de peque

fios a regulares sin c&lulas libres.

+++ = Aglutinacién fuerte: pocos aglutinados grandes sin
células libres.

++++ = Aglutinacién muy fuerte (m&xima): un acimulo s6li-
do de células.

Por lo tanto, el individuo estudiado es:
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CUESTIONARIO

1. ;Cufl es la composicién qufmica de las sustancias A,
By H?
2. (Qué diferencias existen entre los grupos sangufneos~

?
Al y Az.

3. Explique el fenSmeno Bombay.

4. Mencione 3 lectinas que son utilizadas en la tipifica

ci6n de grupos sangufneos.

5. ¢Por qué no debe utilizarse goma, dulce o drogas sali

-8

vatorias para obtener la muestra de saliva?

LXY
o

6. ¢(Cufl es el objetivo de hacer diluciones dé la saliva?,

7. ¢(En la préctica, que finalidad tiene el uso de lectis

na anti-H?

8.. :Qué son las autoaglutininas} y como pueden ser elimi

nadas?
9. Explique el significado de panaglutinacién.

10. ¢Cufles serfan las aplicaciones m&dico-legales de esta

prueba?
DISCUSION

La técnica de inhibicién de 1la ?glutinacidn apli;ada
en la determinacifn de secretores, es sencilla y econdmica;
el material y los reactivos son muy accesibles. Reauiéremg
yor tiempo de elaboraciSn, en comparacifn con la tipifica-
c;&n de grupos sangufneos por aglutinacifén directa, pero re

sulta mucho m&s sensible.

Los grupos sangufneos A y B, pueden ser determinados -
con el mismo procedimiento, pues la saliva contiene grandes

concentraciones de estos antfgenos.
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Es conveniente wutilizar saliva en esta determinacién,
porque es una secrecifén muy accesible, pero deben conside-

rarse las precauciones de su procesamiento.

La-sgnsibilidaé de la inhibicidn va a depender funda-
mentalmente de la fuerza del antisuero. Se utilizan lecti-
nias por la propiedad que presentan de combinarse con poli
sacidridos en forma muy especffica. La lectina que se va a
utilizar en la técmica, debe ser t;tulada previamente, por
que las aglutininas presentes en los extractos de lectina,
pueden ser absorhidas por los eritrocitos y ocasionar aglu
tinacién inespecffica, lo cual representa una desventajay
por lo cual, es recomendable absorber el suero del pacien-

te con sus propias c&lulas de 0 a 5°C.

Los eritrocitos que se usan en la prueba requieren ser

frescos, para evitar el fen6meno de panaglutinhciGn.
BIBLIOGRAFIA

1. Bellanti J. A. Inmunologfa II. la. edicién. México.
Ed. Interamericana. 1980.

2. Eisen H. N. Inmunologfa. la. edicifén. Espafia. Ed.
Salvat. 1979.

3. Kabat A. E. y Pereira. E. M. Immunochemical studieson
Lectins and their application te the Fractionation of Blood
Group Substances and Cells. CRC Trit. Rev. Inmunol., 7:33,
1979.

4. Medina A. R. Inmunohematologia Aplicada al Banco de -
Sangre. la. edicifén. México. Ed. Sociedad Mexicana de He
matologfa. 1979.

5. Mourant A. E., Kopec A. C. y Domaniewska S. K. Blood
groups and diseases. la., edicién. Great Britain. Ed. Ox-
ford University Press. 1978.



- 23 -

6. Race R. R. y Sanger R. Blood Groups in Man. 6a. edi
ci6n. Great Britain. Ed. Blackwell Scientific Pub. 1975.

7. Rose R, N, y Bigazzi E. P. Methods in Immunodiagnosis.
la. edicién. U.S.A. Ed. John Wiley & Soms. 1973.

8. Toéd C. J., Sanford H. S. y Davidsohn B. B. Clinical
Diagnosis and Management. I%a. edicién. U.S.A. Ed. W. B,
Saunders Company. 1979.

9, Watkins M. W. Blood Groups Substances. Séience. 152;
172, 1966.

10. Wintrobe M. M. Clinical Hematology. 7a. edicién. --
U.S.A., Ed. International Copyright Union. 1974.

11. Zwijewski C. M. Immunohematology. la. ediciém. US.A.
Ed. Prentice Hall Inc. 1978. :



- 24 -

TECNICA DE ELUCION. IDENTIFICACION DE
' ANTICUERPOS

Objetivo: Analizar el fundamento de la té&cnica de elu
cién y aplicarla en la separacifn de anticuerpos anti-A del
sistema ABO, presentes en un suero del grupo O, previa ab--
sorcidén con eritrocitos del grupo A, utilizando la elucién
por calor y la elucifn por precipitacidn con alcohol. Demos

trar por aglutinacién la presencia de anticuerpos enel eluf
do.

Sefialar las aplicaciones de la técnica, y evaluar las
ventajas y limitaciones de la misma. *

Generalidades: Se denomina elucifén, a la extraccidn del
anticuerpo absorbido a los eritrocitos, transformidndolo en
variedad libre, en un medio de suspensién adecuado. Poste-
riormente, la suspensifn de elucidn puede estudiarse frente
a una serie de eritrocitos testigo (1).

La elucidn se lleva a cabo, para demostrar la presencia
de anticuerpos, ldgrar su identificacién, y poderlos liberar
y recuperar; cuando ya han formado un complejo antigeno-anfl
cuerpo con los eritrocitos (6). Es una herramienta vaiiosIsl'A
ma para la identificacidn de cada anticuerpo, en una mezcla
de anticuerpos con especificidades diferentes, y'paré €l es-
tudio de sus propiedades, como es la capacidad dé co@bina--
cidén de diversos tipos de anticuerpos (3). Es particularmen-
te Gitil para la recuperacidn de anticuerpos provenientes de
eritrocitos que sé han sensibilizado "in vivo", en lactantes
con anemia hemolftica del recién nacido, en pacientes con en
fermedades autoinmunes y tambi&n se lleva a cabo para la de-
mostracién e identificacidén de variantes dé&biles de los gru-
pos Ay B (1). En la ‘serologfa de la medicina forense, ha si
do empleada con &xito para el descubrimiento de antfgenos en

tinciones de sangre (7).
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Existen varios métodos para liberar al anticuerpo del
antigeno. El método de eleccidn depende del sistema de gru

pos sanguineos que esté siendo estudiado (3).

Hughes Jones y col. investigaron en 1963, la eficien-
cia de diversas técnicas para la elucidn dé anticuerpos IgG
y anti-D (4). Su modificacién de la té&cnica de Rubin, en la
cual se incuba una mezcla de &ter-eritrocitos a 37°C duran
te 30-60 minutos, resulta ser tan Gtil como 'lo es el méto-
do de elucidn e; el cual el anticuerpo es recuperado de los

eritrocitos, bajo condiciones de pH reducido (8).

Los anticuerpos del sistema ABO son eluidos con facili
dad, empleando un mé&todo de elucién por calor, que ha sido
desarrollado a partir del mé&todo origianl de Landsteiner y
Miller (1925) (2). Este método también es adecuado para --
eJuir anticuerpos anti-Rh, y debido a su simplicidad, ame-
nudo constituye la té&cnica de eleccidén para todos tipos de
ancicﬁerpos (1). '

En la técnica de elucidn por calor, los eritrocitos 1la
vados con los anticuerpos insertados, se colocan en un ba-
fio de agua durante 5-10 minutos con una pequefia cantidad de
solucidn salina, afiadida de poca protefna. Por lo gene-
ral se sélecciona una temperatura de 55°C, pero la tempera-
tura Sptima para la elucidén estd influenciada considerable-
mente, por el tipo de inmunogiobulina'y por la especifici--
dad del anticuerpo, y sobre todo, por la potencia de su ca-

pacidad de combinacidn con el antigeno (2).

La proporcidn entre el an;Igeno y el anticuerpo, afecta
la captacidn del anticuerpo por el antigeno y ﬁor ende su
elucidn, que estd también influenciada por el niimero y acce
so de los sitios antigénicos, y por el equilibrio de la reac
cidén. Es necesario determinar la proporcidn Sptima de suero/

eritrocitos en los experimentos de elucidn; a menudo son ade

- 3

L] /
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cuados cocientes de suero/eritrocitos entre la gama de 2:1
y 5:1 (1). *

No existe ventaja al emplear suspensiones demasiado -
concentradas de eritrocitos, y no héy recuperacidn comple-
ta del anticuerpo absorbido al efectuar la elucidn. Nuevas
elucions. a partir de los mismos eritrocitos sensibilizados,
a menudo porporcionan eluados segundos, terceros y hasta -

cuartos, que contienen anticuerpos activos (7).

Fundamento: Al hécgr‘reaccionar el suero de un indivi
duo perteneciente Ql'gruﬁﬁ 0, con eritrocitos del grupo A,
estos absorben a ias aglutininas anti-A, que pueden sepa=-
rarse mediante la té&cnica de elucién en calor, que se reali
za suspendiendo los eritrocitos en solucién'saiina, calen-
tando, y centrifugando para sepépar los eritrocitos del elui
do que éontiene los anticuerpos libres; tambi&n pueden ser
separados por elucidn con precipitacién en alcohol, donde
los eritrocitos sensibilizados se congelan y descongelan,
afiadiendo etanol frio para precipitar completamente los an
ticuerpos presentes, centrifugando finalmente para separar
los anticuerpos precipitados, que quedan adheridos al tubo.
Finalmente los eluidos se prueban con los eritrocitos del
grupo correspondiente, demostrdndose por aglutinacidn la

reaccidn antigeno-anticuerpo.

ELUCION POR MEDIO DE CALOR

(Método de Landsteiner Miller)
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Suero procedente de sangre del grubo 0, 5.0 ml.-
Eritrocitos del grupo A, lavados y centrifugados, 1.0
ml.
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Suspensién al 2% de eritrocitos del grupo A, previa-

mente lavados, 0.5 ml.

Suspensidn al 27 de eritrocitos del grupo B, previa-

mente lavados, 0.25 ml.

Solucidén salina isoténica, 50 ml.

Material:

2 tubos de ensaye de 12 x 75 mm.
4 pipetas capilares.

.

1 tubo para centrifuga de 10 ml, graduado.

Equipo:

Bafio a temperatura de 56°C.

Centrifuga.

METODOLOGIA

1. En un tubo de centrffuga mezclar 5.0 ml de suero pro-
cedente de sangre tipo 0, con 1.0 ml de eritrocitos grupo

A, lavados una vez con solucifn salina isotdnica. Dejar ac
tuar el suero durante 5 minutos; agitando suavemente de vez

en cuando.

2. Centrifugar unos minutos a 1000 rpm y desechar el so-
brenadante. Lavar el sedimento de eritrocitos y 3 veces con
solucidn salina isot6nica para eliminar todo el suero que
pudiera .estar presente. Cuando se trabaja con eritrocitos

en los que la absorcidn ha ocurrido "im vivo", es convenien
te utilizar de 0.5 a 1.0 ml, cuando menos de eritrdcitos,
para tener una cantidad suficiente de anticuerpos en el eluf
do.

3. Después del dltimo lavado con solucién salina, eliminar
tanta solucidn salina como sea posible del paquete de eri-

trocitos.
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4. Anadir un volumen igual al que ocupan los eritrocitos,

de solucidn salina.

5. Mezclar perfectamente y colocar el tubo en un bafio de

agua a 56°C durante 10 minutos, agitando con frecuencia la

mezcla.

6. Transladar inmediatamente el tubo a una camisa que con
tenga agua previamente calentada a 56°C,para que el tubo no
se enfrfe durante la centrifugacién.

7. Centrifugar inmediatamente a alta velocidad para agru
par a los eritrocitos en el menor tiempo posible, es decir,

centrifugar a la mayor velocidad bosible durante 5 minutos.

5. Retirar inmediatamente el sobrenadante, en donde se en

cuentran los anticuerpos eluidos.

9. iarcar dos tubos de ensaye de 12 x 75 mm, uno como "A"
y otro como "B"™ y colocar en cada uno de ellos, una pota
del elufdo. Afiadir una gota de la correspéndiente suspen--
sifén de eritrocitos lavados, ajustada a una concentracidn
del 27 y mezclar perfectamente. Dejar reposar las mezclas
durante 15 minutos a temperatura ambiente y centrifugar am-
bos tubos durante un minuto a 1000 rpm, o bien a 3400 rpm
por medio minuto. Remover suavemente los eritrocitos sedi-

mentados y observar las reacciones que se han producido.

ELUCION POR PRECIPITACION CON ALCOHOL
(Método de Weiner) -

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

5.0 ml de suero procedente de sangre del grupo O.
1.0 ml de eritrocitos del grupo A, lavados y centri-

fugados.
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0.5 ml de una suspensidén al 27 de eritrocitos del gru

po A, previamente lavados.

0.5 ml de una suspensién al 2% de eritrocitqf del gru

po B, previamente lavados.

50 ml1 de solucidn salina isotdnica.
20 ml de etanol al 50%.

Material:

2 tubos de ensaye de.12 x 75 mm.

1 tubo de centrifuga de 10 ml de capacidad, graduado
y con tapdn de hule.

4 pipetas capilares.

1 varilla de vidrio delgada, de 20 cm. de largo.

Equipo:

Estufa con temperatura de 37°C.
Congelador.

Centrffuga.
METODOLOGIA

1. Lavar 3 veces con solucidn salina isoténica, la sus--
pensién de eritrocitos del grupo A, para eliminar el exceso
de suero. Después del {ltimo lavado con solucidn salina, eli
minar tanta solucidén salina como sea posible, del paquete

de eritrocitos.

2. Colocar el tapdn al tubo que. contiene el paquetedeeri
trocitos y someterlos a congelacién hasta qué estén laquea-
dos, aproximadamente de 30 a 60 minutos. Sacar el tubo del

congelador y dejar descongelar los eritrocitos-a temperatu-

ra ambiente.

3.  Anadir 10 voldmenes de etanol al 50% previamente en

friado, por cada volumen de eritrocitos laqueados, mezclan-
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do ridpidamente. Para mayor comodidad puede conservarse el
etanol en el congelador, para emplearlo a medida que se va
ya necesitando.

4. Volver a tapar inmediatamente el tubo y colocarlo de
nuevo en el congelador, dejarlo ahi durante unos 30 a 60

minutos para que se precipiten completamente los anticuer

pos presentes,

5. Sacar el tubo del congelador y centrifugarlo a 3000
rpm durante un minimo de 5 minutos; el precipitado que se
forma es denso y muchas veces queda firmemente adherido a
1as paredes del tubo. Desechar completamente el sobrenadan
te y llenar el tubo com agua destilada. Separar el precipl
tado de las paredes del tubo mediante una varilla de vi=-
drio terminada en punta, tapar el tubo y mezclar vigorosa-
mente su contenido.

6. Volver a centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos y
desechar el sobrenadante. Agregar un volumen igual al que
ocupa el sedimento de solucidn salina isoténica y disper-
sar el sedimento con la varilla de vidrio 'y mezclar perfec

tamente.

7. Colocar el tubo en estufa a 37°C durante 30 a 60
minutos.

8. Centrifugar a alta velocidad, 3000 rpm durante.l0 mi-
nutos y recuperar el sobrenadante con una pipeta capilar.
Con este sobrenadante se llevardn a cabo las pruebas de iden
tificacifn como se describen en los pasos niimero 7 y 8 de la
técnica de elucidn por calor. Estos eluidos pueden conser-

varse, si se desea, en congelacién para pruebas posteriores,
Resultados:

Al reaccionar los elufdos aglutinando eritrocitos del

rupo "A", queda demostrada la existencia de las'aglutini-
4
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nas anti-A en los eluidos, y al no producirse reaccién po
sitiva en los tubos que contienen a los eritrocitos del

grupo B, se prueba que efectivamente se llevs a cabo lase
paracifn de los anticuerpos anti-A que existian en el sue-

ro procedente de una sangre del grupo 0.

ELUCION POR CALOR: AGLUTINACION

Reaccién del eluido con eritrocitos
del grupo A

Reaccién del elufdo con eritrocitos
del grupo B

ELUCION POR PRECIPITACION CON ALCOHOL:

Reaccidn del elufdo con eritrocitos

del grupo A
Reaccién del eluido con eritrocitos
del grupo B
CUESTIONARIO
1. (Por qué se utiliza suero de una sangre del grupo O en
esta técnica? '
2. {Qué funcién tiene la solucidn salina en la prueba?

3. (Para qué se utiliza etanol en la elucién?

4. ¢Por qué es conveniente afiadir proteina a la solucién

salina -en el proceso de elucién?

5. iCudl método se aplica mis convenientemente en la sepa
racidén de aglutininas calientes y cudl para aglutininas - -
frias?

6. i{Qué prueba serfa recomendable realizar antes de prac-
ticar la elucidn?

7. {Cudl es el objeto de congelar los eritrocitos en 1la

técnica de elucidn por precipitacidn con alcohol?
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8. iCcn qué finalidad se realiza la aglutinacidn entre el
eluldo y los eritrocitos del grupo A y B?

9. Mencione otro m&todo que permita determinar la reactivi
dad del elufdo.

10. Sefiale dos aplicaciones de la técnica de elucidn.

DISCUSION

La elucidn es una técnica facil de elaborar, peroiequig

re mucho tiempo en su ejecucidn.

Es una té&cnica muy Gtil desde el punto de vista cualita
tivo, por sus miltiples aplicaciones previamente descritas.
No proporciona datos cuantitativos, porque no ‘es posible ex-
traer el anticuerpo total absorbido a los eritrocitos, ha--
biéndose obtenido varios elufdos activos con los mismos eri-
trocitos sensibilizados, y porque una determinads‘proporciﬁn

del anticuerpo se desnaturaliza, ’

El método de Weiner, de eluci&ﬂ por prec?ﬁitaci&n con -
alcohol, es particularmente Gtil para estudiar anticuerpos de
tipo caliente, mientras que el método de Landsteiner y Miller
de elucidn por calor, es muy'ﬁtil para el esaudﬂo de anticuer
pos de tipo frfos, pero sirve tambié&n para algunos anticuer-

pos de tipo caliente.
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PRUEBAS CRUZADAS. DETERMINACION. DE. LA
COMPATIBILIDAﬁ SANCUINBA

Ob]et1vo° Establecer la 1mportanc1a de .1a t1p1f1cac16n»

de los grupos. sangu1neos en los Ban;os de sangre.

Anallzar el fundamento'de las pruebas cruzadas mayor y
menor en soluc16n salina y.-en un med1o con. alto conten1do
proteéico, y realizar las respect1vas tecn1cas, evaluando la

ut111dad ventajas y 11m1tac1ones de, las mismas.

Genera11dadgs. El término gruponsgngurneo o_tipo'de.sag
gre, se puedé aplicat“g todos los marcadores genéticos en la
_sangre, incluyendo a las proteinas sEricas y a ‘las énzimas
“”er1troc£t1cas (7).. Excluyendo a los antigenos prlvados raros
f(comunmente restr1ng1dos a’‘una o dos familias)’, existeén cer-
ca de 200 ‘antigenos: er1trocit1cos detectables en forma d1rec

ta o indirecta, med1ante pruebas de-sglut1nac16n (4)

La mayorla de estos antigenos pertenecen a- uno de los

quince sistemas que aparecen en el s1gu1ente ‘cuadro (8)

Afio de des- , Ag deli&s Aparicidn
cubrimiento Sistema Eritrocitos- Natural
1901 ABO. . A,BiH. ‘Comén
1926 MNSs M,3,S,s.
1926 P PL,P Regular
1940 Rhesus (Rh) Rho,D C.E, c,e. "
1945 'Lutheréﬁ,§Lu) Lu?,: Lu? >
1946 Kell ) K,k,Kp?, xp§,

Kp,Js?, JsP:
1946 Lewis (Le)- Le',Lebr ‘Regular
1950 puffy (Fy) Fy ,Fy
1951 Kidd (JK) 4;‘, ad

1955 Diego (Di) pi%; pi®
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1956 Cartwright (Ye)i ve2, web, .

1962 Xe CUxg® s

1965 Dombrock (Do)~ Do?, Do”. “

1967 Colton (Co) Coa,iéob.l : N
1974 Scianna (Se)  Sel, Sc2. ’;

La notacién de los grupos sanguineos no s1gue un detbr

minado orden. En 1a mayoria de los casOs elnomb del s1s-

tema se derlva del nonbre del paclente en’ elwcu se’de;ec-ﬁ

t6 por prlnera vez el anticuerpo. El- pr1nc1pa1 obJetxvo del*i*

an£1131s de grupos sanguineos en un banco de 'sangr std

<

dxr1g1do a obtener sangres compatlbles para ‘pacien es.que re

‘quieresn una transfus16n 09). - C

&

Los donadores que van a proporclonar 1a sangre, deben
tenér mis de d1ec1ocho y‘menos de sesenta y c1nco anos, y

gozar de buena salud ‘los pos1b1es donndores t1enen que 11e

‘nar y fxrman una autor1zac16n escr1ta, donde des¢r1ben las

mo, s1£111s, tuberculos1s, etc.; tambléw deben menc

far

han tec1b1do sangre en alguna oc3916n (l). Cualqnler pos1ble

donador que ha rec1b1do ‘'una vacuna con v1rus v1vo los tres«

Antes de efectuar las pruebas ctuzadas, se: reallzan cua?
tro pruebas en la sangre del paciente y del donadot, q@e
cluyen(5): a) la t1p1f1cac16n ABO; b) " la t1p1f1cac16n:Rho(D),
c) la prueba.directa de ant1globu11na y d) la 1denf1f1i§c16n
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de anticuerpos que pueden presentarse en el suero.

Existen dos tipos de pruebas cruzadas, que han sido de
signadas como mayor y menor, de acuerdo a su importancia -
(3). En la prueba m;yor se hace reaccionar- el suero del re-
ceptor con los eritrocitos del donador, o donadores. En la
prueba menor se hace reaccionar el suero del donador com eri
trocitos del receptor. Cuan&o las sangres del donador y del
receptor son compatibles, ambas pruebas dan un resultado ne’
‘gativo, observdndose que ambos individuos tinen el mismo gru
po sanguineo. En caso de que el donador y el receptor sean de diferen-

tes grupos sanguineos, pero compatibles, la prueba cruzada mayor serd -
negativa y la menor positiva. (9). .
La prueba mayor nunca debe omitirse, porque es decisiva

para la seguridad del receptor (5).

Es recomendable ué&lizar varios métodos de pruebas cru-
zadas, para reducir los posibles peligros y facilitar la in-
terpretaé¢ifn. Una prueba cruzada completa debe incluir las
siguientes pruebas, para descubrir tanto los anticuerpos com
pletos, como los incompletos y los atfpicos (1):

1. La prueba en tubo con_soluciﬁn salina a temperatura am
biente, para detectar aglutininas incompletas o bivalentes,

como son las anti-A,antf-B y las aglutininas frfas.

2, La prueba anterior, pero incubando a 37°C, disefiada pa
ra localizar aglitininas calientes, como son las del siste-
ma Rh.

3. La prueba en un medio con. elevado contenido protéico -

(usando albimina), para detectar anticuerpos incompletos del
sistema Rh. En esta técnica se puede producir el fendmeno de
prozona, que se evita empleando una centrifugacidn inmediata.
La actividad de algunas aglutininas‘(por ejemplo anti-A y an

ti-B), puede ser suprimida en un medio con albdmina.
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4, La prueba de la antiglobulina de Coombs indirecta, en
solucidn salina para detectar la mezcla de anficuerpos sa-
linos e incompletos presentes en el suero y la directa pa-
ra demostrar anticuerpos fijados a los eritrocitos "in vi-

vo", como ocurre en nifios con eritroblastosis fetal, o en

pacientes con anemia hemolitica adquirida.

5. Las técnicas de tratamiento de eritrocitos con enzimas
tales como papaina, ficina y bromelina, que son extremada-
mente sensibles para la localizacién de varios anticuerpos,

como son los anti-Rh, anti-Kell, anti-Kidd y otros.

Los pacientes que reciben grandes cantidades de sangre,
tienen una mayor probabilidad de producir anticuerpos y‘-
ademés, existe la posibilidad de que ocurran reacciones.en-
tre el plasma y los eritrocitos de los donadores, por lo cual
en caso de requerirse, se sugiere buscar cuidadosamente an-
ticuerpos en la sangre donadora, que no pueden ser reconoci

dos con las té&cnicas de las pruebas cruzadas (4).

El laboratorista debe recordar que la vida del pacien-
te o la futura familia de una mujer, puede depender del cui
dado con que se lleva a cabo una prueba cruzada, por lo cual
debe brindar toda su atencifn a la técnica, teniendo también
mucho cuidado en la identificacién de las muestras, para evi
tar errores con las sangres del paciente y de los donado--
res (2).

Finalmente, una unidad de sangre s8lo se puede utilizar

sf (6):

1. La prueba c¢ruzada es compatible.

2, La fecha de caducidad no ha pasado. .

3. Las pruebas seroldgicas para sifilis son negativas.

4. El plasma sobrenadante no muestra datos de hem§lisis ni

de contaminacidn.
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Fundamento: El suero del paciente que requiere una tramg
fusidn se prueba contra eritrocitos provenientes del donador
en la prueba mayor, mientras que en la prueba menor, los eri-
trocitos del paciente se prueban con suero del donador; ambas
pruebas se realizan en medio ;alino y en un medio con elevado
contenido protéico,\con objeto e detectar tanto anticuerpos
completos como anticuerpos incompletos. La presencia de aglu-
tinacifn o hemdlisis en la reaccifn, indica que existe incom
patibilidad de grupos sangufineos entre el paciente y el dona-

dor estudiados.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Anticoagulante EDTA al 10Z, 2 gotas.
Sangre venosa del receptor, 5 ml.
Sangre venosa del donador, 5 ml.
Solucidn salina isotdnica, 30 ml.

Albdmina bovina al 30%, 2 gotas.
Material:

2 jeringas hipod&rmicas de 10 ml, estériles,

2 agujﬁs hipodérmicas nimero 20 de dos pulgadas, estéri
"les.

6 pipetas capilares.

6 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
2 tubos de ensaye de 12 x 75 mm.
Etiquetas.

Equipo:
Centrifuga.

PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO SALINO.
METODOLOGIA

1. Tomar aproximadamente unos 5 ml de sangre venosa por me

dio de una jeringa de 10 ml con aguja hipodé;mica niimero 20
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de dos pulgadas, y colocarla en un tdbo de 13 x 100 mm. que
deberd contener una gota de anticoagulante (EDTA); agitar
suavemente para evitar la coagulacidn.

2. Tomar en la misma forma la muestra del donante.

3. Centrifugar las muestras, separar el plasma y colocar-
1o en tubos de 12 x 75 mm, debidamente etiquetados ﬁara su

identificacién.

4. Lavar los eritrocitos con solucifn salina isotSnica. Pre
parar con ellos suspensiones al 4-5% en solucin salina. Pa- °
ra simplificar la preparacidn de estas suspensiones, utilizar
sangre total: adicionar dos gotas de sangre total a 1.0 ml de
solucidn salina isot8nica, asi se obtiene una suspensidn de

aproximadamente el 4Z.

5. Marcar un tubo de 12 x 75 mm, "SR/ED"; depositar en &1
una gota de suero del receptor y afiadir una gota de la sus-
pensidn de eritrocitos del donador. Esta serd la prueba ma-

yor.

6. Marcar otro tubo de 12 x 75 mm como "SD/ED"; depositar
una gota del suero del donador y afadir una gota de la suspen
sidn de eritrocitos del receptor. Esta es la prueba menor. En
caso de estudiarse mds de un donador para el mismo receptor,
se debe anotar tambi&n un n@mero para la identificacifn de ca

da donador.

7. Mezclar el contenido de cada tubo .y centrifugar inmedia-
tamente a 1000 rpm durante un minuto, o a 3400 rpm durante
30 segundos.

8. Remover suavemente los eritrocitos del sedimento, y ob-

servar si’'se ha producido la aglutinacidn macroscdpica.

9. S la prueba mayor muestra aglutinacidn, las sangres son
incompatibles; en caso de obtener resultados negativos o du-
dosos, incubar de 50 a 60 minutos a 37°C y realizar la prue-

ba de Coombs con los eritrocitos.
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PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO CON ELEVADO CONTENIDO PROTEI
co.

METODOLOGIA

1. Marcar dos tubos de ensaye de 12 x 75 mm con "albimi-
na" y "sin albimina", y depositar en cada uno de ellos dos

gotas del suero receptor.

2. Afadir a cada tubo, mediante un palillo de madera o
una pipeta pequefia, una pequefia cantidad de sangre total del
donador, suficiente para dar una concentracidén final en la

mezcla, de aproximadamente 2-4%7 de eritrocitos.

3. Agregar al tubo marcado con alblimina, dos gotas de. la
albfimina bovina al 30%.

4, Mezclar perfectamente el contenido de los tubos, e in-
mediatamente centrifugar a 1000 rpm durante un minuto, o a

3400 rpm por 30 segundos.

5. Remover suavemente el sedimento de eritrocitos y obser
var si ha ocurrido la aglutiﬁacisn macroscSpica. Si la reac
cién es positiva, las sangres son incompatibles; en caso de
obtener una aglutinacidn dudosa o negativa, resuspender los
eritrocitos e incubar los tubos durante 10 minutos a 37°C.

Cuando se utiliza sangre total en estas pruebas, no se debe
incubar por mds de 15 minutos, pues puede producirse una -

aglutinacidn inespecifica.
Resultados:

La presencia de algutinacidn o hem61i§is, en cualquiera
de ambas pruebas, indica que hay incompatibilidad entre do-
nador y receptor; y por lo tanto debe buscarse otro donador

para poder realizar la transfusién.

Nombre del receptor:
Nombre del donador:
Prueba cruzada en medio salino:

Prueba Mayor Prueba Menor
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- Prueba cruzada en medio con alto contenido protéico:
AlbGmina: _ Sin AlbGmina

CUESTIONARO

1. iDesde el punto de vista médico, cudl es el sistema

sanguineo mds importante?

2. iPor qué las aglutininas IgM tiemen la capacidad de

‘aglutinar eritrocitos en suspensidn salina?
3. ¢{Cuil es la importancia de la prueba mayor?

4, ({Qué, carga eléctrica tienen sobre su superficie, los

eritrocitos?

5. ¢A qué sustancia se debe la carga eléctrica sobre la

superficie de los eritrocitos?

6. ¢Cudl es la funcidn de la albimina bovina en la reac-

cidn de aglutinacién?

7. iQué otras moléculas pueden emplearse en lugar de la

albiimina, para aumentar la actividad antigeno-anticuerpo?

8. i{A qué temperaturas reaccionan mejor los anticuerpos

completos e incompletos, respectivamente?

9. i{Qué efecto tiene la administracidn de sangre -incompa

tible én un paciente?
10. Mencione tres indicaciones para realizar una transfu-
sidn.

¢ DUSCUSION

Las pruebas cruzadas son sumamente importantes, y deben
ser realizadas antes de administrar una transfqéiﬁu, pues -
nunca deben mezclarse sangres "in vivo", sin tener la seguri

dad de que existe compatibilidad.

Por meticuloso que haya sido efectuada la titpificacidn
del donador y del paciente, y por escrupulosa que haya sido
la bisqueda de anticuerpos atipicos en el suero del pacien-
te, no debe omitirse numa la prueba mayor, que permite ex-
cluir la presencia de anticuerpos potencialmente peligrosos

con un titulo significativo.
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La pfﬁeba menor no se realiza tan:frecuenteilente por’con
s1derarse que ¢l .plasma del donador con los ant1cuerpos que
pueda contener% se diluye cons1derab1emente cuan&o se trans--
funde ‘4l pacienté, ‘aunque es recomendable hacer esta prueba.
Las pruebas cruzadas requieren: de aproxlmadamente 2 a3 horas

a

para seér e;ecutadas, y en una urgencia este: tiempo no puede

ser despetdlclado. (IJrS pwius TQW bt 45‘660' )
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PRUEBAS DE LA ANTIGLOBULINA DE COOMBS. DETECCION
DE ANTICUERPOS FRENTE AL FACTOR Rh(D)

Objetivo: Analizar el fundamento de las pruebas direc
ta e indirecta de la antiglobulina de Coombs, utili--
zando ambas técnicas, en la detecciSn de anticuerpos incom
pletos frente al factor Rh(D). Evaluar la utilidad, venta-
jas y limitaciones de la técnica, sefialando otras aplica--
ciones de la misma.

Generalidades: El principio de la reacci6n de la anti
globulina, fue déscrito por primera vez en 1908 por Mores-
chi, pero fue redescubierto y desarrollado independiente-
mente como un m&todo para demostrar anticuerpos incomple--
tos de los antfgenos de eritrocitos, por Coombé, Mourant y
Race en 1945 (2).

En los estados de isoinmunizacién, con frecuencia se
forman anticuerpos que no son capaces de aglutinar a su an
tfgeno especffico, solo se fijan a &€l; a este tipo de anti
cuerpos se les denomina incompletos o univalentes (5). Los
anticuerpos incompletos son inmunoglobulinas, del tipo IgG
generalmente, aunque también se han encontrado del tipo --
IgA o IgM (8).

Los anticuerpos incompletos fallan en la produccién de
aglutinacién con eritrocitos homSlogos en suspensidn salins,
aunque se combinan firmemente con los antfgenos de los eri-
trocitos; permanecen firmemente unidos a la membrana celu--
lar, sf las c&lulas se lavan con solucifn salina para remo-
ver las protefnas sé&ricas no adsorbidas (3). Para poner de
manifiesto la existencia de estos anticuerpos cuando estén
recubriendo a su antfgeno, se utiliza la prueba de la anti-
globulina,. que es un procedimiénto seroldgico simple para
demostrar las globuliﬁas firmemente unidas a las c&lulas, y

que se basa en.el empleo de otro sistema antfgeno-anticuer-
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ﬁo (6). Como el anticuerpo incompleto est5 const
gamma-globulina humana, al anadir

globulina humana a los eritrocitos;

~llevard a cabo la aglutinaci&n. éfvefectuarse 1d’reaeci6n

'Tentre ‘la gamma- globulina y-el suero anti—gamma-globulinahu;:ﬁ

nico (8).

:E1 suero antiglobulina humana se prepQra inyecta”'
animales, generalmente eonejos o cabras, con: plasma o
bulina hunana, y recibe el nombre de antiglobulin'
Coombs (3)..

Con la reciente caracterizggidn de la ‘espeé ic;gﬂﬁ:ag

tigénica:de 1as diferentes 1nmunoglobu11nas, “pued héépapag

se un suero antiglobulina espec!fico y rflectivo para las’
diferentes clases de inmunoglobulinas (5) No obstante, co-
mo .en ciertos procedimientos de inmunizaci6n &

cuerpos que no residen precisamente en: la- fracc&on gamma-

globulina, sino en otras fracciones globulfnicés es necesa

rio“realizar 1la prueba con el ‘suero antidggmma—gkﬁbufina, y
con el suero anti-no gamma-globulina, para lograr ast 1a. de7f

teccién de ciertos anticuerpos no- constitufdos pq;

molftica adquirida, donde se grueban célulaswtonﬂgasv
ciente, con suero antiglobulina. En ia eritrobLasto i
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i
tos ﬁo;zanticuerpos incompletos elaborados por la madre.
En la anemia hemolftica adquirida, por un fenémeno de au-
~toinmuni£ag16n, los eritrocitos del paciente pueden estar
reéubiertos por anticuerpos incompletos formados por el
propio organismo del paciente. En los pacientes que han -
recibido mdltiples transfusiones, también puede presentar

se este fen6meno.

2. La prueba indirecta es un procedimiento empleado pa-
ra examinar un anticuerpo incompleto del suero y cons--
ta de tres etapas: 1) sensibilizacién de los eritrocitos;
2) lavado de los eritrocitos libres de suero, y 3) mezcla
de los eritrocitos lavados con antiglobulina humana. Este
tipo de reaccifn se lleva a cabo en las mujeres Rh negati-
vas embarazadas, cuando el padre es Rh positivo y existe
la posibilidad de que ocurra la sensibilizacién de la ma--
dre; también se realiza como prueba de rutina en las tranms
fusiones y para detectar las variantes dé&biles del factor
‘Rh y del sistema ABO, asf como para la identificacién de

los grupos raros.

Las pruebas de Coombs pueden realizarse en placa o en
tubo (8). Es muy importante recordar que cualquier huella
de suero, por las globulinas que contiene, neutralizarid el

suero de Coombs y la prueba resultard negativa (3).

Fundamento: En la prueba directa, los eritrocitos del
paciente que van a ser examinados frente al factor Rh, se
lavan en solucién salina, se mezclan con la aglutinina de
Coombs, y se produce la aglutinacién, que indica la presen
cia de anticuerpos incompletos. En la prueba indirecta, los
eritrocitos del posible donador, son mezclados con el suero
del receptor (que contiene anticuerpos de los antIgenos eri
trocfticos .del donador) con objeto de sensibilizarlos, se
lavan con solucidn salina para eliminar las globulinas que

no se unieron a los eritrocitos, y finalmente se mezclan
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con la antiglobulina de Coombs que debe producir aglutinAj
cién, demostrindose asf la reaccién de los anticuerpos in-
completos con sus antfgenos eritrociticos "in vitro".
TECNICA

PRUEBA DIRECTA EN TUBO.

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

3 gotas de suero antiglobulina de Coombs.

1 gota de una suspensifn al 27 de eritrocitos del pa-
ciente (lévados).

1 gota de una suspensifn al 2% de eritrocitos de una

persona normal (lavados).

1 gota de una suspensifn al 2% de eritrocitos Rh posi

tivos, sensibilizados con suero anti-Rh (lavados).
50 ml de solucién salina isoténica.
Material:

8 tubos para centrifuga de 20 ml de capacidad, gradua
dos.

6 pipetas capiléres.

4 tubos de ensaye de 12 x 75 mm,

Equipo:

Centrffuga.

Estufa a temperatura de 37°C
METODOLOGIA

1. Lavar los eritrocitos en estudio, por lo menos 4 veces
con solucifn salina isotdnica, para eliminar cualquier tra-
za de protefnas s&ricas no absorbidas a los eritrocitos; pre

parar con los eritrocitos lavados, una suspensidn al 27%.
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2. Depositar em el tubo que contiene una gota de eritro

citos, una gota de suero de Coombs (antiglobulina humana).

3. Mezclar perfectamente el contenido del tubo y centri
fugar a }000 rpm dﬁrante un minuto, o bien a 3400 rpm du-
rante 30 segundos. Remover suavemente el sedimento,y ob--

servar sf ha ocurrdo aglutinacién macroscépica.

4., Es muy conveniente hacer la reaccién al mismo tiempo

con testigos constitufdos por:

a) Una gota de eritrocitos del paciente, lavados y
ajustados al 27, que se mezclarid con una gota de suero de
Coombs; servird para detectar una aglutinacién inespecffi

ca. \

b) Una gota de eritrocitos normales, lavados y ajus=
tados al 2%, que se mezclard con una gota de suero de - -

Coombs; servird como testigo negativo.

c) Una gota de eritrocitos sensibilizados que serviri
como testigo positivo. Este testigo puede prepararse afia--
diendo a una gota de una suspensidn de eritrocitos Rh posi
tivos, lavados y ajustados al 2%, una gota de suero an;i-
Rh, dilufdo 1:16 e incubado a 37°C durange 15 minutos; cen
trifugar y lavar cuatro veces-con so}ucidn salina isotdni-
ca y preparar una suspensién al 2%. Una gota de esta sus--

pensién, se mezcla con una gota de suero de Coombs.
PRUEBA DIRECTA EN PLACA
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Los mismos que se utilizan en la prueba anterior, pero

las suspensiones se preparan al 50%, en lugar de al 27%.
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Material:
El mismo que el anterior.
4 portaobjetos excavados.

Aplicadores de madera.

Equipo:

Centrffuga.

Limpara.
METODOLOGIA

1. Centrifugar los eritrocitos, por lo menos seis veces
con solucién salina isotdnica, ya que se requieren concen
traciones mayores de eritrocitos, y por lo tanto hay que

tener la completa seguridad de haber eliminado cualquier

traza de protefna plasmdtica no absorbida. Con estos eri-
trocitos lavados, preparar suspensiones en solucién sali-
na isoténica al 50%.

2. Colocar una gota ge‘esta suspensidn, en un portaobje

tos excavado perfectamente limpio.

3. Depositar junto a la gota de eritrocitos, una gota de

suero de antiglobulina de Coombs.

4. Mezclar ambas gotas con un aplicador de madera; colo
car la placa encima de una fuente luminosa, inclindndola

suavemente de lado a lado.

5. Preparar los testigos en la misma forma que se descri
bid para la técnica en tubo, s8lo que ajustados al 50%.
No debe omitirse este paso, si se quiere tener seguridad

en los resultados.
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PRUEBA INDIRECTA EN TUBO
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos: ~
2 gotas de suero problema.

2 gotas de una suspensidn al 4-5% de eritrocitos Rhpo

sitivos (lavados).

1 gota de suero antiglobulina de Coombs.
30 ml de solucién salina isotdmnica.
Material:

2 tubos de ensaye de 12 x 75 mm,
2 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
4 pipetas capilares.

Equipo:
Centrifuga.

Estufa a temperatura de 37°C.
METODOLOGIA

1. Depositar 2 gotas de la suspensifn de eritrocitos al

4-5%, en un tubo de ensaye de 12 x 75 mm.
2. Afiadir 2 gotas del suero en estudio.

3. Mezclar perfectamente y centrifugar a 1000 rpm duran-
te un minuto, o bien a 3400 rpm durante 30 segundos; lacen
trifugacién inmediata puede poner de manifiesto a los anti
cuerpos que de otra manera, producirlan el fenSmeno de pro-

zona.

4. Agitar suavemente los eritrocitos sedimentados y obser
var si existe aglutinacidén, lo due indicarfa la presencia
de anticuerpos incompletos.Si la reaccién es negativa, débil

mente positiva o dudosa, colocar el tubo a 37°C durante 30
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a 60 minutos. Cuando se estd determinando la presencia de
un anticuerpo cuya potencia se desconoce, se recomienda que

el periodo de incubacifén no sea mayor de 60 minutos.

5. Volver a centrifugar a 1000 rpm durante un minuto, o

bien a 3400 rpm durante 30 segundos.

6. Agitar suavemente los eritrocitos sedimentado&'yobseg
var si ha ocurrido aglutinacién macrosc6pica. Si la reac--
cién continGa siendo negativa o dudosa, se debe proceder de

la siguiente manera:

7. Lavar los eritrocitos por lo menos cuatro veces con sO
luci6n salina isoténica, después del dltimo lavado, decan-
tar la mayor cantidad posible de solucién salina,,y resus--
pender los eritrocitos en la gota que queda después de de-

cantar.

8. Afadir una gota de suero antiglobulina de Coombs al tu

bo que contiene los eritrocitos.

9. Mezclar perfectamente y centrifugar a 1000 rpm durante’

un minuto, o bien a 3400 rpih durante 30 segundos.

10. Agitar los eritrocitos sedimentados suavemente, y obser

var si ha ocurrido aglutinaci6én macroscdpica.

PRUEBA INDIRECTA EN PLACA
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:
Los mismos que en la técnica anterior, pero la suspen-

si6én de eritrocitos se prepara al 50%.

Material:
El mismo que en la técnica anterior.
1 portaobjetos.

Aplicador de madera.
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Eguigo:
Centrffuga. -

Estufa a temperatura de 37 C.
Limpata.

METODOLOGIA

Jl. Preparar una suspénsiGn de eiiﬁtdcitoé qué contengaﬁel
aglutin6geno, cuyos anticuerpos correspondientes se investi

guen -en el suero probléma. R 3

2. Depositar dos- gotas de la suspensiﬁn He eritrocitos en

un’ tubo .de "'ensaye de 12'x 75 ma.

3. Anadir cinco gotas dell suero en estudio. .
o N
4 ‘Mezclar perfectamente é 1ncu§ar_g 37°C durgnQe_30 a 60

mihutos.

5. Lavar los eritrocitos por lo:. menos cuatro veces con ‘so-
lucion salina isoténica; después del 61timo lavado, decantar
Vperfectamente el sobrenadante y afiadir al paquete celular un
‘volumen igual de solucian salina isotﬁnica, para tener una

suspeﬂ%i&n de eritrocitos ‘al 50%.

6. Depositar una gota. de la suspéﬁSiﬁq;dé eritrocitos en un
_portaobjetos perfectamente limpio.

7. Depositar junto a la gota. de- erittocitos, una gota de sue
ro de Coombs, mezclar con un aplicador de madera. SOStener el
portaobjetos sobre una fuente luminosa 1ncrin§ndolo suavemen-

te de un- lado a otro.

8. Loé eritrocitos cpmpletamgnte_;écubiei;os de ;3i;cuerpo&
dan una aglutiﬁéciﬁn macr&sc6p1ca ‘en ,unos cuaﬁioé .segundos. -~
Las reacciones mds débiles, pueden requerir de 1 a 2 minutos,
pero la lectura deberi hacerse -antes de que la gota comience

‘a secarse.



Resultados:

AGLUTINACION
PRUEBA DIRECTA EN TUBO:

Problema

Testigo positivo

Testigo negativo

Testigo de aglutinacidn
inespecifica

PRUEBA DIRECTA EN PLACA:

Problema

Testigo positivo

Testigo negativo

j;Testigo de aglutinacidn
“inespecffica

PRUEBA INDIRECTA EN TUBO:

Problema

PRUEBA INDIRECTA EN PLACA:

Problema

CUESTIONARIO

1. {C6mo se prepara el suero con antiglobulina de Coombs?

2. ¢En que caso se requiere utilizar complemento en la

prueba de Coombs?

3. {C6mo se preparan las suspensiones dg eritrocitos al 2
y al 57%?

4. ¢En qué forma puede evitarse la aglutinacién inespecf-

fica, en caso de presentarse en la prueba?

5. {Qué caracteristicas tienen los anticuerpos incomple--
tos?
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6. {Cudl es la diferencia entre las pruebas d}recta e in

directa de Coombs? \

7. i{Qué ventaja tiene la prueba en tubo, sobre ,fla prueba

en placa?

8. Mencione otra técnica dtil para identificar anticuer-

pos incompletos.
9. ¢Cudl es la técnica de Rose-Waaler?

10. Senale otras dos aplicaciones de la prueba de la inmu-

noglobulina de Coombs.
DISCUSION

La prueba de la antiglobulina de Coombs; es muy dtil
para detectar anticuerpos incompletos que son incapaces de
producir aglutinacidn con una suspensién salina de eritro-
citos homSlogos; aprovecha la firme unién de los anticuer-
pos a la membrana celular, que permite lavar los eritroci-
tos en solucién salina para eliminar las protefnas no ad-
sorbidas y tener especificidad.

Es un método seroldgico sencillo que tieme su mayor
aplicacidn en el diagn6stico de la anemia hemolitica delre
cién nacido, detectando anticuerpos incompletos del factor
Rh, en la tipificacién de grupos sanguineos, y en la inves

tigacién de anemia hemolftica adquirida.

El suero antiglobulina puede prepararse especfificay se

lectivamente para las diferentes clases de inmunoglobulinas.

Es habitual referirse a la prueba en la cual loseritro
citos son sensibilizados con anticuerpos "in vitro", como la
prueba de la antiglobulina indirecta, mientras que la etapa
de sensibilizacién que se ha efectuado "in vivo", constitu-

ye la prueba directa.
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En la prueba indirecta, es muy importante temer la pro
porcién Sptima de suero/eritrocitos. A veces es benéfico -
afiadir albdmina en la etapa de sensibilizacién, ya que es-
ta produce un aumento en la aglutinacién final. Se ha en-
contrado que algunos anticuerpos trabajan efectivamente, s§
lo si se usan eritrocitos previamente tratados con una en-

Zima.

Un punto importante que debe apreciarse al anadir anti
glbulina a las células sensibilizadas, es que un exceso de
anti-IgG, puede inhibir la aglutinacién de los eritrocitos

sensibilizados con IgG, por efecto del fendmeno de prozona.

En la actualidad, existe equipo automatizado disefiado
para realizar la etapa de lavado y de 1la adicién de antiglo
bulina a la prueba, ambos pasos tediosos, cuando se anali-

zan muchas muestras.

BIBLIOGRAFIA

1. Bellanti J. A. 1Inmunologfa II. 1la. edicién. México.
Ed. Interamericana. 1980.

2. Coombs R. R. A.; Mourant A. E. y Race R. R. A. A new
test for the detection of weakand incompiete Rh agglutinins.
Br. J. Exp. Pathol., 26:255,1945.

3. Dodd E. B. y Lincoln J. P/ Inmunologfa de los Grupos

Sangufneos. la. edicién. Mé&xico. Ed. El1 Manual Moderno,
S.A. 1976.

L
4, Fuller T. C., Cozmi A. B. y Rusell P. S. Use of an an
tiglobulin ATG reagent for detection of low levels of allo-
antibody, improvement of allograft survival in presensiti-

zed recipients. Transplant Proc., 10:463,1978.

5. Gell P. G. H., Coombs. R. R. A. y Lachmann P. J. Clini
cal Aspects of Immunology. 3a. edicidn. Great Britain. Ed.
Blackwell Scientific Pub. 1975.



- 56 -

6. Humphrey H. J. y White R. G. Immunology for Students
of Medicine.. la. edicién. Great Britain. Ed. Blackwell
Scientific Pub. 1971.

7. A Combined Study from Centers in England and Baltimo-
re. Prevention of Rh-Haemolytic Disease: Results of the
Clinical Trial. Brit. Med. J., 2:907, 1966.

8. Rose R. N. y Bigazzi E. P, Methods in Immunodiagnosis
la. edicién. U.S.A. Ed. John Wiley & Somns. 1973.

9. Wintrobe M. M. Clinical Hematology. la. edicidn. - -
U.S.A. Ed. International Copyright Union. 1974.

10. Zmijewski C. M. Immunohematology. la. edicién. US.A.
Ed. Prentice Hall Inc. 1978.



- 57 -
COMPLEMENTO

En la sangre de los vertebrados se han reconocido va-
rios sistemas de activacién esenciales en la sobrevivencia
del animal. Estos sistemas incluyen a el complemento, de--
pendiente de la activacién secuencial de una serie de zimd
genos proteolfticos. E1 complemento es el sistema mids com-

plejo, y tiene interé&s por varias razones:

En primer lugar, como se reconocif hace aproximadamen
te 80 afios, el sistema del cémplemento es el responsablede
la destruccidn y eliminacién de material externo del cuer-
po, especialmente ée bacterfas y virus. Comunmente esto su
cede después de la interaccién de anticuerpos con organis-
mos o substancias externas, siendo el complemento un meca-
nismo efector de la defensa inmune contra la infeccién. El
complemento puede actuar también activado por polisacdri--
dos complejos, antes de la reaccifn con anticuerpos, produ
ciendo una defensa inmediata antes del desarrollo de la in
munidad:

Segundo, los receptores para las protefnas del comple
mento activado, como es. el caso del componente C3, estdn
presentes en los linfocitos, macrSfagos y algunas otras cé
lulas, y existen evidencias de que estos receptores en los
linfocitos, tienen un papel importante en la interaccidénen

tre diferentes clases de ellos o de sus células precursoras.

Tercero, se ha encontrado que varias protefnas del com
plemento son codificadas por genes estructurales que apare-
cen en el locus mayor de histocompatibilidad en el hombre y
el ratdn. El significado biol&gico de estos hallazgos es aiin
JAncierto, pero se ha sugerido que pueden implicar que cier-
ta protefna del complemento tieme un papel como protefna de
superficie, al igual que las otras protefnas codificadas por
ese gen complejo.
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Por todo lo anterior, el interés del sistema del com-
plemento se ha incrementado mucho, y el progreso en el ais
lamiento y caracterizacidn de varios componentes, ha permi
tido determinar su'estructura y los mecanismos bioquimicos
del sistema de activacién. Se ha enfatizado la importancia
biol6gica de este sistema, al observar que el mismo se en-
cuentra presente en invertebrados y se ha consevado duran-
te la evolucién. .

Al reconocerse las miltiples funciones del complemen-
to, se han desarrollado té&cnicas que miden diversas propie
dades del mismo. Existen pruebas que miden la actividad he
‘molftica del complemento, pruebas que cuantifican las pro-
tefnas del complemento y pruebas que miden la capacidad del
suero de neutralizar la actividad del componente Cl,{entre
otras. También los anflisis de inmunocitoadherencia, quimip
taxis'y anafilotoxinas, son fitiles para evaluar el estado
del sistema del complemento. Los depdsitos de compleﬁento
"in vivo" se reconocen utilizando métodos de inmunofluores

cencia en tejidos congelados.

La medicién del complemento tiene utilidad diagnSsti-
ca, puede establecer la actividad de &etermlnadas enferme-

dades, y sirve tambi&n para evaluar el tratamiento.

Las propiedades del complemento .,como amplificador ;nmg
nol6gico, se han aprovechado en la evaluacién de antfgenos
y anticuerpos, aplicando la propiedad que tiene de fijarse

a complejos antfgeno-anticuerpo y producir citolisis.
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DETERNINACION CUANTITATIVA DEL COMPLEMENTO TOTAL 50%
HEMOLITICO

Objetivo: Realizar la determinacidén cuantitativa del -
‘complemento 50% hemolftico. Anmalizar la propiedad del comple
mento como indicador de la reaccifn antIgeno-anticuerpo, sus
mecanismos de accifén y la ventaja que representa esta deter
minacidn, tanto a nivel experimental, como a.nivel clinico.
Familiarizarse con los cuidados que se requieren en la ela-

boracién de esta técnica, y las aplicaciones que tiene.

Generalidades: E1l descubrimiento del complemento surgid
de las observaciones de Buchnmer en 1889, al notar que el sue
ro sanguineo ejercfa una accidn destructora sobre las bacte-
rfas, y Nuttall encontrd que este poder decrecfa a medida que

‘el suero envejecfa, o se perdia‘répidamente por calentamien-
to a .56°C (11).

Por definicién del w.H.0., el término complemento, se
aplica a un sistema 'de factores presente en el suero normal,

que se activan por la interaccidn antIgeno-anticuerpb, y ac-

tdan en un nimero significativo de interacciones bioldgicas

(2).

Estos factores del complemento, son globulinas con diver
sos P.K., movimientos electroforéticos y coeficientes de sedi

mentacidn, presentes con ciertas variaciones, en los vertebra
dos (10).

Los factores del complemento se activan en una sucesién
de reacciones enzimdticas, al estar presente una reaccién an-
tigeno-anticuerpo (Igh e IgG generalmente), pudiéndose hacer
una analogfa con los factores de la coagulacién, en el senti-
do de que sus distintos componentes, presentan una sucesién
de interacciones para la funcién global (9).

La activacion parcial o completa del complemento, ademds
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.

de estar causada por una gamma-globulina agregada, puede -
efectuarse por veneno de cobra, proteasa tisular, ciertas
enzimas lisosomales, tripsina, plasmina y endot6xina (2).
En el caso de la aétivaciﬁn por anticuerpos, la fijacién
es una funcidn de la regidn Fc de la molécula del anticuer
po, por medio de activacidén alostérica (ll). La concentra-

cidén de complemento no aumenta después de una estimulaci6n

antfgenica (11).

Se han desarrollado numerosos métodos para la titula-
cidn de la actividad hemolitica del complemento. La mayo--
ria cuantifican la dilucién requerida de suero, para lisar
una determinada cantidad de cé&lulas indicadoras bajo'cohdi
ciones estandarizadas, utilizando distintos amortiguadores,
condiciones de reaccidn, volidmenes, c&lulas indicadoras,

puntos finales y formas de cuantificar la hemSlisis (2).:

-Por conveniencia, se ha considerado que una unidad de
compleﬁen;o (C'Hso), es la cantidad de suero requerida pa-
ra provocar la lisis del 50% de los eritrocitos, puesto que
el 100% de lisis da una curva sigmoidal, requiriéndose in-
crementos relativamente grandes de complemento, para produ
cir la lisis del Gltimo 5-10% de los eritrocitos (12).

Para la descripcidn matemitica de la curva sigmoidal

de la reaccifn hemolitica, se utiliza la ecuacién de Von -.

Krogh (5):
1/n )
*= i)

x = cantidad de comﬁlemento (expresado en ml de suero
dilufdo de cobayo).

Donde:

K = constante correspondiente a la unidad del comple-

mento 50% hemolitico.
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Tl_ = a la unidad.
-y

l/n = exponente que determina la forma de la curva sig
moidal. .

La unidad hemolftica del complemento del 50%, es una
unidad arbitaritaria, ya que su magnitud depende de la con-
centracién de los eritrocitos, de la fragilidad de las célu
las, de la cantidad de anticuerpo usado para la sensibiliza
cién, de la naturaleza de este anticuerpo, de la fuerza is-
nica del sistema de reaccién, de la concentracién de los io
nes Ca++ y Mg++, del pH, del tiempo de reaccién y de la tem

_peratura (5).

La prueba sirve para cuantificar el complemento, en la
evaluacidn de pacientes, para detectar principalmente indi-
viduos con niveles deficientes del mismo, para determinar
la presencia, ausencia y consecuencias de procesos inmunes,
y sirve como indicador de la respuesta terapéutica, asf co-
mo para detectar individuos con deficiencias innatas de los
componentes del complemento, o la presencia de 1nh1bidores
del mismo (7).

El complemento se encuentra aumentado en el suero de pa
cientes con infarto agudo al miocardio, dermatomiositis, pe
riartritis nodosa, fiebre reumdtica aguda, poliartritis agu-
da, tiroiditis y otras (2). Se encuentra bajo 0 ausente, en
enfermedades tales como patologfas hereditarias, como serfga
el caso del edema angioneurftico hereditario y la agammaglo
bulinemia (2). Existen anormalidades tambié&n por el aumento
de su consumo, como en el caso del lupus eritematoso disemi
nado, glomerulonefritis, anemia hemolftica autoinmune y - -
otras (2).

Fundamento: Al incubar diluciones seriadas del suero de
coyabo, cuya concentracifn de complemento se requiere deter

minar, con eritrocitos sensibilizados con una cantidad Spti
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ma de hemolisinas, se determina la capacidad hemo;!ticadel
complemento por la via cldsica, graficando la relacién en-
tre los porcentajes de hem6lisis obtenidos espectrofotome-
tricamente y la cantidad de suero diluldo en cada tubo, pa

ra calcular las unidades hemolfticas del suero de cobayo.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

1.

5.

Sangre de carnero estéril, conservada en solucién
de Alsever.

Solucifén de hemolisina con tftulo conocido.

Solucién amortiguadora de trietanolamina salina
(TBS) con pH de 7.3 - 7.4.

Suero de cobayo, cuya concentracién de complemento

se requiere determinar.

Agua destilada.

Material:

3 pipetas de 10 ml.

4
10
3
20
5
1
1

pipetas de 5 ml.
pipetas de 1 ml.
pipeéas de 0.2 .ml.
tubos de 13 x 100 mm.
tubos de 16 x 150 mm.
gradilla.

matraz Erlenmayer de 50 ml.

Equipo:

Colorimetro Coleman Jr.

Estufa a temperatura de 37°C.

Ba

fio de hielo.
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‘METODOLOGIA

1. Preparar una suspensidn al 2% de eritrocitos. de car-
nero (GRC) en TBS. Volumen de 5 ml.

2. Ajustar espectrofbtométricamente la suspensién de GRC:
En un tubo de ensaye se mezclan 0.3 ml de la suspensifn de
GRC + 1.7 ml de agua destilada. Leer la D.0. en un Coleman
Jr. a 550 nm, utilizando como blanco agua destilada. El.-
100% de hem6lisis debe dar una D.0. = 0.50. Si no se obtie
ne esta lectura, corregir el volumen aplicando la siguien-
te ecuacidn:

D.0., x V. = D.0., x V

1 1 2 2

3. Diluir la hemolisina en .TBS 1:2000, para utilizar un

volumen de 5 ml.

4. Mezclar volimenes iguales de hemolisina y GRC; afadir
lentamente y agitando el matraz, 5 ml de la solucidn de he

molisina a 5 ml de la suspensifn de GRC.

5. Incubar la mezcla a 37°C durante 30 minutos. Luego co-

locar el matraz sobre hielo.

6. Preparar 3 diluciones del sucro de cobayo (1:200, 1:250
y 1:300) a partir de una dilucién inicial 1:50 con 0.03 ml
de suero + 1.47 ml de TBS (dilucién 1:50).

Suero 1:50 TBS

0.4 ml 1.2 ml (dilucién 1:200)
0.3 ml 1.2 ml (dilucién 1:250)
0.3 ml 1.5 ml1 (dilucién 1:300)

Mantener los tubos en frfo, sobre hielo.

7. En una gradilla sobre hielo, colocar una serie de 4 tu
bos para cada dilucién (12 tubos), md3s 2 tubos controles -

(testigos positivo y negativo).

8. Repartir el volumen de cada dilucifn en los 4 tubos co
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rrespondientes, pipeteando cantidades diferentes a cada tu
bo. Luego afiadir TBS hasta completar un volumen final de

0.9 ml para cada tubo.

Tubo 1 2 3 A T oT

Suero dilufdo} o 5 | g 35| 0.25 | 0.15 | - -
ml

TBS ml 0.4 | 0.55) 0.65| 0.75 | - 0.9

9. Afadir a cada tubo 0.6 ml de la suspensién de eritro-

citos sensibilizados.
10. Agitar fuertemente todos los tubos para mezclar bien.

Il. Pasar la gradilla con los tubos a bafio de 37°C duran-

te 30 minutos. Agitar los tubos a intervalos de 10 minutos.

12. Al terminar la incubacibn, afadir 0.5 ml de TBS frfo
a todos los tubos menos al control positivo, al cual se 1le

afiade 1.4 ml de agua destilada. Agitar mnuevamente.
13. Centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos.

14,.. Decantar a una cubeta y leer en un Coleman Jr. a 550
nm, la D.0. del contenido de cada tubo. Utilizar como blan

co el control negativo.
Resultados:

Dilucién 1:200 1:250 1:300

Tubo. D.O.

e
o
o
.

e
o
.

o
e

1

2

T+ 100%

Sobre un papel semilogarftmico de probitas, se grafica
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B

-la,, relacidn eritre los. porcentajes de“hemélisis y la canti-

dad -de suer'fdiluido que se afiadié i ¢ada. tubo. Se hace es:

‘to con las rés diluciones utilizadas. Se unen los puntos
con una lthea ‘recta y se determina ‘para-cada dilucién, el
uvolumen de la misma que produce un 507 de. hemGIisis. La uni

‘dad 50% hemolftica egﬁ

ml de suero dilufdo 1:200.
‘jT mliﬁe suero dilufdo 1:250.
. ml.de suero dilufdo 1:300.

Expre@at las unidades 507 hemolfticas/ml de suero ‘de
cobayo*no d11u1d0° calcular por una reg&a de tres cuantas
unidades 502 hemolIticas contiene 1 .ml: de suero dilufdo, y

‘luego mul%iplicar este valor por el denominador de la dilu
ci&n'

: ml”de‘suero dilufdo 1 Unidad C'HSO
1 ml de suero : :diluldo B X
x = UnidadeSyde C H /ml de suero de cobayo diluf
do.

X de’ 13200 =X de. 1:250=_ X de 1¢300=

,Y’ Unidades de C'Hsolml de suero de, cobayo.

'11uc16n 1:200=X de 1.200 x 200 = .

Y de 1aﬁ4iiuci8n 1:250=X de 1:250 x 250 = -
‘ ¥ ) .‘ S l-,' —————-
Y de 1a'd11uc15nu1-3oo-x de 1:300 x 300 =

’Idealmente, los tres resultados deben ser iguales.

,5,

CHESTIONARIO

1. zQué son 'las ‘hemolisinas?

2. 4Para qué se utfliza el ‘suero de cobayo con’ el comﬁlg-
mento. titulado’ ¥

3._, zQué ‘efecto tiene la congentracifn de hemolisinas en la

prueba’ }
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4, (Por qué se requiere la presencia de los iones calcio

y magnesio para que se efectiie la reaccién?
5. ¢Cudl es el objeto de utilizar TBS frfo con pH de 7.47

6. (Por qué se realiza una incubacién a 37°C por 30 minu

tos?
7. iQué guidados y precauciones requiere la determinacién?

8. (Cudl es la ecuacidn de Von krogh, y qué utilidad tie-

ne?

9, Esquematice la fijaci6n de complemento desde la unién

antigeno-a?ticuerpo, hasta la produccién de hemflisis.

10. (Con qué objeto se realiza esta determinacifn en suero

humano?
DISCUSION

La técnica de la determinacifén cuantitativa del CFHSO,
tiene como ventaja fundamental su alto grado de sensibili-

dad. Es dtil tanto para la determinacifn del complemento, co
mo con ciertas modificaciones, para la determinacién de an-

tfgenos y anticuerpos. Esta técnica no requiere de mucho tiem
po para su ejecucifén, ni de aparatos sofisticados. Esuna téc
nica muy sencilla en su elaboracién, y el suero de cobayo ya
titulado, sirve como fuente de complemento en mﬁltiples de--

terminaciones.

Entre las desventajas que presenta esta técnica, podrfa
mos mencionar la necesidad de utilizar reactivos frescos, de
biéndose prescindir de reactivos almacenados por largo tiem-
po, como serfa el caso de la sangre de carnero y el suero de

coyabo: la hemolisina si puede conseguirse liofilizada.

Es muy importante considerar la cantidad de anticuerpo
requerida para una sensibilizacién Sptima, y hay que tomar

en cuenta que existen hemolisinas naturales en la sangre de
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la mayorfa de los animales. Otro punto que debe vigilarse
es el volumen, puesto que a mayor volumen, el grado de 1li

sis baja.

La actividad hemolftica del complemento, varia inver
samente con la fuerza i6hica del diluyente, por lo cual es

conveniente verificar la concentracién del amortiguador.

El calcio y el magnesio son imprescindibles en la reac
cién, pero una alta concentracién de complemento inhibe la

fijaci6én de complemento.

La reaccifn hemolftica d» tftulos mds altos a 30°C, pe
ro requiere por lo menos tres horas para alcanzar el punto
final.

En humanos esta determinacién es importante desde el
punto de vista clinico, porque detecta anormalidades rela-

cionadas con el complemento,
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#
P £
TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-FUCLEARES POR

) FIJACION DE COMPLEMENTO

Objetivo: Analizar el fundamento de la té&cnica de fi-
jacién de complemento, y aplicarla en la titulacidn de anti
cuerpos aifinucleares. Determinar la importancia de la téc-
nica de fijaci6n de complemento, por las miltiples aplica--
ciones de la misma. Seflalar las propiedades de los anticuer
pos anti-nucleares; reconociendo otras técﬁicas dtiles para
su identificacién, asf como las patologfas en que estdn invo
lucrados.

Evaluar las ventajas, desventajas y limitaciones del mé
todo.

Generalidades: En la prdctica anterior ya quedaron esta
blecidas algunas caracterfsticas del complemento y su fija--'
cién.

La propiedad que tiene el complemento de fijarse a com
plejos antfgeno-anticuerpo, se ha utilizado como un indica-
dor indirecto de la reaccidén antigeno-anticuerpo, aiin cuando
no hay manifestaciones visibles de esta reaccidn (precipita-
cidn, aglutinacidn, etc.). La prueba de fijacidn de comple-
mento, representa una técnica muy {til para determinar antf-
genos o anfipuerpos. y su amplio uso se debe a su alto grado
de sensibilidad en relacidn a otros métodos (10). Para que se
manifieste la fijacién de complemento, bastan de 0.05 a 0.1
Rg de nitrogeno del anticuerpo/ml (6).

\% £

La fijacidn de complemento se ha utilizado por aiios pagr

ra estudios cualitativos y cuantitativos en microbiologfa e
inmunologfa (8). Esta técnica es de gran utilidad para estu-

diar antigenos de transplante, us&ndose en la tipificacidn de

i

HLA en varios substratos, como son las plaquetas y linfocitos

entre otros (10). Casi todas las infecciones virales pueden
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diagnosticarse mediante la fijacidn de complemento, que es
la prueba de primera eleccidn para los siguientes virus:
Adenovirus, Varicella-Zoster, Cytomegalovirus, Arbovirus,
Influenza, Sarampidn, Viruela, Rubeola, Hépatitis del sue-
ro, etc.;'también se usa para el estudio de rickettsias, co
mo son las del grupo de la fiebre Q y del tifo. Detecta an
tigenos micSticos de Blastomyces dermatitides e Histoplas-
na capsulatum. En las enfermedades autoinmunes es una herra
mienta muy dtil. En general, se utiliza para estudiar todo
tipo de antfgenos, solubles o particuladés, proteinas carbo
hidratos o 1fpidos (8).

Los anticuerpos antinucleares (factores anti-nucleares
o FAN), son anticuerpos dirigidos contra uno o mi&s compenen
tes del nGcleo celular. Pueden estar dirigidos contra lamem
brana nuclear, el DNA de doble hélice o simple, la desoxinu-
cleoprotefna en forma soluble, el RNA, las histonas, la pro-
tefna ribonuclear, la proteina ribonuclear citoplésmica, SS-A,
§S-B, Ma, el antigeno proliferante del niicleo celular y.con-

tra el antfgeno nucleolar (8).

Los anticuerpos anti-nucleares, pueden descubrirse me--
diante varias técnicas inmunitarias como son la fijacidn del
complemento, la hemaglutinacifin pasivi, la precipitacidn por
doble inmunodifusifn en agar, la inmunofluorescencia indirec
ta, la contrainmunoelectroforesis, o la prueba de las célu-
las LE, en la cual, el material nuclear combinado con los fac
tores anti-nucleares, es fagocitado por los leucocitos poli-

morfonucleares (3).

El primer método utilizado para detectar anticuerpos an
ti-nucleares, fue el que aprovecho el fendémeno de c&lulas LE
de Hargraves. Se encontr§ que los factores anti-nucleares pre

sentes inducfan tal fendmeno (1).

La inmunofluorescencia es una té&cnica empleada comunmen-

te para probar los factores anti-nucleares. El procedimiento
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del anticuerpo fluorescente indirecto, con c&lulas nucleadas
como substrato, es muy utilizada, observindose la presencia
de anticuerpos mediante fluorescencia intranuclear. Esta prue
ba detecta la presencia de muchos anticuerpos anti-nucleares,
y por lo tanto tiene un valor limitado en la identificacién
de los anticuerpos importantes y patogénicos en el Lupus Eri
tematoso Diseminado, pues la caracteristica de esta enferme-
dad, es la presencia de cantidades significativas de anticuer
pos anti-ﬂNA y anticuerpos antinucleoproteina solubles; tiene
la ventaja &e ser una prueba sensible, reproducible y relati-

vamente f&cil de elaborar (6).

La fijacidén de complemento, es un m&todo mediante el cual
la amplificacidn natural de la via clisica del complemento es
utilizada como un sensible mecanismo de deteccifn para la reac

cifn' antfgeno-anticuerpo de los factores anti-nucleares (7).

Fundamento: Para determinar los anticuerpos anti-nuclea-
res en el suero del paciente, se utilizan ndcleos de timo de
ternera como antfgeno, que se mezclan con diluciones del sue~
ro problema; el suero de cobayo que se utiliza como fuente de
compleﬁento, se afiade al sistema, y tras una incubacifnadecua
da para que se efectiie la fijacién, se agregan eritrocitos de
carnero sensibilizados, como sistema indicador de la fijaciSﬁ
de complemento. La ausencia de hem6lisis, indica la fijacién

del complemento al complejo antfgeno-anticuerpo.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Timo de ternera. Suspensidn de niicleos de timo.
Solucién frfa de sacarosa-CaCl
Azida de sodio. '

Solucién amortiguadora de trietanolamina salina (TBS) con
pH de 7.3-7.4.

Suero del paciente inactivado a 56°C durante 30 minutos.

2°
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Suero control positivo.
Syero de cobayo (complemento).
Sistema - -indicador, eritrocitos de carmero al 27, sen-
sibilizados con hemolisinas.
Material:
tijera.
matraz aforado de 1 1.

vaso de precipitado de 500 ml.

1

1

1

1 mortero.

1 gasa.

1 franela.

2 tubos esté@riles de 16 x 150 nm,
2 pipetas estériles de 10 ml.

12 pipetas de 1 ml.

12 tubos de 12 x 75 mm.

38 tubos de 13 x 100 mm.
1 portaobjetos.

2 tubos de centrffuga.

Equipo:

Banio de hielo.
Centrifuga.
Coloriuetro Coleman Jr.

Micros}opio.
Estufa a temperatura de 37°C.

METODOLOGIA
PREPARACION DE LA SUSPENSION DE NUCLEOS DE TIMO.

1. Suspender un timo de ternera (molleja) de 50 g.» fina-
mente cortado con tijera, en una solucién fria de sacarosa-

cloruro de calcio:

Sacarosa 85.5 g(0.25 M).
CaC12° H20 0.441 g (0.005 M).
Agua destilada 1 litro.
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2. Desmenuzar con mortero o licuar durante 4 minutos.

3. Filtrar el licuado a través de gasa, para eliminar los

fragmentos de tejido.
4. Centrifugar a 2400 rpm durante 10 pinutos.
5. Descartar el sobrenadante.

6. Suspender el sedimento en 400 ml de la solucién de saca

rosa-CaCLz.

7. Filtrar nuevamente a través de una franela.

8. Afiadir azida de sodio, la cantidad necesaria para una -

concentracidn final de 0.1%.

9. Repartir la suspensién de ndcleos en alicuotas, en tubos

estériles y guardar en el refrigerador.

La suspensidn debe prepararse bajo condiciones de asepsia,
con material estéril y siempre sobre hielo; la centrffuga debe
ser refrigerada. Se puede conservar refrigerada a 4°C, sin pér-
dida de propiedades.

DETERMINAR LA ANTICOMPLEMENTARIDAD DE LA SUSPENSION DE

NUCLEOS.

1. Hacer diluciones progresivas m6dulos 2X, con volumen fi-
nal de 0.25 ml para cada tubo, de la suspensifn de nficleos en
TBS (tubos 1-10).

2. Al control negativo (tubo 11), afiadir 0.5 ml de TBS.
3. Al control positivo (tubo 12), afadir 0.25 ml de TBS.

4. Titular complemento (suero de cobayo) y diluirlo con TBS,
de modo que 0.25 ml contenga 3 unidades 50% hemolfticas.

5. Afiadir a todos los tubos menos al nidmero 11, 0.25 ml de

la dilucidn de suero de cobayo (3 unidades C'Hso).

6. Incubar a 37°C durante 30 minutos.

7. Centrifugara 2000 rpm durante 10 minutos.
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8. Decantar los sobtenadgntes a su correspondiente tubo
de otra hilera de 12, cada uno de los cuales tiene ya 0.6
ml. de una suspensién de eritrocitos de carmero al 27, sen
sibilizados con hemolisina comercial (1:2000) + 0.9 ml de
TBS.

9. Incubar a. 37°C durante 30 minutos.

10. Centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. Leer .la D.O.

a 550 om, utilizando como blanco el control negativo.

11. .Calcular el % de hemblisis para cadq\tubo, consideran

do el control positivo como el 100% de hemSlisis.

12, Observar en cual tubo aparece primero la hem6lisis to
tal; se considerard que a esa dilucidn los nficleos de timo
no son anti-complementarios. Tomar una gota de esa dilucién
de la suspensifén de niicleos, y observar a} microscopio con
objetivo de. 40 didmetros; en el campo debén aparecer entre

10-12 nicleos.

Tubo 1| 2|3 (456789 [10]11]12

Dil.NT,ml |.25|.25[.25(.25]|.25|.25{.25|.25|.25].25| - | -

TBS, ml - - - - - - - - - -1.5(.25

¢, ml .251.25|.25(.25].25].25(.25).25}.25.25| - |.25

incubar 37°C x 30', centrifugar 2000 rpm x 10'

sobrenad.
+

GRCS, ml .6 |[.6 |.6 [.6 |.6 [.6 |.6 |.6 |.6 |[.6|.6]|.6

TBS, ml .9 1.9 ¢.9 (.9 .9 (.9 |.9].9 [.9 (.9].9].9

D055

nm
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PASOS PARA LA FIJACION DE COMPLEMENTO

I. MEZCLAR LA SUSFENSION DE NUCLEOS CON DILUCIONES DEL
SUERO.

1. Hacer diluciones progresivas, en mddulos de 2X del'sue

ro control positivo, y suero del paciente, previamente inac

tivados, calentando 30 minutos a 56°C (para las diluciones

usar TBS como diluyente, dejando un volumen final de 0.25

ml en cada tubo). Comenzar de 1:2 hasta la dilucién 1:128.

De la dlti

ma dilucibn
descartar
1:2 1:4 1:8 0.25 ml
1:16

2. Prepqrar un tubo de suero control'negativo, con 0.25
ml de una dilucién 1:1 de un suero negativo conocido y un
tubo control para calcular la anticomplementaridad del sﬁg
ro problema, con 0.25 ml de la primera dilucifn de este sue

ro.

3. Preparar un tubo control negativo, agregando 0.1 ml.
de suero positivo, para determinar la anticomplementaridad

del mismo.

4. Se requieren dos tubos para testigos positivo y negati
vo respectivamente, a los cuales no se les agrega nada enes
te paso de la reaccién ; permiten valorar la actividad hemo
1ftica del complemento sobre los GRC sensibilizados con he-
molisinas; es necesario tambié&n un tubo control que va a ser

vir como testigo para calcular el 100% de hemb6lisis.

5. Afiadir 0.25 ml de la dilucién anti-complementaria de nG
cleos de timo a gada uno de los 7 tubos problema y a cada

uno de los 7 tubos con suero control positivo.
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6. Completar el volumen de cada tubo hasta 0.9/m1 con 0.4
ml de TBS (ver tabla).

7. Agitar los tubos para mezclar bien el contenido de to-
dos ellos, e incubar a 37°C durante 30 minutos, agitando los

tubos a intervalos de 10 minutos.

[suero problema| + Gcleos de timo| 37°C
] ag o

8. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos, decantar el

sobrenadante y lavar el sedimento, afiadiendo 1 ml de TBS a

cada tubo.

9. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos y luego des-
cartar el sobrenadante, que lleva restos de antfIgeno o apti-

cuerpo que no fueron utilizados en la reaccién.

II. ANADIR COMPLEMENTO.

1. Preparar una diluci6én de complemento (sue;o de cobayo),
previamente titulada que contenga 20 unidades 50% hemolfticas
por ml y afiadir 0.25 ml de esta dilucidén a cada tubo, menos a
los dos controles negativos, al testigo negativo, y al control
positivo.

2. Afiadir 0.65 ml de TBS, completando un volumen de 0.9 ml

para cada tubo.

3. Incubar a 37°C durante 30 minutos, agitando los tubos ca
da 20 minutos.

4, Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos; decantar los
sobrenadantes a otra serie de tubos y descartar el sedimento
(niicleos-anticuerpos-complemento fijado).

/

o
sedimento =[4g - Ac] +\ ¢ '3370'c ’ A<_/C
c\




37°C

Incubar

1500 rpm x 10 minutos

Centrifugar

0.25

0.25|.

015

0.8

0.9

0.65

Suero | NT |TBS
ml ml | ml
Suero 1:22 0.25/0.25| 0.4
" paciente .
14 0.25 0.25] 0.4
18 0.25/0.25| 0.4
1:16 | 0.25/0.25] 0.4
1:32 | 0.25 0.25]| 0.4
164 | 0.25(0.25| 0.4
1:128 [0.25[0.25[ 0.4
Control 1:22 0:25/0.25 (0.4
Positivo 1:4 0.25|0.25| 0.4
conocido } g 75.250.25| 0.4
1:16 | 0.25]0.25| 0.4
1:32 | 0.25]0.25{ 0.4
1:64 | 0.25]0.25} 0.4
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III. PREPARAR EL SISTEMA-INDICADOR.

1. Los eritrocitos sensibilizados se preparan segin los
pasos 1-5 de la té&cnica para la determinacién del comple-

mento total 50% hemolftico.

IV. ARADIR EL SISTEMA INDICAR (ERITROCITOS DE CARNERO-HE
MOLISINA).

1. A los 0.9 ml de sobrenadante que resta en cada tubo,
anadir 0.6 ml de la suspensién de eritrocitos sensibiliza-
dos.

2. Agitar para que se mezcle bien el contenido de los tu
bos, e incubar a 37°C durante 10 minutos, agitando constan

temente.

3. Afiadir a cada tubo 0.5 ml de TBS, y centrifugar a 1500

rpm durante 5 minutos.

4. Leer la D.0. de cada tubo en el Colorimetro Coleman Jr.

a 550 nm.

.Sobrenadaﬂte

37°C

30'
En el sedi Sistema indicador de La ausencia de
mento queda eritrocitos sensibi- he?611sis. in-
\ lizados con hemolisi dica que el com
nas. plemento quedd
Ag—————-Ac fijado al com--

plejo Ag-Ac.

Resultados:

El tftulo de anticuerpos anti-nucleares corresponde a la
mixima dilucidn donde no aparece hemdlisis. Cuando aparece

hemdlisis en todos los tubos, el suero probad& no tiene fac-
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tores anti-nucleares, y la fijaciSn de complemento se efec
tda con el sistemaindicador deeritrocitos de carnero sensi
bilizados con hemolisinas, por haber quedado libre el com- \
plemento en el sobrenadante, al no ser fijado en el sedi--
mento por la unibén Ag-Ac (ni@cleos de timo + los factoresan

ti-nucleares).

Deben analizarse los resultadog obtenidos en los tubos:'*

B

testigos y de control, para detectar posibles factores de
anticomplementaridad en el suero, para comprobar la activi

dad del complemento, asf como el funcionamiento del siste-

bicién de la misma.

TITULO DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES =

CUESTIONARIO

1. ¢(Por qué se prepara la suspensidn de niicléos d?ﬁdﬂETAD DE
en condiciones de refrigeracidn? duiica

2. Mencione otra poblacidn celular que puede ser utiliza-

da como fuente de antfgenos nucleares en esta determinacién.

3. tQué es la anticomplementaridad, y describa tres subs-

tancias que pueden producigla?

4. ;Cuil es el objeto de las incubaciones a 37°C, a lo lar

go de esta determinacién?

5. ¢(Por qué se determina el 100% de hemSlisisen la practi-
ca?
6. Explique el objeto de cada uno de los tubos controles

utilizados en la prueba.

7. ¢Qué inmunoglobulina es mis comunmente detectada con 1§

prueba de fijacidn de complemento?

8. (Por qué se debe calentar el suero del paciente a 56°C

por 30 minutos, antes de utilizarlo en la prueba?
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9. Esquematice las reacciones que se llevan a cabo en la

técnica de fijacién de complemento.

10. Senale dos aplicaciohes clinicas de la prueba de fija

ci6én de complemento.

DISCUSION

La prueba de fijacién de complemento es una prueba sen
sible, que detecta aproximadamente 0.01,*3 de nitrogeno del
anticuerpo/ml, resultando m&s sensible que la aglutinacién
y la precipitacién, pero menos que el radioinmunoanidlisis,
la inmunofluorescencia o el ELISA. No se requiere material

y equipo sofisticado en esta determinacién.

Te6ricamente, la fijacién de complemento es un procedi
miento sencillo, pero se complica en la practica, porque los
resultados exactos dependen de la accidn del complemento y
de cualquier factor que puede afectar su accién, incluyendo
el nimero de eritrocitos, la calidad y cantidad de la hemo-
lisina, y ciertos pardmetros del sistema de reaccifn que in
cluyen fuerza idnica, el pH, la concentracidn de Ca++ y --

Mg++, el tiempo de incubacién y la temperatura.

Un exceso de hemolisina causa hemaglutinacidn, y poca
cantidad de como resultado anticuerpos insuficientes para -
efectuar la lisis celular completa; se debe titular cada nue

vo lote de hemolisinas, de eritrocitos y de complemento.

La concentracidn de antfgeno debe ser controlada, por-=
que para una fijacidén de complemento Sptima, debe existir una

equivalencia aproximada entre el antfgeno y el anticuerpo.

Si los reactivos involucrados en la reaccidn estdn impu
ros, la reaccién puede quedar afectada, por 16 cual se utill
zan controles para todos los componentes, permitiendo detec-
tar factores anticomplementarios, hem6lisis no especificas,

la fuerza del complemento y la autdlisis de los eritrocitos.
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La desventaja de esta técnica es fundamentalmente el
tiempo requerido para la determinacién y para la titula--
ci6n de cada reactivo implicado. Se requieren grandes can
tidades de reactivos, por lo cual esta prueba no es econj
mica. Se ﬁan desarrollado técnicas comerciales .de microti
tulacién.

Los factores antinucleares se encuentran comunmente
en otras enfermedades, ademids del Lupus Eritematoso Dise-
minado y enfermedades reumiticas, por lo cual su especifi
cidad diagndstica es baja, pero {itil para hacer la exclu-
sién de pacientes con sospecha de Lupus Eritematoso Dise-
minado, siendo recomendable realizar determinaciones de aﬁ
ticuerpos anti-nucleares especfficos, para diferenciar las
patologias.
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LINFOCITOS

Los linfocitos se clasifican en dos categorfas mayores:
los linfocitos T detivadks del timo, responsables de la in-
munidad celular, y los linfocitos B derivados de la médula
6sea, responsables de la inmunidad humoral. La autonomfa de
estas dos divisiones no:es comﬁieta, porque frecuentemente
las funciones de los linfocitos T'y B son interindependien-

tes. '

[

i
Entre los linfocitds existe una gran diversidad en cuan

to a sus propiedadec biél&gicas y quimicas, como son el tama
fio, la densidad, la carga, la estructura superficial y le fun
cidén. En afios recientes'se han realizado muchas investigacio
nes de la estructura superficial y funcién de los linfocitos,
con objeto de definir sL papel‘en_la respuesta inmune, y de-
sarrollar métodos con pkuebas "in vitro", como auxiliares en

el diagndstico de ‘enfermedades humanas.

En el hombre, es irrefutable la evidencia de dos pobla-
ciones generales de linfocitos, con funciones marcadamente
distintas. Como evidencia quedan inclufdas las observaciones
clinicas de nifios nacidos con deficiencias de cada poblaciédn,
observaciones directas de las estructuras superficiales en-
contradas en cada grupo, diferencias de movilidad electrofo-
rética, funciones claramente difererites en los andlisis "in
vitro", ldcalizacibén de las c&lulas en las distintas dreas
de los &6rganos linfdticos primarios y secundarios, y la de-
mostracidén de marcadores de superficie aparentementé dnicos
de cada tipo celular, que ha permitido dividir a los linfoci

tos en varias subpoblaciones.

Se ha encontrado que los linfocitos B tfpicos, tiemnen
inmunoglobulina mIg detectable en su membrana, antfgenos 1Ia,
dos tipos de receptores para el complemento y nis de tres ti

pos de receptores para las regiones Fc de IgG, Igh e IgE. -
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Los linfocitos T no tienen antfgeno Ia, receptores de com
plemento y de la regién Fc de IgE, detectables; se recono
cen por la formacién de rosetas con.eritrocitos de borre-
go, propiedad que no tienen los linfocitos B. Se han en--
contrado otras subpoblaciones de linfocitos, como la que

esti caracterizada por tener receptores para Fc, ausencia
de mIg y de la propiedad de formar rosetas"E} y como la -
subpoblacidn caracterizada por no tener ningin marcadorde

tectable y cuyos linfocitos se denominan c&lulas nulas.

Para detectar cada una de estas subpoblaciones se han
desarrollado mé&todos especiales, y su eleccidn depende de
las demandas de la investigacidén o de sus requerimientos

practicos en un laboratorio clfnico.

Estas determinaciones son Gitiles para conocer la pre
sencia de una proliferacidn maligna en los linfocitos san
guineos; el cardcter de las cflulas B o T determina la di
versidad clfinica del grupo de linfomas y sarcomas del re-
ticulo celular y con la evaluacidén de ellas, puede seguir
se la resbuesta teraputica; son dtiles para la investiga
cién de una deficiencia primaria del sistema inmune, y se
usan tambi&n para estudiar una gran variedad de enfermeda
des agudas y crénicas. asociadas con alteraciones del sis-

tema inmune.

Entre las técnicas mds utilizadas para distinguir y
cuantificar las diversas poblaciones de linfocitos, estén

la formacién de rosetas y la inmunofluorescencia.
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INMUNOCITOADHERENCIA., FORMACION DE ROSETAS "E"
/

Objetivo: Realizar la formacién de rosetas "E" con lin
focitos T. de un ratén inﬁunizado previamente con eritroci-
tos de carnerb. Analizar el fundamento de la inmunocitoad-
herencia, consideraﬁdo la utilidad que tiene en la cuanti-
ficacién de los linfocitos Ty B y los avances que propor-

ciona en la investigacidn de la respuesta inmune.

Evaluar las condiciones y el criterio a seguir, en la
elaboracibn y cuantificacifn de rosetas, y reconocer las

ventajas y limitaciones del método.

Generalidades: Los linfocitos humanos, se han dividi-
do en dos poblaciones principales B y T, por analogfa con

los linfocitos de otras especies de mamfferos y aves (1).

En la década de los cincuentas, se encontrd la presen-
cia de receptores especfficos en los linfpcitos, expresados
en forma de aglutinacién de superficie, y fue Biozzi y cola-
boradores en 1964, quienes mostraron las rosetas formadas
por eritrocitos alred;dot de células linfoides de ratdn, sen

sibilizadas previamente con eritrocitos de borrego (7).

La ;nterfase de 1la supetficie celular, es una compleja
estructura m6vil, que funciona reconociendo ciertos matérig
\les extracelulares y. que transmite informacién generada por
el reconocimiento por parte de los organelos subcelulares
(8). Estas caractarfsticas de las superficiés celulares de
los linfocitos, determinan el camino mediante el cual los -
materiales extrafios se recomocen, influyerndo en la genera--
cién de la respuesta inmune ante estos materiales. Los recep
tores antigénicos de los linfocitos T y B, son esenciales pa

ra genérar'respuestgs inmunes especfficas (5).

Los linfocitos T, son aquellos que han sido procesados

por el timo, y que después aparecen en los tejidos periféri
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cos linfoides, concentrados en la regién paracortical de

los n6dulos linfdticos y en la pulpa blanca del bazo (2).

Los linfocitos B, tienen su origen en .sitios extra-
timicos (m&dula roja e higado fetal), y no son procesados
por el timo; se encuentran en, o cerca de centros permina
les de tejidos extratImicos linfoides y sirven como pre-
cursores de cflulas efectoras; maduran originando cé&lulas

plasmdticas productoras de anticuerpo (2).

Mediante la formacién de rosetas, se detectan en los
linfocitos B receptores para el complemento "EAC", en tan
to que para los linfocitos T, se detectan receptores para

eritrocitos de borrego "E" (9).

Para estudiar los receptores de linfocitos, se hande
sarrollado varias técnichs, entre las cuales cabe mencio-
nar las que utilizan antisuero heterélogo, marcado radioac

tivamente o con fluorescefna (8).

La formacién de rosetas es una técnica que ha sido uti
lizada para identificar y cuantificar laé c€lulas linfoi-
des en la investigacifén de enfermedades (9). Estos estudios
se utilizan principalmente eﬂ enfermedades linfoprolifera-
tivas, como es el caso de la leucemia linfocftica crénica,
donde la mayorfa de los linfocitos en sangre son c&lulas B
(2). Tambi&n se utiliza en inmunodeficiencias, ejemplifica
do con la deficiencia inmunolSgica tipo Bruton, donde se -
encuentran generalmente un nlimero pequeifio de células B cir
culantes (9). En enfermedades infecciosas se .usa esta téc-
nica, como en el caso de mononugleosis infecciosa, donde
un gran nimero de linfoblastos tiemen marcadores de c&lu--
las T, y un pequefio niimero de marcadores de c&lulas B (3).
Se aplica también paré la investigacifn de enfermedades au
toinmunes, donde se‘tiene al Lupus Eritematoso Diseminado

(3). Podemos citar ademds por su particular interés, la en
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fermedad de Hodgkin,laleucemia linfocftica aguda, el sindro

me de Sezary, y el cdncer entre otros (l).

La prueba de formacidn de rosetas "E", provee un méto
do para cunantificar el nidmero de c€lulas linfoides T, que
tienen receptores especfficos de eritrocitos .en su superfi
cie, siendo ditiles las rosetas como marcadores de las célu
las T. Se han usado diferentes clases de pruebas "E" y -
muy probablemente, la marcada divergencia de resultados pu
blicados, se debe a diferentes técnicas y criterios para

seleccionar rosetas positivas.

En general, el criterio y las precauéiones que debgn
establecerse para la validez de un marcador, incluyen los
siguientes puntos de interés que han sido publicados por el
W.H.0. (2):

1. Utilizar eritrocitos que no tengan mds de dos semanas

de colectados, en solucién Alsever, almacenados a 4°C.

2. Es necesario tener una proporcifn entre eritrocitos y
linfocitos de 50:1, y es recomendable la proporcién {00:1.
La reaccién se debe llevar a cabo en tubos redondos de plds
tico o vidrio siliconizado, no cénicos. Las c&lulas pueden
ser suspendidas en una variedad de soluciones salinas (Hank

Eagle, etc.)

3. La presencia de protefnas en el medio aumenta la esta-
bilidad de las rosetas, como es el caso del suero de terne-
ra fetal.

4, Se han obtenido resultados reprpducibles, incubando a
37°C seguido de centrifugacién.a 200 g., durante 5 minutos
e incubacién a 4°C durante la noche. Parece sin embargo, -
que el periodo de incubacifn en frfo puede ser acortado a

1 o 2 hcras; se utiliza tambi&n un método usando centrifuga
cifn e: incubacidn a temperatura ambiente durante una hora.

Es recomendable que los diferentes métodos se comparen y la
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técnica.que de resultados mds reproducibles y mayor nidmero

de células positivas, sea adoptada.

5. La resuspensién final de rosetas para.conteo, no debe
ser muy vigorosa. Golpear ligeramente el tubo con el dedo
es suficiente y pipetear cuidadosamente con una pipeta Pas

teur ancha.

6. El nimero de eritrocitos adheridos a los linfocitos va
rfa. Bajo condiciones Sptimas, la gran mayorfa de cé&lulas

T normales,.se unen a 3 o mis eritrocitos y el nimero delig
focitos con uno o dos eritrocitos unidos es pequefio. Ahora
bien, como este #ltimo grupo puede estar aumentado en algu
nos  pacientes, se recomienda registrar las lecturas de ro-
setas con mds de 5 eritrocitos adheridos, o con uno o dos

separadamente.

El estudio de los marcadores de superficie del linfoci-
to, es la pérte central de la Inmunologfa Celular, siendo es
te un campo complejo y en consténte cambio; recopilindose -
dfa a dia mayor informacién, obteni&ndose mejores condiciones
de trabajo, y encontrindose una amplia variedad de marcadores
que estdn siendo muy Gtiles en el aspecto diagndstico de en-

fermedades linfoproliferativas (6).

Fundamento: La formaci6n de rosetas "E" se lleva a cabo
mezclando en un medio 1fquido, c&lulas de bazo (ricas en lin
focitos T) de un animal inmunizado previamente con eritroci-
tos de carnero, con el antfgeno inmunizante (eritrocitos de
carnero); tras una incubacidn adecuada, se cuenta el ndmero
de cé€lulas linfoides con eritrocitos adheridos a los receptp
res de superficie, que demuestran la sensibilizacidn de 1los
linfocitos.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Material biol&gico:

1 ratén inmunizado por via intraperitoneal, practicando
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la primera inmunizacidn con 0.5 ml de eritrocitos de
carnero al 40%, y la segunda, con por lo menos 5 dfas
de intervalo entre la primera, aplicando 0.5 ml 'de -
eritrocitos de carnmero al 20%, 3 dfas antes de reali-
zar el experimento.: La inmunizacién se debe efectuar

por los alumnos.

1 ratén de control, inyectado al mismo tiempo con 0.5

ml de suero fisioldgico estéril.
Reactivos:

Medio minimo esencial de Eagle (MEM) o solucién de Hank.
Eritrocitos de carnero.
Amortiguador salino de fosfatos con pH 7.4, 0.15 M.

Material: \

cajas de Petri.

tubos de centrffuga (no cénicos).

tubos de ensayo de 12 x 75 mm.

pipetas de 1 ml.

pipetas de 10 ml.

pipetas Pasteur.

poftaobjetos con cubreobjetos.

jeringa de 1 ml. con aguja del 21 al 23.
hemocitdmetro.

tijeras finas.

N = = = N DD NN N DD

agujas de diseccidn.

Equipo:

Microscopio.
Centrffuga.

METODOLOGIA

1. Lavar .los eritrocitos de carnmero 3 veces en amortigua

dor salino de fosfatos con pH 7.4,

2. Resuspender los eritrocitos lavados, 0.2 ml en 10 ml
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de amortiguador salino de fosfatos con pH 7.4.
3. Sacrificar el ratén y extraer el bazo.

4. Colocar el bazo en una caja-de Petri, con 2 ml'de MEM
o solucién de Hank y picarlo finalmente con las tijeras

disgregando los trozos grandes con agujas de diseccidn.

Romper los racimos de células, aspiridndolas a través

.de jeringa y aguja, procurando no maltratarlas.

5. Colocar la suspensifn en un tubo de centrifuga, dese
chando los trozos grandes que sedimentan, y centrifugar

el sobrenadante a 400 rpm,

6. Resuspender el paquete de células en 3 ml de MEM o -
Hank.

7. Confar en hemocitémetro, ajustando la concéntraci6n a
106 células/0.1 ml.

8. Colocar 0.9 ml de eritrocitos de carnero (paso 2) en

un tubo de centrffuga.
9. Afiadir a dicho tubo 0.1 ml de cé&lulas de bazo (paso 7).

10. Incubar a temperatura ambiente por 1 hora y centrifu-

gar a 400 o ‘500 rpm, 15 minutos (paso optativo).
11. Si se omite el paso 10, colocar el tubo 1 hora a 4°C.

12. Con una pipeta capilar, suspender el paquete de célu
las y colocar una pequeiia alicuota én el hemocitémetro. Con

tar las céflulas formadoras de rosetas (linfocitos con 3 o

mds eritrocitos adheridos), que estén presentes en las 4 eg‘

quinas grandes de la cdmara.
Resultados:
Células formadoras de rosetas en la la. esquina.
Células formadoras de rosetas en la 2da. esquina.

Cé€lulas formadoras de rosetas en la 3a. esquina.
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Células formadoras de rosetas en la 4a. esquina.
Células formadoras de rosetas en las 4 esquinas.

Multiplicar el nimero anterior por 2500 (factor de di
lucidn) = niimero de células positivas por 106‘céL3

las de bazo.

Conservar la suspensifén 12 horas a 4°C y volver a con-
tar. Si se observa baja concentracién de eritrocitos de car
nero, repetir desde el paso niimero 8, auméﬁtando la concen-

tracién de eritrocitos.
CUESTIONARIO

1. (Cudl es el objeto de inmunizar al ¥atén en esta pfﬁc-

tica?

2. ¢Qué objeto tiene lavar los eritrocitos de carnero en

esta técnica?
3. ¢Por qué se utiliza el bazo como fuente de linfocitos?

4.  ;C6mo puede inhibirse 1la formaci6ﬁ'de.r65etap y por -
qué?
5. iQué efectos tiene la temperatura en la formacién de

rosetas?

. 6. iCufl es el objeto de conservar la suspensifn 12 horas

a 4°C y volver a contar?

7. iPor qué se deben contar dnicamente linfocitos con 3

o mds eritrocitos adheridos?

8. De dos ejemplos de sustancias con las cuales pueden ser

recubiertos los eritrocitos para la formacifn de rosetas.

9. (Por qué la resuspensién final de rosetas para conteo no

debe ser muy vigorosa?

10. Mencione otros marcadores de la superficie celular y ex

plique alguna otra técnica empleada para su estudio.
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DISCUSION

Dentro de las ventajas de esta té&cnica, podemos men-
cionar que se requiere poco material, que la elgboraci6n
es sencilla, es de bajo costo, los reactivos son fﬁci}meg
te accesibles y tiene importancia por su aplicacién e% in
vestigaciones de la respuesta inmune. Entre los inconve--
nientes cabe mencionar que ﬂo es muy especffica; existen
una variedad de criterios en la cuantificacidn de las ro-
setas y por lo tanto, existen heterogenicidad en los resul

tados que reportan las diferentes referencias.

Existen otros métodos mis sofisticados y mis especifi
cos como es el caso de la inmunofluorescencia, que requie-

re de reactivos e instrumentacién especiales.

Es conveniente enumerar los linfocitos T, expresdndo-

los en porcentaje asf como también, en nimeros abtsolutos.

Se ha observado que los resultados obtenidos dependen
del progreso de la respuesta inmune; varian con la tempera
tura, con el grado de agitacién, cambio de didmetro de los
tubos de centrifuga y otras variables como serfan también
la concentracidn de eritrocitos y de linfocitos; asi como
el volumen del medio; que pueden alterar significativamente

el nimero y la morfologfa de las rosetas.

Mediante ciertas té&cnicas, como es la de velocidad de
sedimentacidén, pueden separarse las rosetas de otras cé&lu-
las en base a su tamafo, permitiendo aislar a los linfoci-

tos para estudios que posteriormente deseen realizarse.

En general, la ficil aplicacién de las observaciones
experimentales en el estudio de enfermedades humanas, es su
mamente importante, y por lo tanto el andlisis de subpobla-
ciones de linfocitos, es un necesario aspecto de la medici-

na clfnica moderna.
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SEPARACION DE LINFOCITOS T Y B EN SANGRE PERIFERICA

Objetivo: Realizar la separacifn de linfocitos T y B
de la sangre periférica mediante la técnica de centrifuga
cidn por densidad con Ficoll-Hypaque, y posteriormente rea
lizar la formacidn de rosetas, para estudios cuantitaéi;os,
analfticos y funcionales de ambas poblaciones. Analizar las
diferencias que existen entre las dos poblaciones de linfo
citos, mediante las cuales es posible separarlos y enumerar
los. Comparar con otras metodologfas usadas y evaluar las
limitaciones de esta técnica a-desarrollar, asf come laéveg

tajas que ofrece.

Generalidades: Algunas propiedades fundamentales de los
linfocitos B y T, que deben tomarse en cuenta para una me--

jor comprensiSn de la pridctica, son las siguientes (1):

Caracterfsticas Linfocitos B Linfocitos T
Origen Médula osea Mé&dula osea
Sitio de proce La bursa en las Timo '
samiento aves

Localizacidén en Foliculo Paracortex

el n6dulo linfd
tico.

Cordén medular

(cortex profundo)

Funciones

Célula efectora en
la sintesis de an-
ticuerpos.

Célula-efectora en
la inmunidad celu-
lar.

Célula reguladora
(ayuda o supresién)

Subtipos identi
ficados

Célula del centro
folicular.

Linfocitos del cor

dén medular.

Célula supresora
citotdxica.

Célula inductora
de ayuda.

% de c&lulas san
guineas periféri
cas.

10-15% de linfoci-
tos pequefios.

75-80% de linfoci-
tos pequefios.

Marcadores de su
perficie mds con
fiables.

Inmunoglobulinas
de superficie.

Formacién-de rose-
tas espontdneas con
GRC (Rosetas "E")
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RECEPTORES EN LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS B(6).

Eritrocitos de

carnero

linfocito B

@ Componentes acti
vados del comple
mento.

Inmunoglobulina
S 1g

Roseta "EA"
receptor C‘ receptor C‘ /

En la practica anterior, qued§ ya establecido el fun-
damento para la formacién de rosetas."E", en la identifica
cién de linfocitos T.

Los linfocitos B, tienen receptores de meﬁbrana para
C3. La técnica de formacidn de rosetas "EA", depende . de 1la
capacidad de los linfocitos B, de formar rosetas con'eritrg
citos recubier;os de complemento (3). Las c&lulas indicado
ras son eritrocitos de carnero tratados con anticuerpos fren
te a ellos, y complemento humano. Tambi&n los PKN y los mo
nocitos pueden formar rosetas "EAC" (2). Pero las células B,
aparecen pequefias, con una capa simple de eritrocitos adhe-

ridos (3).
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La formacién de rosetas puede ser inhibida agregando
antiglobulina, indicdndose con esto, que los receptores

son Ig (7).

Cualquier partfcula que contenga en su superficie-o
que pueda ser recubierta con determinantes antigénicos, pue

de ser utilizada en una prueba directa de rosetas (8).

Los linfocitos B pueden ser identificados también, de
mostrando inmunoglobulina en la superficie de su membrana,
utilizando suero antihumano con inmunoglobulina marcada con
fluoresceina o utilizando un suero con inmunoglobulina no
marcada, en una especie animal particular, seguido por un
suero antiespecie marcado con fluoresceina (l11). Ademdsde
los dos marcadotes ya méncionados, existe una amplia varie
dad que han sido utilizados, con la finalidad de identifi-
car, enumerar y aislar los linfocitos B y T (9).

Para que un marcador tenga validez, deben tomarse en

cuenta los siguientes puntos (2):

»

-aj Debe determinar la expresién del marcador en B, T,

u otra poblacién o subpoblacién celular.

b) E1l sistema marcador, debe ser titulable hasta un -
punto de saturacifn, que defina las distintas poblaciones

o subpoblaciones.

c) Bajo ciertas condiciones, coﬁo es la rdpida prolife
racién, habrd diferencias en la expresién del marcador. Si
es posible la expresifn del marcador en células B y T norma

les, bajo condiciones similares deber4 ser verificada.

Algunos marcadores no son exclusivos de cé&lulas. linfoi
des. La mayor dificultad préctica, es ocasionada por los mo

nocitos, que pueden acarrear IgG citofflico (3).

Para aislar linfocitos de la sangre, se han reportado

numerosos mé&todos. Entre ellos, el método mds comunmente uti
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lizado, es el de Ficoll-metrizoato de sodio, descrito por
Boyum (2).

Ninguna té&cnica de separaci6én, tiene una eficacia ma
yor del 90%. En el método de Ficoll-Metrizoato de sodio,
existe una pérdida preferencial de c&lulas T (4).

Estas preéparaciones, contienen una alta proporcién de
monocitos; estos, acarrean algunos marcadores en comidn con
las cé&lulas linfoides pero pueden ser fdcilmente distingui

dos por su morfologia general (11).

A continuacién se muestran algunos métodos usados en

la separacién de linfocitos B y T humanos (2):

A) Utilizando marcadores de

sup., definidos. Eficacia
1. Antisuero citot6xico ej. Anti-Ig Alta
Anti-T
Anti-B
2. Sedimentacidn de rose- E Variable, pero
tas. EA puede ser alta.
EAC
3. Columna de fraccionamien Degulan anti- Moderada
to. ej» Ig
Degulan anti-
‘Ig+lg
Sephadex anti-
Ig Alta
‘Sephadex espa-
‘ciado anti-Ig
4. Monocapas absorbentes. Alta .
5. Tipo de cé&lulas activa Anti-Ig Alta
das fluorescentemente Anti-T
ej. Anti-B
B) Usando propiedades generales Eficacia
1. Electroforesis Un grado de sepa

racién es posi--
ble.
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2. Gradiente de densidad

3. Velocidad de sedimen Los linfocitos
tacién a 1 g. - B son efectiva
mente removi--
dos. Eficacia
moderada.
(25-70%).

4. Columnas de adherencia, fibra de ny-
ej. lon.

Entre los métodos mds usados se encuentran las columnas

de adherencia con fibra de nylon.

Fundamento: En esta prdctica, se efectuard la separacifn
de linfocitos de la sangre, en base a la centrifugacién de ~-
densidad, utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque, y poste-
riormente se procederd a identificarlos y enumerarlos, utili-
zando la propiedad de formacifn de rosetas "E" y rosetas - -
"EAC" (3).

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Ficoll 400 (PM 400 000 sigma), 6.48 g en 72 ml de agua -
destilada, con Hypaque al 50% (21 ml).

Amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2.
Eritrocitos de carnero.’
Sangre humana heparinizada.

Solucién del nuevo azul de metileno al 0.5%.

Material:

8 tubos de 13 x 100 mm.
5 pipetas de 1 ml.

3 pipetas de 5 ml.

2 pipetas de 10 ml.

6 pipetas Pasteur.
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2 tubos de centrifuga.

1 hemocitémetro.

Equipo:

Estufa a temperatura de 37°C.
Centrifuga.

Microscopio.

METODOLOGIA

1. Obtener 4-5 ml de sangre humana heparinizada (0.35 ml
de heparina) y diluirla 1:2 con amortiguador salino de fos

fatos.

2. Pasar por Ficoll-Hypaque la sangre diluida, colocando
en un tubo de centrifuga 3 ml de Ficoll-Hypaque y 4 ml. de
sangre diluida; centrifugar a 1 700 rpm durante 45 minutos
La densidad del Ficoll-Hypaque debe encontrarse en un ran-
go de 1.07-1.08.

Estratificar 'la sangre, deslizindola lentamente por
las paredes del tubo sin mezclar.

Plasma

'Linfocitos

F-H

®Eritrocitos y Leucocitos.

.

3. Separar la interfase cuidadosamente con una pipeta Pas
‘teur y lavar los linfocitos tres veces con amortiguador sa-
lino de fosfatos con pH de 7.2 (4-5 ml en cada lavado), cen

trifugando.a 1 700 rpm bor 7 minutos.

4, Ajustar la concentracién de c&lulas viables a 4 x 106/

ml. (En el segundo lavado dejar + 1 ml, afiadir un ml. de la
’ ]
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solucién del nuevo azul de metileno y contar un cuadro pg
ra lecucociﬁos en el hemocitémetro. El resultado se multi

plica por 20 000 para conocer la concentracidn obgenida).

5. Tomar 1 ml del paquete de eritrocitos de carnero pre
servados en solucian'debﬁlsever v/v (por lo menos durante

una semana.

6. Lavar.el paquete tres veces con émortiguador salino
‘de fosfatos con pH de 7.2, centrifugando a 1 500 rpm (pre

paracidn previa).

7. Hacer una suspensifn al 1% con amoftiguador.salino de

fosfatos con pH de 7.2.

8. Mezclar 0.25 ml de linfocitos y colocar 0.2 ml en -dos

tubos.

9. Incubar emn 1la estufa a 37°C, por 15 minutos.
10 . Centr&fugar a 800 rpm, durante -5 minutos.

11. Incubar en baifio de hielo, 2 horas.

12. Hacer lectura al microscopio, contar rosetas de linfo

citos con -3 o mis eritrocitos de carnero adheridos.

‘Leer el primer tubo después de dos horas de incubacifn
Leer el segundo tubo después de cuatro a cinco horas de in-

cubacién.
ROSETA B
l. Seguir hasta el paso 6.

2. Hacer una suspensifn de eritrocitos de carnero al 5%

en hemolisinas con dilucifn apropiada.

3. _.Incubar a 37°C, en la estufa por 30 minutos. Lavar

2 veces.

4. Afadir un volumen igual al inicial de compiémento fres
co, dilufdo 1:200 en amortiguador salino de fosfatos con pH
de 7.2.
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5. Incubar a 37°C por 30 minutos.
6. Lavar 2 veces.

7. Ajustar al 1% con amortiguador salino de fosfatos con
pH de 7.2. ’

8. Mezclar 0.25 ml de eritrocitos de carmero, con 0.25 ml
de linfocitos.

9. Dejar 15 minutos a temperatura ambiente,
10. Centrifugar 5 minutos a 800 rpm.

11. Resuspender suavemente los paduetes.

12. Observar al microscopio. Leer directamente.

Nota: Los eritrocitos de carmero tratados, pueden uti

lizarse al dia siguiente.
Resultado:

Reportar el 7% de linfocitos formadores de rosetas "E",
en relacién con toda la poblaciGn presente en el hemocit6-
metro. Es recomendable contar 100 cflulas, para obtener da

tos mds precisos.

%2 de linfocitos T.

Reportar el % de linfocitos formadores de rosetas - -
"EAC", en las mismas condiciones que se siguieron en la cuen
ta de linfocitos T.

% de linfocitos B.

Segln comunitacién del WHO, los resultados oscilan en-
tre 50-707% para los linfocitos T y 20-30% de linfocitos B.
En México existe discrepancia en los resultados reportados,

por lo cual no se ha fijado un valor de referencia.

CUESTIONARIO

1. {Cudl es la composicién del reactivo Ficoll-Hypaque, y
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con que objeto se utiliza en esta prdctica?

2. tPor qué deben ser preservados los eritrocitos en so
luci6én de Alsever, por lo menos una semana antes de su uti
lizac i6n?

3. (Qué utilidad tendrfa el uso de azida de sodio en la
préctica?.

4. ¢Por qué seria conveniente tratar los eritrocitos con

neuraminidasa previamente?.

5. iC6mo debe calcularse la cantidad de hemolisina que re
quiere utilizarse en la formaciSn de rosetas "EAC"?

6. iC6mo se efectda la formacibn de rosetas "EA"? /

7. Menciore otros tres matcadores de linfocitos diferen-

tes a los mencionados previamente:

8. Actualmente ;se considera que las cflulas formadoras
de placa, y las c&lulas formadoras de rosetas "EAC" son una
misma poblacién? ;Por qué?

9. iCudl es el papel del macr6fago en la inmunidad humo--
ral e inmunidad celular?

10. Explique alguna contribucién de los marcadores de super
ficie en medicina.

DISCUSION

Esta técnica de centrifugacién por densidad, permite se
parar a las cflulas linfoides de los démﬁscomponentessangql
neos; posteriormente se procede a realizar las té&cnicas de -
‘formaci6n de rosetas, con objeto de separar y cuantificar las
dos poblaciones: los linfocitos B y T.

Esta es una prueba con las ventajas de,se} econdmica y
requerir relativamente poco tiempo en su elaboraci&m. Presen
ta un alto grado de sensibilidad, lo resultados son bastante
reproducibles y permite medir posteriormente la actividad fun
cional de la fraccién celular obtenida.
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La identificacién y enumeracién de los linfocitos B y
T en sangre y otros tejidos, tieme particular valor en el
estudio de las enfermedades linfoproliferativas, en inmuno
deficiencias, en erifermedades autoinmunes e infecciosas y
la ;eparéciGn de ambas poblaciones es muy utilizada para -
realizar estudios y tipificgciones de los antfgenos HLA en

el campo de la inmunologfa de transplantes.

El reactivo de Ficoll-Hypaque es. econémico, no es td-
xico ni interfiere con las funciones de las c&lulas proba-
das, y es inerte, por lo cual no altera la carga de las

protefnas en la superficie de membrana.

Los reactivos utilizados son delicados. El pH de 1;5
soluciones amortiguadoras debe ser vigilédo. porcue loseri
trocitos son muy sensibles. Se pueden emplear eritrocitos
de distintas esﬁecies animales, pero varfan los requerimien
tos, teniéndose que cuidar las condiciones de almacenamien
to e isotonicidhd. para su utilizacién en las ;osetas. El
radio primo de eritrocitos por célula nucleadﬁ, la concen-
tracién, el volumen y la fuerza de centrifuéaciGn..deben ser
estandarizados.

Algunas rosetas son inestables y se disocian en minutos
después de ser :esuspgndidas;'al agregar azida de sodio se
previene la disociacifn, que puede ocurrir también por la cen
trifugacién.
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CUANTIFICACLON DE CELULAS FORNADORAS DE ANTI-
CUERPO. MODIFICACIOR DE LA TECNICA DE JERNE

Objetivo: Demostrar la capacidad individual de las c@
lulas linfoideas de un animal inminizado recientemente con
tra un antfgeno, de secretar anticuerpo especffico al me--
dio, lisando células blanco en presencia de complemento,
utilizando una modificacién de la técnica de Jerne. Recono
cer algunas modificaciones que se han desarrollado a par--
tir de la té&cnica original, evaluando la utilidad de la mis
ma en el campo de Inmunologfa expérimental y clinica, con-

siderando las limitaciones y ventajas de su aplicacidn.

Generalidades: En 1963, Jerne y Nordin desarrollaron

una técnica con la cual las células formadoras de anticuer
po (CFA), pueden determinarse funcionalmente "in vitro",
mediante la propiedad que tienmen los anticuerpos producidos,
de fijar complemento después de haberse unido a un antfige-
no (2,3).

Este método original es solamente adecuado para deter
minar la formacién de IgM, y se conoce con el nombre de téc
nica directa (9).

Cuando se requiere determinar alguna otra inmunoglobu-
lina, por ejemplo IgG, se agrega a la placa un anticuerpo
antiglobulina gamma de la especie de donde provienen las cé

lulas linfoides, y se conoce como té&cnica indirectd (9).

La técnica sirve para evaluar directamente la .respues-
ta humoral contra cualquier antfgeno capaz de adherirse a
la wembrana de los eritrocitos de cualquier especie, tal co
mo se hace en la hemaglutinacidn pasiva, a reserva de que
el procedimiento de acoplamiento, deje al eritrocito sensi-
ble a la lisis. Esta modificacién properciona mayor versati
lidad al método por en cuanto a los antigenos que pueden pro

barse, habiéndose desarrollado técnicas para unir casi cual-
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quier antfgeno a los eritrocitos, incluyendo protefnas, po

lisacdridos y haptenos.

Esta técnica permite evaluar directamente la respues-
ta humoral desde su inicio; es capaz de medir los anticuer
pos circulantes que mediante otras té&cnicas se detectan has
ta que se acumulan en mayor concentracidn (5). Permite revi
sar grandes poblaciomes celulares, por lo cual es muyutili
zada a nivel experimental en miiltiples estudios de la res-
puesfa inmune, en un gran nimero de vertebrados que inclu-
yen ademds de mamfferos, anfibios, reptiles, aves, peces,
etc. (8). En la actualidad se aplica priﬁcipalmente en es-

tudios a nivel humano.

Como herramienta de experimentacién, esta t&cnica ha
permitido estudiar miltiples facetas de la respuesta humo-
ral que incluyen la relacién de esta @iltima con la respues
ta celular (6); se ha podido seguir la alteracidn de la fun
cién de las c&lulas B por diversos factores tales como los
fi;macos, los virus, pardsitos, etc. (8); se ha estudiado
la evolucidn de la respuesta inmune en funcién del tiempo,
llegdndose a conocer asf el intervalo requerido para obte-
ner una respuesta inmune 6ptima (6); ha hecho posible laob
servacifn de los experimentos "in vivo", "in vitro" (7);
las CFA han podido ser reconocidas y recuperadas para obte
ner un crecimiento subsecuente en cultivos (5); ha podido
seguirse la respuesta primaria y la secundaria (6); ha ser
vido en la investigacidn de las propiedades del complemento
y del factor anticomplementario (4); ha facilitado 1la compa
racién inmunoldgica entre pacientes, permitiendo la detec--
cién de las diferencias individuales en la capacidad de res
ponder a un antigeno, asi como las diferencias del sistema
inmune entre especies y edades (8); ha ayudado en laEEOm;-

prensifén de la inmuno-supresién (6).

Existen mGltiples modificaciones de la técnica, en las
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que cabe mencionar la de Cunningham, donde las cé&lulas lin
foides y los eritrocitos, se incuban sin soporte de gel,

utilizando una cdmara de monocapa; es {itil en estudios que
implican micromanipulacién de las cé€lulas vivas bajo micros

copia de iuz, para no distorsiomarlas (1).

Nossal desarrollé una modificacidn utilizando carboxi
metilcelulosa, que binda excelentes condiciones 6pticas y
una monocapa muy delgada que favorece la deteccién de peque
fas placas de lisis (7). La‘carboximetilcelulosa favorece la
acumulacién local de proteinas alrededor de la célula secre
tora, por su viscosidad y por la unifn reversible de protei
nas. Es un cultivo abierto que permite el intercambio de- ga

ses con la atmésfera (7).

Fundamento: Las c&flulas linfoideas provenientes de un
animal inmunizado con eritrocitos de carnero, se mezclan con
los eritrocitos de carnero en un soporte semis6lido de aga-
rosa, donde son inmovilizadas. Al cabo de 45 minutos de in-
cubacifn, los anticuerpos especfficos producidos se unen a
los eritrocitos de carmero y al agregar complemento, se pre
senta una lisis de los eritrocitos, observdndose macrosc6-
picamente la formacién de pequeiias placas liticas, en cuyo
centro se encuentran las c&lulas linfoideas productoras de

anticuerpo.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Agar noble.

Agarosa.

Heparina.

Solucién de Hank.

Solucién salina isot6nica.

Suero de cobayo fresco.
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Eritrocitos de burro o carnero.

Amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2

Material biolégico:

1 ratén inmune.

1 ratén control.

Material:

1 gradilla excavada de pldstico para portaobjetos.
1 jeringa de | ml. con aguja del nidmero 27.
2 tubos de centrffuga graduados estériles.
.3 pipetas Pasteur.

4 pipetas de 10 ml.

3 pipetas de 1 ml.

3 pipetas de 0.2 ml.

1 caja de Petri.

4 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

4 tubos de ensaye de 12 x 75 mm.

1 matraz Erlenmayer de 100 ml.

4 portaobjetos.

1 pipeta cuenta gl8bulos (leucocitos).

1 hemocitSmetro.

Equipo:

Equipo de diseccién.

Caja para gradillas.

Bafio de hielo.

Centrffuga.

Microscopio.

Estufa a temperatura de 37 y 43°C.

METODOLOGIA

1. Inocular un ratén inmune, cinco dfas previos a la prue
ba, con 0.2 ml de una suspensién de eritrocitos de burro o
carnero al 4%, previamente lavados. Utilizar un ratén con--

trol sin inocular.



- 109 -

2. Sacrificar a los ratones por decapitacién y extraer el

bazo.

3. Colocar cada bazo en una caja de Petri, conteniendo 6
ml de solpci6n de Hank.

4. Disgregar los bazos con dos pinzas de punta roma.
5. Colectar la suspensién en un tubo de ensaye.
6. Dejar reposar de 3 a 5 minutos en bafio de hielo.

7. Transferir el sobrenadante a otro tubo, sin tocar los

grumos depositados en el fondo.

8. Centrifugar la suspensién a 1000 rpm durante 10 minu-

tos y decantar.

9. Lavar el paquete celular dos veces en solucién de Hank
o amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2, centrifugan

do a la misma velocidad.

10. Resuspender las células en 5 ml de Hank o solpci6n sali
na balanceada, y hacer diluciones 1:10 y 1:20. Contar en el
hemocitSmetro el niimero de linfocitos/ml. de cada dilucién.
Es conveniente determinar el ndmero dé células viables (ver
paso niimero cuatro de la té&cnica de separacién de linfocitos

en sangre periférica.

11 . Preparar una solucién al 15% de eritrocitos de burro o

carnero, en solucidén salina isoténica.

12, Preparar una suspensién de agar noble al 0.1% en solu=--

cién salina isoténica y barnizar con ella los portaobjetos.

13. Preparar una suspensién de agarosa al 0.5% en solucidn
de Hank; filtrarla y colocar 0.4 ml en tubos de ensaye de

12 x 75 mm.; mantener los tubos en estufa a temperatura de 43°C

14, Agregar a cada tubo 0.05 ml de la suspensidn de eritro

citos de burro o carnero, sin sacar los tubos del baiio.



- 110 -

15. Agregar 0.1 ml. de cada una de las diiuciones (1:10 y

1:20) de 1la suspensién de células de bazo.
J
16, Mezclar bien y vaciar cada tubo sobre un portaobjetos

barnizado y marcado previamente.

17. Colocar los portaobjetos en las gradillas de plistico,
e incubar dentro de unaestufa himeda a 37°C durante una ho

ra.

18. El complemento de cobayo se diluye 1:10 en solucién de .
Hank y se ponen 6 ml, de tal solucifn en una grédillg exca-

vada.

19. 1Invertir los portaobjetos con las células sobre la gra
dilla, de tal forma que queden en contacto con el complemen

to.
20. Incubar a 37°C durante dos horas més.

21, Contar el nimero de placas de lisis obtenidas,”obsetvag

do con el microscopio.

Resultados:

linfocitos/ | linfocitos/ | No. de | % de
ml. ml. placas | CFA
Placas
\ INMUNE
dil. 1:10 CONTROL
INMUNE
dil. 1:20
" CONTROL
CUESTIONARIO

1. Mencione otras fuentes de complemento que pueden utili-

zarse en esta técnica.

2. {Qué efecto puede tener una incubacién prolongada antes

de afiadir complemento, y por qué?
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3. Explique los factores que originan la formacién de pla
cas falsas.

4, {C6mo se puede determinar la dilucién 6ptima de anti--

suero para obtener un niimero adecuado de placas 1fticas?

5. ¢Por qué se incuba la placa una hora, antes de afiadir
complemento?

6. {Cudl es el objeto de afiadir antiglobulina de Coombs,

en la medicién de una reaccién secundaria (1gG)?

7. iQué finalidad tiene el gel, y por qué hay modificacio
nes en las que ha sido sustitufdo o eliminado?

8. iC6mo pueden fijarse las placas con CFA, para estudios
posteriores?

9. ¢{Qué rango de CFA es conveniente tener, y cémo puede
ser expresado el nimero de las mismas?

10 . Describa la técnica de recuperacidn de las CFA.
DISCUSION

Esta técnica para la determinacidn de cé€lulas formado-
ras de anticuerpos, tieme la gran ventaja-de monitorizar 1la
respuesta inmune en forma sensitiva y cuantita;iva; evalua
directamente la respuesta humoéal desde su.inicio; es una -
técnica muy sencilla y costeables, y requiere la inversidn

de poco tiempo.para examinar grandes poblaciones celulares.

Existen mltiples modificaciones de la técnica origi-
nal de Jerne, que han proporcionado una enorme versatilidad
para su aplicacién en un amplio campo de la inmunologia. -De
be tenerse cuidado en la estandarizaci6én de reactivos y po-
blaciones celulares, asf como en el tiempo requerido de in-
cubacidn, para evitar problemas tales como la obtencién de

placas félgas, placas pequeiias y otros.
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Es recomendable determinar el nidmero de cé&lulas via-

bles para obtener datos cuantitativos mis precisos.
\
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INTERACCION ANTIGENO-ANTICUERPO.

La caracteristica mds notalbe de la interaccién anti-
geno-anticuerpo, es su especialidad. Como e jempo, tenemos /
el caso del anticuerpo contra la albdmina sérica de cone7/
jo, que reacciona intensamente con la albiimina de conejqi

pero es inerte frente a la alb@imina de otras especies./

Los estudiol experimentales de Landstainer, conf%nti-
genos artificiales, mostraron que la especificidad de la
reaccidn desde el punto de vista fisicoquimico, depende -
principalménte de la presencia de cadenas laterales seme-
jantes sobre las moléculas de antigenos y de anticuerpog.
Se cree que las cadenas laterales presentan una disposi--
cidn espacirlde tal naturaleza, ' cue da lugar a coi‘nc idencia

fisica cuando se acercan una.a otra.

La aglutinacidn es la reaccidn mds sengilla para de-
mostrar la interaccifn antigeno- anticuerpo. Esta reaccidn
entre el antigeno y'el anticuerpo, forma agregados de pro-
teina bastante grandes que pueden percibirse a simple vis
ta. Los anticuerpos cue pueden demostrarse por las técni-
cas de aglutinacidn se denominan aglutininas, y los anti-
genos correspondientes, aglutinogenos. La precipitaci6n es
un proceso seme jante a la aglutinacidn, donde los anticuer
pos correspondientes se denominan precipitinas. El resul-
tado de la reaccidn antigeno-anticuerpﬁ en este caso, con
siste en la apar icién de un precipitado granular fino, que

tiende a permanecer suspendido en la solucidn.

La precipitacidn, y en menor grado la aglutinacidn,
pueden presentar el fendmeno de prozona, que suele deber se
a un exceso de antigeno, aunocue menos frecuentemente pue-

den obedecer también a un exceso de anticuerro.
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CONTRAINMNUNOELECTROFORESIS. INVESTIGACION DE ANTI
CUERPOS FRENTE A ENTAMOEBA HISTCLYTICA

Objetivo: Realizar la té&cnica de CIEF para demostrar la
presencia de anticuerpos contra Entamoeba histolytica en sue
ro. Analizar el fundamento de este método, evaluar la sensi-
bilidad y especificidad que presenta para la deteccifn de an
ticuerpos, y determinar las limitaciones del mismo, recono--

ciendo las fuentes de error que pueden afectar los resultados.

Analizar el problema de salud que representa la amibia-
sis humana, y la utilidad de las pruebas serolégicas en la epi

demiologfa y diagndstico de 1la amibiasis invasiva.

Generalidades: E1 patfgeno amibiano prevalente en el hom
bre es Entamoeba histolytica, que tiene distribucidn mundial,
encontrindose en todas las latitudes y afectando aproximada--
mente el 10% de la poblacidén total, llegando algunasveces has
ta un 80% en regiones tropicales, dependiendo esto, principal

mente de factores higiénicos (4).

En la Repiiblica Mexicana la amibiasis tiene cardcter en-
démico, sin tener relacidn alguna con el clima; existe un 27%
de poblacién infectada, entre la cual una gran .proporcién es-
ta constituida por portadores sanos y sblo una ﬁinorIa enfer-
ma como consecuencia de la invasién tisular por el parédsito.
La mayoria de estudios sobre la frecuencia de la amibiasis, se
han realizado investigando la presencia de quistes de E. his-
tolytica en heces, condicién que no da evidencia de amibiasis
invasora (1). La amibiasis es una de las principales causas
de muerte en el pafs, y la enfermedad parasitaria m&s -impor-
tante (2).

Los estudios realizados sobre la Inmunologfa de la amibia
sis comprenden los aspectos siguientes: 1) Inmunidad humoral;
2) Inmunidad celular; 3) Induccidn de Inmunidad experimentaly

4) Inmunizacifén humana postinfeccidn.
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E. histolytica provoca la formacidn de anticuerpos es-

pecfficos, serolégicamente detectables cuando invade los te

jidos humanos o animales (5).

En la década de los 60's, gracias a los cultivos axéni
cos de E. histolytica (Diamond), se desarrollaron varias
técnicas serolégicas, entre las cuales, caben mencionarse la
inmunofluorescencia, la fijaci6én de complemento, los geles
de difusién, la aglutinacién de partfculas de litex, la he-
maglutinacién indirecta y 1la contrainmunoelec;rofbresis (6).
Estas dos Gltimas son las pruebas mis especfficas y muestran
una gran similitud,de resultados, excediendo el 90% de reac
ciones positivas, aunque la hemaglutinacién indirecta es la
prueba mis sensible (6). Hemos adpatado finalmente ila contra
inmunoelectroforesis, por la mayor rapidez y facilidad en su
ejecucidén y la cual depende de IgG, donde se encuentranprin
cipalmeﬁte estos anticuerpos, aunque se localizan tambiénen
.1gM, que interviene en la reaccién de hemaglutinacién,indi-
recta (7); La IgA aparece también la amibiasis invasiva, pe-

ro ain no se conoce su papel en la reaccién imunitaria.

La seroloéia de la amibiasis a llegado al punto de que
debe ser usada rutinariamente para la deteccién de anticuer
pos'especfficos en pacientes sospechosos de invasién amibia

na, as{ como para las encuestas epidemiolégicas (2).

La contrainmunoelectroforesis es una t&cnica inmunolégi
ca de difusifn en gel, similar a la doble difusién, seginel
método de Ouchterlony. E1 antfgeno y el anticuerpo se colo-
can en pozos diferentes, en el medio de gel de agar con amor.
tiguador, sometiéndose simultdneamente a la accién de un cam

po elé&ctrico y en los puntos donde se unen al difundir, se
forman inmunoprecipitados (3).
Los antigenos protefcos se mueven hacia el anodo en el

campo eléctrico, y los anticuerpos especfficos se mueven ha

cia e1<;%todo, debido al fendmeno electroendosmStico; cuando
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los dos se unen, se forman una o varias !fneas ﬁe precipita
cién visibles en el medio de soporte (agarosa, gel de agar).
En comparacién con el método de Ouchterlony, la contrainmu-
noelectroforesis se caracteriza por una mayor rapidez en la
formacién de los precipitados (45-60 minutos), y por su ma-
yor grado de sensibilidad (concentra a todos los componentes
inmuﬂolégicos en un solo lugar) (3). Obviamente, este método

no es Gtil para antfgenos con carga positiva o neutra.

La contrainmunoelectroforesis es adecuada para la deter
minacidn cuali y semicuantitativa, de los antigenos protéi-
cos presentes en el plasma o en otros flufdos del organismo
en ciertos padecimientos, cuando su movilidad electroforéti-

ca es contréria a la movilidad de los anticuerpos.

Esta técnica es muy empleada pero la investigacién del
antfgeno asociado a la hepatitis (antfgeno Australia) y de los
anticuerpos frente a este antfgeno, para la investigacidn de

los productos de la degradacidén del fibrinégeno (D y E), asf

como para la investigacién de la ©K -fetoproteina y anticuer

pos frente a E. histolytica (7).
/
REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO EN LA PLACA DE CON-
TRAINMUNOELECTROFORESIS

ANODO + Ac. de E. histolytica

LILEAS DE i l ! l l FRLCIPITACICK.
REEEE
CATODO — E. :E??ﬁ vtica.
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Fundamento: En un soporte de agarosa, se coloca el suero
de prueba que contiene anticuerpos frente a E. histolytica en
el ¢ftedo, y el antfgeno de E. histolytica en el . Tras
re;¥?g;} el corrimiento electroforético adecuado %%n un amor-
tiguador conveniente, por el fendmeno de electroosmoforesis,
el antfgeno y el anticuerpo difunden con sentido opuesto uno
del otro en el gel, hasta que se unen y forman una lfnea de
'precipitaci6n visible, resultado de la reaccién antfgeno-anti

cuerpo.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERfAL.
Reactivos:

Antigeno de E. histolytica para contrainmuncelectrofore
sis, ais'lado de trofozoitos .obtenidos en cultivo ax&nico (E.
histolytica cepa HK-9). El antigeno liofilizado después de =
fehidratado, contiene 1 mg/ml de antfgeno amibiano especifi-
co, y como conservadér se debe agregar 1 mg/ml de azida de so
dio.

Suero control positivo de E. histolytica, obtenido dé ca
bras inmunizadas con antfgeno purificado de E. histolytica,
con 1 mg/ml de azida de sodio como.conservador. Se presenta

liofilizado.

T~
Amortiguador de dietilbarbiturato-acetato con un pH de -

8.2 y una fuerza ifnica M = 0.05.

a) Para la cdmara de electroforesis (amortiguador concentra

do):

13.38 g de barbital sédico (5.5-dietilbarbiturato de so-
dio), 8.83 g de acetato de sodio trihidratado, llevar a 1.5
1 con agua destilada y afiadir HCl 0.1 N hasta temer un pH de
8.2 (aproximadamente 186 ml). La fuerza ifnica de este amor-

tiguador es 0.1; para su empleo diluir este amortiguador con-
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centrado con agua destilada en la proporcién 1:2.
b) Para la preparacién del gel de agarosa:

Mediante la dilucidn del amortiguador concentrado en la
preparacidn 1:10 de agua destilada, se llega a la fuerza id-
nica de 0.0l. Como conservador afiadir 0.1 nl de solucibn al
10% de timerosal de sodio, a 100 ml de la solucifn de agaro-

sa.
1.5 g de agarosa.
Material:

Aplicadores de madera.

Pipetas capilares.

pipeta de 10 ml.

tubo de ensaye de 16 x 150 mm.
horadador de 4 mm de didmetro.
plantilla,

placas de vidrio.

N = o e

‘Tiras de papel filtro.

Equipo:

Cédmara de electroforesis. De preferencia con sistema de
enfriamiento.
Mesa horizontal.

Bafio a temperatura de 90-100°C.

METODOLOGIA

1. Para preparar las placas de gel de agar, se mezclan 1.5
g de agarosa y 100 ml de amortiguador y se calientan hasta -
ebullicidn en bafio de agua. Una vez que la solucién estd com
pletamente clara, se deja enfriar a 80°C aproximadamente y

se vacfa el ;Iquido caliente sobre las placas de vidrio que

deben estar colocadas en una superficie perfectamente hori--
zontal. La maniobra se hace mediante una pipeta precalentadas,

o bien, vaciando directamente desde un tubo de ensaye que con
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tenga la cantidad ya medida. Para tener las placas de vidrio
.perfectamente niveladas, se utiliza una mesa horizontal ajus

table.

Tamafio de la placa Volumen del gel
10.0 X 10.0 cm. 20.0 ml.
20.5 X 11.0 cm. 40.0 ml.

En la capa de gel solidificado por enfriamiento, horadar
3 filas dobles de pozog, con una distancia aproximada 1.5 cm
entre ellas, con 6-8 pozos cada una; la distancia entre los -
centros de los pozos pares debe ser de 1.0 cm. Esto se puede
hacer con el horadador de 4 mm y guidndose por 1la plantiila.

Retirar con cuidado el gel de agar de los cortes.

2. El antfgeno de E. histolytica se tiene que rehidratar an
tes de su uso, en el volumen de agua destilada indicado en la
etiqueta, Si se conserva en refrigeracifén, es estable durante

una semana.

3. El suero control positivo de E. histolytica, se rehidra-
ta en el volumen de agua destilada que viene indicado en 1la
‘etiqueta. Si este suero rehidratado se conserva entre +4 y --

+6°C, puede utilizarse hasta por 14 dias.

4. Los pozos de las filas A (&@nodo), se llenan hasta su bor
de con el suero control o con los sueros problemas. En los po
zos de las filas B (cdtodo), se coloca el antigeno (ver el es

quema siguiente):
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FLACA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

ANODO + .

G: C)C’ O (:)1 ;) O O A A=sitios de apli

cacidén para los

O O C C O O OO b sueros de los pa

cientes.

O OC@ O O O O ‘ A B=sitios de apli

cacidén para el an

OOOOOOO O B tfgeno de E. his
0000000 | | Tl
O O O ™ O O O O | . positivo de E.

histolytica.

CATODO -

5. Condiciones de la electroforesis:

a) Amortiguador para la electroforesis: dietilbarbiturato,
pH 8.2,M= 0.05.

b) Voltaje: 130-160 V.
c) Potencial: 4.5 V/cm.

d) Intensidad por cédmaras: 30 wA para la placa de 10 X 10
cm, y 60 mA para la placa de 20.5 X 11 cm.

El contacto entre el amortiguador de la cimara y la pla
ca de gel de agar se establece mediante tiras de papel filtro
de 1 mm de grueso. Si el voltaje se ajusta (cerca de 130-160
V), de tal manera que el potencial en el gel sea de 4-5 V/cm,
por ejemplo. La electroforesis se lleva a cabo empleando ﬁe
preferencia el sistema de enfriamiento con agua durante 45 mi

nutos.
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Resultados:

En los casos positivos, al té&rmino de 1la eléctroforesis
se forman una o mis lfneas de precipitacién, en la zona com-
prendida entre los pozos en que se colocaron el antfgeno y -
el suero del paciente. Estas lineas deben aparecer siempre -
con el suero control positivo de E. histolytica. Los precipi
tados débiles deben intensificarse mediante tincién con algin

colorante para protefnas.

ANTICUERPOS FRENTE A E. HISTOLYTICA:

Fuentes de error:

Las posibilidades de error mds frecuentes se enumeran a

continuacidn:

1. Formacién de precipitados poco definidos por condensacién

de agua en la superficie del gel.

Causas posibles: Diferencias notables de temperatura en-
tre la placa de gel y la cimara de electroforesis (temperatu-

ra ambiente), y alto grado de humedad.

Correccidn: Dejar la cubierta de la cdmara ligeramente

floja, e inclusive dejar una pequeiia salida para el aire..

2, Los precipitados no se forman paralelamente con direccién

a la corriente.
Causas posibles:

a) Contacto deficiente entre el papel filtro y la superficie
del gel.

b) Grosor irregular de la placa del gel de agar (posiblemen

te debido a sobrecalentamiento).
c) Colocacidn oblicua de las placas.

d) Colocacién del papel filtro muy adentro, en la superficie
del gel.
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3. No hay formacidn de precipitados.
Causas posibles:

a) No se colocd, o se colocaron en sitio equivocado, ya sea
el antigeno o los sueros, al efectuar el llenado de los po-

zos.
b) Exceso de antfgeno o de anticuerpo.
c) .Se equivocaron los polos.

d) Contacto deficiente entre los pqenﬁes de papel y la su
perficie del gel de agar (cuando no hay paso de la corrien-

te, se observan anillos de difusién).

4. Excesiva agua de condensacifn en la parte inferior de

la tapa de la cimara de electroforesis.

El agua de condensacifn se forma por la evaporacidn del
agua contenida en la capa del gel durante la electroforesis,

debido al sobrecalentamiento.
Causas posibles:
a) Corriente muy alta.

b) El agua’ que se utiliz6 para la preparacién del amorti-
guador no fue pura, debe verificarse el pH y la conductividad.

c) Enfriamiento insuficiente.
CUESTIONARIO
1. {Como puede obtenerse el antigeno de E. histolytica?

2. (Por qué deben nivelarse perfectamente las placas del

gel de agar?
3. iQué es el fenbmeno electroendosmbtico?

4, (Por qué un exceso de antfgeno o anticuerpo, no permite

la formacién de precipitado?

5. {Qué caracteristicas deben tener los antigenos y anti--

cuerpos usados en esta té&cnica?



- 123 -

6. iCudl es la utilidad de esta prueba en la seroepidemio
logfa?

7. Explique el fundamento de alguna otra té&cnica empleada .

para determinar anticuerpos frente a E. histolytica.

8. {Qué desventajas presenta la contrainmunoelectrofore--

sis?

9.% ;Existe algiin equipo comercial para realizar esta prue

ba?

10. Mencione algunas enfermedades parasitarias, en las cua
les se utiliza como ayuda diagnéstica, la intradermoreaccidn,
la reaccidn de floculacién en l&tex, la hemaglutinacién, la

fijacién de complemento y la inmunofluorescencia.

.

Discusidn:

La contrainmunoelectroforesis en la investigacidn de an
ticuerpos frente a E. histolytica, es una técnica de ,las mis
sensibles'y especificas, presentando ademds las ventajas de
rapidez y facilidad en su ejecucidn. Se.obtienen resultados
cualitativos o semicuantitativos, requiriéndose en este caso
en particular, conocer solamente si existen o no, anticuer--

pos presentes en el suero humano.

Los reactivos deben estar preparados de acuerdo a las
especificaciones, pues son costosos. El equipo requerido no
es sofisticado, pero debe tenmer un funcionamiento perfecto,
pues de lo’'contrario todo el trabijo resulta indtil. Cono--
ciendo la variedad de fuentes de error que pueden ocurrir,

es posible evitarlas.

Es fundamental no tener excesos de antIgeno ni de anti
cuerpo, requiriéndose repetir la té&cnica con diluciones apro

piadas, sI se presenta el caso.
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ELECTROINMUNODIFUSION. CUANTIFICACION
DE SEROALBUMINA HUMANA

Objetivo: Utilizar el método de electroinmunodifusidn
para cuantificar la seroalbimina humana. Analizar el funda
mento de este método y distinguir las ventajas que propor-
ciona su empleo en comparaci6ﬁ con la inmunoelectroforesis
y la inmunodifusidn radial. Determinar y comnsiderar las po
sibles fuentes de error en el desarrollo de la practica,
evaluando las ventajas y desventajas del m&todo. Sefialar

las posibles aplicaciones de esta técnica.

Generalidades: La electroinmunodifusién (EID) es ur mé
todo para cuantificar proteinas, desarrollado por Laurell.
y por Merrill simulténeamente en 1966 (2,3), donde se combi
A;n el rdpido andlisis inmunoelectroforético y la especifi
cidad de la inmunodifusién radial, para obtener resultados
mis precisos en un tiempo menor (4-5 horas, comparado con
dIag) 4).

En esta té&cnica de EIDjel antfgeno se desplaza median
te electroforesis hacia un soporte, en este caso gel de -
agarosa, que contiene el anticuerpo monovalente. La versa-
tilidad del métodoha permitidogealizar cieréas modificacio
nes, para superar algunos problemas t€cnicos que se presen
tan; se ytilizan varios tipos de soportes, entre los cuales
los m3s empleados son los geles de agarosa con amortiguado
res adecuados para cada protefna, o bien tiras de acetato
de celulosa bdsicamente (7). Como condicifén de 1la brueba,
los anticuerpos no deben migrar en el gel durante la elec-
troforesis y los antfgenos deben presentar movilidad elec-
troforética; por tal motivo se han desarrollado procedimien
tos que permiten modificar quimicamente el anticuerpo o el
antfgeno, para alterar sus movilidades electroforéticas y

tener asi las condiciones adecuadas para el corrimiento. En
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tre estos procedimientos, cabe mencionar la carbamilacidn
del anticuerpo y la copolimerizacién de los antigenos con
glutaraldehido (1).

Dependiendo de su movilidad electroforética, la pro-
tefna a cuantificar, se coloca unas veces en el &nodo y
otras en el cdtodo (8). Al difundirse el antigenoen el ma
terial de soporte que contiene el anticuerpo, se van for-
mando dos lineas de p;ecipitacién que se unen en el punto
de equivalencia entre al antfgeno y el anticuerpo, dando

asf imdgenes de "cohetes" (3)

Cuando las mbéleculas de antfgeno migran, se presenta
inicialmente Uun exceso de antfgeno, y los pequefios comple
jos solybles formados con molécuias de antfgeno, siguen mi
grando a menor velocidad en el gel que contiene.anticuer-
po. Continuando la electroforesis se alcanza la condicién
en la cual, el tamafio del complejo antigeno.anticuerpo,
causa precipitacién. El precipitado no se mueve y es reba-
sado por antigeno no unido a pequefios complejos, hasta que
este ltimo, o el anticuerpo son consuﬁidos. En este punto
se forma el "cohete" que no se mueve aunque continde la -
electroforesis, encontrindose aqui el punto de equivalen-
cia (2). El tiempo requerido para el corrimiento electrofo
rético varia entre 10 y 60 minutos; la intensidad decorrieg
te que debe aplicarse, varia entre 3 & 6 miliamperes por
centfmetro (mA/cm) (5).

Es conveniente correr de 3 a 5 soluciones de concentra
ciones conocidas a la vez, y cuyos resultados servirdn para

trazar una curva de calibracidn (8).

La distancia medida en milimetros entre el pozo donde
se colocd el antfgeno y la punta del "cohete", es directa-
mente proporcional a la concentracién del antigeno. A par-

tir de la curva de calibracién, mediante extrapolacidn y mul
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tiplicando por el factor de dilucién de la muestra, se ob-
tienen finalmente los valores de la concentracién de pro--

tefna en mg/100 ml de suero problema (4).

Si las bandas de precipitacién son muy tenues, o se de
sea fotografiar las placas, y siempre que se usen tiras de
acetato de celulosa, se procederd a lavar para eliminar las
proteinas que no reaccionaron, y a tefiir con cualquier co-
lorante para protefnas, entre los cuales se tienen el ne--
gro de amida, el rojo de Ponceau, el azul de bromofenol,
la fucsina acida, la azocarmina, y la nigrosina, que son

los md3s comunmente usados (7).

Este método por su versatilidad, ha utilizado mucho pa
ra la cuantificacidn en suero, plasma, liquido cefalorraqui
deo y orina, de prealbiimina, albimina, o 1 glicoproteina
dcida, o 1 1
dor de intertripsina, ceruloplasmina, haptoglobina, CBa’C4’

antitripsina, of antiquimiotripsina, inhibi--
transferrina, hemopexina, proteina C reactiva, inactivador
de cls’ IgG, IgA, Ighk, IgD, IgE, antfgeno asociado al fac--
tor de la coagulacién VIII, y otras (5).

La seroalb@mina humana, pequefia proteina con un peso mo
lecular de 69 000 daltons, que tiene como funcién principal
en el plasma, conservar la présiGn osm6tica de la sangre, se

puede cuantificar por electroinmunodifusidn.

Fundamento: La seroalbimina humana se difunde en un gel
de agarosa que contiene anticuerpo anti-albdmina humana, tras
realizar un corrimiento electrofor&tico, produciéndose una
precipitacién por la reaccifn antfgeno-anticuerpo con imagen
de "cohete" al alcanzarse el punto &e equivalencia. Al compa
rar la longitud alcanzada por la imagen que produce la ﬁues-
tra, con las longitudes alcanzadas por las imigenes produci-
das por soluciones patrdn corridas simultineamente, es posi-
ble determinar la concentracién de albiimina en.la muestra pro

blema.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Amortiguador de fosfatos con pH de 7.4, 0.15 M.
Agarosa (Agar purum).

Suero problema.

Suero anti-albGmina humana.

Suero normal estandarizado.

Medio: agarosa al 1.5% en amortiguador de fosfatos,

agregando algunos cristales de fenol.
Material:
2 placas de vidrio de 6 x 8 cm.

1 molde o plantilla: -se disefiard sobre papel milimé-
trico, &€ pozos de 2.5 mm de didmetro, a una distancia

de 4 mm uno de otro.
Mechas de papel para electroforesis.

1 jeringa para aplicacifén Hamilton de un microlitro,
con punta de teflén.

1 capilar de vidrio de 2.5 mm de difmetro.
1 pipeta de 1 ml.

1 pipeta de 10 ml.

1 regla milimétrica.

Equipo:

Cimara de electroforesis.

Fuente de poder de corriente estabilizada que manten
drid una potencia de 6 mA, con un voltaje de 100-200
volts.
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Agitador magnético.

Bafio a temperatura de 45-55°C.

METODOLOGIA

1. Colocar 19 ml de agarosa al 1.5% (en amortiguador de
fosfatos) en bafio de agua de 45-55°C, asf como una pipeta
de 1.0 ml.

2. Utilizando agitacién magnética, agregar un ml de sue
ro antialbdmina humana, previamente calentado en bgﬁo de
agua a 45-55°C (para tenmer la proporcidn de 1:20),:asf co
o algunos cristales de fenol como conservador. Mantener
la agitacién y la temperatura indicada, a modo de que que

den perfectamente mezclados.

3. Mediante una pipeta de 10 ml igualmente cilentada,vg
ciar ripidamente 7.5 ml de la mezcla anterior en el centro
de cada placa de vidrio, previamente nivelada y sellada -
con agarosa. (Es muy importante el perfecto contfql de 45~
55°C, asf como la rapidez con que debe trabajarse en este
paso). La'temperatufa puede ocasionar la desnaturalizacién

del suero; o la solidificacién prematura de la agarosa.

4, Cuando ya ha endurecido la placa de agarosa, cortar -
los 8 pozos de 3 mm de.didmetro, utilizando Ia'blantilla

hecha sobre papel milimétrico, y el tubo capilar. Medir en
4 pozos el suero estdndar en diluciones: 1:64, 1:128, 1:256
y 1:512. Los 4 pozos restantes se llenan con los sueroé pro

blema.

5. La intensidad de la corriente el&ctrica se ajusta apli
cando 6 mA por cada placa con las medidas especificadas en
esta técnica, o bien 1 mA/cm. lineal, segiin ¢l ancho de 1la
placa o placas colocadas dentro de la cdmara de electrofo-

-

resis.

6. La albimina corre del polo negativo al polo positivo;
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por consiguiente, los pozos cargados deben colocarse dellg
do del citodo. El corrimiento se efectia durante 10-20 mi-

nutos aproximadamente.

Resultados:

Las longitudes de:las &dreas de precipitacién, se miden
con una regla milimétrica. Se traza una curva patrfn en pa-
pel milimétrico a partir de los datos obtenidos con las so-
luciones de concentraciones conocidas,}kraficando en la 11-
nea de las abscisas las concentracicnes de los sueros est&n

dar, y en las ordenadas la longitud (en mm) ‘de los "cohetes".

intetpolar los valores obtenidos por-los problemas.

DIAGRAMA DE LA ELECTROINMUNODIFUSION

To__xom. —"

’

Concentracién del problema= mg/100 ml de sero-

albidmina.
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Fuentes de error:

1. Aplicacidn incorrecta de la muestra, por poner vold-
menes incorrectos de muestra, por derrame fuera de los po
zos de la misma, o bien por ruptura de los pozos que pue-

de originar la formacién de "cohetes" secundarios.

2. Por un largo periodo entre la aplicacifén de las mues
tras y el inicio de la electroforesis, se pueden obtener

pequefios "cohetes" de base ancha.

3. Al pasar mucha corriente, o por un enfriamiento insu-
ficiente durante la electroforesis, se puede producir seca

do o distorsién del soporte de agarosa.
4. Cambios en el pH de la solucién amortiguadora.

S. Un mal contacto entre la agarosa y las mechas de papel,
que causa una precipitacifén en ondas.

6. No alinear los soportes adecuadamente en la cdmara de
electroforesis, produce "cohetes" torcidos.

7. El desnivel en el soporte de agarosa, da como resulta-
do diferencia en el grosor, y por lo tanto se obtienen da--
tos inconsistentes.

8. Un tiempo de electroforesis muy corto produce "cohetes"

sin bunta.
9. Diluciones incorrectas.

10 . Un enfriamiento diferente entre la superficie superior
e inferior del soporte de agar, origina mayor movimiento del

antfgeno cerca de una superficie que de la otra.

11.. Evaporacidn y secado de los soportes durante el almace-

namiento.
CUESTIONARIO

1. iPor qué corre la albimina en un pH de 7.4, del c&todo

al &nodo?
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2.  Cufl es la importancia del amortiguador, que propie

dades debe tener y por qué?

3. Explique un .método que permita modificar el movimien

to electroforético del antfgeno o el anticuerpo.

4. iCufl es el objeto de tener un estricto control de la
temperatura en la preparacién del gel usado en la electro-

inmunodifusidn?

5. ¢(Por qué debe temerse mucho cuidado con la corriente

eléctrica en esta prictica?

6. (C6mo es posible determinar la dilucién apropiada del

antisuero?

7. (Qué debe hacerse en caso de que los "cohetes" resul-
ten muy pequeiios para poderlos medir exactamente, o cuando

no presenten picos?

8. zQuE-ventajas presenta la electroinmunodifusidn sobre

la inmunodifusidn radial?

9. Explique 1la microtécniqa disefiada para realizar la elec

troinmunodifusién y las ventajas que presenta.

10. Sefiale otras dos aplicaciones de la técnica de electro

inmunodifusién.

DISCUSION

La electrofnmunodifusién es una t&cnica Gtil para cuan
tificar un gran nimero de protefnas, que tienme la ventaja
de ser una prueba de’rspida ejecucidn, que proporciona re--
sultados en un tiempo corto (4-5 horas), en comparacifén con
la inmunodifusién radial que requiere varios dfas para que
difunda el antfgeno. Resulta m&s precisa que la inmunodifu-
8i6n radial, porque es mis ficil medir exactamente la longi

~tud de un "cohete", que el drea de un cfrculo.
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Los reactivos empleados son econémicos, requiri&ndose
cantidades muy pequeiias de antfgeno (0.5-2.0 mg), e inclu-

sive existen microt&cnicas con soportes comerciales.

La técnica proporciona versatilidad, que se ha incre-
mentado por el desarrollo de mé&todos qufmicos, que permiten
alterar el movimiento electroforético tanto del antfgeno co
mo del anticuerpo. E1 equipo que se utiliza es de fdcil ac-
ceso en un laboratorio y debe estar en perfectas condicio--
nes para combatir las posibles fuentes de error. La electro
innunodifusién es de gran utilidad para realizar andlisis

seriados. R

En esta prueba, deben estandarizarse y controlarse mi-
nuciosamente las variables, como son la corriente, el tiem-
po de corrimiento y la temperatura. Es requisito indispensa
ble, conocer 1la movilidad electroforética de la protefna que
se va a cuantificar y es obligatorio usar siempre en estas

determinaciones, un antfgeno patrén.

Cualquier descuido en la preparacién de los reactivos,

de la placa o el corrimiento, origina resulfados falsos.
%
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA. TITULACION DE ANTI
CUERPOS FRENTE A TIROGLOBULINA

Objetivo: Defimir el fundamento del mé&todo de hemaglu
tinaci6én indirecta, con previo tanado de e;ittocitos, y re
conocer la versatilidad que proporciona el mismo en la in-
vestigacién de anticuerpos. Demostrar la presencia de anti
cuerpos frente a tiroglobulina en suero, interpretar los re
sultados, valorar las limitaciones, y evaluar. la utilidad
de la técnica de hemaglutinacién indirecta en comparacidn

con otras té&cnicas empleadas con la misma finalidad.

Generalidades: Lla hemaglutinacién indirecta o pasiva,
consiste en la aglutinacién de eritrocitos recubiertos con
antfgenos solubles, en ‘presencia de anticqerp0'(9). Los eri
trocitos de carnero, o los humanos del tipo "0",sepsan co
mo soportes o acarreadores pasivos de los antfgenos o anti-
cuerpos, porque son fdciles de obtemer y conservar en el la
boratorio bajo ciertas condiciones durante 15 a 30 dfas (7).
Los antfgenos que pueden fijarse esponténeamentea.su super-
ficie, son casi todos los polisacdridos y ciertas proteinas
antigénicas,ahsqrhidos fisicamente o unidos covalentemente
a la membrana eritrocftica (9). Entre las protefnas que son
convenientemente reactivas par;,la prueba de aglutinacidn,
tenemos la tiroglobulina, el PPD, el toxoide de Clostridium
tetani, la t6xina de Corynebacterium diphteriae, 1la albdmi-

na humana y sérica bovina, y numerosas hormonas (8).

Boyden desarrolld la técnica de eritrocitos tratados
con afido tdnico, que aumenta la cantidad de1ant£§enounido
a la célula por at}acciEn electrostiatica, confiriendo mayor
sensibilidad al método y por lo cual su empleo se ha difun-

dido ampliamente en el diagn6stico de un gran nimero de en-
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fermedades, permitiendo cuantificar anticuerpos humorales

por aglutinacién. (1)

Ademds del dcido tdnico, se han utilizado también trip
sina, glutaraldehido, cloruro crémico y -otros reactivos -
(5,8).

La estabilidad durante el almacenamiento de las célu
las tanadas y recubiertas con el antfgeno (sensibilizadas),

se logra por formalinizacién de la suspensién final (2).
had

Como algunos sueros contienen anticuerpos heterSfilos
capaces de aglutinar eritrocitos de ‘carnero, se debe incluir
un control de eritrocitos de carmero tanados sin sensibili
zar (testigo negativo). Si existe aglutinacién, la prueba
se repite con el suero previamente absorbido con eritroci-
tos de carnero tanados (7). La prueba de hemaglutinacidn
indirecta, puede realizarse mediante una macrotécnicaen tu

bo, o una microtécnica en placa (7).

Las enfermedades autoinmunes, son aquellas condiciones
en las cuales el dafio estructural o funcional, o ambos, son
producidos por reacciones humorales y reacciones mediadas
por inmunidad celular, hacia los componentes normales del -

cuerpo.

La tiroiditis autoinmune esti definida por la presen-
cia de anticuerpos circulantes y/o, c&lulas inmunocompeten
tes que son capaces de ;reaccionar con el tejido tiro&o'
6).

L®s propiedades funcionales y estructurales exclusivas
de la glindula tiroides, predisponen el desarrollo.de lares
puesta autoinmunitaria. E1l principal constituyente del foll
culo es la tiroglobulina, que es una glucoprotefna con un
alto P.M. de 650 000 daltons, representando la forma de al-
macenamiento de las hormonas tiroxina y triyodotironina, que
afectan la velocidad del metabolismo en todas las células

del cuerpo (4).

ta
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La incidencia de la tiroiditis autoinmune es de apro-
ximadamente 7% de la poblacién (3). La incidencia est& gran
demente aumentada en parientes cercanos de gente con enfer
medad de la tiroides. M&s del 807% del hipotiroidismo estd

relacionado con tiroiditis autoinmune (3).

La tiroglobulina puede ser extrafda de la gldndula ti
roides humana, por las té&cnicas de precipitacidn con sales
neutras y absorbida a eritrocitos dgxcarnero tanados; pro-
porciona un reactivo para la prueba ﬁe hemaglutinacién in-
directa, en la deteccifn de anticuerpos frente a tiroglobu
lina. Esta técnica fue inicialmente aplicada por Witebskyy
Rose en 1957 (10), para cuantificar anticuerpos contra tiro
globulina, que pueden ser tambi&n demostrados por otros pro
cedimientos como son la precipitacién en agar, la inmuno--
fluorescencia indirecta, la fijacién de complemento, el ra-

dioinmunoan&lisis y el ELISA (8).

Las pruebas mds comunmente utilizadas son la hemagluti

nacién pasiva y la inmunofluorescencia indirecta (8).

La hemaglutinaciSn»pasiva con eritrocitos tanados, otra
tados con cloruro crémico es muy sensible (.02-.04 Mg de an
ticuerpo), y detecta anticuerpos frente a tiroglobulina, en
una varfledad de enfermedades ademds de las de tiroides, que

es una desventaja desde el punto de vista diagnéstico (6).

La inmunofluorescencia indirecta es menos sensible, pe
ro puede detectar anticuerpos no aglutinantes como el CA2
(8).

La hemaglutinacif6n indirecta alcanza un 80% de resulta
dos positivos en la tiroiditis de Hashimoto, y un menor por

centaje en la enfermedad de Graves (6).

Para diagnosticar la patologia autoinmune de la gldndu
la tiroides, se demuestra la presencia del autoanticuerpo

principal contra tiroglobulina y en menor grado el antfgeno
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microsomal (3). Se pueden encontrar autoanticuerpos frente
a estos constituyentes de.la glindula tiroides, en: tiroidi
tis aguda, subaguda, fibr&tica, crénica (enfermedad de Has-
himoto), hipotiroidismo primario (mixedema en el adulto),
hipertirdidismo (tirotoxicosis o enfermedad de Graves), y
carcionoma de tiroides, haciéndose la diferenciacifn de es
tos padecimientos, de acuerdo a sus manifestaciones clfni-

cas, el estudio histoldgico y otras pruebas de laboratorio

4).

Los anticuerpos frente a la tiroglobu}ina pueden pre-
sentarse en otro tipo de padecimientos como: anemia perni-
ciosa, gastroenteritis atrdfica, insuficiencia renal idto-.
pdtica, insuficiencia paratiroidea, insuficiencia adrenal,
‘diabetes mellitus, sindrome de Sjogren, y también se encuen
tran en sujetos aparentemente sanos (8). Los pacientes con
tiroiditis de Hashimoto, presentan tftulos de tiroglobuli-
na desde '650 hasta varios millones (4).

Fundamento: Para cuantificar la tiroglobulina humana
presente en suero, se hacen reaccionar diluciones seriadas
de dicho suero, con cantidades constantes de una suspensifn
de eritrocitos tanados, y sensibilizados con el antigeno es
pecifico; la‘mayor dilucifén que determina una clara hemaglu
tinacién se considera como punto final de la reaccifn y re-

preserita el tftulo de anticuerpos (6).
PRIMERA PARTE

TANADO Y SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS.
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL
Reactivos:

Citrato de sodio al 3.8%
Amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2, 0.15 M.
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Amortiguador salino de fosfatos con pH de 6.4, 0.15 M.
Acido t@nico dilufdo 1:20 000.

Formaldehido al 40%.

Antfgeno: tiroglobulina humana purificada.

Suero normal de conejo, inactivado a 56°C durante 40

minutos, o a 63°C durante 3 minutos.
Eritrocitos de carnero.

‘Materialz

4 tubos de ensaye de 13 x 106 an.

3 pipetas de 5 ml (1/10).

2'pipetas de 1 ml (1/10)..

1 pipeta Pasteur.
1 gradilla.

Equipo:
Centrffuga.
Estufa a temperaturs de 37°C.
Bafo a temperatura de 56°C.
TANADO DE LOS ERITROCITOS
METODOLOGIA

1. Lavar 3 veces los eritrocitos suspendidos en citrato de
sodio al 3.8%, con amortiguador salino de fosfatos con pHde

7.2, centrifugando a 2 000 rpm durante 5 minutos.

2. Medir el paquete celular y hacer una suspensifn al 2.5%
agregando 4 ml de amortiguador salino de fosfatos con pH de
7.2, por cada 0.1 ml del paquete de eritrocitos.

3. En un tubo de ensaye, tomar 4 ml de la suspensidnde eri
trocitos al 2.5% (procurando homogeneizar perfectamente la

suspensidén).

4, Agregar un volumen igual de &cido tdnico 1:20 000.
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5. Incubar la mezcla en bafio de agua a 37°C durante 15 mi

nutos.

6. Centrifugar a 2 000 rpm durante 5 minutos, retirar el
sobrenadante con pipeta Pasteur y resuspender en amortigua
dor salino de fosfato con pH de 7.2, volviendo a centrifu-

gar 5 minutos.

7. Retirar el sobrenadante y resuspender el paquete de
eritrocitos en 4 ml de amortiguador salino de fosfatos con

pH de 6.4, para tener la suspensién nuevamente al 2,.5%.

SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS CON ANTIGENO

1. Sensibilizar los eritrocitos tanados, agregando un vo-
lumen igual de la diluci6én &ptima de antigeno en amortigua-
dor salino de fosfatos con pH de 6.4: (tomar 2 ml de la sus
pensién de células tanadas al 2.5% y agregar 2 ml de la di-
lucién Sptima de antfgeno tiroglobulina humana).

2. Guardar los otros 2 ﬁl de c&lulas tanadas.

3. Incubar la mezcla en estufa a temperatura de 37°C. du-

rante 15 minutos.

4, Retirar las cé&lulas del bafio de agua y centrifugar du-
rante 5 minutos a 2 000 rpm.

5. Decantar el sobrenadante y lavar las células dos veces,
por centrifugacién a 2 000 rpm por 5 minutos con suero nor--
mal de conejo al 1%, diluldo en amortiguador salino de fosfa

tos con pH de 7.2.

6. Ajustar el paquete de c&lulas al 1.5%, resuspendiendo en
3.3 ml de suero normal de conejo al 1%, dilufdo en amortigua
dor saliro de fosfatos con pH de 7.2,

7. Los 2 ml de eritrocitos tamados sin sensibilizar, ajus-

tarlos a una suspensidn al 1.5%Z, en suero normal de conejo al
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1%, dilufdo en amortiguador salino de fosfatos con pHde 7.2
(centrifugar, retirar el sobrenadante y agregar 3.5 ml de
suero normal de conejo al 1%, dilufdo en amortiguador sali-

no de fosfatos con pH de 7.2).

FORMALINIZACION DE LOS ERITROCITOS.

.

1. Afiadir a los eritrocitos sensibilizados y sin sensibi-
lizar, lentamente 2 ml, gota a gota, de formaldehido al 40%
por cada 10 ml de suspensidn (a cada uno de los tubos agre-
gar 0.2 ml de fqrmaldehido al 40%).

2. Dejar reposar 1€ horas a 4°C.

3. Agregar otros 0.2 ml de formaldehido al 40%, a cada uno

de los tubos.

4, Cuando las células han sedimentado (después dej2 o 3
dfas), retirar el sobrenadante y resuspender las células en
su volumen original de suero normal de conejo al 1%, en amor

tiguador salino de fosfatos con pH de 7.2.

5. Agitar nuevamente las cé&lulas, y aiadir una gota (0.05
ml) de formaldehido al 4%.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE ANTIGENO.

1. Preparar 4 diluciones del antfgeno de tiroglobulina hu
mana en amortiguador salino de fosfatos con pH de 6.4, 1:20,

1:40, 1:80 y 1:160.
\

2. Sensibilizar los eritrocitos con cada dilucién de antf-

geno, como se indicS anteriormente.

3. Probar con un suero positivo y otro negativo, cada una
de las diluciones. La dilucién m&s baja de antfgeno que pro\
porcione el titulo mds elevado con el suero inmune y no reac

cione con el suero negativo, se considerari la &Sptima.
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SEGUNDA PARTE
DESARROLLO DE LA PRUEBA DE.HEMAGLUTINACION PASIVA.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:
Suero control positivo.

Suero control negativo.

‘Suero problema.

Suero normal'de conejo en amortiguador salino de fos

fatos con pH de 7.2, 0.15 M.

Eritrocitos sensibilizados con antfgeno de tiroglobu-
lina.

Material:

Equipo para microtitulacién.

-Pipeta de 0.025 ml.

Placas de microtitulacién con fondo en "U".

Equipo:

Bafio a lemperatura de 56°C. o 63°C.

Rotor.
METODOLOGIA

Inactivar los sueros problema a 56°C durante 30 minu-

tos, o a 63°C, 3 minutos.

2.

A todas las excavaciones con fondo en "U" de 1la placa

de microtitulacién, agregar con una micropipeta 0.025 mlde

suero normal de conejo al 1% diluido en amortiguador salino

de fosfatos con pH de 7.2.

3.

Cargar el microdilutor con 0.025 ml de suero problema

y colocarlo en la primera poza; mezclar completamente y trans
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ferir 0.025 ml a la poza siguiente, repitiendo este proce-
so hasta la dltima poza de 1la hilera don@e se descarta - -
0.025 ml.

4, A cada dilucidn de suero, agregar con una micropipeta
0.025 ml de la suspensién de eritrocitos al 1.5% sensibili

zados.
5. Colocar la placa en el rotor de 1 a 3 minutos.

6. Dejar feposar la placa a temperatura ambiente durante
2 a 3 horas, cubriéndola; hacer la lectura.

Controles Requeridos:

a) Control del diluyente:

1. Depositar 0.025 ml de suero normal de conejo al 1% en
una hilera de pozas, y agregar 0.025 ml de 1la suspensifnde
c€lulas sensibilizadas al 1.5%. Esta reaccifn deberd ser ne
gativa.

b) Control de Sueros:

1. Probar las mismas diluciones del suero problema, con

eritrocitos siq sensibilizar.

2. Hacer las mismas diluciones del suero control positi-
vo, y agregar 0.025 ml de eritrocitos sensibilizados a ca-

da una de las pozas.

3. Realizar la misma operacién con un suero negativo - cono
cido.

Resultado:

Una fuerte hemaglutinacién da una rueda uniforme en el
fondo de 1la placa. Se reporta como (+). Las reacciones débi
les de hemaglutinacidn, presentan muestras en forma de dona
y se reportan como (1). Donde no se presenta hemaglutina--
cifn aparece un bot&n compacto de células en el centrode la

pdza, y se reporta como (-).
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REPORTE

Control Control

Positivo Negativo Diluyente Problema

1:128

1:256 . ;

1:512

1:1024

1:2048

1:4096

/

La dilucién mis alta que presenta una clara hemaglutina
cifn, se considera como punto final de la reaccién y repre--

senta el tftulo de anticuerpos.
Tftulo de anticuerpos del'suero problema =

El tftulo de tiroglobulina en pacientes normales es - -
< 1:32.

CUESTIONARIO

1. Mencione otras partfculas que pueden ser utilizadas co-

mo soporte en la reaccién de aglutinacién pasiva.

2. iCuil -es el objeto de calentar los sueros antes de agre
gar los eritrocitos?

-

3. iCufl es la finalidad de utilizar suero de conejo en es
ta prdctica?

4, ¢{Qué son los anticuerpos-heterffilos?

5. Describa la clasificacidn de los métodos de aglutinacidm

'

existentes,
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6. Esquematice la reaccidn de hemaglutinacién indirecta.

7. iQué produce la degradacidn proteolitica.de la tiro-
globulina?

§. (Cémo se realiza la prueba de inmunofluorescencia pa-

ra determinar 1los ;nticuerpos microsomales?

9, ¢(Cudl es el objeto de realizar una formalinizacidn de

los eritrocitos tanados y sensibilizados?

10. Mencione otros 5 anticuerpos que se investigan parade

tectar patologfas autoinmunes.

DISCUSION

La prueba de hemaglutinacién indirecta para la determi
nacidon de tiroglobulina fiene la ventaja de ser muy sensi-
ble, pudiendo detectar cantidades tan pequefias como som -. -.
0.02-0.04 Mg de protefna en el suero. La elaboracidn de la
técnica es sencilla, no requiere equipo sofistigado y una
vez que se tienen los eritrocitos tanados y senéibilizados
ya formalinizados, la prueba es muy r4dpida. Aplicando la mi
crohemaglutinacién se tiene la ventaja de utiiizar nuy poca'
cantidad de reactivos. La solucién de antIgeno para sensibi
lizar.a los eritrocitos puede usarse repetidamenté, hasta
por mds de 4 veces, sin afectar la sensibilizacidn. Por ser
una técnica tan versatil, se utiliza en mdltiples determina

ciones.

Debe tenerse mucho cuidado para controlar las reaccio-
nes no especfficas, evitando contaminacién bacteriana de eri
trocitos y otros reactivos y realizando controles positivos,
negativos y del diluyente. Si existen anticuerpos hetersfi-
los, deben ser eliminadosmediante absorcién con eritrocitos,

antes de la prueba.

La concentracién del antfgeno, el tiempo, la temperatu

ra, el diluyente y los eritrocitos deben estandarizarse.
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Puede suceder que la reproduccién de resultados no se
obtenga usando diferentes lotes de eritrocitos, o después
del almacenamiénto de las células. Esto se elimina ntilizag

do eritrocitos frescos o formalinizados.

Una fuente de error muy importante es la que se produ-

ce por la evaporacién, que se elimina cubriendo las placas.

La desventaja de utilizar esta té&cnica para determinar
tiroglobulina, consiste en que ¢s tan sensible que detecta
anticuerpos en una variedad de condiciones ademds de la ti-
roditis, por lo cual deben realizarse estudiﬁs clinicos pa

ra confirmar la enfermedad.
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APLICACION DE DIFERENTES TECNICAS INMUNOLOGICAS COMO
» AUXILIARES DIAGNOSTICOS

Desde la década pasada, la inmunologfa clfnica se ha
convertido en un ingrediente esencial de muchas dreas de

la medicina clinica.

A finales del siglo pasado y principios de este si-
glo, muchos bacteriblogos ya ofrecfan sus servicios a mé-
dicos, para proporcionar pruebas seroldgicas en la identi
ficacidn y cuantificacidén de anticuerpos bacterianos enel

suero de pacientes.,

Durante la segunda era de oro de la inmunologia, que
empezd en 1960, muchos de los trabajos de serologia, coﬁ-
tinuan dirigidos hacia el campo de la inmunologfa antimi-
crobiana. Se ha reconocido también que el fenfmeno inmu-
nolégico, se -encuentra involucrado en diversas enfermeda-
des humanas, en rechazo de transplantes y en la progresifn

de tumores.

En la actualidad &a se han explotado nuevas té&cnicas
para detectar la 1nmuﬁidad de tumores, para medir con pre
cisidn las capacidades inmunolfgicas de pacientes con en-
fermedades malignas, asf como de los que se sospecha pade
cen enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias congéni-

tas o adquiridas, asf{ como de enfermedades virales de lar

ga duracién.
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FIJACION DE SUPERFICIE Y AGLUTINACION EN PLACA.
REACCIONES FEBRILES

Objetivo: Analizar el fundamento y apiicat"lgs técni-
cas de fijacién en superficie y de aglutihﬁcidn en placa,
en las reacciones febriles. Evaluar la impoftancia diagnds
tica de las reacciones febriles. Interpretar—-los.resulta-
dos obtenidos, valorando las ventajas y limitaciones de las

técnicas.

Generalidades: La infeccidn por microorganismos de di--
versas especies, conduce a una .marcada elevaciﬁn de la tem
peratura, lo cual dificulta el diagndstico de;la-enferme--
dad (6). Tal es el caso de la fiebrevtifoidgaacausada por
Salmonella typhi, las paratifoideas cauSédas ﬁé;ﬁSalmonella

paratyphi A y B, la fiebre de malta causada por Brucella me-
litensis'y el tifo causado por Rickettsia prowaseki (5).
El diagnéstico etioldgico de las infecciones, se mealiza -
por el aislamiento del patdgeno en el espécimen -que lo con
tiene y se confirma la identidad del microorganismo,erplean
do métodos seroldgicos y bioquimicos (8). Frecuentemente el
aislamiento del patdgeno no es posible; en tal caso el diag
néstico etiolégico se realiza, al identificar 1a presencia
y tftulo de anticuerpos en el suero Qel'sujeto,;que~son re-
sultados de la respuesta humoral inducida por:el microorga-
nismo (6). La aglutinacién de bacterfas con un ‘antisdero es
pecifico, se efectla por presencia en el antisuero de anti-
cuerpos d1r1g1dos contra el mosaico de antigenos que forman
la superficie celular, la cipsula [ flageloéidel-microorga-
nismo (5). ‘

Las reacciones de aglutinacién se utili;anqpor labora-
torios de investigacidn, para estudios basicos de la compo-
sicibén antigénica de las bacterfas, por laborathios clini-

cos en el diagndstico de enfermedades infecciosés, asi como
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para seguir la evolucidn del proceso, en aquellos casos que
eixsta una correlacidn entre el tftulo de anticuerpos y el
cuadro clfnico, y por taxonomistas en la clasificacién de -

bacterias (4).

Un titulo elevado de aglutininas bacterianas, refleja
una respuesta secundaria o de memoria, que esti frecuente-
mente acompafiada de un episodio febril y revela el agente
etiolSgico del proceso infeccioso involucrado; por esto, a
las determinaciones de anticuerpos frente a los micrborga--
nismos previamente mencionados, se les denomina reacciones

febriles (1).

La prueba de Widal, es la . prueba serolégica clisic;usg
da en el diagnéstico de infeccidén por Salmonella (6). El g€
nero estd dividido en 5 serotipos (A, B, C, D, E) en base a
los antigenos 0 (somdticos), y en md3s de 1200 serotipos en
base a los antigenos H (flagelarés) (8). Los antfgenos pre-
parados a partir de organismos que contienen cada uno de los
subgrupos o serotipos, son utilizados en la pruébh de Widal

para detectar anticuerpos en el suero del paciente (6).

Las aglutinaciones 0, son de mayor importancia diagnés
tica, porque aparecen cuando hay infeccidn activa, y porque
las aglutininas H, tienden a pérsitir is.tigmpo después de
la vacunacién, y no se producen siempre en la infeccibn ac-
tiva; los sueros que contienen tanto anticuerpos H, como anti_
cuerpos 0O, tienen tftulos mayores para el antigeno H (4). Los
anticuerpos Vi o capsulares, son detectables en el suero de

pacientes que se han recuperado de fiebres entéricas (3).

El método de eleccidn para establecer el diagndstico de
‘infeccidn por Brucella, es el aislamiento, pero pfuebas repe
tidas de sangre pueden dar resultados negativos. La prueba
diagn6stica mds utilizada, es la prueba de égldtinaciGn(S).
Un antfgeno simple (comunmente de Brucella abortus), se uti-
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liza para prepar el reactivo para detectar Brucella (6).'-
Los anticuerpos se detectan usualmente en la segunda sema-
na de la enfermedad aguda, alcanzando el midximo titulo, en
tre la cuarta y octava semana. Se obtienen reacciones cru-
zadas con. anticuerpos de Francisella tularensis y Vibrio
cholerae. Algunos antfgenos de Brucella son idénticos a los
de Yersinia enterocolica, y es imposible distinguir estos
dos organismos por aglutinacién (4). Para el diagndstico de
brucelosis, se han utilizado también las pruebas de hema--
glutinacién paéiva, el andlisis de rosa de bengala y el ELI
sA (5).

El diagn6stico de una enfermedad por Rickettsia, depen
de del reconocimiento clinico, exposicién reciente al artrd
podo apropiado y/o un viaje o residencia en ireas endémicas
(4). Las pruebas serolégicas se utilizan para confirmar el

diagnéstico (1).

_En general los Ac frente a Rickettsia, aparecen al fi-
nal de la primera semana del padecimiento clfnico (6). La
prueba mds utilizada para la deteccién de la enfermedad es
la prueba de Weil-Félix, basada en la reaccidn del Acde Ric
kettsia, con el Ac frente a Ag polisacidridos (0 somdticos)
presentes en ciertas cepas de Proteus, -encontrdndose el OX
19 y el OX2 en cepas de P. vulgaris, y OXK en cepas de P. mi
rabilis (4). Rutinariamente se emplea solamente el antigeno

OXI9 6).

El término fijacién de superficie, se refiere .a lo que
ocurre cuando se prodhce reaccidn antIgeno-anticuerpo, al
aplicar sobre una mancha antigénica colocada en papel, un
suero que contiene los anticuerpos correspondientes; el pa-
pel se suspende en un recipiente que contiene solucién sali
na isotdnica, la cual en su ascenso por adsorcifn, arrastra

al antigeno hacia la parte superior del papel. Para tener
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idea de la intensidad de la fijaci6én del antigeno, se usa
un suero control (7). La caracteristica de la tira de pa-
pel filtro, adecuada para la prueba de fijacién de super-
ficie, es la de absorber por capilaridad ascendente, a una
veloc%dad'tal, que una tira de cinco pulgadas se humedesca

en su totalidad en un_lapso de 15 a 20 minutos (7).

Los antfgenos se preparan con cepas seleccionadas de
B. abortus, S. typhi y proteus Oxl9 (7). La Brucella se cul
tiva en los medios tripticase o albimi, incubdndose 48 ho
ras. La Salmonella y Proteus pueden cultivarse en medios

menos estrictos, como son el ENDO o el EMB, por 24 horas.

El antfgeno de Brucella se recoge en solucién salina
formolada y se tifie con hematoxilina. El antfgeno de Salmo
nella se recoge en solucidén salina, se trata con azul de
tetrazolio y con alcohol, paré inactivarla y destruir los
flagelos. E1 antfgeno de Proteus se recoge tambi&n en so-
lucién salina; se tifie con tetrazolio rojo, y se trata con
alcohol etflico. Se ha demostrado que estos métodos de co-

loracién son los mds adecuados (7).

Las suspensiones bacterianas se centrifugan, y el se-
dimento se mezcla con sacarosa, con el objeto de evitar el
contacto directo de las bacterias con el papel, que impedi
ria practicar la reaccidn antigeno-anticuerpo (7). En el
papel se imprimen cfrculos de aproximadamente 4 mm. de diid
metro, a un cm. de la orilla y con una separ;ciﬁn de un cm.
entre cada cfrculo y se aplica el antfgeno. El papel impre
so con antfgeno, puede servir durante periodos de mds de
un afio, siempre que se conserve en lugar seco y protegido
contra la humedad y los insectos. En las zonas tropicales
el papel debe mantenerse en ap#ratos desecadofes o protegi

dos en envases impermeables (2).

La prueba de aglutinacidn en placa se basa en el prin

cipio de que la bacteria en presencia de sus anticuerpos
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correspondientes, se agregard a sus determinantes antigéni
cos. Es una prueba muy fidcil de efectuar, sin embargo es
conveniente confirmar ‘los resultados con la prueba macros-
cépica en tubo, que permite determinar la concentracidén re
lativa del anticuerpo (4). Cuando se obtienen reacciones

francamente negativas, deben ser reportadas como tales (6).

Una sola muestra analizada, en ausencia de un cuida-
doso estudio ‘de la historia del paciente respecto a la in-
munizacidn e infeccién previas, da una limitada informa--
cidén, porque la presencia de anticuerpos puede indicar umna
previa infeccifén o una historia de inmunizacifn contra el
patdgeno en cuestidn (1). Por lo tanto és may impoftanteti
tular el suero en la etapa temprana de 1la eﬁfe;hedad y com
pararlo con la muestra obtenida en la,etapéltardfa de 1la

enfermedad (6).

Fundamento: El suero de pacientes con acce'sos febriles,
se aplica sobre las manchas antigénicas impresas en papelde
Salmonella, Brucella y Proteus. Al suspender el papel sobre
un recipiente con solucién salina isot6nica, esta asciende
por adsorcifén, arrastrando a la parte superior ei antfgeno.
Cuando estdn presentes anticuerpos especifi;og en el suero,
el antfgeno queda sujeto al papel en el sitio de su impre-
sién, o sube distancias que son inversamente proporcionales
al contenido de anticuerpos en el suero. Un suero control -
permite conocer por comparacién, la intensidad de la fija--
cién.

La aglutinacidén en placa se realiza con los mismos an-
tfgenos utilizados en 1a fijacién de superficie. En‘caso de
existir los antécuerpos correspondientes en el suero, se o§

tiene una agrupacidn visible.

.
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TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:
Suero provlema, 2 ml.
Suero Control con anticuerpos frente d Bruce-
lla, Salmonella y oxlg,.z ml.

Solucidn salina isoténica.

1 papel filtro que contiene las manchas coloreadas de
los antigenos: Brucella,S. typhi y Ox19 (de izquierda

a derecha).
Material:

asa de alambre de 3 mm de didmetro.
pipeta capilar.
pipetas Pasteur.

pipetas de 1 ml graduadas.

1

1

3

1 pinza o soporte.
2

2 portaobjetos.

1

caja de Petri.
Cinta adhesiva.
Aplicadores.

1 regla o escuadra.
‘Equipo:
Limpara.
METODOLOGIA
REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE (M.RUIZ CASTANEDA)

Papel filtro con manchas antigénicas

Br=Ag de Brucella
(violeta)

T=Ag de S. typhi

) (azul)
0x19=Ag de Proteus
Br T 0x (rojo)
D=Suero desconocido
C=Suero control.

—
iV}

o |@®
0@
S e
ol®
ol ®
o|l@®
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1. Colocar una gota de suero problema con una,asa de
3 mm. de didmetro o con una pipeta capilar, en las manchas

correspondientes al suero desconocido.

2. En las manchas coloridas para el suero coﬁtrol, co
locar una gota con el asa o pipeta capilar, de dﬁdé,gpo de

‘los controles correspondientes.

3. Sumergir el extremo inferior del papel, colocdndolo
en posicifén vertical (por medio de un pedazo de cidéﬁtadhé-
siva que se adhiere a cualquier soporte), en sq1u§i6n sali-
na antes de que se sequen los sueros; .debe cﬁidqfﬁé~que el
1fquido no llegue a los antfgenos. La reacci6én se va a mani

festar al pasar el 1lfquido por capilaridad.

4, E1 tiempo de corrimiento debe ser de 15 a 20 minu--

tos.
II. AGLUTINACION EN PLACA.

Br T 0x

19
Br=Ag de Brucella,
D D D - oo e
T=Ag de S. typhi,
C c c 0X, g=Ag de Proteus.-
D=Suero desconocidqﬁjf

C=Suero control.

l. Colocar 0.04 ml del suero del paciente para cada uno
de los antfgenos que se utilizan, y 0.04 ml de suero control
para los ‘antfgenos investigados, en el lugar cor:espdhd;gq;e
(ver esquema). :

2. Afiadir una gota de cada antigeno al suero problemay

control, en el lugar adecuado.
3. Mezclar con aplicadores diferentes cada muestra.

4. Observar la aglutinacién con ayuda de una lampara.
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Resultados:
Fijacién de superficie:

La reaccifnes negativa cuando las manchas se diluyen
hacia arriba, hasta el nivel del liquido, después de 15 a

20 minutos.

La reaccién es positiva cuando el antfgeno que reac-
ciona, no sube a los 1fmites superiores y queda retrasado
o combletamente fijo. Si una mancha queda completamente fi
ja, la reaccién es 100% positi§a. La distancia recorrida
por los controles se divide en cuatro partes; por lo cual
la cola de la mancha puede tener una longitud de 100, 75,
5 o 25%, y la intensidad de la reaccidn es inversa a la-

longitud recorrida por la mancha,

En la brucelosis, cualquier tftulo es significativo pa
ra- todas las edades, indicando solamente presencia de anti
cuerpos. En caso de obtener un tftulo mayor del 50%, signi

fica que existe una infeccidn activa.

Para el antfgeno de Salmonella, un titulo del 100% in
dica tifoidea actual, el 75%.es significativo como sospecha
en todas las edades, un tftulo del 50% s6lo debe considerar
se como indicacién posible de infeccifn en menofeg de 14 -
,afnos, y e1'25% debe considerarse en los tres primeros aiios

de vida.

En el tifo,s6lo tienen valor tftulos muy altos que con
cuerdan con la clfnica, aunque se han encontrado casos de
tifo con reacciones débiles. Es conveniente confirmar 1los

resultados con antfgenos de Rickettsia.
REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE:

ANTIGFENOS ‘TITULO DE ANTICUERPOS (%) INTERPRETACION
Brucella
Salmonella typhi

OX19
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AGLUTINACION EN PLACA:
ANTIGENOS RESULTADOS (+ 0 =) INTEPRETACION

Brucella
. Salmonella typhy

0Xi,

Cualduier aglutinacidn en placa debe ser confirmada

con la prueba en tubo antes de reportar el resultado.
CUESTIONARIO

1. iCudl es .la diferencia entre las reacciones de preci

pitacﬁgn y aglutinacién?

2. iC6mo se define la concentracién de un anticuerpo --

aglutinante?

3. iQué objeto tiene el empleo de colorantes en-la prepa

racidén de los antigenos bacterianos?

4, iC6mo se preparan el antigeno flagelar y el antigeno

somdtico de Salmonella?

5. Cite las especies de Brucella que pueden ser detecta-

das empleando el éntigeno de B. abortus.

6. Mencione los antfgenos de Proteus, utilizados para di

ferenciar las distintas especies rickettsiales.

7. ¢{Cuil és el objeto de mezclar con aplicador los antige

nos y anticuerpos colocados en la placa?
8. ¢{Cudles son las fuentes de infeccidn por Salmonella?

9. ¢{Cudnto tiempo persisten los anticuerpos somiticos de

Salmonella en los individuos inmunizados activamente?

10. Mencione el fundamento de una prueba comercial, emplea

da en la determinacién de las reacciones febriles.
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DISCUSION

Tanto la prueba de aglutinacidn en placa, como la prue
ba de fijacidén en superficie, son pruebas sumamente senci--
1llas en su elaboracién, requieren de pequefias cantidades de
reactivos y poco tiempo de ejecucidén. En el caso de Salmone
1la, la prueba de Widal es @itil en el diagndstico, si se de
muestran aglutininas 0 en presencia de sintomas’clinicos, re
quiriéndose el cultivo del microorganismo, para tener una
conclusién final. En la prueba de fijacién de superficie, una
prueba positiva debe juzgarse teniendo en cuenta la intensi
dad de la fijacidn y la edad del paciente. En nifios es fre-
cuente observar pruebas negativas a la aglutinacién, con}eag

cién de fijacién en superficie, francamente positiva.

En el caso de Brucella, la prueBa mds utilizada en el
diagn6stico, es la aglutinacidn,pero produce reacciones cru
zadas con anticuerpos de Francicella tularensis y de Vibrio
cholerae, y en algunos casos, los antfgenos de Brucella son
idénticos a los de Yersinia enterocolica, siendo 1mposifle
discriminar entre ambos microorganismos. La intensidad de la
prueba de fijacidn.en superficie, puede servir de base para
juzgar sobre el estado actual de la infebciSn. La prueBa es
por si sola, Indice prdctico para el diagndstico de la bru-
celosis humana y frecuentemente la primera -evidencia de que
un paciente sufre esta infeccién. Un resultado megativo des
carta la posibilidad de una infeccidn activa por Brucella,
pero no elimina la ‘posibilidad de que la infeccién pueda --

existir tanto en su fase aguda como crénica.

Para Rickettsia, el antfgeno usado rutinariamente.es el
oxlg. La reaccidn de Weil-FElix no debe considerarse como =
criterio definitivo de infeccién por Rickettsia, por que los
anticuerpos de Proteug se presentan en un alto porcentaje de

la poblacidn en tftulos ‘bajos, por lo cual no deben ser sig-
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\
nificativos y s8lo tendrdn valor presuncional, .cuando sean
francamente positivos, requiri&ndose la confirmacidn con

antfgenos de Rickettsia.
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PREPARACION DE UNA AUTOVACUNA BACTERIANA

Objetivo: Llevar a cabo la preparacidn de una vacuna bac
teriana, familiarizindose con las precauciones de manejo, cui-
dados y pruebas que recuieren realizarse, para que pueda ser
empleada satisfactoriamente sin ocasionar problemas, en cier--
tos padecimientos donde otra terapéutica no ha tenido é&xito.
Analizar las ventajas, desventajas y limitaciones de su aplica
cidn.

Generalidades: Una autovacuna es una suspensidn bacteria-
na, ﬁreparada a partir de las bacterias derivadas de la lesidn
de un paciente que tieme infeccidn (l1). Se utilizan en tera-
pelitica cuando el tratamiento con antibidticos ha fracasado y
se reqiere obtener una respiesta inmune del organismo infec-
tado (6). Es unpaso a seguir para despertar la respueéta inmu

ne contra la bacteria cue estd ocasionando la infecc idn.

Con cierta frecuencia se solicita a los laboratorios bac
terioldgicos, la preraracién de una autovacuna, especialmente
en casos de enfermos con furunculosis o abscesos recurrentes,
acné vulgaris, ostiomielitis, incisiones operativas infecta-
das, pielitis, cistitis, otitis media subaguda, gonorrea crd
nica, reumatismo gonorreico, bronquitis crénica, asma bron--
quial de origen bacteriano, y en las infecciones de los senos
nasales accesorios (5). Los mejores resultados se han obteni-
do con S. aureus, due ep la actualidad estd presentando/ una
alta resistencia a la antib ioticoterapia (8). Las infecciones
por rneumococo, estre ftococo y los bacilos intestinales, oca-

s ionalmente responden satisfacteriamente (10).

Las: fr ineras vacunas, -y alin muchas actuales, estdn pre-
paradas con el microbio entero, inactivado de diver sa s mane-
ras (calor, fenol, formol, beta-propiono lactona, luz ultra-
violeta, alcohol, acetona, etc) (4). Esto nos da la sefial de

awe no hay idea afroximada de factores importantes en la in-
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munogenicidad profilic_:tica y se decide emplear al microbio -
completo, como en el caso de Vibrio cholera, las rickettsias
micoplasma y otros (1). Pero hay que considerar que ‘en la in
munizacifn contra algunas enfermedades, la alta toxicidad de
los microofganismos representa una dificultad, debi&ndose ais
lar el componente antig&nico de menor toxicidad, o destoxifi
car un componente tdxico. Esto va a depender del tamafio ycom

plejidad del antigeno (10).

El principio de inmunizaciSn es una masa antigénica pre
formada. La introduccidn generalmente parenteral de los micro
organi smos muer tos no produce -infeccidn, pero estimula la pro
duccidén de anticuerpos, en particular de IgG humoral, conuna
duracidn corta de la inmunidad. Se ha pensado que pro_bable--
mente se produzca un estimulo antigé&nico mids efectivo aue el
microorganismo infectante vivo y virulento, debido a una reac
cidn del organismo, al introducirle una sustancia extrafia a
manera de proteinoterapia (6). La ef icacia profildctica de la
autovacuna consiste en eliminar la infeccién y la enfermedad,

o disminuir la gravedad del cuadro clinico (7).

En cuanto a las frecauciones y manejos recueridos en la
preparacidn de la autovacuna, se debe tomar en cuenta qué me
dio de cultivo es el adecuado pata un buen desarrollo del mi
croorganismo infectante; se debe tenmer la certeza de que la

cepa aislada estd pura y hay que evitar su contaminacidn.

A continuacidn debe efectuarse el froceso de esteril iza-
zidn, teniendo cuidado de no sobrepasar las cond iciones de es
ter ilizac i6n, que pueden ocasiopar dafio en la fraccién anti-

génica (11).

La vacuna debe estandarizarse, pudiendo realizar este pa
so antes o después de la esterilizacifn. Para esta finalidad
existen diversas técnicas como son el método nefelom&trico de

Mc Farland, el método hemacitométrico, el m&todo de centrifu-
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gacidn en tubo de Hopkins, y el método de Wright en portaob je-
‘tos, basado en la comparacidn de la cantidad de bacterias con

la de eritrocitos de un volumen igual (5).

Se deben tener cuidados en la dilucidn para evitar conta.
minacidn. Las concentraciones usuales rara vacunas de S. au-
reus son de 1000 millone s/cm3, y para la mayoria de las otras

bacterias de 100 millones/cm” (8).

Deben realizarse controles bioldgicos de la autovacuna ter
minada, con la finalidad de frrevenir efectos adversos en el pa
ciente, y fundamentalmente son: la prueba de esterilidad para‘
confirmar que todos los microorganismos han sido inactivados y
que no hay contaminacidn; y la 'pru'eba_ de seguridad para dese--
char la posib ilidad deexistencia de sustancias téxicas o rirogé
nicas, y comprobar ae no existe peligro de infeccidn y mucho
menos de muer te. La vacuna debe guardarse en refrigeracién y

no se debe utilizar'despt;‘els de 4 meses de su prerparacidén-(9).

Por ser la autovacuna no replicativa, rewiere la aplica-
cif6n de varias. dosis. En el caso de S. aureus, generalmente la
ﬂrimera dosis es de 50 millones, y la dosis mdxima es de 1000
millones. Para otras bacterias la primera dosis es de 5 a 10

millones, y la dosis mdxima de 100 millones (5).

Se aplica la autovacuna una o dos veces a la semana; pue
den aplicarse pecuefias dosis los demd3s dias (3). Para obtener

se me jores resul tados, pueden eﬁplear se ad yuvantes (1).

Las autovacunas estin contraindicadas en infecc iones muy
agudas, particularmente en aauellas con intoxicacifn sistémi

ca, donde la produccidn de anticuerpos llegd al 1limite (10).

.

Fundamento: El1 hicrootganismo causante de una infeccidn,
se aisla de la lesidn del paciente, en medios de cultivo ade-
cuados para su desarrollo. Se prepara una suspensidn del mi-
croorganismo aislado, la cual se esteriliza med iante la apli-

cacidén de calor, y mediante colometria se obtienen los datos
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la concentracidn requerida de la autovacuna,

para su inoculacidn poster ior al paciente. Finalmente se

realizan las pruebas de esterilidad y segur idad, para tener

la certeza de cue 1la autovacuna cumple estos recuisitos,

antes de utilizarla.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Medio de

6 tubos..

Medio-de
Medio de
Solucidn

Solucidn

cultivo de infusidén de cerebro-corazdn-agar,

cultivo de tioglicolato flu{do, 2 tubos.
cultivo de Sabouraud, 2 tubos.
salina isotdnica estéril, 50 ml.

de mercuritiosalicilato de sodio a1'1oz,.fo ml.

Colorantes para Gram.

Material

bioldgico:

2 ratones blancos de 18 a 20 gramos de peso.

Material:

matraz

embudo

iles.

— = =W MW = S e

frasco

Estufa a

Bafio con

Erlenmayer de 100 ml de capacidad, estéril.

de 6 cm de didmetro, estéril.

capas de gasa, estéril.
tapin de algoddén y gasa, estériles.

pipetas de 10 ml. graduadas enml y en 1/10 ml, esté-

pipetas de 1 ml. graduadas en 1/10 ml, estériles.
jerfnga hipodérmica de 2 ml. estdril.

agu ja hipodérmica niimero 23 de 1 1/2 pulgadas, estéril.

de 30 ml con tapdn de hule.perforable, estéril.

37°c.
temperatura de 55-60°C.

Microscopio.

Colorimetro.
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Toma de la muestra:

Siempre que esto sea posible, se procura hacer la toma
de la muestra de un absceso cerrado, para evitar la presen-
cia de microorganismos contaminantes. El primer paso consig
te en efectuar una asepsia em el sitio donde se va a tomar
la muestra, y en caso de ser un absceso cerrado, se drena
éste; si se trata de una lesidn abierta, la toma de Ja mﬁeg
tra se realiza en la zona mds profunda del absceso que sea
po:sible. )
METODOLOGIA
1. Utilizando un tubo con un medio de cultivo rico, en es
te caso infusidn de cerebro-coaaz&n-asar, se siembra la mu{gf
tra tomada del absceso. Se incuba de 24 a 48 horas a 37°C,

y al cabo de este tiempo se hace un frotis cue se tifie con
la técnica de Gram, para determinar la morfologia y caracte

risticas tintoriales de los microorganismos infectantes.

2. Con el desarrollo contenido en el tubo anterior, se siem
bran otros cinco tubos con el mismo medio, procurando que

‘el indculo sea demso, y ocue el asa de platino reco-rra'toda -
la superf ic ie del med io, con objeto de obtener un desarrollo
abundante. Se incuba en las mismas condiciones hasta tener un

buen desarrollo, generalmente de 24 a 48 horas.

3. A cada tubo con desarrollo bacteriano, se le aiiaden apro
ximadamente 3 ml de solucifn salina isotdnica estéril; estd
cantidad depende de la abundancia del desarrollo obtenido, si

este es escaso, el volumen serd menor.

4. Se agitan cuidadosamente los tubos para desprender el de
sarrollo, que se recoge con uan pipeta de 10 ml, estéril. La
suspensidn obtenida se filtra en el embudo a través de las

capas de gasa, se retira el embudo del matraz y este se cie-

rra con un tapdn de algoddén y gasa estéril.

5. Se toma una muestra de exactamente 1 ml de la suspensidn,
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y se coloca en una celdilla del colorimetro, se afiaden 9.0
ml de solucifn salina isotdnica, se lee el % de transmitan
cia para determinar la concentracidn de micoérganismos y
se anota este dato, posteriormente se calcula la cantidad
de solucién salina isotdnica que debe afiadirse para temer
una concentraciﬁn final de 1000 millones de microorganis-

mos por ml.

6. Se coloca el matraz en un bafio con temperatura de - -
56-60°C durante 60 minutos, agitando de vez en cuando. Es-
te calentamiento tiene .por objeto destruir la viabilidad

de los microorganismos sin alterar su composicidn.antigé-
nica, por esto es importante regular cuidadosamente la tém

reratura del baiio.

7. Al terminar el periodo de calentamiento, se toma una
mue stra de 0.5 ml de'la suspengiﬁn y se siembra en un tu-
bo con el mismo medio en que se cultivd inicialmente el mi
coorgani smmo, y se incuba en las mismas condiciones durante
72 horaé, para cerciorarse de que no quedan bacterias vi-
vas. En caso de que se obtenga desarrollo, se ;dministra
otro periodo de calentamiento y se realizard nuévamente la

prueba de viabilidad.

8. Se mide el volumen que se tiene de la suspensidn de -
microorganismos, afiadiéndole la cantidad de‘soiuci6n sali-
na isotﬁﬁica que se requiere para temer una concentracidn
final de 1000 millones dé’microorganismos por ml, y solu--
cidn de mercuritiosalicilato de sodio al 10% para tener una
concentracidn final de 1:10000, como conservador.

CONTROLES BIOLOGICOS DE LA VACUNA TERMINADA

Prueba de esterilidad:

1. Tomar 4 ml de la vacuna terminada y sembrar 0.5 ml en

cada uno de los tubos con medio de tioglicolato fluido y -
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dos tubos con medio Sabouraud.

2. Incubar los tubos con medio de tioglicolato fluido a
37°C durante 7 dias, y los tubos con medio Sabouraud a -
‘temperatura ambiente por un periodo igual. Si la vacuna

estd estéril,jno aparece ningfin desarrollo en los cuatro_

tubos, la prueba se considera satisfactoria.

Prueba de seguridad:

1. Inyectar 1.0 ml de la vacuna por via intramuscular a
dos ratones blancos de 18 a 20 gramos de peso. Estos ani-
males se tienen en observacidn durante 7 dias. No §ébe
producirse absceso en el sitio de la inoculacidn y el ani-
mal no debe presentar sintomas de estar infectado, ni mo-

rir.

Cuando la vacuna ha pasado satisfactoriamente estas
pruebas, se procede a envasarla en frascos estériles con
tapdn de hule perforible y se conserva en refrigeracidn
entre 2 y 10°C. ’

La dosis que se utiliza es generalmente de 0.1 ml y

se aplica por via intradérmica.

Resultados:

Si el microorganismo no ha sido identificado por su obser-
vacidén microscdpica y colonial, deﬁen seguirse los procedi
mientos yacte;iOIGgicos usuales para su total identifica-

cidn.

La concentracidn de ‘la autbvacuna, que debe ser de aproxi

madamente 1000 millonés/ml.! se obtiene a partir -del da-

to que se tienme al interpolar em una curva patrdn, el va-

lor de transmitancia leido, y se multiplica por la dilu--
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cidén que se hizo con solucidén salina isotdnica (9 ml.) Pa
ra obtener  la dilucidn requerida de 1000 millones de mi--
croorganismos por ml. se realiza el siguiente cdlculo uti

lizando una regla de tres inversa:

10 x 108 -=-=1

Conc. obt. - - - X

X = Dilucidn requerida en ml.

Es igual al volumen que resulta de la suma de un ml.
de la suspensidn inicial de microorganismos mids la canti-
dad de solucidn salina isotdnica que debe afiadirse para

tener la concentracidn deseada.

REPORTE

Paciente:

Lesidn:

Microorganismo identificado:

Fecha de preparacidn de la autovacuna:
Concentracidn inicial y final de la autovacuna:
Fecha de la prueba de seguridad:

Fecha de la prueba de esterilidad:

Resultado de la prueba de esterilidad:
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CUESTIONARIO
1. ;Desde el punto de vista inmunoldgico, cudl es el obje

to de la aplicacidn de varias dosis de la autovacuna?

2. (Cudles son las medidas de conservacidn y almacenamien-

to de las vacunas y porqué?

3. (Porqué se requiere una determinada concentracidén de
la autovacuna, que sucederia si aplicaramos un exce-

so o una baja concentracidn de microorganismos?

4. Mencione 5 reactivos efectivos en la esterilizacidn

de las autovacunas.

5. Explique en detalle un método para determinar la con

centracidn de microorganismos.

6. iPor qué va a diferir la concentracidn terapéutica en

distintas bactgrias?

7. De 5 ejemplos de vacunas preparadas a partir de inmu

ndgenos puros.

8. ¢Qué son los extractos microbianos inmunogénicos y -

mencione 5 microorganismos usados en su elaboracidn!
9. ¢De que depende el efecto terapéutico de las vacunas?

'10. (Por qué se emplean el medio de tioglicolato y de $a-

-bouraud de la prueba de esterilizacidn?
DISCUSION.

La prictica tiene como utilidad fundamental el ejer-
gicio del alumno en cuanto a la preparacidn de una vacuna,
porque el vasto campo de la inmunizacidn aun tiene mucho -
por avanzar. Con la pridctica es posible determinar las -
condiciones a las que se enfrenta el Q.F.B., para preparar
una autovacuna, pues requiere de un criterio tanto bacte--
terioldgico como inmunoldgico; la problemd@tica que repre-

.senta no es s6lo la de seguir una té&cnica al pie de la 1le
tra, debiéndose profundizar en las condiciones existentes

para que el resultado cumpla la finalidad deseada.
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En un determinado no de padecimientos, donde no hay -
otro camino a seguir aparece la autovacuna, que permite -
tener la seguridad de que se estd induciendo respuesta en

contra del microorganismo infectante.

Tiene la ventaja de que el material empleado es muy
accesible y puede montarse en un laboratorio sencillo,pues

to que no requiere de equipo sofisticado.

La desventaja de esta técnicéiterapéutica se presenta
fundamentalmente, por cuanto al tiempo que requiere de de-
dicacidn, porque solo tiene aplicacidn individual, porque
solo es utilizada cuando otras técnicas fallan, como herra
mienta secundaria; no se han realizado Fstudios suficien--
tes para darle mayor aplicacidn,. los resultados no siempre
son satisfactorios y no se ha podido llegar a una estanda-
rizacidn, pues alin se desconocen los mecanismos precisos -

-de accidn; tienme limitacidn terapéutica y es costosa.

Actualmente son muy utilizadas las preparaciones de -
alergénos para el diagnSstico y tratamiento de pacientes -
alérgicos. Estos extractos de alergenos afin no se han es-
tandﬁrizado en base a su potencia y se definen generalmen-
te como unidades de nitrdgeno proteico por ml de extracto,

o bien como una relacidén peso/volumen.
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FAGOCITOSIS DE NITROAZUL DE TETRAZCLIO.

Objetivo: fvaluar la fagocitosis, explicando; la varie
dad de factores que estdn involucrados en ella, y relacio-
nar las diversas patologlas queoriginan o motivan los de--
fectos fagociticos, demostrando la capacidad .de fagocitosis
de los leucocitos polimorfonucleares mediante la reduccién
de NAT, expligando el fundamento bioquimico de eétg método.
Interpretar los resultados que se obtienén y analizar las

limitaciones de la técnica.

Generalidades: La endocitosis es el mecanismo mediante
el cual- la c&lula viva ingiere material externo y se puede
dividir en dos catego;fas, de acuerdo al tamaiio éel mate--~
rial ingerido: la pinocitosis que se refiere a la captacién
de material soluble y la fagocitosis que es la ingestidn de
particulés (9).

En los mamfferos, la fagocitosis es la dnica funcién de
ciertos leucocitos; en ;rimer lugar se encuentran 1los leuco
citos polimorfonucleares (neutr6filos) y el sistema mononu-
clear fagocftico que incluye promonocitos, monocitos y. ma-
cr§fagos tisulares. También los eosindfilos son capaces de
fagocitar (10).

Los procesos involucrados en la fagocitosis' son la qui
miotaxis, el reconocimiento, la ingestidn, la desgranulacién
y finalmente la digestifSn del material ingerido (10).

Las anormalidades de los leucocitos polimprfonuclearés,
pueden dar como resultado un significativo aumento en la sus
ceptibilidad a la infeccién. Para desarrollar su qé%acidad
biolSgica completa, deben desarrollar 3 funciones mayores:
a) movilizarse al sitio donde son requeridds, b) fagocitary
c) matar al agente infeccioso. Las pruebas de laboratorio pa

ra valorar la funcifn del neutr§filo, caen en categorfas que
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miden estas tres funciones bisicas. Para medir la moviliza
cién se han desarrollado las pruebas de (f): estimulacién
con epinefrina que mide la habilidad de obtener leucocitos
de la fuente marginal; el estimulo por cortisona que mide
las reservas medulares; la ventana de piel de Rebuck que
estimula la respuesta de neutrdfilos ante una inflamacién -
local y los experimentos quimiotdcticos que miden la capaci
dad de los leucocitos polimorfonﬁcleares de responéer a un

estfmulo quimiotdctico (10).

Para valorar la capacidad fagocifica, existen el méto
do de fagocitosis de levaduras y la prueba de formazin, en

tre otras.

Para conocer la capacidad de matar al agente infeccio-
so, se utilizan bacterias, tales como S. aureus, E. coli,

Listeria monocytogenes, etc.

La p;ueba de formazdn o reduccién de NAT, fue desarro-
llada por Baehner y Nathan en 1967, para medir la produccién
de: NADPH+ H+, en los neutr6filos de sangre periférica de pPa
cientes con granulomatosis crdnica (2). Existen varias modi
ficaciones de la té&cnica, de las cuales utilizaremos la de

Gifford y Malawista (4).

La enumeracién porcentual de los neutr6filos formazin
positivos puede discriminar claramente entre los leucocitos
de la poblacién normal, y los procedentes de enfermos con
granulomatosis crénica, en la cual los leucocitos polimorfo
nucleares muestran una deficiencia casi absoluta en unoo va
rios pasos enzimidticos del ciclo colateral de los fosfatos

de la pentosa (l).

Al realizarse la fagocitosis, se presentan los siguien-
tes eventos (1): Aumenta la produccién de &dcido ldctico y dis
minuye el pH intracelular. Se estimula el ciclo colateral de

los fosfatos de pentosa, que llegan a proporcionar hasta un
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10%Z de 1a energia disponible. Aumenta el recambio de los

fosfolfpidos de la membrana.

Las microtécnicas con el procedimiento semicdantita-
tivo, han demostrado que se encuentran porcentajes eleva-
dos de neutr&filos formazdn -positivos en las infecciones
bacterianas, en la tuberculosis miliar, en las micosis ge
neralizadas, en el paiudismo, en condiciones no asociadas
con patologia infedciosa, tales como infarto al miocardio,
la administracién de anticonceptivos, la ostete;génesis

imperfecta, etc (8).

Las condiciones en las cuales disminuye el ﬁorcenta-
je de leucocitos formazdn positivos, corresponde a la gfg
nolomatosis crénica, al sfndrome.de Job, adminisgraci&n
de drogas antiinflamatorias (aspirina, indometazina, cor-
ticoesteroides) y enfermedades como el Lupus Eritematoso
Diseminado. En tuberculosis pulmonar,-en‘infecciones virg
les y en micosis superficiales no se han encontrado varia

ciones significativas respecto a lo normal (9).

La reduccién de NAT se encuentra ausente en ciertos
pacientes que pierden la actividad de la glucosa -6- fos-
fato deshidrogenasa. Los acarreadores heterocigotos de es
ta enfermedad muestran s6lo una menor conversi6én de lanor
mal, por lo cual la prueba no es aplicable gara determinar

el estado de acarreador.

La prueba puede utilizarse para diferenciar enfermeda

des fébriles bacterianas,'de las no bacterianas. (3).

Fundamento: En una gota de sangre capilar, los leucoci
tos polimorfonucleares al mezclarse con un colorante de 6xi
do-reduccidh, el NAT, lo reducen produciendo gr&nulos de
formaz&n de color azul obscuro que pueden observarse dentro

del citoplasma de las cé&lulas.
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TECNICA
MATERIAL Y REACTIVOS.
Reactivos:
Sangre capilar del paciente.

Solucidn de nitroazul de tetrazolio (0.28 g en 100 ml

de solucidén salina isotdnica).

Soluci6én salina isoténica.

Metanol absoluto.

Safranina (0.5 g en 100 ml de agua destilada).

Solucidn de trabajo de NAT (debe pfepararse inmedia-

tamente antes de'la tincién):
Suero humano fresco (de no mds de 24 horas), 5 ml.
Nitroazul de tetrazolio al 0.28%, 6 ml,
Soluciﬁn salina isotdnica, 3 ml.
Incubar a 37°C por 20 minutos.
Mate;ial:

cuentagotas.
pipetas de 5 ml.
portaobjetos.

lanceta.

— e = NN

caja de Petri. %
Papel filtro.

Equipo:
Microscopio.
METODCLOGIA
1. Colocar una gota de sangre cabilar en un portaobjetos,

incubarla en cdmara hiimeda a 37°C por 25 ﬂinutos para que

los granulocitos y los monocitos se adhieran al cristal. Es
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conveniente realizar una biometrfa hemdtica de laksangréei
tudiada, para poder reportar el resultado como nimeéro absg

luto de neutrdfilos formazan positivos.

2. Lavar suavemente la sangre restante con solucidn sali
na usando pipeta, dejando caer gota a gota, secando el ex-

cedente de solucién salina isotdnica con papel filtro.

3. Cubrir los leucocitos adheridos al vidrio con solucién

de NAT. Incubar en cdmara hiimeda a 37°C por 25 minutos.

4., Se lava nuevamente el portaobjetos y égkdeja.secar a

‘temperatura ambiente, 5 minutos.

5. Para fijar las c€lulds se agrega a la preparacién meta
nol absoluto (1 minuto). Lavar con agua corriente»y~sgc§fal

aire.

6. Teiiir con safranina por 5 minutos como colorante de con

traste, Lavar con agua corriente y secar al aire.

7. Observar al microscopio con el objetivo seco fuerte; con
tar 100 granulocitos, buscando acdmulos de'forpazin para con

siderar cé&lulas positivas.
Resultados:

El resultado se reporta como porcentaje de c&lulas NAT
positivas. o
Granulocitos formazin positivos = - B 4
Los valores de referencia son del 14 al 39%i
CUESTIONARIC

/.
1. (OQué es el nitroazul de tetrazolio y que caracterfsti-

cas tiene?

2. ¢{ Por qué debe prepararse ﬂ

ediatamente antes de lati
cifn, la solucién de trabajo con NAT?
3. iCudl es el objeto de incubar una gota de sangre capilar

del paciente en un portaobjetos, como primer paso de la téc-

nica ?
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4, iPor qué se debe tediir la preparacifn de neutrdfilos

con safranina?

5. (Qué reaccién bioqufmica del neutr§filo evalda la --

prueba de formazadn?

6. ¢{Cémo pueden separarse los granulocitos y los monoci

tos de la sangre?

7. Mencione alguna otra modificacidn de la té&cnica de re
duccién con NAT.

§. ¢(Cudl es la prueba de nitroazul de tetrazolio estimu-
lada?

9. iQué trastornos bioquimicos se presentan en la.fagoci
tosis por neutr6filos, en la enfermedad granulomatosis cré§
nica?

10. Sefiale otra prueba utilizada para valorar la capacidad

fagocftica de los neutréfilos.

DISCUSION

La determinacién de la capacidad fagocitica de los neu
tr6filos, mediante el método de reduccién de NAT, es una =--
prueba muy sencilla, ridpida y econdmica..Este tipo de estu-
dio es esencial para determinar las anormalidades de los fa

gocitos que varian enormemente.

Esta prueba es aplicable también a los monocitos fago-
cfticos.

La prueba estd sujeta a grandes variantes y por lo tan-
to para efectuar la técnica debe hacerse un niimero adecuado
de determinaciones de control, debiendo ser conservador en

la interpretacidn de resultados.

Se deben probar los sueros contra cflulas control, por
que los sueros pueden contener factores inhibidores de la -
funcidn del neutr8filo. Es conveniente reportar el niimero ab

soluto de neutr5filos NAT positivos, mediante la informacidn



- 177 -

que proporciona la biometrfa hemdtica.

La prueba de NAT .estimulada (con partfculas de ldtex),
presenta la ventaja de dar un rango dos o tres veces mayor
de células formazdn positivas, que permite hacer una mejor
diferenciacidn de la patologfa.

BIBLIOGRAFIA

1. .Baehner R. L., Boxer L. A. y Davis J. The Biochemical
basis of Nitroblue Tetrazolium Reduction in Normal Human and

Chronic Granulomatous Disease Polymorphonuciear Leukoc&tes.
Blood, 48:309,1976.

2. Baehner R. L. y Nathan D. C. Quantitative Nitroblue
Tetrazolium in Chronic Granulomatous Disease. New Engl, J.
Med.,278:971, 1968.

3. Garcfa Tamayo F., Ayala L. y Kumate J. La prueba de
Nitroazul de Tetrazolio en la amibiasis hepitica de los ni-
fios. Bol. led. Hosp. Infantil, 31(4):683,1974.

4, Gifford R. H. y Malawista S. E. A simple rapid micro-
method for detecting chronic granulomatous disease of chil-
dhood. J. Lab. Clin. Invest., 75:511,1969.

5. Lynch J. M. y col. MEtodos de Laboratorio. 2a., edicidn
México. Ed. Interamericana. 1972.

6. Matula G. y Paterson P, Spontaneus in vitro reduction
of nitroblue tetrazolium by neutrophils of adult patients
with bacterial infection. New Eng. J. Med.,285:311,1971.

7. Miller M. E. Neutrophil function. Clin. Immunobiol.,
3:427,1976.

8. Park B. H. The use and limitations of the nitroblue te
trazolium test as a diagnostic aid. J. Pediatrics, 78:376,
1971.



\ - 178 -

9. Peacock E. J. y Tomar H. R. Manual of Laboratory Im
munology. la. edicién. U.S.A. Ed. Lea & Febiger. 1980.

10, Rose R. N. y Friedman H. Manual of Clinical Immunolo

gy. 2a. edicién. U.S.A. Ed. American Society for Micro-
biology. 1980.



- 179 -

AGLUTINACION DE ANTICUERPOS HETEROFILOS EN PAPEL.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE MONONUCLEOSIS INFECCIOSA,

Objetivo: Analizar el fundamento de la t&cnica de aglu
tinacién de anticuerpos heter8filos en la determinacién de
mononucleosis infecciosa, y realizar una técnica de David--
sohn modificada en un suero problema, para el diagnésticode

la enfermedad.

Sefialar otros métodos serolfgicos utilizados en el diag
ndstico de mononucleosis infecciosa y evaluar las ventajas

y limitaciones de la té&cnica a desarrollar.

Generalidades: En la mononucleosis infecciosa, se pre-
sentan anticuerpos frente al virus Epstein Barr (EBV), que
persisten por afios. Estos son anticuerpos heter§filos que se
forman en respuesta a neo-antfgenos, que aparecen en las cé&
lulas infectadas con EBV, y.que reaccionan con el antfgeno
de 1la superficie de eritrocitos de borrego, caballo y buey
(1). Por definicidén, los anticuerpos ﬁeterGfilos, soﬁ anti-
cuerpos que reaccionan con antigenos similares, que aparecen
en dos o mis especies relacionadas. Se producen en general,
en respuesta a un antIgeno de una especie, y reaccionan con
el mismo antfgeno proveniente de una fuente diferente (5).
Los anticuerpos del sistema ABO y la reagina de la sIfilis,
son anticuerpos heter6filps. Todos pertenecen a la clase de
inmunoglobulina IgM (8).

La reaccién de anticuerpoé heter6filos, representan la
base de la mayorfa de pruebas disefiadas para el dihgnGStico
de mononucleosis infecciosa (3). Los anticuerpos heterSfilos:
aparecen en el suero del 85 a 90% de adolescentes y adultos
con mononucleosis cldsica, y en un niimero menor de infantes

con la enfermedad (9).
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El tftulo de anticuerpos heterd6filos, alcanza general
mente niveles significativos de diagnéstico, al final de
la primera semana de la enfermedad y tiene su nivel m&ximo

entre la segunda y tercera semana (2).

Los anticuerpos. heter§filos se presentan ocasionalmen
te en el suero de algunos sujetos normales y en‘pacianteg
con la enfermedad del suero en diversas enfermedades reumd
ticas, por 1lo cual en situaciones clfnicas de prueba, esne

cesario diferenciar los anticuerpos heter6filos (1).

Las pruebas tradicionales para el diagndstico de mono-
nucleosis infecciosa, fueron desa;rolladas por Paul, Bunnell
y Davidsohn (3).

La prueba de Paul-Bunnell se realiza para detectar la
presencia. y titulo de anticuerpos heterdfilos (7). Las prue
bas que resultan positivas con la prueba de Paul-Bunnell, se
sujetan 5 la prueba diferencial de Davidsohn, que utiliza
una absorcién difereﬂcial, lo que aumenta la precisién,

‘aleliminar muchos anticuerpos no especfficos (3).

En la prueba de Paul-Bunnell de tftuio presuntivo, una
suspensiGp ge eritrocitos de borrego, se hacen reaccionar -
con diluciones del suero del’paciente. La aglutinacidn indi

ca la presencia de anticuerpos heter§filos (7).

En la prueba diferencial de Davidsohn, el suero de pa--
ciente§ que pueden tener monunucleosis infecciosa, se hacen
reaccionar con antfgeno de riiidn &e cobayo y con una suspen-
sién del estroma de eritrocitos de buey. El antfgeno de ri--
fi6n de cobayo, absorbe el anticuerpo Forssman y los.anticues
pos de la enfermedad del suero (ambos anticuerpos heter6fi--
los),eliminando s68lo parcialmente los anticuerpos de mononu
cleosis infecciosa. E1 estroma de eritrocitos de buey, absor
be los anticuerpos de la mononucleosis infecciosa y de la en

fermedad del suero (4). '
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La absorcién se mide por la p&rdida de habilidad para
aglutinar eritrocitos de borrego. Este es un método laborio
so porque requiere diluciones seriadas de reactivos y va--

rias absorciones del suero (6).

ANTICUERPOS HETEROFILOS ABSORBIDOS POR (5):

Anticuerpo Rifi6n de cobayo Eritrocitos de buey
Forssman si no.
Mononucleosis

infecciosa no si

Enfermedad del
suero., 81 si

Se han encontrado ventajas al usar eritrocitos de cabg
1lo, porque son ﬁis sensibles y especfficos que los eritr&-
citos de borrego para el diagnSstico de mononucleosis infec
ciosa (4).

Se han desarrollado pruebas comerciales para medir los
anticuerpos de la mononucleosis infecciosa, con objeto de
obtener un diagnSstico ripido, entre las cuales existen el
mono-test, el mono-diff, el mono-spot, el comfirmikit y otros

que emplean eritrocitos de caballo.

Es recomendable practicar'lg prueba de la mancha en pa
pel, que es un procedimiento sencillo, basado en la agluti-
nacién de células formalinizadas de caba'lllo, después de la ab
sorcifn con antfgeno de rifi6n de cobayo y eritrocitos de --
buey (4).

La mononucleosis infecciosa es una enfermedad agudadel
sistema reticuloendotelial, cuyo agente causal es el virus
Epstein-Barr (EBV), un herpesvirus con DNA de dpble hélice,
que tiené distribucién mundial (8). En infantes la infeccién
primaria es generalmente asintom&tica. Ciertos pacientes de-
sarrollan una enfermedad neopldsica asociada con EBV, en for

ma de linfoma de Burkitt y carcinoma nasofaringeo (9). Exis-
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ten firmes evidencias que sugieren una relacifn causal en-
tre el EBV y estos dos c&nceres humanos; factores genéticos
y ambientales influyen en la expresién de esta enfermedad -
(8). La transmisién de mononucleosis infecciosa se realiza
por medio de células infectadas presentes en la saliva. El
periodo de incubacién de la mononucleosis infecciosa es de
42-49 dfas (2). El diagnéstico de esta enfermedad, se reali
za en base a tres criterios caracteristicos: sfntomas clini

cos, manifestaciones hematolégicas y resutados seroldgicos
(5). [

Se utilizan procedimientos serolSgicos en el estudiodé

esta enfermedad, por las siguientes razones (9):

1. Para determinar 1la éusceptibilidad o inmunidad frente

a mononucleosis infecciosa.

2. Para determinar la relaciém etiolSgica de un sfndrome
de mononucleosis negativo, para anticuerpos.heterSfilos y el

EBV.

3. Para determinar la implicacifn del EBV como agente etio
16gico en una variedad de sindromes clinicos con etiologfa

indefinida, como son la hepatitis, la encefalitis, la polineu
ritis infecciosa, la pdrpura trombocitopenica.1diop5tica, la
anemia hemolftica y otros asociados con la infeccifn de este

virus.

4. Para determinar la susceptibilidad o inmunidad a la in-

fecci&n, en primates inoculados experimentalmente con EBV.

5. Para determinar la presencia de antfgenos de la expre--
sién del EBV en 1fneas celulares linfloblastoides.

6. Como herramienta epidemiolégica en poblaciones especffi
cas, se han empleado en particular métodos seroepidemiolSgi-
cos, para distinguir pacientes con tumores asociados con el

EBV, que tienen una infeccifn inaparente.
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Fundamento: El suero de pacientes de los cuales se sos
pecha tienen mononucleosis infecciosa, se hace reaccionar
con una gota de suspensiones de antfgenos de rifién de coba-
yo y de estroma de eritrocitos de buey, separadamente endos
etiquetas de papel. El antfgeno de riii6n de cobayo, absorbe
los anticuerpos Forssman y los anticuerpos de la enfermedad
del suero, mientras que el estroma de eritrocitos de buey,
absorbe los anticuerpos de la enfermedad del suero y los an
ticuerpos de la mononucleosis infecciosa. La absorcifn se
demuestra por la pérdida de la capacidad del snerﬁ de aglu~-
tinar eritrocitos de caballo, que reaccionan con los anti--
cuerpos heterdfilos. La agluiinaci&n de los eritrocitos ‘de
caballo con el suero absorbido con antfgeno de rifién de co-
bayo, se debe a la presencia de anticuerpos de mononucleo--
sis infecciosa, en tanto que la aglutinacién de. los eritro-
citos de caballo con el suero absorbido por estroma de eri-
trocitos de buey, indica la presencia de anticuerpos Forss

man.

TECNICA

REACTIVOS 'Y MATERIAL.
Reactivos:
Suero problema.

Antfgeno de rifibn de cobayo:- Se prepara suspendiendo -

dos rifiones de cobayo en suero fisiolfgico, en una caja de
Petri previamente enfriada y pesada para poder calcular pos
teriormente el peso del tejido. Los rifiones se lavan con sue
ro fisioldgico hasta que el sobrenadante no contenga sangre,
y se muelen hasta obtenmer una pulpa fina, con la cual se}rg
para una suspensién al 20% en suero fisiol6gico, que se hier
ve una hora a baifio Marfa, compensando el volumen perdido por
evaporacién con agua destilada: Se agrega fenol para obtener
una suspensi6én al 0.5% y se guarda en refrigerador, donde pue

de permanecer meses sin perdida de propiedades.
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Estroma de eritrocitos de buey.-Se prepara agregando a

los eritrocitos, cinco voldmenes de agua destilada enfriada
en hielo seco. Se dejan reposar 30 minutos y se ultracentri
fugan a 15000 rpm, lavando con agua destilada en frfo, las-
veces necesarias para eliminar rastros de Hemoglobina. Se

suspenden en poco volumen de agua destilada y se sonifican.
Se lavan una vez con amortiguador salino de fosfatos 0.15 M
a pH de 7.2, volviendo a centrifugar y resuspendiendo en el
amortiguador. Si presentaran grumos, pueden centrifugarse len
tamente. Esta suspensifn puede utilizarse satisfactoriamen-
te por seis meses, sf se mantiene en congelacidn. E1l dfa de

la prueba, se lavan tres veces con solucifn de NaCl al 0.9%

Eritrocitos de caballo.- Se preparan colocando cinco -

partes de sangre de caballo, en seis partes de citrato al
3.8%. Es conveniente utilizar los eritrocitos de caballo en
vejecidos, de dos a tres meses después de su preparacién.
El dfa de la prueba se lavan tres veces con solucifn de NaCl

al '0.9% (la solucién nunca queda limpia).

Material:

2 etiquetas de papel adheribles.
2 pipetas Pasteur.

2 micropipetas de 3041.

1 micropipeta de 104l.

Palillos.

Eguigo:
CronfSmetro.

Limpara.
METODOLOGIA

TECNICA DE DAVIDSOHN MODIFICADA.

1. En el extremo de cada una de las dos etiquetas de papel
de 1 x 3 pulgadas, se coloca una gota'de.l10A]l de eritrocitos
de caballo al 20%.
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2. En la esquina de una etiqueta, se pone una gota con mi
cropipeta de 30)l, de la suspensién de antigeno de riii6n de
cobayo al 10%. .

3. En la segunda etiqueta, se coloca una gota de 304 de

estroma de eritrocitos de buey al 10%.

4. Se aplica una gota de suero cerca de cada antigeno usa

do en la absorcién.

ETIQUETAS DE PAPEL

VEritrocitbs de
d/ caballo (20%) \\’O

Antfgeno Estroma
de rinédn de eritro
de cobayo ) citos de
(10%) Suero del Y buey.
paciente. . ' (10%)

|

5.. Con un palillo se mezclan el suero y los antIgenos, con

cuidado de no rayar el papel.

6. Después se mezclan con los eritrocitos de caballo y se

esparcen uniformemente sobre toda la superficie.

7. Se utiliza un crondmetro, con el cual se miden dos minu
tos.y se anota el tiempo exacto en el que ocurre la aglutina
cién. En caso de no presentarse aglutinacién a los dos minu-

tos, se considera la reaccidn negativa.
. Resultados:

Después de la absorcidn con antigeno de rifién y cobayo
y estroma de eritrocitosjde buey respectivame;te, las agluti
ninas de caballo muestran una clara diferenciacién entre sue
ros de pacientes con mononucleosis infecciosd'y sin mononu--

cleosis infecciosa.
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En caso de tener el suero problema estudiado, anticuer
pos heter6filos de mononucleosis infecciosa, la etiqueta de
papei con la suspensién de rif6n de cobayo, presentard aglu
tinacién visible antes de dos minutos, mientras que la eti-
queta que contiene la suspensidn de estroma de eritrocitos
de buey, resulta positiva si existen anticuerpos heterdfi--

los de Forssman presentes en el suero.

SUERO ABSORBIDO CON TIEMPO DE AGLUTINACION CON
ANTIGENO.DE ERITROCITOS DE CABALLO:

Rifién de cobayo

Estroma de eritrocitos

de buey.
PRUEBA:
CUESTIONARIO
1. iPor qué es recomendable realizar la técnica de David-

sohn quificada, tras obtener un resultado positivo con la

prueba de Paul-Bunnell?

2. iQué hallazgos hematolSgicos indican una posible mono-

nucleosis infecciosa?
3. ¢{Cufles son los anticuerpos heterdfilos?
4. {Qué es el antfgeno Forssman?

5. QFGmo se prepara la suspensién del estroma de eritro-

citos de buey?

6. ¢Por qué se ha preferido utilizar eritrocitos de caba-

llo en lugar de eritrocitos de borrego?

7. iCudles son las ventajas de utilizar etiquetas de papel

en la prueba?

8. iCon qué objeto se mezcla primero el suero problema con

la suspensifn de estroma de eritrocitos de buey, y con anti-
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geno de rifidn de cobayo, respectivamente en cada etiqueta,
y posteriormente se hace reaccionar con eritrocitos de ca-
ballo?

9. Mencione el fundamento de alguna prueba comercial di-

sefiada para detectar anticuerpos heter&filos.

10. Sedale otras técnicas empleadas en la identificacién

de anticuerpos que aparecen en la mononucleosis infecciosa.
DISCUSION

El nimero de pruebas solicitadas para el diagndstico
de mononucleosis infecciosa, en general no es alto, por lo
cual se ha requerido desarrollar una prueba simple, pero
Gtil. La reaccidn de aﬂticuerpos heter6filos es la base de
la mayorfa de pruebas usadas en el diagnéstico de mononu-
cleosis infecciosa. Estos anticuerpos apareceh en el suero
del 85 al 90% de adolescentes y adultos j6venes. con mononu-
cleosis cldsica y en un pequeiio niimero dé infantes enfermos.
La aparicidn de anticuerpos heter6filos en pacientes que
presentan datos clfinicos y hemaéongicos tipicos de esta en

fermedad, proporcionan una fuerte evidencia de infeccidn.

La modificacién de Davidsohn para los anticuerpos hete
r6filos, es una prueba de rdpida y sencilla ejecucidn, .el
resultado es ficil de leer y puede ser archivado: Es una -
prueba que ofrece mayor sensibilidad que los equipos comer-

ciales accesibles.

Esta técnica requiere de varios reactivos biolégicos -
en pequeiias cantidades, que tienen la ventaja de poderse al

macenar bastante tiempo en condiciones adecuadas.

En esta prueba se han utilizado eritrocitos de caballo,
porque detectan anticuerpos en un periodo mayor de tiempo,
durante el curso de la enfermedad, en. comparacién con los -
eritrocitos de borrego, que se utilizan en la ﬁrueba de Paul

Bunnell y son menos sensibles.
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TECNICAS ESPECIALES

Los inmunoandlisis que utilizan is6topos radiactivos,
enzimas o compuestos fluorescentes, permiten adquirit una
gran cantidad de informacién acerca de los mecanismos de

la patologfa y actividad funcional del sistema inmune.

Al irse desarrollando mejores reactivos para estas téc
nicas especiales recientes, va surgiendo un mayor entendi-
miento de como funeiona el sistema inmune, tanto en condicio

nes de salud como de enfermedad.

Al incrementarse el desarrollo de estos inmunoandlisis,
muchos procedimientos actuales caerdn en desuso,:debido a'las
ventajas que tienen la inmunoflorescencia, el radioinmunoand

lisis y el enzimoinwunoanalisis sobre ellas.

Estos inmunoandlisis no serdn solamente importantes en
el laboratorio de inmunologfa sino que tendrdn aplicaciones
sumamente {itiles, en los laboratorios de qufmica, hematolo-
gia y microbiologfa, entre otros, utilizdndose con finalida

des diagndsticas, principalmente.

La inmunofluorescencia se usa ampliamente en la detec-
cién de anticuerpos y antfgenos en enfermedades infecciosas
y autoinmunes, mientras que el radioinmunoan&lisis ocupa un
lugar especial en el anilisis de hormonas y drogas. El -en-
zimoinmunoanélisis, es el método que emplea reactivos mar
cados uwds reciente, y tiene aplicaciones en las &reas cubier
tas previamente por la inmunofluorescencia y el radioinmuno-

andlisis.
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INMUNOFLUORESCENCIA (IF)

La inmunofluorescencia es una técnica que fue creada
por Coombs y colaboradores en 1942, para el estudio de los
antigenos bacterianos en los tejidos (8). Es una técnica -
histoquimica que consiste en conjugar ciertos colorantes -
fluorescentes con anticuerpos (es lo mds comfin), o con an-
tigenos (en raras ocasiones), exponiendo despué&s el conju-
gado a los antigenos o anticuerpos correspondientes, en cor
tes o impresiones de tejido, frotis de microorganismos o de
células, o cultivo de tejido en monocapa; se observa una -
fluorescencia en el foco de interaccidn antigeno-anticuer-

po (2).

En los filtimos afios, la inmunofluorescencia, donde un
compuesto fluorescente se utiliza como marcador, ha sido re
comendado como. método alternativo del radioinmunoandlisis.
Se han desarrollado andlisis de hormonas, drogas y protei-
nas con importancia diagndstica. En la actualidad, la sensi
bilidad de los métodos de inmunofluorescencia, permiten de-
tectar sustancias presentes en concentraciones de 10-12 M;o
menos (8). Los avances que se han alcanzado, se deben al de
sarfollo y mejoramiento de la instrumentacidn utilizada, y
a la seleccidn de diferentes sustancias fluorescentes para

marcar los anticuerpos o antigenos (1).

-La fluorescencia, es la capacidad que tienen ciertos -
compuestos naturales o sinté&ticos, para absorber luz de cier
tas longitudes de onda y emitir luz de mayor longitud de on
da, en alrededor de 10_8 segundos (5). La longitud de onda
emitida, es caracteristica ae cada compuestoAgluorescente,

y cada uno tiene una eficiencia de quantum, o 'radio de ener
gia luminosa emitida por la energia absorbida, que es tipi-

ca para cada fluorocromo.

Entre los fluorocromos que se utilizan para realizar

la inmunofluorescencia estdn la fluoresceina, el dcido '1-

e
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dimetilaminonaftalen 5-sulfénico (DANS), y la rodamina B de
lisamina-(RB 200). La fluoresceina, con una eficienci# de
quantum cercana al 85%, es la ‘sustancia mds popular usada
en microscopia fluorescente (6). Los reportes acerca de su
rango de mayor absorcidn varian, pero emite luz con longi-
tud de onda de 520 nm, que aparece de color verde amarillen
io, al ojo humano; tiene dos ven;ajas sobre los otros fluo-
rocromos; primero: su emisidn a 520 nm estd en el drea de
mﬁxiﬁa sensibilidad visual, y segundo, la autofluorescencia
verde amarillenta es rara, por lo cual las lecturas falsas

de .este fendmeno disminuyen (1).

La fluoresceina debe ser conjugada a un anticuerpo-an-
tes de poderse utilizar en la técnica de inmunofluorescen-
cia. Este paso va acompafiado de la preparacidn de isotiocia
nato de fluoresceina (FITC), un compuesto fluorescente que
tiene afinidad para proteinas, por via de su componente cia
nato (2). E1 FITC puede ser agregadoa una preparacidn de
anticuerpos, y el complejo o conjugado resultante, es capaz
dereaccionar con el antigeno para el .cual se prepard el anti
cuerpo. La pureza y especificidad dél anticuerpo, determina
la especificidad de reacciones subsecuentes con el conjuga-

do fluorocromo-proteina (6).

Es conveniente realizar la purificacidn -del conjugado
fluorocromo-proteina, antes de utilizarlo en la prueba. Pa
ra tal efecto se ha empleado la diﬁlisis, que elimina las
sales del amortiguador y el solvente del fluorocromo, y la
extraccidn con carbdn o filtracidn en columna de Sefadex,
para eliminar la sustancia fluorescente que no reacciond
(8).

Debe efectuarse una absorcién del conjugado fluorocro-
mo-proteina, con polvos de tejidos, antes de utilizarlo en
la reaccidn de inmunofluorescencia, con objeto de eliminar

los anticuerpos inespecificos presentes (2).
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Rara vez es necesario, realizar la concentracidn del con:

jugado fluorocromo-proteina, pero en caso de requerirse, se

utiliza para tal efecto, la precipitacidn con sales (7).

Las pruebas de estabilidad del conjugado fluorocromo-
proteina, indican larga duracidn en todas sus fases (liofili-

zado o liquido), si es mantenido a temperaturas de = 4°C.

Se han desarrollado varias técnicas que utilizan los con
jugados fluorescentes, a partir de la prueba original de Coons

y colaboradores, entre las cuales se incluyen (6):

La técnica directa, donde se usa un anticuerpo comnjuga-
do para detectar la presencia de su antigeno correspondien-
te. Aunque es una técnica fdcil de realizar, requieré el uso
de muchos controles para asegurar la especificidad del conju
gado fluorocromo-proteina. Con este método bueden identificar

se anticuerpos o antigenos de microorganismos y de tejidos.

La técnica indirecta, que tiene la ventaja.de aprovechar
la capacidad de los anticuerpos de actuar como antigenos en
algunas especie animal diferente. Es una técnica @itil, porque
un- conjugado puede ser usado ﬁard identificar muchos comple-
jos antigeno-anticuerpo, y por que es mds sensible que la téc
nica directa, aplicdndose en la investigaciSn de anticuerpos
frente a muchos micfoorganismps asociados con enfermedades hu

manas, y para detectar autoanticuerpos.

La técnica del complemento, donde se produce la reaccidn
antigeno-anticuerpo capaz de fijaf complgﬁento, y los compo-
nentes de este {iltimo, unidos al comple jo, son detectados -
‘utilizando un antisuero conjugado para el complemento. La téc
nica del complemento es mis sensiblg que la técnica dindirec-
ta, por la aﬁplificaciﬁn que origina el sistema del complemen
to, pero al- afiadir,un reactivo extra (complemento), se requie

ren mds controles.

La prueba de inhibicidn, que estd basada en la teoria de

que el grado en que un suero desconocido puede bloquear la -
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reaccidn entre un antigeno conocido y su anticuerpo conjugado,
estd en relacidn equivalente del contenido de anticuerpos en
dicho suero. La presencia de anticuerpos en una muestra desco
nocida, da como resultado una disminucidn o desaparicidn de la
fluorescencia. Es una té&cnica mucho menos sensible que la téc

nica indirecta.

La técnica del sandwich, donde un anticuerpo presente en
el tejido es identificado, al hacerlo reacciomar con un anti-
geno conocido y posteriormente marcar ese antigeno con un an-

ticuer po conjugado.

El equipo de microscopia de fluprescencia, es esencial
para la observacidn de laminillas preparadas con las técnicas
previamente descritas. Los microscopios para fluorescencia va
rian en sus componentes necesarios, pero en general son los

siguientes (5):

'I N
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Fuente Diafrag Filtro Filtro Conden- Especi Filtro O0jo
de ma de de prima- sador men Secun-
Energia Iris Calor rio rio

Las principales dificultades que aparecen en la microsco
pia por fluorescencia, incluyen la fluorescencia no gspecifi-
ca, la autofluorescencia y las reacciones cruzadas (7). La au
tofluorescencia es producida por materiales bioldgicos sin mar
car. incluyendo un 'amplio rango de longitudes de onda; este fe.
ndmeno puede ser eliminado, realizando arpropiadamente 1la Frue

ba, controlando la dilucién, el pH y otras variabkes (7).

La tincidn no especifica, o el teifiido de materiales sin

la unidn antigeno-anticuerpo, es generalmente minima cuando se
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trabaja con bacterias o hongos, y aumenta cunado se observan
protozoarios o cultivos de tejidos; posiblemente este fendme
no es ocasionado por el efecto de carga dcida-bdsica entre

las proteinas (7).

Las reacciones cruzadas pueden ocurrir, cuando estdn pre
sentes antigenos iguales o similares en la reaccidn; esto se
puede controlar mediante fraccionacidn del suero, o por puri

ficacidén del antigeno (7).

Los procedimientos de inmunofluorescencia han sido desa-
rrollados con sensibilidad equivalente o mayor, que en‘cier-
tos procedimientos de radioinmunoandlisis, para hormonas, dro

gas y proteinas de importancia diagndstica (2).

Algunas ventajas de la inmunofluorescencia, son las si-

guientes (3):

1. Los reactivos que se utilizan.en la determinacidn, tie-
nen una vida media mi3s larga, en comparacidn con reactivos -

marcados radioactivamente.

2. El método puede ser automatizado, obteniendo gran veloci

dad y precisidn en los andlisis.

3. Se puede desarrollar un sistema homogéneo de inmunofluo
rescencia, para antigenos proteicos complejos. El sistema ho
mogéneo, eliminard el paso de separacidn de unidn y desunién
del antigeno con el anticuerpo. Se pueden realizar andlisis

homogéneos similares por.latécnica de ELISA, pero son muy di

ficiles de elaborar.

4. Los sistemas de inmunofluorescencia pueden desarrollar
se para cuantificar m@ltiples constituyentes répidaﬁente en

una sola muestra.

Entre algunas desventajas de la inmunofluorescencia se
tienen, el alto costo de la instrumentacidn especial utiliza

da para el desarrollo del anilisis, y que el anticuerpo mar-
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cado con el fluorocromo, debe estar purificado y estandariza
do, para obtener la sensibilidad especifica y precisién re-

queridas (6).

La inmunofluorescencia se ha utilizado para estuidos de
toxoplasma, treponema, depdsitos de anticuerpos errifién, anti
cuerpos antinucleares, para enumerar poblaciones de liﬁfoci-
tos y en dermatologia para estudios de &asculitis y liquen

plano, entre otros (3).
CUESTIONARIO

1. iQué tipos de filtros pueden ser utilizados en un micros

copio de inmunofluorescencia?

2. Describa un mé&todo de conjugacién! y la purificacidn del

conjugado obtenido.

3. i¢Ademds de la fluoresceina, que otros fluorocromos.se uti

lizan en la inmunofluorescencia?

4, Explique el fundamento de la determinacién de un antigeno

en fase s6lida por inmunofluorescencia.

5. Esquematice la técnica de inmunofluorescencia con comple-

mento.

6. ¢Qué fijadores se utilizan-en inmunofluorescencia de teji

dos?

7. iCudles son los componentes de un microscopio para inmuno
fluorescencia?

8. (Qué técnica de inmunofluorescencia seutiliza en el diag-
néstico de la sifilis?

9. Mencione una aplicacidn de la inmunofluorescencia en el
diagndstico de enfermedades de origen bacteriano, viral y au-

toinmune.

10. Sefiale alglin uso de la immunofluorescencia en la determi

nacidn de. hormonas y drogas.
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RADIOINMUNOANALISIS (RIA).

El radioinmunoanilisis (RIA) fue descrito por primera
vez en 1959 por Yalow y Berson, aplicado a la cuantifica-
cidon de insulina, haciendo uso de los radioisdtopos para
ﬁarcag el antigeno y aumentar la sensibilidad en la medi-
cidn de;a reaccién antigeno-anticuerpo (l). Pertenece a un
grupo de andlisis basados en el principio devcompetencia en
tre un ligado, marcado radioactivamente y un ligando sih -
marcar, por una proteina de unidn. En este caso la protei-
na de unidn es uﬁlanticuerpo especifico y el ligando, el -
antigeno correspondiente. La concentracidn de reactivos es

td controlada al alcanzarse el equilibrio .(7):

Ag* + Ac Ag Ag* Ac + Ag*
_—

Este anélisi:_:;—:;?;ZEQdamente sensible y especifico
para detectar reacciones antigeno-anticuerpo; en algunos -
casos pueden medirse hasta picograros (10_123) (7). Su sen
sibilidad deriva de la radioquimica y su especificidad de

la. reaccidn seroldgica (2).

En la realizacidn del radioinmunoandlisis, se requie-
re utilizar un material marcado radibactivamente de calidad,

que aumenta la sensibilidad y precisidn del andlisis (2).

Las sustancias radioactivas son finica's en su emisidn de
particulas, en su vida media, y en el sistema usado para de-

tectarlas. Se pueden clasificar como emisores de particulas
x,g e Y (7.

Para el marcaje radioactivo se utilizan diferentes ra-
dioisétopos. Los que se utilizan con mayor frecuencia son
el 131, y el 125, (8). En ciertos procedimientos se han mar

cado tambien los péptidos con “H, ‘¢ y 3°s (10).

AN

“La intensidad\de la emisién de particulas radioactivas
;

se puedé medir en términos de particulas producidas, de e-
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nergia liberada por unidad de tiempo, o en base a su activi-
dad especifica que se define como la cantidad d; radioacti-
vidad por cantidad de compuesto. La unidad bas1ca de’ rad1oac
tividad es el Curie (Ci), que es.una medicidn del nGmero de
desintegraciones radloact1vas por segundo. Un Curie es 1gual
a3.7x LOl des1ntegrac10nes/segundo, lo que corresponde a
la radioactividad de un gramo de radio. Como esta un1dad es
demasiado grande para fines prdcticos, se divide én miliCu-
rie (mCi), que es igual a 3.7 x 107 des1ntegrac10nes/segundo,
y microCurie (1{01), que es igual a 3.7 x 104 desintegracio-
nes/segundo. Se utilizan tambien unldades como son las’ desin
tegraciones por minuto (dpm), donde 2.2 x 106 dpm es igual a
1 \Ci, y las cuentas por ‘minuto (cpm), que equivalen a dpm -
x eficiencia del conteo. La Comisi6nzlnternacioﬂa} de Unida-
des Radioldgicas (ICRU), define a la unidad de radioactividad
del Sistema Internacional (;I), como el becquergl (Bd), que
es igual a1 desintegradiﬁn/segundo. 1 Ci?3.7;§'1010 Bq. Coe
mo el beckerel es una unidad muy pequefia, se ﬁtilizan milti-
plos, comé'éon el kilobeckerel (kBq)v= 10'3 desintegraciones/
segundo, el megabecquerel (MBq) = 106'desiutégtécioneslsegug
do y el gigabecquerel (GBq) =‘109 desintegraciones/segﬁndo..
Cuando se define la radioactividad en fuﬁcisn de §u aétivi@ad
especifica, la radioactividad se .expresa en las unidades pfe-
viamente descr1tas, y la cantidad de compuesto en’ gramos, mo-
les o sus correspondientes submu1t1plos 9). e

Para medir la radioactividad se emplganfcbﬁtadores - -
Geiger, deéectores de centelleo, 'y detectores del estédo s6-
lido (5).

El desarrollo del radioinmunoandlisis para una substan-
cia especifica, depende del acceso a un antisueﬁ&ique conten-
ga anticuerpos con una adecuada afinidad, ti;u}&fy e#becifici-
dad. Para producir el antisuero deben inmuniiarse animales con
la sustancia en cuestidn, que puede emplearse sln mod1f1car o
modificada, con objeto de’ aumentar la 1nmunogen1c1dad (10).

El conejo y el cobayo son los anlmales mds ?tll}zados para -

prepararlo (8). i
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En el radioinmunoanilisis de una hormona, Esta, para inyectarse,
no requiere ser completamente pura (en algunos casos ex-
tractos glandulares producen los mejores resultados). Por
regla general, de 0.25 a 1 mg de hormona o su extracto, -
es inyectada en un medio espeéial como es la solucidn de -
Freund. La via de administracidn varia, pero por lo gene-
ral se, utiliza la via subcutdnea, en varios sitios del ani
mal, cada 2 o 3 semanas. La obtencidén de un buen antisue-

ro puede tomar de 3 a 6 meses, o mis (8).

pna vez obtenido el antisuero, es necesario determinar
el titulo de dilucidn ideal. Para esto,diluciones en concen
traciones progresivamente crecientes de.antisuero, 'son incu-
badas con concentraciones constantes de hormona radioactiva.
En forma grdfica, se obtiene asi una curva sigmoihal, cuya
parte superior corresponde.a una gran concentracidn de anti-
Cuerpos y que por estar en exceso, .Se unirin a toda la hormo
na marcada. Al otro extremo de la curva el antisuero muy =~
dilufdo tieme un poder de conjugacidn muy bajo. E1 titulo de
dilucidn del antisuero ideal para la prueba, es aquel con el
cual se obtiene una ligadura de 30 al 50% de la hormona ra--
dioactiva, o un cociente ligado/libre de 0.7 a 1.5 (1/1) - -
(10). Lo que se trata de obtemer, es una concentracidn de -
anticuerpos tal, que tanto la hormona a medirse como la mar-
cada, compitan por igual por los anticuerpos presentes en el

antisuero (8).

Un paso fundamental de la té&cnica, consiste en marcar -
radioactivamente los peptidos y prdteinas. Para tal efecto
se han desarrollado varios métodos quimicos, entre los cua-
les estdn el método con cloramina-T, el método con el reacti-
vo de Bolton-Hunter, la electrolisis con corriente constante

el método enzimdtico con lactoperoxidasa y glucosa-oxidasa

(10). Es obvio queel material marcado radioactivamente debe
tenerse en forma pura, y es conveniente almacenarlo en solu-
ciones amortiguadoras isotdnicas a un.pH que proporcione es-
tabilidad (4).
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Debe utilizarse la determinacidn de jinmunoreactividad
de las proteinas radioiodinadas, usando dos diluciones del
antisuero: con un exceso de anticuerpo y con la dilucién de
trabajo. La dct ividad especif ica fuede ser estimada, comno--
ciendo la masa de la hormona y las cuentas por minuto de --

1251, introducida en la mezcla de reaccidn (3).

En general, la técnica consiste en lo siguiente: se pre
paran simultfneamente los tubos de ensaye que servirdn de -
e stindar y los que llevardn la muestra a determinarse (sea -
plasma, orina, etc. preparadas en formaespecial), todos en
duplica("do o triplicado. A todos los tubos se agrega una so-
lucidn amortiguadora. A los tubos que constituirdn la curva
estdndar, se agregan concentraciones crecientes de la hormo-
na estindar cue se desea 1\nedir, y al resto un volumen constan
te de las muestras. Finalmente, a ambas series de tubos se -
agrega la misma concentracidn de hormona radioactiva y del -
antisuero. Se inicia luego la incubacidn a 4°C por un tiempo
determinado, que puede durar de uno a cinco dias dependiendo
de la hormona, de las caracteristicas del antisuero, etc. -
Por regla general, mientras menor es la cantidad de marcador
radioactivo ymas alto el titulo &e diluc idn del antisuéro,-
mayor deberd ser el periodo de incubacidn. Se procede final-
mente a la separacidén de las fracciones.ligada y libre de la
hormona rad icactiva, tanto en los tubos esténdar, como en los

que cont ienen la muestra (8).
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REACCION DEL RADIOINMUNOANALISIS (8).

*N Ac
_ Ag / Ac
(B)

QT/ —l— Z | |
D S Y

~
Ag* = Antigeno marcado.
Ag = Antigeno no marcado. (F) = Fracci§n Libre.
Ac = Anticuerpo. (B) = Fraccidn Ligada.

Después de realizar la reaccién coﬁpet%;;ii}d:. es necesa-
ria la separacidn de las fracciones ligada.‘:y; libr‘e,hdel anti-
geno marcado radioactivamente, para poder determinar el co-
ciente d.e equilibrio entre ambos. Este procedi.miéhto‘ debe
realizars,ekta‘lpida ycpmpletamente, para establecer-un co-
ciente exacto (7). Los métodos utilizados con este fin, a-
provechan la diferencia de:tamaiio molecular, vc'laréa,».,‘-{adéor-
cifn o solubilidad del complejo formado (9). Los radioinmu-
r;oanilisis'var‘ian- en la forma en como se realiza esta sepa-
racidn. Algunos métodos usados en la separacidn del antige-
no marcado libre y ligado en el radioinmunoanalisis inclu--
yen (2): -

l.- Separacidn por carga: croinaﬁoelectrofo‘resis, electrofo-
resis, resinas de intercambio iénico, -flraccionamniento -
en sales.

2.- Separaciﬁ‘n por su tamafio molecular: cromatograf ia en gel,
filtracidén en microporo.

3.- Sistemas de anticuerpos en fase sSlida: pre-prec ipitado

del anticuer po doble, anticuerpo polimerizado, unifn co
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Valente del anticuerpo al poliestireno, celulosa, absorcidn
del anticuerpo en la superficie de tubos de pliestireno o

polietileno.

4.- Separac ién por propied,ades immunoldgicas: doble anticuer

po y segundo anticuerpo de fase s6lida.

5.- Separacifn por adsorcidn en superficies: talco, silica
microprecipitada, celulosa, nitrato de celulosa, gel -

de fosfato de zirconilo.

6.- Separacidén por solubilidad en solventes orgdnicos: eta-

no, dioxanmno.
7.- Técnicas misceldneas: proteolisis enzimitica.

La eleccifn de la técnica depende de varios factores e
incluyen: el efecto del proced imiento en el eqv..lilikb_r:i.o de la
reaccidn immunoldgica, interferencia de las sustanc;'.is pre-
sentes en el plasma, como sales, urea, proteina plasmdtica
y complemento, efectos en la variacién de la concentracidn
de proteina y el volumen que puede ser manejado.. ~También
el tiempo y el costo son consideraciones que afectan la e-

lecc ion del sistema.

Los procedimientos de separacidn mas empleados, son 1los,
del anticuerpo doble, cromatoelectroforesis, absorcién de,

silica, y las técnicas de anticuerpo en fase s6lida (9).

Luego de separadas, las fracciones ligadas y libre se -
cuentan separadamente durante un tiempo fijo (gene;almente -
un minuto), en un contador automidtico de centelleo de. ra- -

diacién gamma, comunmente.

Los valores obtenidos tanto para la solucién estindar <
como para las muestras, son registrados tanto en "pa.pel arit ”
mé tico como semilogaritmico y logit, y se obtiene asi la -
curva estindat:, en la cual la radioactividad o el _c'ociente

de antigeno ligado/libre deisminuye en funci6én de la con-
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centracidn de la hormona en la muestra. Finalmente, la con-
centracién de la hormona en cada una de las muestras anali-
zadas, se obtiene al comparar 1la relacién de antigeno 1iga-
do/libre de cada muestra, con el cociente del antigeno liga

do/libre obtenido con la solucién estindar (8).

CURVA DE RADIOINMUNOANALISIS (8).
1904

T

COCIENTE 3501 \

AG MARCADO
LIGADO/LIBRE T
(%) . . e ST
° CANTIDAD DE ANTIGENO.
NO MARCADO (10'123).

Un paso impor tante en el radioimmunoandlisis, es la toma
y el manejo de las muestras. En ciertos anflisis se pueden -
obtener resultados errdneos por hem6lisis, lipemia y por adi

cidén de ciertos anticoagulantes (9).

Para preparar soluciones de los reactivos, se requiere -
un equipo volumétrico con gran precisién y exactitud, en el
rango de volumenes en que se emplea cada pieza. Los reacti-

vos deben mezclarse en forma efectiva pero no destructiva.
o
(10).

1

Es esencial comparar las potencias del radioimunoandli
sis y el bioanflisis de patrones conocidos y desconocidos -
de muestras b;iolﬁg icas, rara determinar si el radioimmuno--
anali'sis mide dnicamente el @aterial bioldgico activo, o -

tambien material immuml8gico que da reaccién cruzada (5).

Durante los @1 timos veinte afios, los métodos de radio in-

munoanilisis y la pur if icacifn de las sustancias marcadas -
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se han desarrollado enormemente, contribuyendo 21 progreso
de la medicina y en especial de la endocrinologia (8). -
Existen muchas variaciones del cldsico método del radioin-
munoandlisis; estas inciuyen la prificacién y marcado del
anticuer o en lugar del antigeno, o adicidn secuencial del
ant3g eno marcado, despues de alcanzar el equilibrio del --

anticuerpo y el antigeno descomocido (5).

El radioinmunoandlisis se ha aplicado al anflisi.s de -
hormonas plipéptidas, otras hormonas no polipépticas,dro-
gas, vitaminas, mcleftidos ciclicos, enzimas,vifus, antige
nos tumorales, proteinas séricas y otras proteinas y I{apte-

nos, tanto'en el hombre, como en otras esrecies (1l1).

A continuacién se enlistanm algunas sustancias medidas
por radio imhnognﬁlisis (11):
Hormonas pi tuitarias (hormona de crecimiento).
Hormonas coridnicas (génado tropina, coridnica humana).
Hormonas pancredticas (insulina). )
Hormonas calcitrdpicas (cal'citoni;na)‘.
Hormonas gastrointestinales (gastrina).
Hormonas de tejidos vasoactivos (angiotensinas).
Hormona s tiroideas (tir.oxina)».
Esteroides (cor ticosteroides).
Aminas bioi&gicas ( sero tonina). _
Drogas (depresivos del sistema mnervioso central).
Vitaminas (cianocobalamina).
Enzimas (tripsilia).
Viris (antigeno asociado a la hepatitis).
Antigenos tumorales (antigemo carcinoembriogémico).
Proteinas séricas (inmunoglobulinas).

Otras (enterotoxina estafilocdccica).
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CUESTIONARIO.

Explique un método empleado para marcar proteinas radio-

activamente.

De scr jba.la reaccidn de iodinacidn de una proteina.
i{Qué problemas se'presentan en la produccidn del anti-

suero empleado en el radioinmunoanilisis?

{Cudl es el criterio a seguir para elegir la especie a-

nimal adecuada en la produccidn de anticuerpos?

Sefiale algunas proteinas empleadas como acarreadoras, -

conjugidas con el hapteno.

iQué precauciones deben tenerse con el material radioac

tivo?

i¢Como puede evitarse el dafio producido en los reactivos
involucrados en el radioimmunoandlisis, durante la in-
cubac idn?

¢En qué consiste el andlisis inmunoradiométrico?
Explique la prueba radioimmunoabsorbente en:papel.
Menc ione algunas desventajas de la t&cnica del radioin-

munoandlisis.
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ENZIMOINMUNOANALISIS (EIAY

Engvall y Perlmann desarrollaron en 1971, un método
inmuﬂol&gico que utiliza el anticuerpo unido a una enzi-
ma, con objeto de localizar una gran variedad de sustan-

cias .antigénicas, en tejidos o fluidos corporales (3).

Los andlisis que utilizan antigenos, haptenos o an-
ticuer pos marcados con enzimas, se han aplicado reciente
mente en la medicidn de sustancias en fluidos bioldgicos
A estos andlisis se le han dado varios nombres como son:
énzimo~-inmunoandlisis (EIA), inmunoandlisis de unidn
enzimdtica, inmunoandlisis de marcador enzimitico, inmu-
noandlisis de enzima acoplada, andlisis inmunoenzimitico
y -andlisis utilizando inmunoabsorbente y enzima unida -
(ELISA). Existe un tipo de inmunoandlisis enzimd tico ho-
mogéneo, donde a diferencia de otros tipos de énﬁlisis,
no se requiere -separacién del material maréadb, libre y
unido, al cual se le ha llamado técnica de inmunoandlisis
de enzima:multipl icada (EMIT), o inmunoanilisis de inhibi

cidn enzimdtica (10).

A continuacidn se hace referencia a la técnica de -
ELISA, que es la méds utilizada en la actualidad y due. se
basa en la capacidad gue tienen los anticuerpos o antige
nos de unirse a una enziﬁa, manteniendo el complejo forma
do tanto la actividad inmunoldgica como la enzimdtica, -
siendo indispensable que el antigeno o el anticuefpo Fue-
dan acoplarse a un soporte de fase slida, para facilitar
la separacidn entre los reactivos unidos y libres (3).
Después de formar un complejo por incubacidn de los reac-
tivos que particiran, se agrega un sustrato enzimitico es
pecifico, que da como resultado un producto soluble de -

reaccidn, suscepitble de ser medido por su densidad Spti-
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ca, lo que proporciona el dato de la cantidad de anticueryos

o antigenos especificos en el fluido de prueba (6).

El ELISA se ha clasificado én andlisis homogéneos y he-
terogéneos, de acuerdo a la separacifn de los réactivos que
participan. En los andlisis homogéneos, la enzima se con juga
con un hepteno, y cuando este conjugado reaccionma con un an
ticuerpo, se modifica la actividad enzimdtica. Este tiro de
andlisis presenta la caracteristica de no requerir separa--
cidn entre l'a rorcién unida y la porcidn libre, y se restrin
ge al andlisis de sustancias con bajo peso molecular. En el
andlisis heterogéneo, un paso esencial consiste en la sepa-
racidn de reactivos unidos con enzimas, de los reactivos 1i

bres de -marca (5).

‘Existen una gran variedad de andlisis elaboradds a par
tir del fundamento del ELISA (2,10).

Para determinar anticuerpos, se han clasificado los si

guientes métodos (5):

I. Método Indirecto.- Se utiliza para medir conjugados =
con enzimas marcadas con antiglobulina humana. El procedi-- |
miento consiste en: absorber el antigeno al plato, lavar,
agregar suero con cualquier anticuerpo esrecifico que se
acopla al antigeno, lavar, agregar la enzima marcada con
antiglobulina que se acopla al anticuer o, lavar y agregar
sustrato..La cantidad die sustrato hidrolizado, es equiva-

lente al anticuerpo presente.

~

II. Método Competitivo.- E1 antigeno se arlica a la fase
s6lida; el conjugado de anticuerpo espn¢ifico unido a una
enzima se mezcla con la muestra problema cue puede conte-
ner anticuerpos y se incuba con la fase s6lida, que se la
va poster jormente, y se agrega el sustrato. La diferencia
entre el sustrato degradado y el conjugado solo, mds 1la
muestra, es rroporcional a la cantidad de anticuerpo en la’

muestra.
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III. Método .Anti-IgM.- Este método es Gtil cuando el anti-
cuerpo IgM se encuentra en una gran proporcidn en sl ‘suero.
Se efectda, recubriendo la fase s§lida con la globulina de
un antisuero frente a IgM, el suero de prueba se incuba con
la fase s6lida sensibilizada y se lava; se agregar el anti-
gem marcado con enzima y a continuacién se afiade el sustra
to enzimdtico. La degradacién del sustrato, es froporcional

a la cantidad de anticuerpo IgM en la muestra.

En la determinacidn de antfgenos, se tienen los siguden
tes métodos (5):

I. Método Competitivo.- En este anilisis el anticuerpo es
pec"if ico se une a la fase s6lida, el conjugado antigeno-en-
zima se meztla con la muestra que posiblemente f:on,tiene_an-'
tigeno, la mezcla se incuba en la fase s6lida, se lava y se
agrega el sustrato enz imd tico. I;a difa’encia entre el suétrg
to degradado con el conjugado solo, y el comnjugado mds la
mue stra, es proporcional a la cantidad de antigeno en la -

mues tra.

II. Método del Emparedado (§andwich) con doble Anticuerpo.-
El anticueryo especif ico se une a la fase sflida, la mues--
tra de prueba se incuba con la fase sflida y se lava, el con
jugddode anticuer po especifico unido a uma enzima, se incu-
ba, se lava, y se adiciona el sustrato e\nzimitico. La degra
dacién es por forcional a la cantidad de antigeno en la mues

tra.

III. Método de InhibiciSn.- El antfgeno de referencia se ume
a la fase s6lida, el conjugado de ref erencia de anticuer po
es pecifico con enzima ‘e mezcla con la muestra oue ct_)ntiene_
antfgeno y se incuba con la fase s6lida, se lava y se hgre-—
ga el sustrato. La diferencia de la degradacifn entre las -
muestras del antigeno de ref erencia con el corjugado soio, y
el conjugado mis la muestra, es prororcional a la cantidad

de antigeno en la muestra.
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Tanto los antigenos como los anticuertos, fueden ser
unidos covalentenente a la fase s6lida constituida por un
ma ter ial par ticulado (8). Seutilizan soportés de celulosa,
de poliacrilamida, de nylon, de poliestireno, de fropile-
no, de polivinilo, de vidrio microcristalimo, de hule si-
liconizado y otros plaSticos (2). Se ruede obtener umna ad
sorcién pasiva satisfactoria en tubos, discos o microrpla-
cas y se ha observado cue el poliestireno y el polivinilo

pro orcioman lcs so portes mds adecuados (9).

Las cond iciores Sptimas para recubrir la fase s6lida
(por ejemplo: concentracidn del reactivo, tiemro, temrpe-
ratura y fH), se deben determinar con titulaciones cue
utilizan reactivos de referercia (2). El exceso de reacti
vo ruede eliminar se, mediante lavado con Tween PBS; el ma
ter ial sensib il izado puede usar se ‘inmediatamente o alma-
cenarse en recipientes adecuados a 4°C por periodos de mis
de un afio (10). La enzima utilizada debe tener una elevada
actividad, un precio econdmico y ser accesible en forma

pura.

Se han emrleado umna gran variedad de enzima s, entre -
las cuales se incluyen la acetil-colinesterasa, la Q—D ga-
lactosidasa del citocromo C, la glucoamilasa, la glucosa-
oxidasa, la §-D glucuronidasa, la lactato-deshidrogenasa,
la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, la fo sfatasa alcal i-
na, la lisozima y la feroxidasa de r&bano (10). De ellas,
la fosfatasa alcalina y la peroxidasa de rdbano, son favo
ritas, y en especial la dltima, por su ba'jo costo, fporgque
es fdcil de conjugar se, ppr su e_sfabilidad, y roue actia

sobre una gran variedad de sustratos (9).

Para prerarar los conjugados, se utilizan agentes de
unién cruzada, de los cuales los mds porulares son el glu

taraldehido y el periodato de sodio (5). Los conjugado s
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se conservan estables por muchos meses y hasta for ‘afios,de
referencia en forma concentrada (8). Para purificar los
conjugados, se puede realizar la precifitacién por sales, o

la filtracién de gel (9), A

La eleccidn del sustrato en este inmumanflisis es cri
tico. Debe ser estable y soluble antes ydesmés‘de la degra
dacidn, reqiere ser barato, seguro, y fdcil de usar. Se em-
plean sustratos cr9mogénicos cue son incolotos’ iniciaimente
y fuer temente coloreados después de la degradacidn., En algu
nos casos se emplean sustratos fluorogénicos que dam un pro
ducto fluorescente, y tienen la ventaja de proporcionar-un
anilisis de alta sensib il idad, como es el ca so de 1a meti-

lumbeliferina (5).

Un sustrato adecuado para la fosfatasa a‘l’célina, es el \
fosfato de p-nitrofenol. Para la peroxidasa se emplean la
o-toluidina y la o-fenilendiamina, que es el sustrato mis
adecuado (9).

Con objeto de detener la reaccidn, se em]:i.ea general--
mente NaOH, auncue se usan tamb ién HZS_OI.; fo,rm_aliha, NaNs,
1-1202 y etdnol absoluto, entre otros reactivos, de acuerdo

al sustrato empleado (2). \

El resultado de una prueba de ELISA, puede determinar

se visualmente o por medicidn fo tométrica. /

Cuando se realiza uma lectura visual, el resul tado fue
de reportar se como positi,vb o negativo. Para anflisis cue
reaiier en una al ta prec isién, P_IA resul tado debe leer se fo-
tom&€r icamente. Lo s resul tados ob teniflo s pueden regportar se

de las siguientes formas (9):

1. Como positivas o negativas de acuerdo a un nivel deter

\
minado previamente con muestras negativas.,

2. Como un valor de absorbancia bajo condiciones defini-

das, incluyendo muestras de referencia.

3. Como un cociente del valor de absorbancia de Ia muestra,

entre un grupo de muestras negativas comocidas.
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4, Como punto final de la titulacidn, al realizar dilucio

nes seriadas de la muestra, y probarlas por ELISA.

5. Como una unidad, elaborando una curva patrdn con mues-

tras conocidas.

Las ventajas del ELISA incluyen baj6 costo, estabili-
dad de los reactivos, seguridad, sensibilidad, rapidez, una
ﬁanipulaci&n simple,especificidad, equipo de fdcil acceso,
la posibilidad de realizar mfiltiples andlisis simult&neamen
te, permite automatizacién'y no representa peligros de ra-

diacidn (10). Detecta rangos de nanogramos/ml (4).

La ténica de ELISA se encuentra en una etapa inicial
de desarrollo, pero esta logrando mucha popularidad e inte

rés. Deben evaluarse todavia muchas varifbles,(Z).

Es de suma importancia definir los conjugados: enzima-
anticuerpo, en té&rminos de la actividad enzimdtica y de lYas
propiedades inmunoldgicas, como son las especificidades y
afinidades de los anticuerpos; los sustratos deben comparar

se rigurosamente con materiales de referencia (7).

Se puede obtener reacciones falsas positivas por la -
presenciade factores no especificos en el suero, que se unen

a componentes de la preparacidn cruda de antigenos (5).
) !

Inicialmente, este inmunoandlisis se utilizd principal-

mente en el drea de enfermedades infecciosas (9).

Se han estudiado anticuerpos frente a bacterias como --
Salmonella, Vibrio cﬂolerae, Escherichia, coli, Brucella -
-abortus, Yersinia enterocolitica, Neisseria gonorrhoeae, Nei
sseria meningitidis, Klebsiella pneumoﬁiae, Mycobacterium tu
berculosis, Mycobacterium leprae y Chlamidiae. Se han deter-
minado antigenos de Sterptococcus -pneumoniae, de ﬁaemophilus
influenzae, de Neisseria meningitidis, y los antigenos "O"
de Brucella y Salmonella. El ELISA a permitido medir la res

puesta humoral a la vacunacién de difteria y tétanos; se han me
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dido tambi&n las enterotoxinas -estafilococcicas y el Tre-

ponema pallidum (9).

En miclogia esta técnica se ha utilizado para deter-
minar anticuerpos frente a Aspergillus y Candida; se ha
aplicado en el diagndstico de micetdma y para determinar
aflatéxina B- (9).

El ELISA se empieza a usar en el inmunodiagnéstico de
enfermedades virales, y ya se han realizado estudios para
virus de rubeola, citomegalovirus, grupo herpes, rotavi--
rus, virus de la influenza A y B, virus ginéitial.respitg
torio, virus de la parainfluenza, adenovirus, virus de va
ricella-zoster, virus del sarampidn, arbovirus, virus de

la hepatitis B y otros (1).

Se han desarrollado estuidos de enfermedades parasita
rias tales como la malaria, la esquistosomiasis, la leish-
maniasis, la toxoplasmosis, la amibiasis invasiva, ld on
cocercosis, la enfermedad del quiste hidatiforme, la equino

\ . . . . Py .
cocosis alveolar, la triquinosis y la toxocariasis; (6).

En el drea de hormonas, se ha aplicado el ELISA en la
determinacidn de gonadotropina coridnica, el lactdgeno pla
cental humano, la insulina, las hormonas tiroideas y los

estrdgenos entre otras (10).

Esta técnica se ha empleado en la deteccidn de drogas
tales como el metrotexato, la digoxina y drogas arntiepilép

ticas (9).

Se han estudiado por el ELISA, componentes del suero,
con son los anticuerpos IgG,‘IQM e IgE, la ferri;ina, La
K- Haptoglobina, el factor VIII, el fibrinogeng'y otros
(5). Tambi&n se han medido los niveles de proteinas omncofe
tales, como es el caso de la o{—fetoproteina y del antige:

no carcino-embriogénico (10).

En el campo de las enfermedades autinmunes, ha sido
utilizado el ELISA en la medicifn de complejos inmunes-del

factor reumatoide, anticuerpos anti-actina y otros (8).
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Otras aplicaciones del ELISA se han desarrollado en el
drea veterinaria y agricola (9). En veterinaria se hdn estu
diado por este método la tuberculosis, triquinosis, brucelo
sis, cisticercosis, enfermedad del virus de Newcastle, tri-
panosomiasis y otras enfermedades (6). En el campo agricola
se han analizado gran cantidad de virus, como son el virus
mosaico della manzana y el pepino, virus de la papa Ay Y,
y muchos otros (1).

Se espera que en un futuro préximo, el ELISA se utiliza
rd para investigar tambi&n alimentos contaminados por toxi-

nas y contaminacidén ambiental (9).
CUESTIONARIO

1. i{Como puede separarse la fraccidn inmunoglobulina del

antisuero, con objeto de utilizarla en el ELISA

2. Explique como se efectia la unidn, en la preparacidn de

un conjugado.

3. 5C6mp debe realizarse la determinaciﬁh de la fuerza del

conjugado?
4. iQué variables de la fase s§lida deben ser evaluadas?

5. Describa el procedimiento que debe seguirse para evitar
que ciertos materiales presentes en la muestra se adhieran a

la fase sdlida en forma inespecifica.

6. Mencione dos sustratos sobre los cuales actiia la enzima

peroxidasa.

7. {Qué pardmetros criticos deben vigilarse en la realiza-
cidn del ELISA?

8. Esquematice la té&cnica del método competitivo para anti
geno del ELISA.

9. ¢Qué ventajas presenta el ELISA en comparacidn con el

radioinmunoanilisis?

10. ¢{Cudl es la importancia de la aplicacidn del ELISA en

el campo agricola?

\



- 215 -

BIBLIOGRAFIA

1. Bidwell E. B., Bartlett A. y Voller A.. Enzyme Immuno-
assayd for Viral Diseases. The J. Infect. Dis.,136:274,1977.

2. Bullock L. S y Walls W. K. Evaluation of Some Parame-
ters of the Enzyme-Linked Immunospecific Assay. -The J. Infect.
Dis.,279:1977.

3. Engvall E. y Perlmann P. Enzyme-Linked Ipmunosorbent
Assay, ELISA. The J. Immun.,109(1),1972,

4. Gilman C. S. y Docherty J. J. Detection of Antibodies
Specific for Herpes Simplex Virus in Human sera by the Enzy
me-Linked Immunosorbent Assay. The J. Infect. Dis.,136:286,
1977.

5. Rose R. N. y Friedman H. Manual of Clinical Immunolo-
gy. 2a. edicidén. U.S.A. Ed. American Society for Micro-
biology. 1980.

6. Ruitenberg J. E. y Van Knapen F. The Enzyme-Linked Immu
nosorbent Assay and Its Application to Parasitic Infectionms.
The J. Infect. Dis.,136:267, 1977.

7. Saunders C. G. y col. Application of Indirect Enzyme
Labeled Antibody Microtest to the detection and Surveillance
of Animal Diseases. The J. Infect. Dis.,136:258,1977.

8. Shuurs A. H. W. M. y Van Weemen K. B. Enzyme-Immunoassay:
A Powerful Analytical Tool. J. Immunoassay,l(Z):229,1980.

9. Voller A., Bidwell E. D. y Bartlett A. The Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay (ELISA). A guide with Abstracts of
Microplate Applications. la. edicidn. Great Britain. Ed. Dy-

natech Laboratories Inc. 1979.

10. Wisdom G. B. Enzyme-Immunoassay. Clin. Chem.,22(8):
1243, 1976.% .



- 216 -

ORGANIZACION DE UN LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA

El campo de la inmunologia ha progresado notablemente
durante los ﬁItimos,aﬁos, y se han efectuado avances signi
ficativos, no s6lo en la comprensidn de los mecanismos bi-
sicos de la respuesta inmune, sino también en sus aplicacio

nes en la prédctica médica.

Hist8ricamente hablando, las aplicaciones de la inmuno
logia a nivel de laboratorio, se desarrollaron inicialmente
en las dreas de serologia de la enfermedades infecciosas y
mds tarde, en el banco de sangre. En afios recientes, este -
campo se ha ampliado notablemente y-sus implicaciones pric-
ticas, ahora se extienden a varias dreas clinicas que inclu
yen: reumatologia, dermatologia, nefrologfa, enfermedades
alérgicas y de hipersensibilidad, cardiologia, neurologia,
pediatria, gastroenterologia, y finalmente otros dos campos
mayores que.son: transplantes e inmunologia del céncer. Los
laboratorios clinicés, se enfrentan con problemas crecientes
para proporcionar servicio en las dreas antes mencionadas, ya
que ha aumentado el niimero de pruebas de laboratorio, para
el diagndstico y manejo de enfermedades clinicas con impli-
caciones inmunol&gicas. E1l crecimiento de esta &rea, estd -
dando lugar a la aparicidn de un grupo de cientificos y -téc
nicos de laboratorio, con inter@s primordial en las pruebas
inmunoldgicas. Por ahora, estos individuos y las pruebas in’
munoldgicas se encuentran en muy diferentes laboratorios cli
nicos, como son el de microbiologfia, serologia, ban€o de --
sangre, hematologfia, quimica clinica e histopatologia. Se es
td tratando ahora entre los centros médicos, de crear un la-
boratorio bien definido de inmunologia clinica, por lo cual
se requiere desarrollar ciertos lineamientos para su organi

zacidn.



- 217 -

ORGANIZACION PROPUESTA

Las pruebas generalmente consideradas, en el laborato
rio de inmunologfa clfnica, incluyen varias técnicas de in
munoprecipitacidn, inmunomicroscopia, técnicas de aglutina
cidn, pruebas para proteinas séricas, incluyendo los com--
ponentes del complemento, pruebas de histocompatibilidad o
tipificacidén de tejidos, pruebas para la ipmunidad celular
y procedimientos que utilizan materiales radioactivos. Las
dreas de un laboratorios de Inmunologfia, pueden ser dividi

das en la siguiente forma:

a). Area de Inmunologia General.
b). Area de Inmunologfa Celular.

c). Area de Pruebas de Histocompatibilidad o Tipifi-
cacidn de Tejidos.

d). Area de Trabajo con Material Radioactivo.

Posiblemente, la mds irportante consideréciﬁn en el ma
mejo de estas dreas, estd relacionada con el control de ca-
lidad, que incluirfa la calidad de los reactivos e instrumen
tos, la seleccién del procedimiento para determinada prueba,
especimenes de control positivos y negativos, estdndares, co
leccidn y conservacidn de muestras, procedimientos de seguri
dad, procesamiento de datos,'interpretacién y reporte, dis--

tribucién de las 4reas de trabajo, y contabilidad de costos.
AREA DE INMUNOLOGIA GENERAL

Esta drea, debe ser designada para realizar pruebas ta-
les como son las técnicas de inmunoprecipitacidn, inmunomi-
croscopia comprendiendo reactivos fluorescentes y enzimas -
marcadas, andlisis de proteinas séricas, incluyen@o’;;uellas
para los componentes del complemento, y las pruebas y proce-
dimientos de aglukinaciGn. El espacio, equipo y personal de
esta unidad, va a depender de las necesigades de determinada

institucidn.
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En esta drea pueden realizarse otras pruebas seroldgi
cas, para diagnosticar enfermedades infeqcio;..“,no infec-
ciosas. Entre las mds comunes estdn aquellas relacionadas
con la deteccidn de anticuerpos circulantes en varias enfer

medades autoinmunes.

La prueba de inmunofluorescencia %ndirecta, se incluye
para varios anticuerpos antinﬁcleares, anticuerpos.mitocog
driales, inticuetpos de miisculo liso, anticuerpos localiza
dos en la membrana basal de la piel, y varios otros autoan
ticuerpos.

Las pruebas de inmunofluorescencia direéta, se realizan
en biopsias de tejidos, y son importantes en el estudio de
enfermedades renales, de higado y de piel.

Las técnicas de inmunoprecipitacidn, incluyen la deter
minacidn de inmunogl‘pulinas en suero, determinacidn de los
componentes del complemento, medicidn de varias proteinas
séricas como son la ceruleplasmina, la oK l-antritripsina,
la proteina C reactiva y muchas otras. Las técnicas'aefelg
métricas estdn reeﬁplazando gradualmente las técnicas de in
munodifusidn radial; en muchos laboratorios clinicos, los
procedimientos inmunoelectroforéticos se realizan principal

mente,para caracterizar las gamopatias monoclonales.

Un prototipo de las técnicas de aglutinacidn, es la --
prueba de aglutinacifn con eritrocitos tanados, para los an
ticuerpos frente a tiroglobulina y los anticuerpos microso-

males.
-

AREA DE INMUNOLOGIA CELULAR
(UNIDAD DE CULTIVO DE TEJIDOS)

En el drea de Inmunologia Celular, se realizan pruebas
relacionadas con la evaluacién de la inmunidad mediada por
células. Incluye la prueba de la transfdrmﬁciﬁn blastoide
del linfocito con mitdgenos y antigenos apropiados, la - -
prueba de inhibicidn del factor de migracidn, cuantificacidn
de células T y B en sangre periféricaAy en tejidos linfoide,

pruebas "in vitro" para estudios de la citotoxicidad del lin
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foclto contra varias c&lulas blanco, pruebas de la qu1mota-
xis del monocito, y otros procedimientos tales como la prue
ba de inhibicidn de la adherencia del leucocito evaluada en
la deteccidn de inmunidad humora],y las pruebas de rosetas

para identificar marcadores caracterfsticos de los linfoci-

tos, y poderlos separar para investigaciones posteriores.

Esta drea requiere de un cuarto de esterilidad adecua-

do para el cultivo de tejidos involucrados en el trabajo.

Para evitar peligros de contaminacidn, este cuarto de-
be tener algilin sistema como seria la luz U.V. sﬂbrecaleqta-
da, un sistema de presidn de aire positivo con filtros ade-
cuados y flujo laminar. Debe tener también, incubadoras: de
cultivos, y otro equipo estdndar para esas operaciomes. - -
Idealmente, el drea de cultivo de tejidos, deberfa dividir-
se en dos partes: uha ara estricto trabajo estéril y otra
para realizar cultivos rapidos, preparar reactivos y proce
sar muestras para evaluaciones finales, que no requieren es

terilidad .rigurosa.

El ‘estudio de la Inmunidad Celular es importante en la
evaluacidn de pacientes con deficiencias primarias o secun-
darias, con enfermedades autoinmunes, con sindromes de hi-
persensibilidad retﬁrdada, con enfermedades malignas, espe-
cialmente en aquellos que sigqen un programa de inmunotéra-
pia y pacientes con transplantes, cuya inmunosupresidn debe
ser monitoreada.

AREA DE PRUE'B.AS DE HISTOCOMPATIBILIDAD O TIPIFICACION

DE .TEJIDOS.

Las pruebas devﬂistocompatibilidad;'son un servicio de
tipo especializado esemcial para instituciones que llevan a
cabo programas de transplantes. Otro importante campo‘de.ag
tividad para esta drea del laboratorio, es el estudio de aso

ciaciones de enfermedades que se estdn investigando actual-
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mente. Por ejemplo, se ha establecido que en el caso de es-
pondilitis anquilosante, existe asociacidn con HLA-B27, y

es esta una prueba comunmente solicitada.

Otra importante aplicacidn de la prueba de antigeno
de linfocitos, se encuentra en el campo de las pruebas de
paternidad. En aflos prdximos, esta serd definitivamente im

portante aplicacidén de las pruebas de histocompatibilidad.
AREA DE TRABAJO CON MATERIAL RADIOACTIVO

Los andlisis que utilizan material radioactivos, tales
como el radioinmunoandlisis para varias hormonas y ofras,sug
tancias, cdﬁo el antigeno de la hepatitis B, la inmunoglobu
lina E, el antigeno carcinoembriogénico, la of -fetoprotei
na y muchas otras, representan un-irea de rdpido .crecimiento

en el laboratorio clinico.

En muchas instituciones, estas té&cnicas se realizan en
varios departamentos de laboratorios clinicos que incluyen
endocrinologia, quimica clinica y radiologia. Como estas téc
nicas son esencialmente inmunoldgicas por las reacciones an-
tigeno-anticuerpo que involucran, se deben considerar como
parte integral del laboratorio de Inmunologia. Por ser estas
técnicas reproducibles, muy sensibles, especificas y permi-
ten el andlisis de un gran nfimero de muestras, estdn reempla
zando los bioandlisis normalmente empleados. Actualmente se
han automatizado varias técnicas de radioinmunoanilisis y es
posible conseguir el equipo necesario para efectuar dichas

determinaciones.

En afios recientes, se han desarrollado inmunoanflisis -
con enzimas marcadas para la determinacidn de varias sus*an
cias, y actualmente se estin estableciendo para reemplazarpar
te de los radioinmunoandlisis a nivel de un laboratorio cli-

nico.
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CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio de Inmunoldgia, debe eﬁ cualquier momen
to estar capacitado para demostrar y documentar su habilidad
en la realizacidn de las pruebas que proporciona como servicio
de laboratorio clinico. Se sugiere, que aproximadamente un 20
a 25% del esfuerzo total del iéboratorio, debe estar dirigi-
do a realizar pruebas de control de calidad, de éspecimenes,

tales como los estdndares, controles positivos y negativos.

En la segunda Conferencia de Pruebas de Control de Cali-
dad, llevada a cabo por el Consejo Nacional de Servicios de
Laboratorios de la Salud, se delinearon algunas caracteristi-
cas del laboratorio de inmunologfa clinica, que afectan direc

tamente el control de calidad. Estas incluyen:

1. Inaccesibilidad de estdndares fisicos requeridos para la

mayoria de las pridcticas en este campo.

2. Muchos de los datos generados por estas pruebas, son cua

litativos y no dimensionales.

3. La marcada necesidad de educacidn para entender y aplicar

los datos obtenidos por estas pruebas, especialmente a nivel

clinico.

4, El amplio rango de diversidad en esta drea, que se extien
de desde las pruebas seroldgicas de la sifilis, hasta estudios

funcionales de células T y B.

El control de calidad en el laboratorio de inmunologia -
sirve no solamente para conocer requerimientos reuglatorios,

sino también como herramienta de educacidn.
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.EQUIPO MINIMO REQUERIDO EN UN LABORATORIO
DE PRACTICAS DE INMUNOLOGIA.

Bafio a Temperatura Constante.

Cdmara de Electroforesis.

I

Fuente de Poder de Corriente Estabilizada (6mA y 100-200
Volts).

Centrifuga (hasta 4 000 rpm).
Colorimetro Coleman Jr.
Estufa con Temperatura Constante.

Microscopio de .Luz (con objetivos de 10X, 40X y 100X),
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL MANUAL.

Ac. Anticuerpo.

Ag. Antigeno

c'. Complemento.

CFA. Células formadoras de anticuerpos.

C'H50. Complemento total 50% hemolitico.
CIEF. Contrainmunoelectroforesis.

E. Receptores para eritrocitos de borrego en los
linfocitos T. -

EAC. Receptores para el complemento en . los linfoei-
tos B.

EIA. Enzimoinmunoandlisis.

EID. Electroinmunodifusidn.

ELISA. Andlisis utilizando inmunoabsorbente y enzima

unida.
FAN Factores anti-nucleares. -
GRC. Eritrocitos de carnero.
IF. Inmunofluorescencia.
Ig. Inmunoglobulina.

\

MEM. Medio minimo esencial de Eagle.
M1. Mononucleosis infeccionsa.
NAT. Nitroazul.de tetrazolio.
NT. NGcleos de timo.
RIA. Radioinmunoanilisis.
TBS. Solucién amortiguadora de trietanolamina salina.

WHO. Organizacidén Mundial de la Salud.
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