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INTRODUCCION 

La Inmunología ha avanzado en tal forma en las dos últi 

mas décadas, que son pocos los campos en los cuales no puede 

contribuir. A medida que una cantidad masiva de nuevo -ate-

rial científico se acumula en esta irea, es difícil estar al 

corriente de todos los progresos en las investigaciones desa 

rrolladas. 

Este manual ha sido diseñado con el objetivo de q_11e el 

alumnq de la carrera de Q.F.B., se familiarice y pratti~ue 

varias técnicas inmunol6gicas bisi·cas, cuyo dominio es impo!. 

tante por los múltiples avances y aplicaciones que esti te-

ni,ndo este campo en la actualidad, en diversas institucio-

nes hospitalarias y de investigaci6n, y por su estrecha rel!, 

ci6n con.otros cursos que se imparten en la licenciatura, t,! 

les como Inmunología General, Hematología, Anilisis Clbicos 

Bacteriológicos, Virología, _Química Legal y Vitaminas y Hor

monas entre otros donde quedan incluídas varias dete.rminaci~ 

nes inmunológicas. Ha sido desarrollado como el aspecto pri~ 

tico del curso de Inmunología Aplicada. Se 4escriben aquí, 

técnicas que son producto de la contribución y experiencia~ 

de los profesores que han impartido e imparten los cursos. 

Las pricJicas establecidas en este manual incluy~n va

rios puntos que han sido desarrollados con objeto de facil! 

tar el trabajo, comprensión, aprovechamiento y desar~ollode 

habilidades técnicas y cientUicas por parte del alumno. Es 

tos puntos son: 

El objetivo, que porporciona al alumno información sobre 

las finalidades que se persiguen con la prictica a desarro

llar. 

Las generalidades, que introducen al alumno en el tema 

a tratar. Aquí se establece el origen de la técnica, se defi 
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ne como se lleva a cabo en forma general la misma, subraya~ 

do ciertas condiciones.importantes en su ejecuci6n, se ana

liza su sensibilidad comparándola co~ otros métodos inmuno-

16gicos que se usan con la misma finalidad, se describen las 

aplicaciones que tiene, y se señalan las principales carac

terísticas 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 pases que se requieren reali 

zar en 1~ prueba. 

La técnica propiamente dicha, que incluye los reacti-

vos, material, equipo y metodología, cada uno tratado sepa

radamente para agilizar el trabajo en el laboratorio. El 

alumno antes de empezar la practica, conoce el material ~ue 

requiere para elaborarla, y puede solicitarlo con anticipa

ción; el profesor repasa ripidamente qué· .reactivos se nece

sitan, y reconoce aquellos que requieren preparación previa, 

y el personal encargado del equipo, lo tiene listo para su 

uso antes de que los alumnos realicen.la prfctica. La meto

dología· explica en fo.rma ordenada, cada uno de los pasos que 

deben llevarse a cabo, analizando con esquemas y tablas, los 

puntos que repre,entan mayor dificultad, para facilitar la 

comprensión y evitar errores. 

Los• resultados, que especifican cómo deben reportarse 

los datos obtenidos, qué cirterios se deben seguir para tal 

efecto, y dónde se proporcionan cuando es posibles,.cuadros 

para réportar en forma oraenada los mismoi. 

El cuestionario, que permite ejercitar,y enfocar la ate~ 

ción del alumno en la técnica desarrollada, pues contiene -

preguntas que requieren para su respuesta, anilisis, criterio 

e investigación previa del tema tratado, el 'cual necesita ac-.. 
tualizarse peri6dicamente·. 
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La discusi6n, que analiza las ventajas, desventaj~s 

y limitaciones de la técnica, ciertas condiciones y cui

dados que se deben tener en la elaboraci6n de la misma, 

así como la utilidad de sus aplicaciones. 

'\ 

La bibliografía, que permite profundizar en los te

mas tratados, al pro_porciona,r informaci6n general y esp!_ 

fícia para realizar investigaciones posteriores. -Como con~ 

tantemente se editan nuevos artículos y ediciones de li-

bros donde se tratan los diferentes temas, es conveniente 

revisar cada cierto tiempo este nuevo material, para utili 

zarlo en la continua actualizaci6n del manual. 

Este manual comprende ocho capítulos, entre los cuales 

han quedado convenientemente distribuid'l.s las pricticas·, e 

i'ncluyen: 

I. Principios· Fundamentales del Trabajo de Laboratorio.-
• Aquí se establecen las condiciones para desempeñar el trab.!, 

jo en el lab~ratorio, evi~ando los posibles pelig!os de ac

cidentes, y realizar las prácticas correctamente. 

II. lnmunohematología.- Comprende la Prueba ~e ldentifica

ci6n d~ SecTeteres, la Teenica de Eluci6n, la~ Pruebas Cru

zadas y la Prueba .de la Antig~obulina de COO!lll>S, todas uti

lizadas en los bancos de sangre, de ahí el enfoque que se 

les ha dado, sin embargo su uso no eatf restringido a este 

campo, ya que tienen ~tras aplicacione~. En est~ capítulo 

deben quedar incluidas también las tipificaciones de los gr~ 

pos sanguíneos ABO, Rh y otros anticuerpos irregulares, pe

ro en la actualidad estas determinaciones se realizan en los 

laboratorios de Inmunología General y Hematología, por lo 

que no se incluyen en este laboratorio que comprende temas 

tan variados. 
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III. Complemento.- Este capítulo comprende dos pruebas bá

sicas que son la Determinación Cuantitativa del ~omplemen

to Total 50% Hemolítico y la Fijación de Complemento apli

cada en la "Titulación de Anticuerpos A.nti-Nuc.leares". -

Existen muchas determinaciones relacionadas con los compo

nentes del complemento, que por ser más espeií~icas no han 

quedado incluídas en este manual. 

IV. Linf9citos.- Comprende la Inmunocitoadherencia, la Se 

paración de .Linfocitos T y B en Sangre Perifiirica y la_ Ct!ª.!!. 

tificación de Células Formadoras de An·ticuerpo, toda.s dete!. 

minaciones que requieren ser. dominadas por el alumno, para 

facilitar su comprensión de la i.mportancia que tienen estos 

aspectos de la Inmunología. 

V. Interacción Ant!teno-Anticuerpo.- tn este capítuio se 

tratan metodologías de precipitación y atlutinación. Quedan 

aquí incluídas, la Contrainmunoelectro'fore~is, La Ele __ ctro-
' inmunodifusión y la Hémaglutinación_Indirecta. La tecn1ca 

de Precipitación Cuantitativa no ha sido des'ar-rollada en e~ 

te manu•l, debido al tiempo que requiere su ejecución, sin 
¡ 

embargo, sería conveniente discutirli en un seminario. 

VI. Aplicación de Diferentes Técnicas Inmunológicas como -

Auxiliares Diagnósticos.- Se han colocado aquí las técnicas 

de Fijación de Superficie y Aglutinación .en Placa p.ara la 

determinación de las a·eacciones Feb!iles, la Preparación de 

utia Autovacuna Bacteriana de aplicación terapéutica, la Fa

gocitosis de Nitroazul de Tetrazolio para el·diagnóstico de 

Mononucleosis Infecciosa. Cada una de estas pru~bas; enf~can 

importantes aspectos de la respuesta inmune y su utilidad 

diagnóstica. 

VII. Técnicas Especiales.- Aquí se analizan las generalida

des de los modernos inmunoanálisis que utilizan reactivos 
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marcados con compuestos fluorescentes, radioactivos y enzi 

miticos, que por requerir equipo y reac~ivos muy sofistic~ 

dos, aGn no ~stin a disposici6n del laboratorio de ensefian 

za de Inmunología, y por lo cual se recomienda realizar vi 

sitas a instituciones donde se llevan a cabo est~s pruebas, 

para que el alumno pueda familiarizarse con la instrumenta 

ci6n y los procedimientos empleados. 

VIII. Organizaci6n de un Laboratorio de Inmunología Clíni

ca.- En este capítulo se- describe como debe funcionar un 1~ 

boratorio de Inmunología Clínica moderno, qué determinaci~ 

nes deben quedar incluidas en cada área del mismo, y se su~· 

raya la importancia del control de c~iidad en este laborato 

rio, analizando algunas dificultades que presenta este con

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

En la selecci6n de los temas y su nGmeio, se ha tomado 

en· consideraci6n la duraci6n semestral del curso, y el tie~ 

pode cuátro horas semanales del cual se dispone para llevar 

a cabo cada uno. Las prácticas han sido elaboradas, conside

rando un grupo de cu~renta alumnos, pero como esta cifra es 

ti sujeta i variaciones, la formaci6n de equipos de trabajo 

con un determinado nGmero de alumnos, se debe establecer de 

acuerdo al criterio del profesor, en cuanto a la cantidad 

de reactivos, material y equipo con los cuales cuenta el la 

boratorio. 

En ciertas técnicas, por indicaci6n 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 qu~ así lo requieren, 

Es importante hacer notar que este manual no está res

tringido en su uso como ejercicios del laborator~o de Inmu

nología Aplicada, ya que las técnicas incluídas en el, pue-
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den aplicarse en laboratorios cl{nicos y de investigaci6n, 

proporcionándose bibliograf{a para quienes deseen profundi 

zar mis en los temas expuestos. Estamos concientes de que 

el manual debe estar sujeto a una revisi6n constante, para 

tener un ·manual actualizado. 
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PRINCIPIOS FUNDAMENTALES DEL TRABAJO DE LABORATORIO 

Además de realizar lo mejor posible los distintos ani 

lisis de laboratorio, el alumno debe recordar constanteme,!!_ 

te las posibles causas de accidentes, los eventuales peli

gros y las medidas más eficaces para disminuir las probabl 

lidades de les-iones y daños materiales •. 

Los po·sibles peligros en el trabajo de laboratorio son: 

a) Incendio o explos:16n al utilizar ·solventes infla 

mables. 

b) Reactivos venenosos, corrosivos y ciusticos. 

c) Quemaduras y escaldaduras, incluyendo' .choques elfc 

tricos. 

d) Laceraciones por vidrier1a rota, cuthillas de mi

crotomo, etc. 

e) Infecciones, viro sis o parasitosis_. 

f) Mordeduras de animales. 

g) Peligros de radiaci6n. 

Por lo tanto, deben tomarse medidas de seguridad al re_! 

pecto, dependiendo del tipo de'material, reactivos y tfcni

cas q·ue se van a utilizar en dete~minada prictica. 

El alumno debe cumplir los sigÚientes requisitos para 

realizar-el. trabajo de laboratorio con precauci6n: 

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

lavada despufs de cad•a experimento. 

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 laborat~rio, lavar las 

manos con jab6n o soluci6n desinfectante. 
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4. No colocar en la boca ni dedos, ni plumas y lipices; 

las etiquetas ·se mojan con agua, no con saliva. 

5~ No se deben introducir ni ali~entos, ni bebidas al la 

boratorio y no se debe. fumar. 

6. El irea de trabajo debe estar libre de m\teriales ex

traños; como son papeles, libros, ropa y bolsas y cualquier 

eq~ipo o material de vidrio no necesarios. 

7. El frea de trabajo que pueda p~esentar contaminaci6n 

biol6gica, se debe desinfectar al iniciar y finalizar el 

experimento, para no contaminar accidentalmente a ottos que 

utilicen el laboratorio despu&s. 

8. Los frascos de solvente que permanezcan sobre la mesa 

del laboratorio, deben contener .la menor cantidad posible· 

para las necesid~des del trabajo. 

9. Antes de abr~r un frasco de cualqu.ier solvente inflama 

ble, se verifica que no se encuentre en un radio de tres me 

tros ningún mechero prendido. 

10. Los solventes inflamables no deben usarse en lugares 

cerrados, en donde los vapores pueden acumularse hasta !or 

mar con el aire mezclas explosivas. 

11. Las soluciones que contienen solventes, nunca deben ca 

lentarse sobre mechero Bunsen. 

12. El mechero Bunsen debe esta~ limpio, ,ues de lo contr~ 

rio pued~n producirse incendios en caso de inflamarse el cho 

rro interno de gas, fundi&ndose el tubo de hule y prendi&nd~ 

se el tanque de gas. 

13. El ol9r del gas suele ser suficiente para detectar una 

fuga, la cual se puede localizar usando agua jabonosa. 

14. Los baños de agµa de acero inoxidable con calentamiento 

el&ctrico, deben trabajar preferentemente con agua destilada 

para evitar los cortos circuitos po-r oxidaci6n. 
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15. Al verter ácidos fuertes para hacer diluciones, deben 

usarse guantes de caucho; para evitar quemaduras se debe 

verter lentamente, empleando frascos con picos vertedores. 

Para transferir icidos fuertes, a forma mis adecuada es em 

plear alguna de las d~stintas bombas de pl~stico que exis

ten en el mercado •. Siempre debe añadirse el fcido al agua, 

mezclando frecuentemente. 

16. Para preparar soluciones de bases fuertes, deben toma~ 

se las mismas precauciones que para los ácidos fuertes. 

17. Todos los frascos de laboratorio deben rotularsecorrec 

tamente, particularmente en el caso de soluciones de· compue~ 

tos venenosos. 

18. Cualquier manipulaci6n que produzca un vapor t6xico, d~ 

be realizarse bajo la campana. 

19. Nunca se debe manejar cristalería u otros objetos con 

las manos desnudas sino tiene la certeza de que estin fr!os. 

Se debe disponer de equipo para un manejo seguro de los ute!!_ 

silios calientes, como son los guantes de asbesto, pinzas 

para tubo, vasos y crisoles. 

20. No se debe calentar la parte inferior de un líquido en 

un tubo de ensayo, para evita~ una proyecci6n. El verter 11 

quidos calientes en recipientes fríos, puede provocar la ru.l!. 

tura del· vidrio y derrame del líquido. Cuando se utilizan 

frascos con pared delgada, siempre debe utilizarse una tela 

metflica con asbesto, y para disminui'r el peligro de proye!:_ 

ci6n por 0 ebullici6n violenta, deben agregarse canicas de 

cuarzo o piedras de ebullici6n en el recipiente, antes de ca 

lentar. 

21. Un aparato eléctrico nunca debe ser manejado con lasm~ 

nos mojadas, o estando de pie sobre un piso hamedo. Lasco

nexiones ·eléctricas no deben estar mal hechas o ser insufi

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

tarlos. 

22 •. No debe emplearse mucha fuerza al montar un aparato_de 

cristal, ni al conectar tubos de vidrio en tapones de cau

cho. En una centrífuga, los tubos soportan 'fuerzas conside 

rables; si están hendidos o fisurados, se romperán a velo

cidades muy pequefias. Los tubos de centrífuga de todos ta

mafios deben ajustar lo mejor posible a los portatubos de m!_ 

ta,l; los tubos de fondo redondo resi6.ten mejor que los ·c6-

nicos y para velocidades muy altas se necesitarán tubos de 

plistico. 

23. Si se intenta transportar varios a1aratos de cristal 

al mismo tiempo, es posible que se rompan. Los artículos de 

vidrio mal colocados pueden romperse. 

24. El grado de peligro para el laboratorista que trabaja 

con material microbiol6gico depende de la naturaleza de los 

microbios y de lo depurado de la técnica. Algunas bactería~ 

por ejemplo las bruce las, tienen un ppder infectante tan ele 

vado que aún· con una buena técnica persiste cierto peligro 

y pueden necesitarse ciertas precauciones adicionales como 

la vacunación. En casi todos lqs casos, una buena t-cnica 

basta para garantizar la seguridad. 

25. No se debe tirar ningún residuo de material infectante 

en el lavadero. El instructor de lab'oratorio debe' proporcio-· 

nar recipientes para desechar dicho material, as! como tam

bién charolas para colocar pipetas y portaobjetos 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 área de contaminación sea desinfec 

tada convenientemente. 

27. La mejor forma para aprender a manejar correctamente los 

animales de laboratorio, es la instrucción práctica directa. 
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Si un animal ha sido inyectado con material patol6gico y pr~ 

duce una lesi6n por mordedura o arañazo, debe reportarse de 

inmediato y tratarse como es debido, cualquier herida por 

¡>e(!Ut!ña que sea. 
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INMUNOHEMATOLOGIA 

La inmunohematología es la subespecialidad más antigua 

de la inmunología. Su origen se remonta a 1875, cuando Lan

dois observa que los eritrocitos de especies animales disti!!_ 

tas, aglutinan al mezclarse "in vitro"; la primera enferme

dad donde se descubri6 un mecanismo inmunol6gico implicado 

en la patologta, fue la anemia hemolítica autoinmune. 

Las transfusiones sangutneas, anteriores a 1900, gene

ralmente ocasionaban la muerte de los receptores; Landsteiner 

explic6 el motivo de este fenómeno, al descubrir el sistema -

ABO. El. gran aumento de la terapia de transfusi6n, se debe al 

conocimiento de los sistemas anttgeno-anticuerpo 4el sistema 

sangutneo, que se encuentran bajo control genético y tienen

impl'icaciones bioquímicas, inmunológicas y antropol6gicas. 

Los tejidos de cada individuo en una poblaci6n exogimica 

(como la del humano), poseen una composición única de antíge

nos, que hace imposible el trasplante de tejidos de una pers~ 

na a otra, cuan_do el receptor es inmunol6gicamente competen

te. Afortunadamente la complejidad an·~igénica de los erit roe.! 

tos humanos, es menor que en los demás tejidos, y esto permi

te la posibilidad de transfundi.rlos sin utilizar terap'ia inm_!! 

nosupre_sora. Se han descubierto cerca de· 300 antígenos sanguf 

neos, de· los cuales aproximadamente 50 están ptesentes en gra!!_ 

des cantidades. 

En general, las aplicaciones prácticas de la serología de 

los grupos sanguíneos, se puede clasificar así: 

l. Transfusión de sangre. 

a) Tipificación de grupos. 

b) Determinaci6n de compatibilidad. 

e) Identificaci6n de anticuerpos encontrados en pruebas 

~e compatibilidad, o después de reacciones transfu-

sionales. 
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2. Diagn6stico y tratamiento de la enfermedad hemolttica 

del reciin nacido, 

3, Investigación de pacientes que sufren anemia hemolíti 

ca adquirida, 

La tipificación de sangre, las pruebas de compatibil! 

dad y los procedimientos inmunohematol6gicos son las ticni 

cas mis ~sadas. En la mayorta ~e los hospitales, las. nece

sidades ticnicas del servicio de transfusi6n estin limita

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

GRUPOS SANGUINEOS 

Obj e.tivo: Aplicar el fundamento para la identificaci6n 

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 sangu!neos. 

Evaluar las propiedades de las lactinas, aplicindol¿s 

e·n la determinaci6n de secretores por inhibici6n de la hema 

glutinaci6n. 

Generalidades: Las sustancias A, B y H de grupos san-

gu!neos no s6lo se presentan en los eritrocito~ m~cbas ~tras 

cElulas contienen estos ant!genos en su membrana (8). Los -

an:t!genos A, B y H existen en dos formas: a) glicol!pidos s~ 

lubles en alcohol que se encuentran en la membrana de los -

eritrocitos y otras cElulas del organismo, con excepci6n de 

las del cerebro, y que no estfn presentes en secreciones y, 

b) polisaclridos hidrosolubles, que se extraen ffcilmentede 

los eritrocitos de secretores (6). 

se·presentan diferencias ~n la concentracicSn·de las sus 

tancias liposolubles en los distintos 6r~anos. Las concentr~ 

cienes más elevadas se han encontrado en las glándulas subma 

xi lares, en el es6fago, en el est6mago • en el páncreas y en 

la ves!cula. Se encuentran cantidades ~enores en las glándu

las par6tidas, suprarrenales, pulm6n 1 hígado y riñ6n. Final

mente, se han observado trazas por ejemplo en test!culos y 

en el· bazo (7). 

Las sustancias~. By H de secreciones se han encontra

do en secreciorles normales como son la saliva, el jugo gls

trico, bilis, orina, flu!do amni6tico y sudor, as! como en 

secreciones patol8gicas, como los flu!dGs pleural, pericar-
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dial, de ascitis, hidrocele y fluido pseudomicinoso de qui~ 

~e de ovario; no aparecen en fluido cer~broespinal (5). 

El fen6meno de secreci6n es una característica media.da 

por el control directo de un par alelico de genes Mendeli.

nos; §.! es el gene secretor y!.! el gene no secretor. El g: 

ne Se es dominante. y cuando esta pres·ente en estaclo homor' · 

_gotó o heterocigoto, presenta la capacidad de secretar las 

sustancias A, B o H hidrosolub,les, dependiendo del grupo sa.!!_ 

guineo del individuo (10), 

\ Los no secretores est4n representados por el gru¡,p ho-

mocigoto con genotipo sese, 

Este es un sistema independiente de genes sin tini6ncon 

los genes ABO, pero si con una Intima asociaci6n (4), 

Entre europeos y ~mericanos, la frecuencia de los secre 

tores oscila entre un l7 y 78%, y los.no secretoris constit~ 

yen un 22-23% de la poblaci6n. La Gnica excepci6n son lo_s in 
1 

dios norteamericanos y los aborígenes australianos (-8). 

Fue Schiff ¡n 1927, quien demostr6 1que la re~cci6n de he 

t eroag lutinac i6n de eritrocitos humaríos grupo A o A1 B, absor

bidos con suero bovino, se inhibía espectficamente por sali

va humana de secretores del grupo O (7), 

Watkins y Morgan en 1948 dividieron el antistiero de se

cretores en dos grupos, Los que· se inhibieron por lás sus tan 

cias probadas se designaron sueros ant1-H, y la sustancia co 

rrespondi_ente se design6 como· sustancia H, para enfatizar -

9ue esta no ·era producto del _gene O, y para establecer que 

era inmunol6gicamente distinta de cualquier sustancia eritro 

cit ica (7), 

El estado de secretor se puede demostrar por la precip!, 
! 

taci6n directa, que es un m€todo relativamente iniensible, 

no aplicable a pruebas de rutina por requerir de un an.tisue-
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ro muy· potente, como sería el heteroantisuero de conejo fre~ 

te a eritrocitos humanos, o el isoantisuero humano inmune -

(11). 

También se demuestra por la inhibici6n de la aglutina

ci6n1 que es una de las pruebas serológicas mis sensibles al 

alcance del inmunólogo¡ permite perfectamente la demostra-

ci6n de las sustancias ABH en fluídos corporales y en extraE_ 

tos salinos de tejidos, pudiendo detectar desde 0.00025 a -

0.0005 A(,g, especialmente sí se utiliza suero no inmune anti

A o anti-B (8). 

Ciertas secreciones de personas del grupo A, como el ju

go g!strico, la saliva y el semen, contienen enormes cantid~ 

des de antígeno A, comparado con la actividad A de los eri-

trocitos del individuo (8). 

La saliva· es el fluído de elección pa-ra determinar el 

estado de secretor, p~es.contiene grandes cantidades de es

tas sustancias de grupo y _es ffcilll)ente accesible •. Sí las su!_ 

tanelas estin ausentes de la saliva, lo estar4n también de 

otras secreciones (7). 

Las lectinas son proteínas con sitios específicos de -

uni6n para ~arbohidratos, por lo cual re~ccionan con glico

proteínas o glucoltpidos en soluci6n o en membranas celula

res. Producen variados efectos en sistemas biol6gicos 1 incl~ 

yendo la aglutinación preferencial de eritrocitos A, B H, M, 

N y de las células transformadas, malignas y embri6nicas. 

Sirven como reactivo·s para la detecci6n 1 aislamiento y car·a~ 

terizaci6n de materiales que ·contienen' carbohidratos, incl~ 

yendo a las sustancias de los grupos sangutneos. Por sus pr~ 

piedades y la facilidad de purificación han estado suj~tas 

a extens~s investigacio~es, en especial en esta última déca 

da. Stillmark las descubri6 en el año de 1888, al observa·r 

4ue l~s frijoles de castor, contenían un principio t6xico 

que aglutinaba eritrocitos humanos y anim·ales. 
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Las lectinas se encuentran ampliamente distribuíd_as e~ 

tre los organismos vivientes, pero se extraen con mayor fr~ 

cuencia de las semillas y otras partes de plantas legumino

sas. Ademis se han encontrado en hongqs, bacterías, invert~ 

bra"dos, peces, en mieloblastos de pollo y en la membrana -

plasmftica de células de conéjo o hígado bovino (3). 

Es mej~r trabajar con preparac~ones pu~as de lectina~ 

porque los materiales crudos pueden contener aglutininas 

con especificidades de azúcares diferent-es, o estar contam! 

nados con enzimas u otros materiales que pueden interferir 

con la uni6n entre la lectina y su receptor de c~rbohidrato 

específico. Hasta la fecha, se han aislado cerca de 50 lec

tinas en forma homogenea (3). 

Los antt·genos ABH actúan como pote~:tes antígenos de -

transplante en el hombre (9). 

Se han observado alteraciones.del fenotipo ae eritroc! 

tos, en una variedad de condiciones malignas. En la leuce-

mia se ha observado su¡iresi6n del andgeno A. Se ha· report!_ 

do que los individuos del grupo A son mfs susceptible·s a cfl 
1 ~ 

culos, cirrosis del- h!gado, tumores de las glfndulas saliv!_ 

les, est6mago, pincreas y ovario, infarto al mio~ardio y di!_ 

bet~s mellitus. La úlcera duodenal es mfs común en los no se 

cretores (10). 

Fundamento: Al añadir lectina anti-H que ti~ne una fu~ 

ci6n similar-a la d~ un anticuerpo, a un tubo que contiene 

saliva, que- es una secreci6n con un alto contenido de ant!.

geno H en los secretores, se llev,a a cabo una uni6n especí

fica anttgeno-anticuerpo, que inhibe 1~ agiutinaci6n que d~ 

biera producirse al añadir posteriormente eritrocitos grupo 

O que contienen también sustancia H, detectf~dose as! el es 

tado secretor. ·si la saliva de prueba per~enece a un no se

cretor, se obtiene una aglutinaci6n visible, resultado de 

• 
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la reacci6n de la lectina anti-H, cou el antígeno H de la 

superficie de los eritrocitos o. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

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

paeus o semilla de enebro), 3 gotas. 

Suspensi6n de eritrocitos lavados tipo O al 2% en so 

luci6n salina isot6nica~ 6 gotas. 

Saliva humana, 4 a 5 ml. 

Soluci6n salina isot6nica, aproximadamente 20 ml. 

Material: 

1 tubo de ensaye de 16 x 150 mm~ 

8 tubos de ensaye de 12 x 75 mm. 

1 émbudo. 

2 pipetas graduadas de 5 ml. 

4 tubos de ensaye de 13 x 100 mm. 

8 pipetas capilares. 

1 gradilla. 

Equipo: 

Centrtfu¡?a. 

Baño a temperatura de 90-lOOºC. 

METODOLOGIA 

l. Colectar la muestra de saliva en el tubo d~ ensaye de 

16 x 150 'mm. con un embudo, obteniendo 4 a 5 ml. Colocar in 

mediatamente el tubo en un baño de agua a 90-lOOºC durante 

10 minutos para inactivar la saiiva, porque tanto 1• de se

cretores como la de no secretores, contiene enzimas bacte-

rianas producidas por microorganismos -de la familia Bacilla 

ceae, que son capaces de descomponer las s~stancías ABH. Cen 
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trifugar unos minutos a 2500-3000 rpm, para separar el co! 

gulo que se formcS al calentar; decantar el sobrenadante que 

tiene el aspecto de un líquido opalescente y colocarlo en 

el refrigerador hasta el momento de realizar la prueba. Pa 

ra conservarlo por tiempo prolongado, puede congelars~. 

2. Preparar una serie de diluciones de la saliva; para -

~llo depositar en cuatro tubos de ensaye de 13 x 100 mm., 

3.0 ml de solucicSn salina isotónica; llevar a cabo una dilu 

ci6'n seriada, añadiendo al primer tubo 1.0 ml de .. saliva, me.! 

clar perfectamente, tomar 1.0 ml de la mezcla y pasarlo al 

segundo, repetir la operación al tercero y al cuarto; de e~ 

ta manera se tendrán las siguientes diluciones: 1:4, 1:16, 

1 :·6 4 y 1 : 2 5 6 • 

3. En una gradilla apropiada, colocar 6 .tubos de ensaye de 

12 x 75 mm., en el primer tubo colo¿ar una gota de saliva 

sin diluir, y en los cuatro siguientes, una gota de cada una 

de las diluciones anteriores; en el sext~ tubo depositaruna 

gota de solución salina isot6'nica, este tubo nos servirá co

mo testigo de la aglutinación. 

4. Preparar una d,iluci6'n de 1 :4 de la lec tina anti-H; para 

esto, en un tubo de 12 x 75 mm., deposttar tres gotas de la 

lectina y añadir 9 gotas de solución salina isot6'nica, mez-

clar perfectamente y añadir una gota a cada uno de los tubos 

que contienen saliva y al testigo. 

5. Mezclar perfectamente el contenido de los tubos y deja~ 

los reposar a .temperatura ambiente durante exactamente 10 mi 

nutos. 

6. Añadir 1 gota de la suspensi6n al 2% de eritrocitos del 

grupo O, a cada uno de los tubos. 

7. Mezclar y dejar reposar durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Centrifugar a 1000 rpm durante 1 ninut~ a 3400 rpm 

duraJte 30 seg. J 
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B. Agitar suavemente lo~ tubos que contienen a los eri-
'--' 

trocitos sedimentados y observar si existe aglutinaci6n ma 

cr6scopica. 

Resultados: 

La saliva de un individuo contiene sustancias H si es 

secretor; esta sustancia H neutraliza a la lectina anti-H, 

, inhibe la aglutinaci6n de los eritrocitos tipo O que son 

añadidos en la segunda parte de lá reacci6n. Se toma como 

punto final, la, diluci6n mis alta de la saliva que muestre 

inhibici6n total de la aglutinac~ón de los eritrocitos. El 

testigo deber~ mostrar aglutinaci6n franca. 

Sin diluir 

1:4 

1:16 

1:64 

1:256 

Testigo 

= No hay aglutinaci6n. 

+ = Aglutinaci6n,dudosa. 

Aglutinaci6n 

(+)• Trazas de_aglutinaci6n: pocos alguti~ados finos· 

que comprenden menos del 50% de las cElulas. 

+ • Aglutinaci6n ligera: muchos a~lutinados finos sin 

cElulas libres. 

++~Aglutinación moderada: varios aglutinados de pequ~ 

ños a regulares sin cElulas libres. 

+++ = Aglutinaci6n fuerte: pocos aglutinados grandes sin 

cilulas libres. 

++++ • Aglutinaci6n muy fuerte (mfxima): un acúmulo s6li

do de cilulas. 

Por lo tanto, el individuo estudiado es: _______ _ 
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CUESTlONARIO 

1, ¿Cu(l es la composici6n qu!mica de las sustancias A, 

B y H? 

2, ¿Que diferencias •xisten entre lo~ grupos sanguíneos• 

Al y A2? 

3, Explique el fen6meno Bombay, 

4, Mencione 3 lectinas que son utilizadas en la tipific!_ 

ci6n de grupos sanguíneos, 

5, ¿Por qui no de-e utilizarse goma, dulce o drogas sali 

vatorias para obtener la muestra de. saliva? 
,' 

6, ¿CuU es el objetivo de hacer diluciones de la saliva~,. 

7, ¿En la pr(ctica, que finalidad tiene el uso de lecti+ 

na anti-H? 

8,. ¿Que son las autoaglutininas, y como pueden ser elimi 

nad-as? . 
9, Explique el significado de panaglutinaci6n, 

10, ¿Cufles serían las aplicaciones medico-legales de esta 

prueba? 

DISCUSION 

La ticnica de inhibici6n de la ~glutinaci6n apli~ada 

en la determinaci6n de secretores, es sencilla y econ6mica; 
!' 

el material y los reactivos son muy accesibles, Requiere m!_ 

yor tiempo de elaboraci6n, en comparaci6n con la tipifica

ci6n de grupos sanguíneos por aglutin•ci6n directa, pero re 

sulta mucho mfs sensible, 

LOS grupos sanguíneos A y B, pueden ser determinados -

con el mismo procedimiento,. pues la saliva cc,ntiene grandes 

concentraciones de estos antígenos, 

• ' 
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Es conveniente utilizar saliva -en esta determinacicSn, 

' porque es una secreci6n muy accesible, pero deben conside-

rarse las precauciones de su procesamiento. 

La s~nsibilidad de la inhibici-6n va a depender funda

mentalmente de la fuerza del antisuero.· Se utilizan lecti

nias por la propiedad que presentan d_e combinarse con pol!, 

sacfridos en forma muy especifica. ta lectina que se va a 

utilizar en 1-a tlk"nica, debe ser t,itulada previamente, Pº.! 

que las aglutininas presentes en los extractos de lec tina, 

pueden ser absorbida~ por los eritrocitos y ocasionar agl~ 

tinaci6n inespec!fica, lo. cual represen-ta una desventaja y 

por lo cual, es recomendable absorber él suero d-e.l paciell

te con sus propias cElulas de O a Sºé. 

Los eritrocitos que se usan en la prueba requieren ser 

frescos, para evitar el fen6meno de panaglutinaci6n. 
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TECNICA DE ELUCION. IDENTIFICACION DE 

ANTICUERPOS 

Objetivo: Anali~ar el fundamento de la t~cnica de elu 

ci6n y aplÍcarla en la separaci6n de anticuerpos anri-A ~el 

sistema ABO~ presentes en un suero del grupo O, previa ab-

sorci6n con eritrocitos' del grupo A, utilizando la eluci6n 

por calor y la eluci6n por precipitaci6n con alcohol. Demo~ 

trar pot aglutinaci6n la presencia de ant·icuerpos en el elu{ 

do. 

Señalar las aplicaciones de la técnica, y evaluar las 

ventajas· y limitaciones de la misma. 

Generalidades: Se denomina eluci6n, a la ex.tracción d"el 

anticuerpo absorbido a los eritrocitos, transformlndolo en 

variedad libre, en un medio ~e auspensi6n adecuado. Poste

riormente, la suspensi6n de eluci6n puede estudiarse frente 

a un~ serie -e eritrocitos testigo (1). 

La eluci6n se lleva a cabo, para demostrar la presencia 

de anticuerpos, lo'grar su identificaci6n; y poderlos liberar 

y recuperar, cuando ya han formado un complejo ant{reno-ant! . 

cuerpo con los eritrocitos (6). Es una herramienta valios{s! .¡¡ 
majara la identificaci6n de cad¡ anticuerpo, en:un~_ mezcla 

de anticuer~os con especificidades di(erentes, y para el es

tudio de sus propiedades, como es la capacidad de combi~a-

ción de diversos tipos de anticuerpos (3). Es particularmen

te 6til para la recuperaci6n de anticuerpos provenientes de 

eritrocitos que sé ha~ sensibilizado "in vivo", en lactantes 

con anemia hemolítica ~el reciln nacido, en paci~ntes con en 

fermedades autoinmunes y tambiln se lleva a cabo para la de

mostraci6n e identificación de variantes albiles de los gru

pos A y B (1). En la ·serología de la med~cina forense, ha si 

do empleada con.lxito para el descubrimiento de antípenos en 

tinciones de san~re (7). 
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Existen varios métodos para liberar al anticuerpo del 

antígeno. El método de elección.depende del sistema de gr~ 

pos sangu!neos que esté siendo estudiado (3). 

Hughes Jon~s y col. investigaron en 1963, la efi~ien

cia de diversas técnicas para la elución de ~nticuerpos IgG 

y anti-D (4). Su modificación de la técnica d~ Rubín, en la 

cual se incuba una mezcla de ·éter-eritrocitos a 37~C duran 

te 30-60 minutos, re~ulta ser tan Gtil com~·lo es el méto-
• . 

do de elución en el cual el anticuerpo es recuperado de los 

eritrocitos, bajo condiciones de pH reducido (8). 

Los anticuerpos del sistema ABO son elu!dos con facili 

dad, emplell"1do un m·étodo ·de elución por calor, que ha sido 

desarrollado a partir del método origiartl de Landsteiner y 

Miller (1925} (2). Este.método también ~s ade~uado pa~a -

eluir anticuerpos ant:J.:-Rh, y debido a su simplicidad, ame

nudo constituye la técnica dé elección para todos tipos de 

anticuerpos (1). 

En la técnica de elución por calor, los eritrocitos 1!. 

va·dos con los anticuerpos insertados, se colocan en un b.a

fio de agua 4urante 5-10 minutos con una pequefia cantidad de 

solución salina, afiadida de poca prote!n~. Por lo gene

ral se selecciona una temperatura de 55ºC, pero la tempera

tura óptima para la elución esti influenciada cortsiderable

mente, por el tipo de inmunoglobulina·y .por la especifici-

dad del anticuerpo, y sobre todo-~ por la potencia de su ca

pacidad de combinación con el antígeno (2). 

La proporción entre el an~!~eno y el anticuerp~ afecta 

la captación del anticuerpo por el antígeno y por ende s·u 

elución, que esti también influenciada por el nGmero y acce 

so de los sit.ios antigénicos, y por el equilibrio de la rea~ 

, ción. Es necesario determinar la proporción óptima de suero/ 

e•ritrocitos en los experimentos de elución-_; a menudo son ade .. ' 
• 
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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 hay recuperación comple

ta del anticuerpo absorbido al efectuar la eluci6n. Nu•vas 

elucion~ a partir de los mismos eritrocitos sensibilizados, 

a menudo porporcionan eluados segundos, tetcerbs y ha~ta -

cuartos, que contienen anticuerpos activos (7), 

Fundamento: Al hacer ·reaccionar el suero de un indivi 
.• ....... 

duo perteneciente al gruP.o O, con eritrocitos del grupo A, . 
estos absorben a las aglutininas anti-A, que pueden sepa~-

rarse mediante la técnica de eluci6n en.calor; que se real! 

za suspendiendo lo~ eritrocitos en solución· salina, calen

tando, y centrifugando para sep·a.rar los eritrocitos del elu_! 

do que contiene los anticuerpos libres; también pueden ser 

separados por elución con precipitación en alcohol, donde 

los _eritrocitos sensibilizados s~ congelari y descongelan, 

añadiendo etanol frío para precipitar completamente losª!!. 

ticuerpos presentes, ~entrifugando finalmenie· para separar 

los anticuerpos precipitados, que quedan adheridos al tubo, 

Flnalmente los eluídos se prue~an con los eritroiitos del 

grupo correspondiente, demostrindose por aglutinación la 

reacción antigeno-anticuerpo. 

ELUCION POR MEDIO DE CALOR 

(Meted~ de Landsteiner Miiler) 

REACTIVOS Y MATERIAi, 

Reactivos: 

Suero procedente de sangre del grupo O, 5.0 ml.~ 

Eritrocitos del grupo A, lavados y centrifugados, 1.0 

ml. 
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Suspensión al 2% de eritrocitos del ~rupo A~ previa

mente lavados, 0.5 ml. 

Suspensión al 2% de eritrocitos del grupo B, previa

mente lavados, 0.25 ml. 

Solución salina isotónica, 50 ml. 

Material: 

2 tubo~ de ensaye de 12 x 75 mm. 

4 pipetas capilares. 

tubo para centrifuga de 10 ml, graduado. 

Equipo: 

Bafio a temperatura de 56~c. 

Centr~fuga. 

METODOLOGIA 

l. En un tubo de centrífuga mezclar 5.0 ml de suero pro

cedente de sangre tipo O, con 1.0 ml de eritrocitos grupo 

A, lavados una vez con solución salina isotónica. Dejar ac 

tuar el suero durante 5 minutos; agitando suavemente de vez 

en cuando. 

2. Centrifugar unos minut~s a 1000 rp~ y desechar el so

brenadante. Lavar el sedimento de eritrocitos y 3 veces con 

solución salina isotónica para eliminar todo el suero ~ue 

pudiera estar presente. Cuando se trabaja con eritrocitos 

en los que la absorción ha ocurrido "in vivo", es convenie~ 

te utilizar.de 0.5 a 1.0 ml, cuando menos de eritrocitos, 

para tener una cantidad suficiente de anticuerpos en el eluí 

do. 

3. Después del último lavado con soluci6n salina, eliminar 

tanta solución salina como sea posible del paquete de eri

trocitos. 
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4. Añadir un volumen igual al que _ocupan los eritrocito~ 

de soluci6n salina. 

5. ~ezclar perfectamente y colocar el tubo en un baño de 

agua a 56ºC durante 10 minutos, agitando co~ frecuencia la 

mezcla. 

6. Transladar inmediatamente el tubo a una camisa que CO_!! 

tenga 11gua previamente calentada a 56°C, para que el tubo no 

se enfrte durante la centrifugaci6n. 

7. Centrifugar inmediatamente a alta velocidad para a~r~ 

par a los eritrocitos en el menor tiempo posible·, es decir, 

centrifugar a la mayor velocidad posible durante 5 minutos. 

6. Retirar inmediatamente el sobrenadante, en donde se en 

cuentran .los anticuerpos elutdos. 

9. •:arcar dos tubos de ensaye de 12 x 75 mm, u110 como "A" 

y otro como "B" y colocar en cada uno de ellos, una eota 

del eluído. Añadir una gota de la correspondiente suspen-

si6n de eritrocitos lavados, ajust~da a una concentraci6n 

de¡ 2% y mezclar perfectamen~e. 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 suav~mente los eritrocitos-sedi

mentados y observar las reacciones que se han producido. 

ELUCION .POR PRECIPiTACION CON ALCOHOL 

(Mitodo d~ 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 suspensi6n al 2% de eritrocitos del gr~ 

po A, previamente lavados. 

0,5 ml de una suspensi6n al 2% de eritrocitos del gr~ 

' po B, previamente lavados, 

SO ml de solución salina isotónica. 

20 ml de etanol al 50%, 

Material: 

2 tubos de ensaye de 12 x 75 mm. 

l tubo de centrifuga de 10 ml de capacidad, ~raduado 

y con tapón de hule. 

4 pipetas capilares, 

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

Equipo: 

Estufa con temFeratura de 37°C, 
Congelador. 

Centrffuga, 

METODOLOGIA 

1, Lavar 3 veces con soluci6n salina isot6nica, 1~ sus-

pensi6n de eritrocitos del '-rupo A, para eliminar el exceso 

de suero. Despuis del último lavado con solución salina, el! 

minar tanta solución salina como sea posible, del paqu~te 

de eritrocitos, 

2. Colocar el tapón al tubo que. contiene el paquete de er! 

trocitos y someterlos a congelaci6n hasta que estin laquea

dos, aproximadamente de· 30 a 60 min.utos, Sacar el tubo del 

congelador y dejar descongelar los eritrocitos-~ temperatu

ra ambiente. 

' 3. Añadir 10 volµmenes de etanol al 50% previamente e~ 

friado, por cada volumen de eritrocitos laqueados, mezclan-
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do ripidamente. Para mayor comodidad puede conservarse el 

etanol en el congelador, para emplearlo a medida que seva 

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 antl¿uer 

pos presentes. 

5. Sacar el tubo del congelador y centrifugarlo a 3000 

rpm ·durante un mínimo de 5 minutos; el precipitado que se 

forma es denso· y muchas veces queda firmemente adherido a 

~as paredes del tubo. Desechar. completamente el sobrenadan 

te y llenar el tubo con agua destilada. Separar .. el precip! 

tadi de las paredes del tubo mediante una varilla de vi~

drio terminada en punta, ta?ar 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 soluci6¿ salin~ isot6nica y disper

sar el sedimento con la varilla de vidrio ·y .mezclar perfe..!:_ 

tamente. 

7. Colocar el tubo en est~fa a 37ºC durante 30 a 60 

minutos. 

8. Centrifugar a alta velocidad, 3000 rpm durante.10 mi

nutos y recuperar el sobrenadante con una pipet~ capilar. 

Con este sobrenadante se llevarán a cabo las pruebas c!e ide.!!_ 

tificaci.cSn como se describen en los pasos número 7 y 8 de la 

t&cnica de eluci6n por calor. Estos elu{dos pueden conser

varse, si se desea, en congelacicSn para pruebas posteriores, 

Resultados: 

Al reaccionar los eluídos aglutinando eritrocitos del 

grupo "A", queda demostr~da la existencia de la~'aglutini-
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nas anti-A en los eluídos, y al no producirse reacción p~ 

sitiva en los tubos que contienen a los eritrocitos del 

grupo B, se prueba que efectivamente se llevó a cabo la se 

paración de los anticuerpos anti-A que existían en el sue

ro ~rocedente de una sangre del grupo O. 

ELUCION POR CALOR: 

Reacción del eluído con .eritrocitos 
del grupo A 

Reacción del eluldo con eritrocitos 
del grupo B 

AGLUTINACION 

ELUCION POR PRECIPITACION CON ALCOHOL: 

Reacción del eluldo con eritrocitos 
del grupo A 

Reacción del eluldo con eritrocitris 
del grupo B 

CUESTIONARIO 

1. ¿Por quE se utiliza suero de una sangre del grupo O en 

esta tEcnica? 

2. ¿QuE función tiene la solución salina en la prueba? 

3. ¿Para quE se utiliza etanol en la elución? 

4. ¿i>or qui es ·conveniente aijadir protelna a la solució·n 

salina.en el proceso de elución? 

5. ¿Cuil mitodo se aplica mis convenientemente en la sep~ 

ración de aglutininas calientes y cuil para aglutininas - -

fr!as? 

6. ¿Qui pruebi sería recomendable r~alizar antes de prac

ticar la elución? 

7. ¿Cuil es el objeto de congelar los e~itrocitos en la 

ticnica de elución por precipitación con alcohol? 
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S. ¿Ccn qué finalidad se realiza la aglutinaci6n entre el 

eluido y los eritrocitos del grupo A y B? 

9. Mencione otro método que permita determinar la reactivi 

dad del e~ddo. 

10. Señale dos aplicaciones de la técnica de elución. 

DISCUSION 

La elución es una técnica fácil de elaborar, pero requi~ 

re mucho tiempo en su ejecución. 

Es una técnica muy útil desde el punto de vista cualita . -
tivo, por ~us múltiples ·aplicaciones previamente descrit~s. 

No proporciona datos cuantitativos, porque no ·es posible ex

traer el anticuerpo total absorbido a los eritrocitos, ha-

biéndose obtenido varios eluídos activos con los mismos eri

trocitos sensibilizados,, y porque una determinada-proporción 
A 

del anticuerpo se desnaturaliza. 
~ 

El mitodo de Weiner 1 de elución por preci~itación con -

alcohol, es particularmente útil para estudiar anticuerpos de 

tipo .caliente, mientras que el mitodo de Landsteiner y Miller 

de elución por calor, es muy· útil para el estud~o de anticuer 

pos de tipo fríos, pero sirve ~ambién para alf.unos anticuer

pos de tipo caliente. 
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PRUEBAS CRUZADAS, DETERMJNACi.ON, ·DE, LA 

COMPATIBILIDAD. SANGUINEA 
' '1 ! • 

Objetivp: Ést~blecer .Ú. impPrtanc:i.il de ,la tipificación,· 

de los grupQ.s saligu:íneoi en l~s BuÍ._pos ::de sangre,. 

Analizar el funda,mep·tg\de la!! p:i,Üebas cruzadas mayor .,Y 

menor en soluci6n sa~iná. y .. e_n ;.un IÍl~d-iP con al'~:~ c·onten,id~ 

proºtéico, y realizar las re_spectivas t~cnicas, ·.evatúa13do'. la 
. ·:;: _..,, ·. ·, 

u·t~Hdad ,, v.~-!;':taj as 0-y limh:ac;iones df,Las mismas, 

Gener"alidades: El drmí.no grupo_ s~nguheo º· tipo de san 

gre, se pued~ aplicat·a i~dos los ~ar~idores geril~icoi en la 

sangre, i-nclu'yendo a ],a~ proteínas siiricas y a las énzitllas 

eritrod'.tica:·s (7). ,Bxcl~yendo a los an·t·rgeno's .privados raros 
1(comunmente ·restri~~-tdo~· a :·~~a o do's f~milias):, .•exi~hn cer~ 

,.. .. ' . • .J 

ca de 200 aitdgi!no-s-:,eritrocíticoi; dete.ctabl'es en forma dire'c 

ta o indir-ecta, mediante pr.u~bils de •ll'_g·lut:i"nació~'. (4), 

L,a. m~yoría d.e eÚos andg~nos pertenecen a ·_Úno de .los 

qui,nce sistemas q~e a:i,arecen .. en eI sig~ien-te ,cuadro ¡'(a)_. 

Año . . de des
cubrimi.ento 

1901 

19.26· 

192°6 

1940 

l-945 ,· 

1946 

i950 

1951 

1955 

Sis-tema , .. 

ABO. 

MNSs 

P. 
Rhesus (Rh) 

·Lutherari'_ (Lu) 

Kell 

Lew~s (Le)• 

Duffy (Fy) 

Kiild (Jic,) 

Di-ego (Di) 
-~¡._;· 

,· 
. .Ag de )ós 
Erit:roci:tos-

A,B\~. 

M,_;~.S,s,. 

PI ,P 

Rho,'D ... C,E,c,e. 

Luª ,:. tu~ 
'. a b 

K_,k,Kp , Kp., 

Kpc,Jsª, J~b; 

L. a ·1eb· 
e ' . 

-~yª)? 
;~a J.é 
·.· ' 

.0··.a· D.,b 
' 1 ; · 1 · 

Apati"ción 
Nt,11¡:tur.al 

·c'omún 

Regu_h,~ 

.;Regular 



,1956 

'i962 

1965 

<1967 

197( 
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Cartwright (Yt'.):~' Yt\ it'b. · .. -: . a. . -_.; . .-
~g Xg, 

·· a· b 
Dombrock (Do}-- Do ,Do • 

C~lton (Co) coª, Cob. 

sé:t.anna (Se) Sel, Sc2 .• .. , . 

La no~aci6n de los grupos sa~guf:neo,i no sig.ue,un d·~·t~r 

minado ord'en. En 'ia Hyorh :d~ ,19,B ~~~ós', e'1t no,m~':(~ ,dei'.' :fi•~ 
tema se ileri'Ó'a del ao~bre del pacienf~: en .,J''.'cuij\;-a~)élet.ec~·i,' 

el ant:icue.rpo. El·princi~a1 ~bjetivfd~i,<'· 
• • .i . . . • .-· .; ·, ~~sr~-~ . 

•anguf'.DeOB en UD banco-: d~'.·saíair~.>~stf - . .... ' . -~ . .., -: 

t6 por pri~~i~ vez 
•. ·~· 

adlisis d~ g~upos 

·~Jir~:i,gidó a obtener sangres compatiibles para pacían·~•,· -~ue re 
·~·, ·:;: t . jo/.. • '. -

.quiere"!. upa transfus,i6n (9). ·.: 
:,. ... 

. . ~ 
Los don_a~ores qlle van a ,¡,rc,porciQnar U: s.ang~e.,, deben 

tener mi.a ,ite' ·diec.iocbo y, men~• d~ :- sesenta y ci.;~o aiJi,"<j. · 
. •. ' . :~. . : ' . . 

goza.r de b~ena sal~d; ',los poa.ibles donadores t:i•ne;\que_·· ll!" 
. . ,' •', . ',¡. '. ·.· . . 

'Dar y fir111ar.'1 una autoriz~ci~D e'sctita, JÍc,~de dea~iben las. 

enfermedades. que han padeci~o, inci9jeftdo _icter:l'c:"/.~. p,alu.dij( 
: . . . . ·. .·. . . r . .· .. : ·:'· .... ;~~- ·.·. . ;,,.: 

mo, sífilis, tuberculosis, etc.;, tam,bi':Ít 'deben 1114!~ic,"nar; d 
• : ~- • .:', ••• ~-~ • -,;;-'> • : ,t~· :;,. 

han i:ecibid'o' n'ngre en alguna ocasi6J1.· (1). Cualqu,i!!r, pÓ'.rible' · 

donador que' ha ~ecib!d'.ó ·una v_acun-a °C~il :,*iril~·- ~ho~';lo/i~Í':l!B'· 

(iltimos meses, a'BÍ C~-110 lo.s ,,cilndidatOB CO~I' lii.bt)i\:~,r..upc,Jo;a:'. 
. . . . ' • ,• ,_'. :. ··., ~;: : ... ~ . .., ;;.::i:.~ '• ... 

nea no• diagnosticadas .o linfa.deno_patías, deb.e'n s~~\.;rechaza--

dcis (l)·J~~:Lo se aceptan dona_dorés que tieiien.mfl,;d~·l2.5_,g 
'.· J' ·: •• • . i ::: '·.,:,_-.,/,' .. ••. ;:~ J .:i-> 

!le hemoglobina/dL Cuan_do ·se· oden·a tin~ .tran~tu•f!$.f:-!:r ··en.;. .1 

vhn al ,lal,oratorio de 1.0 a 2·0 ml·'de la_ sangre. d•r :¡,acien:-. . ., .. , . lf;:. .,. 

te con la informaci6n adecuada (oombre compi,eto d:el:'p.ic:ien-, 

~e. =ntimero de historia\ sexo, .ed_~~. ;;diagli6a.tlco.~:;~e-c(ic;liaen .. : .. 

t~S 1 partos', transfusi,~neÍ: previas~ T:~accio;es·acl~~taá,i'.·a 
.. . ·. . ,, ·•. . ·,· .".:', 

_fa transfu~i61i, y anticuerpos identi-fic\~ós· previ:a~eU::\~ (8). 
. . 7 

An~es de -~fectuar las prueb~s cruzad~·&,,j1e-. re·aÍÍzl!.n .CJl,!1.~ 

tro pruebas en la saqg:r;e del. paUente 1 aet don¿ia}r··~ cr~: i.!( 
cluy•n (5) =! a) la tipificaci_6n ~BO; b') · \a ti¡dfic~~~CSii}thc; (D~;. 

· .. · .. . . .. '"..1 ·:- ....... • ... 

e) la ptueb·a, directa d~ antiglo_buU:na '.Y d.} la ii;1ent1Í._fí'.!=i~ci~il 
;'i'_l 
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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 1~ prueba mayor se hace reaccionar-el suero del re

ceptor con los eritrocitos del donad~r, o donadores. En la 

prueba menot se hace reaccionar el suero del don~dor con eri 

trocitos del receptor. Cuando las sangres del donador ydel 

receptor son compatibles, ambas pruebas dan un resultado n~· 

·gativo, observándose que ambos individuos tinen el mismo gr~ 

po -sangubeo. En· caso de que· el donador y· el receptor sean· de diferen

tes g'rtipos ·sailguíneos~ pero cómpatible&, la prueba cruzada mayor será -
negativa y la menor positiva. (9). 

La prueba mayor nunca debe omitirse, porque es decisiva 

para la seguridad del receptor (5). 

Es recomendab~e ullizar varios mitodos de pruebas cru

zadas, para reducir los posibles peligros y facilitar la in

terpreta~i6n. Una prueba cruzada completa deb~ incluir las 

siguientei pruebas, para descubrir tanto los anticuerpos com 

pletos, como los incompletos y los atípicos (1~: 

l. L• prueba en tubo con, solución salina a temperatura am 

biente, para detectar aglutininas incompletas o bivalentes, 

como son las anti-A,antí-B y lás aglutininas frías. 

2. La prueba anterior, pero incubando a 37•c, diseñada p~ 

ra localizar aglitininas calientes, como son las del siste

ma Rh. 

3. La prueba en un medio con,elevado contenido protiico -

(usando albGmina), para detectar anticuerpos incompletos del 

sistema Rh. En esta ticnica se puede producir el· fen6meno d~ 

prozona, que se evita empleando un~ centrifugación inmediata. 

La actividad de algunas aglutininas (por ejemplo anti-A y an 

ti-B), puede ser suprimida en un medio con albGmina. 
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4. La prueba de la antiglobulina de Coombs indirecta, en 

solución salina para detectar la mez~la de anticuerpos sa

linos e incompletos presentes en el suero y la directa pa

ra demostrar an'ticuerpos fijados a los eritrocitos "in vi

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

pacientes con anemia hemolítica adquirida. 

5. Las técnicas de tratamiento de eritrocitos con enzimas 

tales como papaína, ficina y bromelina, que son extremada

mente sensibles para la localización de varios anticuerpos, 

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

Los pacientes que reciben gra~de• cantidade~ de sangre, 

tienen una mayor probabilidad de producir anticuerpos y -

adem~s, existe la posibilidad de que ocurran reaccionet.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 técnicas de laf pruetias 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 atención a la téc~ica, teniendo también 

mucho cuidado en la identificácion de las muestras, para ev! 

tar errores con las sangres del paciente y de los donado-

res (2). 

Finalmente, una unidad de sangre ,s1o·se puede utili~ar 

sí (6): 

l. La prueba cruzada es compatible. 

2. La fecha de caducidad no ha pasa40. 

3. Las pruebas serologica~ para sífilis son negativas; 

4. El plasma sobrenadante no-muestra datos de hem6lisis ni 

de contaminación. 
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Fundamento: El suero del paciente que requiere una trans 

fusión 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; a_mbas 

pruebas se realizan en ~edio salino y en un medio con elevado 

contenido proteico, con objeto ~e detectar tanto anticuerpos 

completos como anticuerpos incompletos, ~a presencia de aglu

tinación o hemólisis en la reacción, indica que existe inco~ 

patibilidad de grupos sangu{neos ebtre el paciente y-~l dona

dor estudiados. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL, 

Reactivos: 

Anticoagulante EDTA al 10%, 

Sangre venosa del receptor, 

Sangre venosa del donador, 

Solución salina isotónica, 

2 gotas. 

5 ml. 

5 ml. 

30 ml. 

Albúmjna bovina al 30%, 2 gotas, 

Material: 

2 jeringas hipodérmicas de 10 ml, estériles, 

,2 aguj\s hipodérmicas número 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: 

Centrífuga. 

PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO SALINO. 

METODOLOGIA 

.t.~'~-{: 

l. Tomar aproximadamente unos 5 ml de sangre venosa por m~ 

dio de una jeringa de 10 ml con aguja hipodér_mica número 20 
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de dos pulgadas, y colocarla en un tubo de 13' :it 100 mm. que 

deberi contener una gota de anticoagulante (EDTA); agitar 

suavemente para evitar la coagulaci6n, 

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

3. Centrifugar las muestras, separar el plasma y colocar

lo en tubo·s de 12 :it 75 mm, debidamente etiquetados para su 

identificaci6n, 

4. Lavar los eritrocitos con soluci6n salina isot6nica. Pr.!. 

parar con ellos suspensiones al 4-5% en soluci6n salina. Pa- · 

ra simplificar la preparaci6n de ••tas suspensione•, utilizar 

sangre total: adicionar dos gotas de ~angre total. a 1.0 mld~ 

soluci6n salina isot6nica, así se obtiene una suspensi6n de 

aproximadamente el 4%, 

S. Marcar un tubo de 12 :it 75 mm, "Sll/ED"; depositar en &l 

una gota de suero del receptor y añadir una gota de la sus

pensi6n de eritrocitos del donador. Esta serf la prueba ma

yor. 

6. Marcar otro tubo de 12 :it 75 mm como "SD/ED"; depositar 

una gota del suero del donador y añadir una gota de la suspe.!. 

siiSn de e.ritrocitos del receptor, Esta es la prueba menor. En 

caso de estudiara~ mis de un donador para el mismo receptor, 

se debe anotar tambi&n un ndmero para la identificaci6n 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 sí' se ha p,roducid'o la aglutinaci6n macrosc6pica. 

9, Si la prueba mayor muestra aglutinacii5n • las sangres son 

incompatibles; en caso de obtener resultados negativos o du

dosos, incubar de SO 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 ELEVAPO CONTENIDO PROTEI 
co. 

METODOLOGIA 

1, Marc:ar dos tubos de ensaye de 12 x 75 mm con "albtími

na" y "sin albúmina" 1 y depositar en cada uno de ellos dos 

gotas del suero receptor. 

2, Añadir a cada tubo, mediante un palillo de madera o 

una pipeta pequeña, una pequeña cantidad de sangre ~otal del 

donador, suficiente para dar una concentraci6n final en la 

mezcla, de aproximadamente 2-4% de eritrocitos, 

3, Agregar al' tubo marcado éon albtímina I dos gotas de. la 

albtimina bovina al 30%. 

4, Mezclar perfectamente el contenido de los tubos, e in

mediatamente ce·ntrifugar a 1000 rpm durante un minuto I o a 

3400 rpm por 30 segundos, 

5, Remover suavemente el sedimento de eritrocitos y obse~ 

var sí ha ocurrido la aglutinaci6n macroscópica. Si la reac 

ción es positiva, las sangres son incompatibles¡ en caso de 

obtener una aglutinación 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 mis de 15 minutos, pues puede producirse una -

aglutinación inespecífica, 

Resultados: 

La presencia de algutinación o hemóli~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 transfusión, . 
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 proteico: 

AlbGmina: ------- Sin AlbGmina ________ _ 

CUESTIONARO 

l. ¿Desde el punto de vista medico~ cuil es el sistema 

sanguíneo mis importante? 

2. ¿Por que las aglutininas lgM tienen la capacidad de 

~glu~inar eritrocitos en suspensión salina? 

3. ¿Cuil es la importancia de la prueba mayor? 

4. ¿Que, carga eléctrica tienen sobre su superficie, los 

eritrocitos? 

5. ¿A que sustancia se debe la carga eléctrica sobre la 

superficie de los eritrocitos? 

6. ¿Cuil es la función de la albúmina bovina en la reac

ción de aglutinación? 

7. ¿Que otras moléculas pueden emplearse en lugar de la 

alb6mina, para aumentar la actividad antígeno-anticuerpo7 

8. ¿A que temperaturas reaccionan ~ejor los anticuerpos 

completos e incompletos, respectivamente? 

9. ¿Que efecto tiene la administración de s~ngre ·incomp~ 

tible én un paciente? 

10. Mencione tres indicaciones para realizar una transfu

sión. 

DUSCUSION 

Las pruebas cruzadas son sumamente importa~tes, y deben 

ser realizadas antes de administrar una transf~áióu, pues -

nunca deben mezclarse sangres "in vivo", sin -te:i-er la s~gli.r.!, 

dad de que existe compatibilidad. 

Por meticuloso queiiaya sido efectuada la titpificación 

del donador y del paciente, y por escrupulosa que.haya sido 

la búsqueda de anticuerpos atípicos en el suero del pacien

te, no debe omitirse nuna la prueba·mayor, que permit.e ex

cluir la _presencia de anticuérpos potencialmente peligrosos 

con un título significativo. 
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La prueba menor p.o .se realiza t,anO,,:f.recuent;:,eni'ent.e por co!!. 

siderarse que· ,1.pUsma det 'd,onador con lo.s anticuerp·os que 

pued~- cont~ne"'.r, ·se diluye co~·~iderablemen¡e cuan~o ,se trans ... -
' A .~ 
f·~nde ·ál paciente, ·aunque es rec9m·endable hacer esta t>rueba. . .. ,, . ':·:· . . 

·L,as prue~¡¡-s cruzadas requier.en· de áp~ox~madamente ·2. a 3 horas. 

para ser ejec'utadas: y e.n. una urgencia este, ;tieDJ.po no puede 

ser desp¡;·diciado! (t.>rf P~:€6.IS .TA-~)t· 1.5;..16 mln .. ) 
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PRUEBAS DE LA ANTIGLOBULINA DE COOJIBS. DETECCION 

DE ANTICUERPOS FRENTE AL FACTOR Rh(D) 

Objetivo: Anal'izar el fundamento de las pruebas dire.!:_ 

ta e indirecta de la antiglobulina de Coombs, utili-

zando ambas tfcnicas, en la detecci6n de anticuerpos inco~ 

pletos frente al factor Rh(D). Evaluar la utilidad, venta

jas y liaitaciones de la técnica, señalando otras aplica-

ciones de la misma, 

Generalidades: El principio de la reacci6n de la anti 

globulina, fue descrito por primera vez en 1908 por Mores

chi, .pero fue redescubierto y desar~ollado independiente

mente como un mftodo para demostrar anticuerpos incomplJ-

tos de los antígenos de eritrocitos, por Coomba, Mourant y 

Race en 1945 (2). 

En loa estados de iaoinmunizac i6n, con h:~cuencia se 

forman anticuerpos que DO son capaces de aglutinar a su an 

t!geno específico, solo se fijan a U; a este tipo de anti 

cuerpos se lea denomina incompletos o univalentea (S) • Loa 

anticuerpos incompletos son inmunoglobulinaa, del tipo IgG 

generalmente, aunque tambiEn se han encontrado del tipo -

_lgA o IgM (8), 

Loa anticuerpos incompletos fallan en la producci6n de 

aglutinaci6n con eritrocitos hom6logos en auspenai6n ~alina, 

aunque se combinan firmemente con los antígenos de los eri

trocitos; permanecen firmemente unidos a la membrana celu-

lar, aí las cflulaa se lavan con aoluci6n salina para remo

ver las proteínas &fricas no adsorbidas (3). Para poner de 

manifiesto la existencia ·de estos anticuerpos cuando estlin 

recubriendo a su antlgeno, se utiliza la prueba de la anti

globulina,.que es un procedimiento serológico simple para 

demostrar las globulinas firmemente unidas a las c&lulas, y 

que se basa en-el_empleo de,otro sistema antígeno-anticuer-



po_ (6). c~'Íío el anticue.rpo ,incompleto est,l c;o'n~:tf'i'~~:Ü.<!-' por 

gamma-globulina humana,"•ai añadir ~n ;uero:, .~ii.,;.~~~ma-
... • .: l: ' I· ,,:_ ''. ·:.,fi~··;";ri.. .... • .\ \i:· .. : 

globulina hum¡¡na a lQ·s eritrocit,o,s ,recubier.t,:o's··•:pcfr U, se . ' . . ·. ,,·;,.'' ·, . ·. .:'":'· ·.,.,"'{. ; . ..:· 

uevarl a cabo 1a, ag1ut1naci6n. aJ: eJiact~arsA' 1a·tnac,:cicSn 

', enti::e 'la g~mma-gbbuliná y'·~,l sue;~ a~~iJg(nl~.a-:::gi~buÚ~á h_!, ,,;, 
. ' ,.. . ·. . ' -~ -~:,/J . : ' . 

mana, actuando el. eritrocito· únic·amente como -so.po;.rte meci-
. . . -~· ·:r 

nico (8). :,}Í; /'f .. , 
.·El suéro antiglobulina hlJ:mána s~ prep.'r.a i'.at•~ti~o 

animal es. generalmente conéj os o ca~ras; ,eon p'ii·sma,. 0-/~4:o
bulina humana, y recibe el ~ombre d¡' an~i.gl.oby,{tii'/ 4.':e'.-_ 
Coombs (3) ., .. ''~\t{:~(;;:_::·· 

(' f .... 

Con la reciente c,aractéTiz.áci6n de.; la 'especill::tc~·acl ª.!!. 
,:· ···,\I .,;• . ~:~~f .. ·· '/. ·. ~·.r. 

UgEaica de las diferentes, inmunoglobuUit'a"S, :·puéde····prepar.ar 
• ', 0' ' .• • ' • C ,•,'¡¡.; • . ,., " -

se un sue'ro,_ antiglo~ulina es.pee !fico'• :y ~lect.iv,o pat·a las'· 

~iferent·es clas~·~ ,de i:nmunoziob~lini~.~ es}. 'Ñ.o· obstan,~e. có~ 

m·o .en ciertos proc~d':l.mi:en'tos ,de -,inmuni,z,1.cicSn 'ie_:t,~#.,man :a,iiti 
. ';_'. ,' ,,· ' ,, ·,.-, . .,.,( . ' -

cuerpos que no reiliclen. precisamente. en ia fnc~tM'· .áa:m.m,fr, 
, . . . ·. ·;~;- . . - ., .,·,::·· ·r ·:i!.:i •. 

globul:l,na I sino en Otras fI;llJc'ion~S·,.811~bu~!ni;~as,r t!:S neceli'!, 

rio'·rea~.izar_la prueba C·On (é:l su:~ro aiiÜ4ym~a~gl,\fbu·nna, y 

con el suero anti-no ,g.amma-g1obuÚ~a:~ .. -~ara iog~ar .~·t ia ele 

t.ecci6n de e ie rt os anUcuerpos :o. c~nstitµídós po.J:j,m11,:.:; ,.;7 
~ ... •· . . .· , ., .: . ··•;.:·, .. ,, ·r.-~ 

glóbuliná y que pued·en dar lu:ga·r Ja ·,una rea·c'ci6n po'lit::i,':i:-'rans,-· 
fusi,ona'l (8,). .. . ·,· ... , .· ·. . . :;..;., .,-~ 

··;,La p,r'ueba de la antiglob~lina pu~de: •'ehct,:!~i~~· ~: .'a~;s 

Jorma_s (j:}~ ·.. "' · , i} .. x, , ./'.~ ·tf' ,! 

l ...... La pru.eb.a directa\üe sf u~.iflza.: para :;~eét~\:'.if'los an ,. 

tieu~rpos ~ue se han1 f!jado;:a los 'eritroc~t~·(·ll~; ~~~·~t ei'. 

un procéd~ai;iento corto q·ue ,se emplE a en, e.f djl~:¡ndft.~ce.:Ie la 
·.. . .· ~ '·,. · .. ·· .< .' ... ~- : ·~:;:,;:~~ --~- .: 
enfer•edad hemolítica del reciEn nacido I o en la an:111mia he'"'. . 

. ~ • .. ¡; ",.: .. L~ . ': '•: 

molídca ad,q,~:irida, do~de se ,.1(tue·ban cUulas ;tCY,Bj~s ~-~1-?;P!,' 
ciente, con suero ant1glo~ulili'a. l:n la úitról;,~~'iosi.:.~1;'f~--

. . !,~. • . _, .. • . ;) .:,.·.1.; ,:.-··· • ...-~;- • , 

tal, al nacer el l}iño, su.s e~itroeitos pueden e,s\~l fecu·'b:ié,t 
'°.·\~~-:. -~.; ',:. ·t~-. ::f.': 

. -,~_ . .. 

::~t;\,,1t·~~·-
"\ ~--
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. j 
tos por· anticuerpos incompletos elaborados por la madre, 

En la a~,mia hemolltica adquirida, por un fen6meno de au-

. toinmun~zación, los eritrocitos del paciente pueden estar 

re~ubiertos por anticuerpos incompletos formados por el 

propio or~anismo del paciente, En los pacientes que han -

recibido múltiples transfusiones, e.ambién puede presenta!_ 

se este fen6meno, 

2, La prueba indirecta es un procedimiento empleado pa

ra examinar ·un anticuerpo incompleto de.l suero y cons-

ta de tres etapa.s: 1) sensibilizaci6n de los eritrocitos; 

2) lavado de los eritrocitos libres de suero, f 3) mezcla 

de los eritrocitos lavados con ant~globulina humana, Est'e 

tipo de reacción se lleva a cabo en las mujeres Rh negati

vas émbarazadas, cuando el padre es Rh positivo y existe 

la posibiÍidad de que ocurra la sensibilizaci6n de lama-

dre; tambiEn se realiza como prueba de rutina ~n lastran~ 

fusiones y para detectar las variantes dEbiles del factor 

Rh y del sistem~ ABO, asl como para la identificación de 

ios 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, neutralizari el 

suero de Coombs y la prueba resultari negativa (3), 

Fundamento: En la prueba directa, los eritrocitos del 

paciente que van a ser examinados frente al factor Rh, se 

lavan en solución salina, se mezclan con la aglutinina de 

Coombs, y se produce la aglutinaci6n, que indica la prese~ 

cia de anticuerpos incompletos, En la prueba indirecta, los 

eritrocitos del p·osible donador, son mezclados con el suero 

del receptor (que contiene anticuerpos de los antígenos erf 

troc!ticos .del donador) con objeto ~e sensibilizarlos, se 

lavan con solución 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 aglutina._-. 

ci6n, demostrindose ·as! la reacci6n de los anticuerpos in·.;. 

completos con sus antígenos eritroc!ticos "in vitro", 

TECNICA 

PRUEBA DIRECTA EN TUBO, 

REACTIVOS Y MATERIAL, 

Reactivos: 

3 gotas de suero antiglobulina de Coombs, 

1 gota de una suspensi6n al 2% d~ eritrocitos del pa

ciente (lavados), 

1 gota de una suspensi6n al 2% de eritrocitos de una 

persona norm·al (lavados). 

1 gota de una suspensi6n al 2% de e~itrocitos Rh pos! 

tivos, sensibilizados con suero anti-Rh (lavados), 

50 ml de soluci6n salina isot6nica, 

Material: 

8 tubos para centrifuga de 20 ml de capacidad,. gradu~ 

dos, 

6 pipetas capilares, 

4 .tubos de ensaye de 12 x 75 mm, 

Equipo: 

Centrífuga, 

Estufa a temperatura de 37ºC 

METODOLOGIA 

l, Lavar los eritrocitos en estudio, por lo menos 4 veces 

con soluci6n salina is~t6niua, para eliminar cualquier tra

za de proteínas slricas no absorbidas a los eritrocitos¡ pr~ 

parar con los eritrocito• l~vados, una suspensi6n al 2%, 
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2. Depositar en el tubo que contiene una gota de eritr~ 

citos, una gota de suero de Coombs (antiglobulina humana~ 

3. Mezclar perfectamente el contenido del ·tubo y centr! 

fugar a 1000 rpm d~rante un minuto, o bien a 3400 rpm du

rante 30 segundos. Remover suavemente el sedimento,y oh-

servar s! ha ocu;rdo aglutinación macroscópica. 

4. Es muy conveniente hacer la reacción al m~smo tiempo 

con testigos constitu!dos por: 

a) Una gota de eritrocitos del paciente, lavados y 

ajustados al 2%, que se me.zclar& con una gota de suero de 

Coombs; servirá para detectar una aglutinaci6n inespec!J! 

ca. 

b) Una gota de eritrocitos normales,_ lavados y ajus:.. 

tados al 2%, qu·e se mezclar( con una gota de suero de - -

Coombs; servir( como testigo negativo. 

c) Una gota de eritrocitos sensibilizados que servir( 

como testigo positivo. Este testigo puede prepararse afia-

diendo a una gota de una suspensión de eritrocitos Rh pos! 

tivos, lavados y ajustados al 2%, una gota de suero anti

Rh; dilu!do 1:16 e incubado a 37ºC duran~e 1S minutos; ce~ 

trifugar y lavar cuatro veces·con soluci6n salina isotóni

ca y preparar una _suspensión ~l 2%.· Una gota·d, esta sus-

pensi6n, 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 ~rueba anterior, pero 

lai suspen~iones se preparan al SO%, en lugar de al 2%. 
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Material: 

El mismo que el anterior. 

4 portaobjetos excavados. 

Aplicadores de madera. 

Eguipo: 

Centrífuga. 

Lámpara. 

METODOLOGIA 

l. Centrifugar los eritrocitos, por lo menos seis veces 

con soluci6n salina isot6nica, ya que se requieren conce~ 

traciones mayores de eritrocitos, y por lo t~nto hay que 

tener la completa seguridad de haber eliminado cualquier 

traza de proteína plasmitica no absorbida. Con estos eri

trocitos lavados, preparar suspensiones en soluci6n sali

na isot6nica al 50t. 

2. Colocar una gota te ·esta suspensi6n, en un portaobj~ 

tos e·xcavado 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; col.!!_ 

car la placa encima de una fuente luminosa, inclinindola 

suavemente de lado a lado. 

5. Preparar los testigos en la-misma forma que se descr! 

bió para la ticnica en tubo, s6lo que ajustados al _50%. 

No debe omitirse este paso, si se quiete 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 suspensión al 4-5% de eritrocitos Rhp~ 

sitivos (lavados). 

1 gota de suero antiglobulina de Coombs. 

30 ml de soluci6n salina isot6nica. 

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 37ºC. 

HETODOLOGIA 

l. Depositar 2 gotas de la suspensión de eritrocitos al 

4-5%, en un tubo de ensaye de 12 x 75 mm. 

2. Añadir 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; la ce~ 

trifugación inmediata puede poner de manifiesto a los ant! 

cuerpos que de otra manera, producirlan el fenómeno de pro

zona. 

4. Agitar suavemente los eritrocitos sedimentados y obse~ 

var si ·existe aglutinaci6n, lo ~ue indicarla la presencia 

de anticuerpos incompleto&Si la reacci6n es negativa, débil 

mente positiva o dudosa, colocar el tubo a 37°C durante 30 
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a 60 minutos. Cuando se está determinando la presencia de 

un anticuerpo cuya potencia se des~onoce, se recomienda que 

el periodo de incubaci6n no sea mayor de 60 minutos. 

s·. Volver a centrifugar a 1000 rpm durante un minuto, o 

bien a 3400 rpm durante 30 segundos. 

6. Agitar suavemente los eritrocitos sedimentados, y obse~ 

var si ha ocurrido· aglutinaci6n macrosc6pica. Si la reac-

ci6n continGa siendo negativa o dudosa, se debe ptoceder de 

la siguiente manera: 

7. Lavar los eritrocitos por lo menos cuatro veces con s~ 

luci6n salina isot6nica, despuEs del Gltimo lavado, decan

tar la mayor cantidad posible de soiuci6n salina, ,y resus-

pender los eritr.ocitos en la gota que queda despuEs de de

cantar. 

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

bo que contiene los eritrocitos. 

9. Mezclar perfectamente y centrifutar a 1000 rpm durante· 

un minuto, o bi~n a 3400 rpm durante 30 segundos. 

10. Agitar los eritrocitos sedimentados suavemente,yobseE 

var si ha ocurrido aglutinaci6n macr~sc6pica. 

PRUEBA INDIRECTA EN PLACA 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Los ~ismos que en la tEcnica anterior, pero la suspen

si6n de eritrocitos se prepara al 50%. 

Material: 

El mismo que en la cfcnica anterio..r. 

1 portaobjetos. 

Aplicador de madera. 
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Equipo: 

Centrífuga, 

Estufa. aºtempetatura de 37ºC, 

Unip!l :r a, 

METODOLOGIÁ 

~·-

··:L,. • 

. 1, Preparar una Etuspensi6n d.e eritróCitos··que contenga1í:"cel 
i ··~. 

aglutinó geno, cuyo·~ antfcuerpos corres.po_ndiente.s ,;e. investi 

guen .en el suero probléma •. 
.... . .·.=-~~·,:: ., ·-(.' . ~- ,'.'. 

2, Depositar dos· ;gotas __ de la suspen)1i:6n .. 'éie·;,:edtr.ocit,os en 

un tubo"·4e ensaye de. 12' x 75· ·••• 

3, 
''\ 

,1ezclar perfectament-e' • incuba:i ~ 37 ºe 4urpnt;,e .JO a 60 

mfnutos, 

5~ Lavár, los eritrocitos por lo·.menos cua·tro .,vec.,,s con ·so-

1u~:l.6n a'alina isot6ni_ca¡ d:•s'p~és dej iil,timo · ia;:ado( decanta'r 

··perfectamente el s~.b.renadante y añadi.r ~l paquet,.e. cdular un ··~ .,.,·. 

;vqlumen igual de solución: s'al,ina isótó-Jiica, ··p,a.r't tener una 

~µsp~d-11'11,n .de erit·roc,ito,t'a1 50%, . ' 

6, D¡ep9;~itar una gobf. d.e la sus/én,si~n;d~ er-itrcic.itos en un 

po_rtaobjetos pedei:tam~~te limpio;. 

7~ DeposiUf j~11tó a l~ gota. de· eritrocit9s,, u~a g_óta de, SÚ:!, 

ro· de_ c~·~mbs ,· ~e~~lar: _-co·n u~ aplic~dó·r d~: made:r!i:,! Sostenér -el 

portaob_jetos sobre ~Jia fuente lumi~osá :fncrin&ndolo suavemen-
·••. • .• '· • .<!<' 

te ie u~ lado a otro, 

8·, Lo·s eritr;ocitos completam~nte r.~cubiertos, de Íl:iiiicuerpos; 

dan una aglut iñaci6Ji mac r~sc6pica .·en ,:unos cua_nt,os ,.s,egundos. -

Las- reaccione~ mis. dfb Ues, ·pue_den. requ~~it el;; 1·. a 2 minutos, 

peri;> la· lect_ura de:~,~rá -hacer.se -antes de "que l'a gota comienc.e 

·a seca·rse. 
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Resultados: 

PRUEBA DIRECTA EN TUBO: 

Problema 

Testigo positivo 

Testigo negativo 

Testigo de aglutinación 
ine s pee íf ica 

PRUEBA DIRECTA EN PLACA: 

Problema 

Testigo positivo 

Testigo ne~ativo 

,: Testigo de aglutinación 
\inespecífica 

PRUEBA INDIRECTA EN TUBO: 

Problema 

PRUEBA INDIRECTA lN PLACA: 

Problema 

CUESTIONARIO 

AGLUTINACION 

l. ¿Cómo se prepara e.l suero con antiglobulina de Coombs? 

2, ¿ En que caso se requiere utilizar complemento en ·la 

prueba de Coombs? 

3, ¿Cómo se preparan las suspensiones de eritrocitos al 2 

y al 5%? 

4. ¿En qué forma puede evitarse la aglutinaci6n inespecí-

fica, en caso de presentarse en la prueba? 

S. ¿Qué características tienen los anticuerpos incomple--

tos? 
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6. ¿Cuil es la diferencia entre las pruebas directa e in 
1 

directa de Coombs? 1 
1 

7. ¿Qul ventaja tiene la prueba en tubo, sobre.la prueba 

en placa? 

8. Mencione otra tfcnica útil para identificar anticuer

pos incompletos. 

9. ¿Cuil es la tlcnica de Rose-Waaler? 

10. Señale otras dos aplicaciones de la prueba de la inmu

noglobulina de Coombs. 

DISCUSION 

La prueba de la antigl~bulina de Coombs, es muy útil 

para detectar anticuerpos incompletos que. son incapaces de 

producir aglutinaci6n con una suspensi~n salina de eritro

citos hom6logos; aprovecha la firme uni6n de los anticuer

pos a la m.embrana celular, que permite lavar los eritroci

tos en soluci6n salina para eliminar las proteínas no ad

sorbidas y tener especificidad. 

Es un mftodo serol6gico sencillo que tiene su mayor 

aplicaci6n en el diagn6stico de la anemia hemolítica delr~ 

cifn nacido, detectando anticu~rpos incompletos del factor 

Rh, en la tipificaci6n de grupos sangu1neos, y en la inves 

tigaci6n de anemia hemolítica adquirida. 

El suero antiglobulina puede prepararse específica y S_! 

lectivamente para las diferentes clases de_ inmunoglobuli~as. 

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 sensibilizaci6n que se ha efectuado "in vivo", constitu

ye la prueba directa. 
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En la prueba indirecta, es muy importante tener la pr~ 

porci6n óptima de suero/eritrocitos. A veces es benéfico -

afiadir alb6mina en la etapa de sensibilizaci6n, ya que es

ta produce un aumento en la aglutinaci6n final. Se ha en

contrad9 que algunos anticuerpos trabajan efectivamente, s~ 

lo si se usan eritrocitos previamente t~atarlos con una ~n

z'ima. 

Un punto importante que debe apreciarse al afiaair ant! 

glbulina a las células sensibilizadas, es que un exceso de 

anti-IgG, puede inhibir la aglutinaii6n de los eritrocitos 

sensibilizados con IgG, por efecto de~ fenómeno de prozona. 

En la actualidad, existe equipo automatizado disefiado 

para realizar la etapa de lavado y de la adición de antigl~ 

bulina a la prueba, ambos pasos tedioso·s, cuando se anali

zan muchas muestras. 

l. Bellanti J. A. 

Ed. Interamericana. 
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COMPLEMENTO 

En la sangre de los vertebrados s·e han reconocido va

rios sistemas de activaci6n esenciales en la sobrevivencia 

del animal. Est-os sistemas incluyen a el complemento, de-

pendiente de la activaci6n secuencial de una serie de zim6 

genos proteolíticos. El complemento es el sistema mis com

plejo, y tiene interEs por varias razones: 

En primer lugar, como se reconoci6 hace aproximadame~ 

te 80 afios, el sistema del complemento es el responsable~e 

la des.trucci6n y eliminaci6n de material externo del cuer

po, especialmente de bacterias y virus. Comunmen~e estos~ 

cede despuEs de la interacci6n de anticuerpos ·con organis

mos o substancias ext-ernas, siendo el complemento un meca

nismo efector de la defensa inmune contra la infecci6n. El 

complemento puede actuar tambifn activado por polisaciri-

dos complejos, antes de la reacci6n con anticuerpos, prod~ 

ciendo ,una defensa inmediata antes del desarrollo de la in 

mu.nidad. 

Segundo, los receptores para las proteínas del compl~ 

mento activado, como es- el casci del componente c3 , ~stin 

presentes en los linfocitos, macr6fagos y algunas otras cf 

lulas, y existen evidencias de que estos receptores en los 

linfocitos, tienen un papel importante en la interacci6n e!_ 

tre diferentes clases de ellos o de sus cflulas precursoras. 

Terc~ro, se ha encontrado que varias proteínas delco~ 

plemento son codificadas por genes estructurales que apare

cen en el locus mayor de histocompatibilidad en el hombre y 

el rat6n. El significado biol6gico de estos hallazgos es aún 

~ncierto, pero se ha sugerido que pueden implicar que cier

ta prciteína del complemento tiene un papel como proteína de 

superfi~ie, al igual que las otras proteínas codificadas pot 

ese gen complejo. 
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Por todo lo anterior, el interfs del sistema del com

plemento se ha incrementado mucho, y el progreso en· el ai~ 

!amiento y caracterizaci6n de varios componentes, ha,perm! 

tido determinar su 'estructura y los mec.anismos bioqutmicos 

del sistema de activaci6n. Se ha enfatizado la importancia 

biol6gica de este sis·tema I al observar que el mismo se en

cu~ntra presente en invertebrados y se ha consevado duran

te la evol:uci6n. 

Al reconocerse las múltiples funciones del complemen

to I se han desarrollado tfcnicas que miden diver·sas pro pi.!, 

dades del mismo. Existen pruebas que miden la actividad he 

molttica del complemento, pruebas que cuantifican las p·ro

tetnas del complemento y pruebas que miden la capacidad del 

suero de neutralizar la actividad del c~mponente c1 , 1entr, 

otr~s. TambiEn los anflisis de inmunocitoadherencia, quimi~ 

taxis·y anafilotoxinas, son útiles para evaluar el estado 

del sistema del complemento. Los dep6sitos de complemento 

"in vivo" se reconocen utilizando mftodos de inmunofluores 

cencia en tejidos congélados. 

La medici6n del complemento tiene utilidad diagnl58t'i

ca, puede establecer la actividad de determinadas enferme

dades, y sirve tambifn para evaluar el tratamiento. 

Las propiedades del complemento.como amplificador inmu 

nol6gico 1 se han aprovechado en la eva~uaci6n de ant~genos 

y anti¿uerpos, aplicando la propiedad que tiene de fijarse 

a complejos antígeno-anticuerpo y prod~cir citolisis~ 
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DETER~;INACION CUANTITATIVA DEL COMPLEMENTO TOTAL 50% 

HEY.OLITICO 

Objetivo: Realizar la determinación cuantitativa del -

·complemento 50%° hemoUtico, Analizar la propiedad del compl!_ 

mento como indicador de la reacción antígeno-anticuerpo, sus 

mecanismos de acción y la ventaja que representa esta deteE 

minación, tanto a nivel experimental, como a.nivel clínico, 

Familiarizarse con los cuidados que se requieren en la ela

boración de esta técnica, y las aplicaciones que tiene. 

Generalidades: El descubrimiento del complemento surgió 

de las observaciones de Buchner en·I889; al notar que el sue 

ro sanguíneo ejercía una acción destructora sobre las bacte

rías, y Nuttall encontró que este poder decrecía a medida que 

'el suero envejecía, o ~e perdía ripidamente por calentamien

to a 56°C (11). 

Por definición del W.H,O., el término complemento, se 

aplica a· un sistema 'de faciores presente en el suero normal, .. 
que se activan por la interacción antígeno-anticuerpo, yac-

ti:ian en un número significativo de interacciones biológicas 

(2 ). 

Estos factores del complemento, son globulinas con liveE 

sos P.~., movimientos electroforéticos y coeficientes de sedi 

meniación, presentes con ciertas variaciones, ~n los vertebra 

dos (10 ). 

Los factores del complemento se activan en una sucesión 

de reacciones enzimiticas, al estar presente una reacción an

tígeno-anticuerpo (IgM e IgG generalmente), pudiéndose hacer 

una analogía con los factores d~ la coagulación, en el senti

do de que sus distintos componentes, presentan una sucesión 

de interacciones para la función global (9). 

La activación parcial o completa del complemento, ademfs 
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.. 
de estar causada por una gamma-globulina agregada, puede -

efectuarse por veneno de cobra, proteasa tisular, ciertas 

enzimas lisosomales 1 tripsina 1 plasmina y endot6xitia (2). 

En el caso de la activaci6n por anticuerpos, la. fijación 

es una. funci6n de la regi6n Fe de la molécula del anticuer 

po 1 por medio.de activaci6n alostérica (11). La concentra

ci6n de complemento no aumenta d·espués de una e'~timulaci6n 

ant!genica .(11). 

Se han desarrollado numerosos ~,todos para la titula

ción de la activi(ad hemolttica del complemento. La mayo-

rta cuantifican la dilución requerida de suero, para lisar 
·, 

una determinada cantidad de células indicadoras bajo cond! 

cienes estandarizadas, utilizando distintos amortiguadore~ 

condiciones de reacción, volGmenes 1 células indicadoras. 

puntos finales y formas de cuantificar la -hem61isis (2). · 

·Por conveniencia, se ha considerado que una unidad de 

complemen~o (C 1 u50 ) 1 es la cantidad de suero requerida pa

ra provocar la lisis del 50% de los eritrocitos, puestoque 

el 100% da lisis da una curva sigmoidal 1 requiriéndose in

crementos relativamente grandes de complemento, para prod~ 

cir la li~is del Gltimo 5-10% de los eritrocitos (12). 

Para la descripción matemitica de la curva sigmoidal 

de la reacci~n hemol1tica 1 se utiliza li e¿uaci6n de Von ~ 

Krogh (5): 

Donde: 

X = 

K 

K/...:t_\ 
\1-y) 

1/n 

cantidad de co•plemento (expresado e¡'ml de suero 

diluido de cobayo). 

c~nstante correspondiente a la unidad del comple

mento 50% hemolttico. 
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~•a la unidad, 

1/n = exponente que determina la forma de la curva siA 

moidal. • 
La unidad hemolítica del complemento del 50%; es una 

unidad arbitaritaria, ya que su magnitud depende de la con

centraci6n de los eritrocitos, de la fragilidad de las c€lu 

las, de la cantidad de anticuerpo usado para la sensibiliza 

ci6n, de la naturaleza de este anticuerpo, de _la fuerza i6-

nica del sistema de reacci6n, de la concentraci6n de los io 

nes Ca++ y Mg++, del pH, del tiempo de reacci6n y de la tem 

,peratura Ü), 

La .prueba sirve para cuantificar el complemento, en la 

evaluación de pacientes, para detectar principalmente indi

viduos con '·niveles deficientes del mismo, para determinar 

la presencia, ausencia y consecuencias de procesos inmunes, 

y sirve co,mo indicador de la respuest_a terapEutica, así co

mo para detectar individuos con deficienci,s innatas de los 

co~ponentes del complemento, o la presencia de inhibidores 

del mismo (7), 

El complemento se encuentra aumentado en el suero de P!. 

cientes con in·f Pi'to agudo a.l miocardio, derma tomios it is, 'P.! 

riartritis nodosa, fiebre reumltica aguda, poliartritis agu

da, tiroiditis y otras (2). Se encuentr.a bajo o ausente, en 

enfermedades tales como patologías hereditarias, como seria 

el caso del edema angioneur6tico hereditario y la agammagl!!_ 

bulinemia (2), Existen anormalidades tambiEn por el aumento 

de su cons.umo, como en el caso del lupus eritematoso disem! 

nado, glomerulonefritis, anemia hemolítica autoinmun~ y - -

otras (2), 

Fundamento: Al incubar diluciones -seriadas del suero de 

coyabo, cuya concentraci6n de, complemento se r.equiere dete!_ 

minar, con eritrocitos sensibilizados con una c~ntidad ipt! 



- 62 -

ma_de hemolisinas, se determina la capacidad hemol1ticadel 

complemento' por la v1a clisica, graficando la relaci6n en

tre los porcentajes de·hem6lisis obtenidos espectrofotome

tricament~ y la cantidad de suero diluido en cada tubo, p~ 

ra calcular las unidades hemol1ticas del suero de cobayo. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

l. Sangre de carnero estEril, conservada en soluci6n 

de Alsever. 

2. Soluci6n de h~molisina con título conocido. 

3. Soluci6n amortiguadora de trietanolamina salina 

(TBS) con pH de 7.3 - 7.4. 

4. Suero de cobayo, cuya concentraci6n de complemento 

se requiere determinar. 

5. Agua destilada. 

Material: 

3 pipetas de 10 ml. 

4 pipetas de 5 ml. 

10 pipetas de 1 ml. 

3 pipetas de 0.2,ml. 

20 tubos de 13 X 100 

5 tubos de 16 X 150 

1 gradilla. 

1 matraz Erlenmayer 

Equipo: 

mm. 

mm. 

de 50 ml. 

Colorímetro Coleman Jr. 

Estufa a temperatura de 37°C. 
Baño de hielo. 
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ºMETODOLOGIA 

1, Preparar una suspensi6n al 2% de eritrocitos. de car

nero (GRC) en TBS, Volumen de 5 ml, 

2, Ajustar espectrofotométricamente la suspensi6n de GRC: 

tn un tubo de ensaye se mezclan 0,3 ~l de la suspensi6n de 

GRC + 1.7 ~1 de agua destilada, Leer la D,O, en un Coleman 

Jr, a 550 nm~ utilizando como blanco agua destilada. El,-

100% de hemólisis debe dar una D,O, = 0,50, Si no se obtie 

ne esta lectura, correeir el volumen aplicando la-siguien

te ecuaci6n: 

3, Diluir la hemolisina en ~BS 1:2000, para ~tilizar un 

volumen de 5 ml. 

4, Mezclar volúmenes iguales de hemolisina y GRC; añadir 

lentamente y agitando el matraz, 5 ml de la solución de he 

molisina a 5 ml de la suspensi6n de GRC. 

S. Incubar la mezcla a 37ºC durante 30 minutos. Luego co

locar el matraz sobre hielo, 

6, Preparar 3 diluciones del suero de cob!Yº (1:20~ 1:250 

y 1:300) a partir de una diluci15n inicial 1:50 con.0,03 ml 

de suero+ 1,47 ml de TBS (dilucil5n 1:50), 

Suero 1:50 TBS 

0.4 ml 1.2 ml (dilucil5n 1:200) 

0,3 ml l. 2 ml (dilucilfn 1:250) 

0,3 ml 1.5 ml (dilucil5n 1:300) 

Mantener los tubos en frío, sobre hielo. 

7, En una gradilla sobr~ hielo, colocar una serie de 4 tu 

bos para cada diluci6n (12 tubos), más 2 tubos controles -

(testigos positivo y negativo)~ 

8, Repartir el volumen de cada diluci15n en los 4 tubos co 
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rrespondientes, pipeteando cantidades diferentes~ cada tu 

bo, Luego añadir TB_S hasta completar un volumen final de 

0,9 ml para cada tubo, 

Tubo 1 2 3 4 +T .,..T 

Suero diluido 0.5 o. 35 0,25 o. 15 ml - -
TBS ml 0.4 O.SS 0,65 0.75 - 0.9 

9, Añadir a cada tubo 0,6 ml de la s~spensi6n de eritro

citos sensibilizados, 

10, Agitar fuertemente todos los tubos para mezclar bien. 

11, Pasar la gradilla con los tubos a baño de 37°C duran

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

12, Al terminar la incobaci6n, añadir 0,5 ml de TBS frío ,;. 

a todos lo~ tu~os menos al control p~sitivo, al cual se le 

añade 1.4 ml de agua destilada, Agitar ~uevamente, 

13, Centri,fugar· a 1500 rpm durante 5 minutos, 

14,- Decantar a una cubeta y leer en un Coleman Jr. a 550 

nm, la D,O, del contenido de cada tubo, Utilizar como blan 

co el control negativo, 

Resultados: 

Diluci6n 1:200 1:250 1:300 
: 

Tubo. D,O, % D. O, % D,O, % 

1 

2 

3 

4 

T+ 100% 

Sobre un papel semilogarftmico de probitas, se grafica 
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.1\telac.i~;~ _e~tr~ los_:io:uentajes cie'·.bucSHsis y'·}a cánti.:. 

dad•'4e s_~ero' 4ilutdo que,~ se ¡1ñad~6 á c'ada. tqbo. Se hace e!_ 

: to cpn las __ ,.tfil!s d:U'ud:one~: utilizadas.' ,se unen los puntos 

coii,µna:' .. _1fti~a '.re~ta y/se. d'etermin\i:para.cada dilu.ci6n, el 
: .... - ' '. . 

•,:vol~men ,de .. la. misma ·~ue produce un 50·% de hell!61isis, La un'i 

· dad 5 o:· ;b_émo Ut ic a e~;:f .., 

m,l 4e S·Ílero dilu!do 1:200. 

\· ,f·~ ml de s1:1ero 4ilutdo l: 25Q,· 
:/:; 

ml-de 
,. 
suero dilu!do J;300, 

Exp~~.;r las unidades 50% hemo"l1'.ticas/lÍiÍ de suero de 

colfayo/no d:,;:1~'.rd9: C'ilc.~lá,x- por un.~· r~·~:a. ~-e tres cuantas 

unid,;1des'50:% hemol1'.ti~~s con'tiene· 1 ,m:'i,ie suero clilu1'.dci', y 

lu~g~ mu'itt;tic"a~' e~te valor por el i~.n:minador de la d.Uu 
'}. 

cf~n~ 

___ ml· de suero dilu!do 

i:')11 de suero :di,lufdo 

1 Unidad C'H 
5,0 

·, 

... ~~ :\:.Unidade's, 1.\dfS'Hso'/ml de suero ,,d~ _cobayo d:Üul-

·~/-1 
X dé\_1,:200 •___i"X de 1:250~--.-- X de a300• __ 

. i\:;f,nid.ad!'Í( de C/.lis-o(~l d,e ~uero .deifºb!yo, 

Y de; f,·auuci~n h200•X de 1: 200 X 200 ,. 
;y ------
t'. de la;~diluc16n 1: 25()•X- d.e 1: t50 x. 250 = 

. W". . l 
· .. 

Y d~ Ja .. dilucion·l.:30,~~.x de 1:300 x 300 = -----''i'.' 

Idea.Ímente, ,los tres re-sult.ados d,.eberi ser igual~s, 

C,lJE,~TlpNARIO 

1. ¿q~l>,.~on' las hemblisin;as? 
~ 0 

1'2. ;;Pa,ra .. '.'q ul_ se uti'lfza' ·el ii.uero de .. cobayo con· eT •comth:::.r.{ 
m,ento. tÚ·~-1-do? . 

~--
3 •i 2Q\l,f"éfect'o tiene la COn$:entraci6n de bemoli5¡inas en la , .. 
prueba? 
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4, ¿Por qué se requiere la presencia de los iones calcio 

y magnesio para que se efectúe la reacci6n? 

5, ¿Cuil es el objeto de utilizar TBS frío con pH de 7.47 

6, ¿Por· qué se realiza una .incubaci6n a 37°C por 30 minu 

tos? 

7, ¿Qué cuidados y precauciones requiere la determinaci6n? 

8. ¿Cuál es la ecuaci6n de Von krogh, y qué utilidad tie

ne? 

9, Esquematice la fijaci6n de complemento ·desde la un·i6n 

antígeno-a~ticuerpo, hasta la producci6n de hem61isis, 

10, ¿Con qué objeto se re4liza esta determinaci6n en suero 

humano? 

DISCUSION 

La técnica de la· determinaci6n cuantitat~va del C.' H50, 

tiene como ventaja fundamental su alto grado de sensibili

dad, Es litil tanto para la de·terminaci6n del comp;lemento I c~ 

mo con ciertas modifica·ciones I para la determinaci6n de an

tígenos y anticuerpos, Esta técnica no requiere de mucho tiem 

po para su ejecuci6n 1 ni de aparatos sofisticados, Es una ti!c 

nica muy sencilla en su elabor~ci6n 1 y el suero de cobayo ya 

titulado I si.rve como fuente de compleme~to en mliltipÍ.es de-

terminaciones. 

Entre las desventajas que presenta esta ti!cnica, podr!~ 

mos mencionar la necesidad de utilizar reactivos frescos, d~ 

biéndose prescindir de reactivos almacenados por,largo tiem

po, como sería el caso de la sangre de carnero y el suero de 

coyabo: la hemolisina s~ puede conseguirse liofilizada. 

Es muy importante considerar la cantidad de anticuer•o 

requerida para una sensibilizaci6n 6ptima, y hay que tomar 

en cuenta que existen hemolisinas naturales en la sangre de 
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la mayoría de los animales, Otro punto que debe vigilarse 

es el volumen, puesto que a mayor volumen, el grado de li 

sis baja, 

La actividad hemolítica del complemento, varia inve~ 

samente con la fuerza i6-nica del diluyente, por lo cual es 

conveniente verificar la concentraci6n del amortiguador, 

El calcio y el magnesio son imprescindibles en la reac 

ci6n, pero una alta concentraci6n de comp~emento inhibe la 

fijaci6n de complemento. 

La reaccUin hemoUtica d-. títulos más altos a 30ºC, P.! 

ro requiere" p6r lo menos tres hor~s para alcanzar el ~unto 

final. 

En humanos esta determinaci6n es importan~e desde el 

punto de vista clinico, porque detecta anormalidade·s rela

cionadas con el complemento. 
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.,., 
TITULACION DE ANTICUÉRPOS ANTI-NUCLEARÉS POR 

FIJACION DE COMPLEMENTO 

Objetivo: Analizar el fundamento de la técnica de fi

jaci6n de compÍemento. y aplicarla en la titulaci6n de anti 
' cuerpos an.t:l.nucleares. Determinar la importancia de_ la téc-

nica de fijaci6n de complemento. por las múltiples aplic~-

ciones de la misma. Señalar Jas propiedades de los anticuer 

pos anti-nucleares. reconociendo otras técnicas útiles para 

su identificaci6n. as! como ias patolog!as en que están invo 

lucrados. 

Evaiuar las ventajas. desventajas y _limitaciones delmé 

todo. 

Generalidades: En la. práctica anterior ya quedaron est~ 

blecidas algunas características del complemento y su fija-- 1 

ci6n. 

La propiedad que tiene el complemento de fijarse a com 

plejos ant!geno-anticuetpo. se ha utilizado como un indica

dor indirecto de la reacci6n antígeno-anticuerpo. aún cuando 

no hay manifestaciones vhibles de esta reacci6n (precipita

ci6n. aglutinaci6n. etc.). La prueba de fijaci6n de comple

ment~. representa una técnica muy útil para.determinar antí

genos o anti~uerpos. y su amplio uso se debe a su alto grado 

de sensibilidad en relaci6n,a otros mltodos (10). Para quese 

manifieste la f~jaci6n de complemento. bastan de 0.05 a 0.1 

l\.& de nitrogeno del anticuerpo/ml (6). 

La fijaci6n de comp·lemento se ha utilizado por añ_os p!)/ 

ra estudios cualitativos y cuantitativos en microbi.olog!a e 

inmunología (8). Esta técnica es de &ran utilidad para estu

diar antigenos de transplante. us(ndose en la tipificaci6nde 

HLA en varios substratos. como son las plaquetas y linfocitos 

entre otros (10). Casi todas las infecciones virales pueden 
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4iagnosticarse mediante la fijación de complemento, que es 

la prueba de primera elecci6n para los siguientes virus: 

Adenovirus, Varicella-Zoster, Cytomegalovirus, Arbovirus, 

Influenza, Sarampión, Viruela, lubeola, H~patitis del sue

ro, etc.; también se usa para el estudio de rickettsias, c~ 

mo son las del grupo de la fiebr~ Q y del tifo. Detecta an 

t!genos micóticos de Blastomyces dermatitides e Histoplas-' . 

ma capsulatum. En las, enferm_edades autoinmunes es una berra 

mienta muy útil. En general, se utiliza para estudiar todo 

tipo ~e ant!genos, solubles o particulados, prote!nas carbo 

hidratos o l!pidos (8). 

Los anticuerpos anti-nucleares (factores anti-nucleare·s 

o FAN), son anticuerpos dirigidos contra. uno o mfs compone.! 

tes. del núcleo celular. Pueden estar dirigidos contra lamem 

brana nuclear, el DNA de doble hélice o simple, la desoxinu

cleoprotetna en forma soluble, el RNA, las histonas, la pro

tetna ribonuclear, la protetna ribonuclear citoplismica, SS-A, 

SS-B, Ma, el anttgeno proliferante del núcleo celular y.con

tra el antígeno nucleolar (8). 

Los anticuerp9s anti-nucleares, pueden descubrirse me-

diante varias técnicas inmunitarias como son la fijación del 

complemento, la hemaglutinaci6fl. pas·iva, 1a· precipitación por 

doble inmunodifusi6n en agar, la inmunofluorescencia indire~ 

ta, la. contrainmunoelectroforesis, o la prueba de las célu

las LE, en la cual, el material nuclear combinado con los fac 

torea anti-nucleares, es fagocitado por los leu·cocitos poli

morfonucleares (3). 

El primer método utilizado para detectar anticuerpos an 

ti-nucleares, fue el que aprovecho el fenómeno de células LE 

de· Hargraves. Se encontró que _los factores ant~-n~cleares pr,!_ 

sentes inductan tal fenómeno (1). 

La inmunofluorescencia es una técnica empleada comunmen

te para probar los factores anti-nucleares. El procedimiento 
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del anticuerpo fluorescente indirecto, con células nucleadas 

como substrato, es muy utilizada, observindose la presencia 

de anticuerpos mediante fluorescencia intranuclear. Esta pru~ 

ba detecta la presencia de muchos anticuerpos anti-nucleares, 

y por lo tanto tiene un valor limitado en la identificaci6n 

de los anticuerpos importantes y patogénico~ en el Lupus Er! 

tematoso Diseminado, pues la característica de esta enferme

dad, es la presencia de cantidades significativas de anti~ue~ 

pos anti-DNA y anticuerpos anttnucleoproteína solubles; tiene 

la ventaja de ser una prueba sensible, reproducible y relati

vamente ffcil de elaborar (6). 

La fijaci6n de complemento, es ~n mitodo mediante.el cual 

la amplificación natural de la vta clfsica del complemento es 

utilizada eomo un sensible mecanismo de detecci6n para la rea~ 

ción' antrge-no-anticuerpo de los factores anti-nucleares (7). 

Fundamento: Para determinar los anticuerpos anti-nuclea

res en el suero del paciente, se utilizan nficleos de timo de 

ternera como antígeno, que se mezclan con diluciones del sue

ro problema; el suero de cobayo que se utiliza como fuente de 

complemento~ se añade al ,sistema, y tras una .ineubaci6n adecu!. 

da para que se efectúe la fijaci6n, se agregan eritrocitos de 

carnero sensibilizados, como sistema indicador de _la fijaci6.n 

de complemento. La ausencia de hem6lisis, 1ndica la fijaci6n 

del complem~nto al complejo antígeno-anticuerpo. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Timo de ternera. Sus_pensión de núcleos de timo. 

Soluci6n frta de sacar~sa-CaC1 2 • 

A-zida de sodio. 

Soluci6n amortiguadora de trietanolamina salina (TBS) con 
pH .de 7. 3- 7. 4. 

Suero del paciente inactivado a 56ºC durante 30 minutos. 
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Suero ~ontrol positivo, 

Si¡ero de cobayo (complemento}, 

Sistema-indicador, eritrocitos de carnero al 2%, sen
sibilizados con hemolisinas, 

Material: 

l tijera, 

l matraz aforado del l. 

l vaso de precipitado de 500 ml, 

l mortero, 

l gasa, 

l franela, 

2 tubos estEriles de 16 X 

2 pipetas estiiriles de 

12 pipetas de l ml. 

12 tubos de 12 X 75 mm, 

38 tubos de 13 X 100 mm, 

l portaobjetos. 

2 tubos de centrífuga. 

Equipo: 

Baño de hielo, 

Cent r!fu¡ra, 

Colorí~etro CoJeman Jr. 
1 

M~croscopio, 

10 

150 

ml. 

Estufa a temperatura de ·37ºc. 

METODOLOGIA 

mm, 

PREPARACION DE LA SUSPENSION DE NUCLEOS DE TIMO, 

l. Suspender un timo de ternera (~olleja) de 50 g,, fina~ 

mente cortado con tijera, en una soluci6n fria de sacarosa

cloruro de calcio: 

Sacarosa 85,S g(0.25 M), 

CaC1 2 • H20 0,441 g (0,005 M), 

Agua destilada l litro, 
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2, Desmenuzar con mortero o licuar durante 4 minutos, 

3, Filtrar el licuado a trav·i!s de gasa, para eliminar los 

fragmentos de tejido, 

4, Centrifugar a 2400 rpm durante 10 minutos, 

5, Descartar el sobrenadante. 

6, Suspender el sedimento en 400 ml de la soluci6n de saca 

rosa-cacl-2 , 

7, Filtrar nuevamente a travi!s de una franela, 

8, Añadir azida de sodio, la cantid~d necesaria para una -

concentraJ:,i6n final de O.U, 

9, Repartir la suspensi6n de nGcleos en altcuotas, en tubos 

esti!riles y guardar en el refrigerador, 

La suspensi6n debe prepararse bajo condiciones de asepsia, 

con material estéril y siempre sobre hielo; la centrífuga debe 

ser refrigerada. Se puede conservar refrigerada a 4°C, sin pi!r

dida de propiedades, 

DETERMINAR LA ANTICOMPLEMENTARIDAD DE LA SUSPENSION DE 
NUCLEOS. 

l. Hacer diluciones progresivas m6dulos 2X, con volumen fi

nal de 0,25 ml para cada tubo, de la suspensi6n de nGcleos en 

TBS (tubos 1-10). 

2, Al control negativo (tubo 11). añadir O.S ml de TBS, 

J. Al co~trol positivo (tubo 12), añadir 0.25 11!1 de TBS, 

4, Titular complemento (suero de cobayo) y diluirlo con TBS, 

de modo que 0,25 ml contenga 3 unidades 50% hemolíticas. 

5, Añadir a todos los tubos menos al nGmero 11. 0,25 ml de 

la diluci6n de suero de cobá~o (3 unidades c'ªso>· 

6. Incubar a 37°C durante 30 minutos, 

7. Centrifu,gar a 2000 rpm durante 10 minutos. 
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8. Decantar los sobrenadantes a su correspondiente tubo 

de otra hilera de 12, cada uno de los cuales tiene ya 0.6 

ml. de una suspensi6n de eritrocitos de carnero al 2%, se~ 

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 nm, utilizando como blanco el control negativo. 

11. .Calcular el % de hem61isis para cada, tubo, considera!!_ 

do el control positivo como el 100% de hem~lisis. 

12. Observar en cual tubo aparece primero la hem6.lisls l:o 

tal; se considerarf que a esa diluci6n los núcleos de timo 

no son anti-complementarlos. Tomar una gota de esa dlluci6n 

de la suspensi6n de núcleos, y observar al microscopio con ., 
objetivo de.40 diimetros; en el campo deben aparecer entre 

10-12 núcleos. 

Tubo l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Dil. NT ,ml .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .is .25 .25 - -
TBS, ml - - - - - - - - - - .5 .25 

~. ml .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 - .ts 

incubar 37°C X 30', centrifugar 2000 rpm X .10 1 

sobrenad. 
+ 

GRCS, mi .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 

TBS, ml • 9 .9 .9 .9 .9 • 9 .9 .9 • 9 .9 .9 • 9 

incubar 37°C X 30', centrifu~ar 1500 rpm ,x 3' 

005so nm 
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PASOS PARA LA FIJACION DE COMPLEMENTO 

I, MEZCLAR LA SUSfENSION DE NUCLEOS CON DILUCIONES DEL 
SUERO, 

l. Hacer diluciones progresivas, en módulos de 2X del·su!_ 

ro control positivo, y suero del paciente, p~eviamente ina~ 

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 diluci6n 1:128, 

~...-----. -----. ~ 
0,25 0.25 0.25 0,25 De la últi 

Q Q .Q o 
ma diluci6n 

1 descartar 
1:2 1:4 1:8 0,25 ml 

1:16 

2. Prepar~r un tubo d~ suero control negativo, con o,25 

ml de una dilución 1:1 de un suero negativo conocido y un 

tubo control para calcular la a~ticompl.ementaridad del sue 

ro problema, con 0,25 ml de la primera diluci6n de ~ste 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 negat! 

vo respectivamente, a los cuales no se les agrega nada en e.! 

te paso de la reacci6n y permiten valorar la actividad hem~ 

l!tica del complemento sobre los GRC sensibilizados con he

mol"isinas¡ es _necesario tambii!n un tubo control que va a ser 

vir como testigo para calc~lar el 100~ de hemólisié, 

5, Añadir 0.25 ml "de. la dilución anU-complementaria de nií 

cleos de timo a ~ada 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 ml con 0.4 
/ 

ml de TBS (ver tabla). 

7. Agitar los tubos para mezclar bien el·contenido de to

dos ellos .. e incubar a 37ºC durante 30 minutos, agitando los. 

tubos a intervalos de 10 minutos. 

Suero problema 
Ac 

+ ~Gcleos d~ ti~o/ 
!!fil 

37°C ~ jAc - Ag.f 

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

sobrenadante y lavar el sedimento, añadiendo 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 ant!geno o anti

cuerpo que no fue~on utilizados en la reacci6n. 

II. ARADIR COMPLEMENTO. 

l. Preparar una diluci6n de complemento (suero de cobayo), 

previamente titulada que contenga 20 unidades.50% hemolíticas 

por ml y añadir 0.25 ml de esta diluci6n a cada tubo, menos a 

los dos controles negativos, al testigo nerativo, y al control 

positivo. 

2. Añadir 0.65 ml de TBS, co111pletando un v·olume'n de 0.9 ml 

para cada tubo. 
, 

3. Incubar a 37ºC durante 30 minutos, agitando los tubos ca 

da 20 minutos. 

4. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos; de¿antar los 

sobrenad~ntes .a otra serie de tubos y descartar el sedimento 

(nGcleos-anticuerpos-complemento fijado). 

sedimento .. ¡ Ag - Acl +@ 37°C 
30' t 
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III. PREPARAR EL SISTEMA-INDICADOR. 

l. Los eritrocitos s~nsibilizados se preparan segGn los 

pasos 1-5 de la técnica para la determinaci6n del comple

mento total 50% hemolítico~ 

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

l. A los 0.9 ml de sobrenadante que resta en cada tubo, 

añadir 0.6 ml de la suspensi6n de eritrocitos sensibiliza

dos. 

2. Agitar para que se mezcle bien el contenido de los t~ 

bos, e incubar a 37°C durante 10 minutos, agitando const&n 

temen te. 

J. Añadir a cada tubo 0.5 ml de TBS, y centrifugar a 1500 

rpm durante 5 minutos. 

4. Leer la D.O. de cada tubo en el Culorímetro· Colemau Jr. 

a 550 nm. 

Sobrenadan te g 
En el sedi 

mento queda 

/ .. ~' 

Resultados: 

a g 
-~ 

Sistema indicador de 

eritrocitos sensibi-

lizados con hemolisi 

nas. 

37°C 
30' g g 

I,a ausencia de 

he'\16 lis is , in

dica que el com 

plemento quedi5 

f_ijado al com--

plejo Ag-Ac. 

El título de anticuerpos anti-nucleares corresponde a la 

mixima ~iluci6n donde no aparece hem6lisis. Cuando aparece 

hem6lisis en todos los tubos, el suero probado' no tiene fac-



- 79 -

tores ~nti-nucleares, y la fijaci6n de complemento se efe~ 

túa con el sistema indicador de eritrocitos de carnero seilsi 

bilizados con hemolisinas, por haber quedado libre el com

plemento en el sobrenadante, a.l no ser fija.do en el sedi-

mento por la ~ni6n Ag-Ac (núcleos de timo+ los factoresan 

ti-nucleares). 

Deben analizarse los resultados obtenidos en los tubos·~ 

testigos y de control, para detectar posibles factores de 

anticomplementaridad en el suero, para comprobar la activi 

dad del complemento, as! como el funcionamiento del siste-

ma indicador, determinando en 

y factores capaces de 

bici6n de la misma. 

TITULO DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES =-------~~= 
CUESTIONARIO 

1. ¿Por qué se prepara la suspensi6n de núcleos d1f~AD DE 

en condiciones de refrigeraci5n?. eUlfttlCA 

2. Mencione otra población celular que puede ser utiliza

da como fuente de antígenos nucleares en esta determinaci6n. 

3. ¿Qué es la anticomplement~ridad, y·describa tres subs

tancias que pueden_ producir)a? 

4. ¿Cuii es el objeto de las incubaciones a 37~c. a lo lar 

go de esta determinaci6n? 

5. ¿Por qué se determina el 100% de hemólisisen la practi

ca? 

6. Explique el objeto de cada uno de los tubQs controles 

utilizados en la prueba. 

7. ¿Qué inmunoglobu~ina es mis comunmente detectada con la 

prueba de fijacl5n de complemento? 

8. ¿Por qué se debe calentar el suero del paciente a 56ºC 

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

tEcnica de fijación de complemento: 

10. Señale dos apliciciones clínicas de la prueba de fij~ 

ción de complemento. 

DISCUSION 

La prueba de fijación de co.mplemenfo es una prueba se!!_ 

sible, que detecta aproximadamente 0.01 Jtg de nitrogeno del 

anticuerpo/ml, resultando mis sensible que la aglutirtación 

y la precipitación, pero menos que el -radioinmunoanilisis, 

la inmunofluorescencia o el ELISA. No se requiere material 

y equipo sofisticado en esta determi,nación. 

Te6ricamente, la fijación de complemento es un proced! 

miento sencillo, pero se complica en la prictica, porqu-e los 

~esultados exactos dependen de la acción del complemento y 

de cualquier factor que puede afectar su acción, incluyendo 

el número de eritrocitos, la calidad y cantidad de la hemo

lisina, y ciertos parimetros del sistema de reacci6n qtie in 

cluyen fuerza iónica, el pH, la concentración de Ca++ y 
++ . Mg , el tiempo de incubaci6n y la temperatura. 

Un exceso de hemolisina causa hemaglutinacicSn, y poca 

cantidad de como resultado anticuerpos insuficient~s para -

efectuar la lisis celular completa; se debe titular cada nue 

vo lote de hemolisinas, de eritrocitos y de complemento. 

La concentración de antígeno debe ser bontrolada, por-~ 

que para un• fijación de complemento óptima, debe existiruna . 
equivalencia aproximada entr~ el antígeno y el anticuerpo. 

Si los reactivos involucrados en la reac~ión estin imp~ 

ros, 1~ reacción puede 4uedar afectada, por lo cual se util! 

zan controles para todos los componentes, permitiendo detec

tar factores anticomplementarios, hem6lisis n~ espectficas, 

la fuerza del complemento y la autólisis· de los eritrocitos. 
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La desventaja de esta ticnica es fundament•lment~ el 

tiempo requerido para la .dete~inación y para la titula-

ci6n 4e cada reactivo implicado, Se requieren grandes ca~ 

tidades de reactivos, por lo cual esta prueba no es,econó 

mica, Se han desarrollado t¡cnicas comerciales .de microti 

tulaci6n, 

Los factores ant~nucleares se encuentran comunmente 

en otras enfermedades, ademis del Lupus Eritematoso Dise

minado y enfermedades reumiticas, por lo cual su especif! 

cidad diagnóstica es baJa, pero 6til para hacer la exclu

sión de pacientes con sospecha de Lupus Eritematoso Dise

minado I siendo recomendable realizar determinaciones de an 

ticuerpos anti-nucleares específicos, para diferenciar las 

patologías, 
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L~NFOCITOS 

Los linfocitos se c~asifican en dos categortas mayore~ 

los linfocitos T derivad/os del timo, responsables de la in

munidad celular, y los l¡infocitos B derivados de la médula 

ósea, responsables de 1~ inmunidad humoral. La ~utonom!a de 

estas dos divisiones no ies com¡ileta, porque frecuentemente 

las funciones de los linfocitos Tly B son interindependien-
1 tes. 
1 
1 

Entre los linfocitds existe una gran diversidad en cuan 

to a sus propiedades bi~lógicas y químicas, como son el tama 

ño, la densidad, la carga, la estructura superficial y la fu.!!_ 

ción. En años recientes' se han realizado mucha~ investigaci~ 

nes de la estructura superficial y función de los linfocitos, 
1 

con objeto de definir s~ papel· en la respuesta inmune, y de-

sarrollar métodos con p~uebas "in.vitro", como auxiliares en 

el diagnóstico de enfermedades humanas. 

En el hombre~ es irrefutable la evidencia de dos pobla

ciones generales de linfocitos, con funciones marcadamente 

distintas. Como eviden'cia quedan inclu!das las observaciones 

cllnicas de niños nacidos con deficiencias de cada pob1aci6~ 

observacidnes directas de las estructuras superficiales en

contradas en cada grupo, diferencias de movilidad electrofo

rética, funciones claramente diferentes en los anilisis "in 

vitro~, Idealización de las células en las distintas ireas 

de los órganos linf(ticos prim~rios y secundarios, y la de

mostración de marcadores de superficie ap~rentement~ anicos 

de cada ti~o celular, que ha permitido dividir• los linfoci 

tos en varias subpoblaciones. 

Se ha encontrado que los linfocitos B típicos, tienen 

inmunoglobulina mlg detectable en su membrana, antígenos I~ 

dos tipos de receptores para el complemento y mis de tres ti 

pos de receptores para las regiones Fe de IgG, Ig~ e IgE. -
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Los linfocitos T no tienen antígeno la, receptores de com 

plemento y de la regi6n Fe de IgE, detectables; se recono 

cen por la formaci6n 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 

est4 caracterizada por tener receptores para Fe, ausencia 

de· mlg y de la propiedad de formar rosetas"E~ y como la -

subpoblaci6n caracterizada por no tener ningún marcadord~ 

tectable y cuyos linfocitos se denominan cElulas nulas, 

Para detectar cada una de estas subpoblaciones se han 

desarrollado mftodos especiales, y su elecci6n depende de 

las demandas de la investigaci6n o de sus requerimientos 

pricticos en un laboratorio clínico. 

Estas determinaciones son útiles para conocer la pr~ 

sencia de una proliferaci6n maligna en los linfocitos san 

gu!neos; el carfcter de las cflulas B o T determina la di 

versidad clínica del grupo de lirifomas y sarcomas del re

tículo celular y con la evaluaci6n de ellas, puede seguiE 

se la respuesta terapEutica; son útiles para la investiga 
-/ 

ci6n de una deficiencia primaria del sis'tema inmune, y se 

usan tambiEn para estudiar una gran variedad de enfermeda 

des agudas y cr6nica~ asociadas con alter~ciones del sis

tema inmune, 

Entre las tEcnicas mis utilizadas para distinguir y 

cuantificar las diversas poblaciones de linfocitos, estin 

la formaci6n de rosetas y la inmunofluorescencia, 
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INMUNOCITOADHERENCIA. FORMACION DE ROSETAS ".E" 

¡ 

Objetivo: Realizar la formaci6n de rosetas "E" con lin 

focitos T. de un rat6n inmunizado previamente con eritroci

tos de carnero. Analizar el fundamento de la inmunocitoad

herencia, considerando la utilidad que tiene en la cuanti

ficación de los linfocitos T y By los avances que propor

ciona en la investigación de la respuest~ inmune. 

Evaluar las condiciones y el criterio a seguir, en la 

elaboraci6n y cuantificación de ro~etas, y reconocer las 

ventajas y limitaciones. del •€todo. 

Generalidades: Lo·s linfocitos humanos, se han dividi

do en dos poblaciones principales By T, por analog!a con 

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

En la dlcada de los cincuentas, se encontró la presen

cia de receptores específicos en los linfocitos~ eipresados 

en forma de aglutinacicfn de superficie, y fue Biozzi y cola

boradores en 1964, quienes mostraron las roseta~ formadas 

por eritrocitos alrededor de cilulas linfoides de rat6n, sen 
' 1 

sibiliza~as previamente con eritrocitos de bórrego (7)~ 

La interfase de la superficie celular, es una compleja 

estructura móvil, que -funciona reconociendo ciertos materia 

les extracelulares y.que transmite información ~enerada por 

el reconocimiento por parte de los organelos subcelulares 

(8). Estas cara¿tarísticas de las superfici•s celulares de 

los linfocitos, determinan el camino mediante e;L cual los -

materiales extrafios se reconocen, influye~do en la genera-

ci6n de la respuesta inmune a.nte estos materiales. Los rec.e_2 

torea antiginicos de los linfocitos T y B, son esenciales p~ 

ra generar respuest~s inmunes específicas (5). 

Los linfocitos T, son aquellos que han sido procesados 

por el timo, y que despuls aparecen en los tejidos periflr! 
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cos linfoides, concentrados en la región pa~acortical de 

los nc'Sdulos linfiticos y en la pulpa blanca del bazo (2). 

Los linfocitos B, tienen su origen en ~itios extra

timicos (médula roja e h!gado fetal), y· no son procesados 

por el timo; se encuentran en, o cerca de centros r,ermin~ 

les de tejid,os extrat!micos linfoides y sirven como pre

cursores ~e c€lulas efe~toras; maduran originando células 

plasmáticas productoras de anticuerpo (2). 

Mediante la formacic'Sn de rosetas, se ~etectan en los 

linfocitos B rece~tores par<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 han d!_ 

sarrollado varias técnicas, entre las cuales cabe mencio

nar las que utilizan antisuero heterc'Slogo, marcado radioac 

tivamente o con fluoresce!na (8). 

La formacic'Sn de rosetas es una tl!'cni.ca que ha sido ut! 

!izada para identificar y cuantificar las c€lulas linfoi

des en la investigación de enfermedades (9), Estos estudios 

se utilizan principalmente en enferm~dád_es linfoprolifera

tivas, como es el ca·so de la leucemia linfoc!tica crc'Snica, 

donde la ma·yor!a de los linfocitos en sanr:re son células B 

(2). También se utiliza en inmunodeficiencias, ejemplific~ 

do con ia deficiencia inmunolc'Sgic:t tipo Bruton, donde se -

encuentran generalmente un número pequeño de c€lulas · B ·c ir 

culantes (9). En enfermedades infecciosas se .usa esta téc

nica, como en el caso de mononuc;leosis infecciosa, donde 

un gran número de linfoblastos tienen marcadores de e€lu-

las T, y un pequeño número de marcadores de células B (3), 

Se aplica tambi€n para la investigacic'Sn de enfermedades a~ 
1 

toinmunes, donde se tiene al Lupus Eritematoso Diseminado 

(~). Podemos citar ademis por su particular inter€s, la en 
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fermedad de Hodgkin,lalf•ucemia linfocítica aguda, el s!ndro 

me de Sezary, y el cincer entre otros (1). 

La prueba de formacilin de rosetas "E", provee un meto 

do para cuantificar el número de cilulas linfoides T, que 

tienen receptores específicos de eritrocitos .en su superf! 

cie, siendo út-iles 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 p~ 

blicados, se debe a diferentes técnicas y criterios para 

seleccionar rosetas positivas. 

En general, el. criterio y las precauciqnes que deben 

establecerse para la validez de un marcador, incluyen los 

siguientes puntos de interis que han sido publicados por el 

W,H.O. (2): 

1, Utilizar eritrocitos que no tengan mis de dos· semanas 

de colectados, en soluci6n Alsever, almacenados a 4ºC. 

2, Es necesario tener una proporci6n entre eritrocitos y 

lin'focitos de 50: 1, y es recomendable la proporci6n 100: 1, 

La reacci6n se debe llevar a cabo en tubos redondos de plf~ 

tico o vidrio siliconizado, no c6nicos. Las cilulas pueden 

ser suspendidas en una variedad de soluciones salinas (Han~ 

Eagle, etc,) 

3. La presencia de proteínas 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 repr_oducibles,. ·incubando a 

37ºC seguido de centrifugaci6n.a 200 g., ~urante 5 minutos 

e incubac.i6n a 4ºC durante la noche. Parece sin embargo, -

que el periodo de incubaci6n en frto puede ser acortado a 

1 o 2 hrras¡ se utiliza también un mitodo usando centrif~g~ 

ci6n e, incubación a temperatura ambiente durante una hora. 

Es recomendable que los diferentes mitodos se comparen y la 



- 88 -

tfcnica.que de resultados mis reproducibles y mayor número 

de cflulas positivas, sea adoptada. 

5. La resuspensi6n final de rosetas para.conteo, no debe 

ser muy vigorosa. Golpear ligeramente el tubo éon el dedo 

es suficiente y pipetear cuidadosamente .~on una pipeta Pas 

teur ancha. 

6. El número de eritrocitos adheridos a los linfocitos v~ 

ría. Bajo condiciones 6ptimas, la gran mayoría de cElulas 

T normales, se unen a 3 o mfs eritrocitos y el número de lin 

focitos co·n uno o dos eritrocitos unidos es pequeño. Ahora 

bien, como este último grupo puede estar aumentado en alg~ 

nos·pacientes, se recomienda registrar las lecturas de ro

setas con mis de 5 eritrocitos adheridos, o con uno o dos 

separ.adamente. 

El estudio de los marcadores de superficie del linfoci

to, es la parte central de la Inmunología Celular, siendo es 

te un campo complejo y en constante ca.mtiio; recopilfndose -

día a dia mayor informaci6n, obtenilndose. mejores condiciones 

de trabajo, y encontrándose una amplia variedad de marc~dores 

que están siendo muy útiles en el aspecto ddagn6sticq de en• 

fermedades linfoproliferativas (6). 

Funda~ento: La formaci6n de rosetas "E" se lleva a cabo 

mezc_lando en un medio liquido, cElulas de bazo (ricas en lin 

focitos T) de un animal inmunizado previamente con eritroci

tos de carnero, con el antígeno inmunizante (eritrocitos de 

carnero); tras una incubación adecu·ada, se cuenta el número 

de cflulas linfoides con eritrocitos adheridos a los recept~ 

rea de superficie, que demuestran la sensibilización de los 

linfocitos. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Material biol6gico: 

1 ratcSn inmunizado por v·ía intraperitoneal, practicando 
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la primera inmunizaci6n con 0,5 ml de eritrocitos de 

carnero al ~Ol, y la segunda, con por lo menos 5 d!as 

de intervalo entre la primera, aplicando 0,5 ml 1de -

eritrocitos de ~arnero al 20%, 3 d!as antes de reali

z.ar el experimento,, La inmunizacicSn se debe efectuar 

por los alumnos, 

1 rat6n de control, inyectado al mismo tiempo con 0,5 

ml de suero fisiolcSgico est(ril, 

Reactivos: 

Medio m:lnimo esencial de Eagle (MEM) o soluc'icSn de Hank, 

Eritrocitos de carnero, 

Amortiguador salino de fosfatos con pH 7,4, 0,15 M, 

Material: 

2 cajas de Petri. 

2 tubos de centr!fuga (no cd'nicos), 

2 tubos de ensayo de 12 X 75 mm, 

2 pipetas de 1 ml. 

.2 pipetas de 10 ml, 

2 pipetas Pasteur, 

2 portaobjetos coa cubreobjetos, 

1 jeringa de 1 "'1111, con aguja del 

1 hemocit6met ro, 

1 tijeras finas, 

2 agujas de disección, 

Equipo: 

Microscopio, 

Centr!fuga, 

METODOLOGIA 

21 al 23, 

1, Lavar .los eritrocitos ae carnero 3 veces en amortigu~ 

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 ratón y extraer el bazo. 

4. Colocar el bazo en una caja-de Petr-i, con 2 ml'de MEM 

o solución de Hank y pic~rlo finálmente con las tijeras 

disgregando los trozos grand~s con agujas de disección. 

Romper los racimos de cElulas, aspirindolas a travEs 

,de jeringa y aguja, procurando no maltratarlas. 

5. Colocar la suspensión en un tubo de centrífuga, dese 

chando los trozos grandes que sedim~ntan, y centrifugar 

el sobrenadante a 400 rpm. 

6. Resuspender el paquete de cElulas en 3 ml de MEM o~ 

Hank. 

7. Contar en hemocitómetro, ajustando la concentración a 

106 cElulas/0.1 ml. 

8. Colocar 0.9 ml de eri_trocitos de carne·ro (paso 2) en 

un tubo de centrífuga. 

9. Añadir a dicho tubo 0.1 ml de cElulas de bazo (paso 7). 

10. Incübar á temperatura ambiente por· 1 hora y centrifu

gai: a 400 o ·soo rpm, 15 minutos (paso optativo). 

11. Si se omite el paso 10, colocar el tubo l ho.ra a 4ºC. 

12. Con una pipeta capilar, suspender el paquete de cElu 

las y colocar una pequeña alícuota én el hemocitómetro. Con 

tar las cElulas formadoras de rosetas (linfocitos con 3 o 

mis eritrocitos adheridos), que estEn presentes en las 4 es' 

quinas grandes de la éámara. 

Resultados: 

Cilulas formadoras de rosetas en la la. esquina. 

CElulas formadoras de rosetas en la 2da. esquina. 

Cílulas formadoras de tosetas en la 3a. esquina. 
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Cflulas formadoras de roset~s en la 4a. esqui~a. 

Células formadoras de rosetas en las 4 esquinas. 

Multiplicar. el número anterior por 2500 (factor de di 

luci6n) •· ____ número de cflulas positivas por 106 ·cc!l: 

las de bazo, 

Conservar la suspensi6n 12 horas a 4ºC y vol~er a con

tar, Si se observa baja concentraci6n de ~ritrocitos deca~ 

nero, repetir desde él paso número 8, ,uméntando la concen

traci6n de eritrocitos, 

CUESTIONARIO 

1. ¿Cuiil es el objeto de inmunizar al -~at6n en esta pric

tica? 

2. ¿Quf objeto tiene lavar los eritroc·itos. de carnero en 

esta tfcnica? 

3. ¿Por quf se utiliza el bazo co1110 fuente de linfocitos? 

4.. ¿C6mo ·puede inhibirse ·1a formaci6n· de. roseta1s y por -

quE? 

5. ¿Qui efectos tiene la temperatura en la formaci6n de 

rosetas? 

6. ¿CuSl es el objeto de ~onservar 1~ suspensi6ri 12 horas 

a 4°C y volver a contar? 

7. ¿Por quf se deben contar ·únicamente linfocitos con 3 

o miis eritrocitos adheridos? 

8. De dos ejemplos de sustancias. con las cuales p·ueden s_er 

recubiertos los eritrocitos para la formaci6n de- rosetas. 

9, ¿P_or quf la resuspensi6n final ·de rasetas para conteo no 

debe ser muy vigorosa? 

10. Kencione otros marcadores de la superfici~ celular y ex 

plique alguna otra t&cnica empleada para su estudio, 
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DlSCUSION 

Dentro de las ventajas de esta técnica, podemos men

cionar que se requiere poco material, que la elaboraci6n 

es sencilla, es de bajo costo, los reactivos son fici~men 
1 

te accesibles y tiene importancia por su aplicaci6n er i~ 

vestigaciones de la respuesta inmune, Entre los incon~e-

nientes cabe mencionar que no es muy específica; existen 

una variedad de criterios en la cuantificación de las ro

setas y por lo tanto, existen hetero~enicidad en los resul 

tados que rep~rtan las diferentes referencias, 

Existen otros métodos más sofisticados y mis específ! 

cos como es el caso de ia inmunofluores~enci~, que requie

re de reactivos e instrumentaci6n especiales, 

Es conveniente enumerar los linfocitos T, expresindo

los en porcentaje as! como también, en números absolutos, 

Se ha observado que los resultados obtenidos dependen 

.del progreso de la respuesta inmune; varlan con la temper!. 

tura, con el grado de agitaci6n, cambio de diimetro de los 

tubos de centrifuga y otras variables como serían también 

la concentraci6n de eritrocitos y de linfocitos; ast como 

el volumen del medio, que pueden alterar significativamente 

el número y la morfología de las rosetas, 

Mediante ciertas técnicas, como es la de velocidad de 

sedimentact6n, p_ueden separarse las roseta's de otras célu

las en base a su tamaño, permitiendo aislar a los linfoci

tos para estudios que posteriormente deseen realizarse, 

En ieneral, la ficil aplicaci6n de las observaciones 

experimentales en el estudio de enfermedades huma.nas, es S.!!, 

mamente importante, y por lo tanto el anilisis de subpobla

ciones de linfocitos, es un necesario aspecto de la medici

na clínica moderna. 
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SEPARACION DE LINFOCITOS T Y BEN SANGRE PERIFE~ICA 

Objetivo: Realizar la separaci6n de linfocitos T y B 

de la sangre perifErica, mediante la técnica de centrifug!_ 

ción por densidad con Ficoll-Hypaque, y posteriormente ~e! 

lizar la formación de rosetas, para estudios' cu_antitativos, 

analíticos·y funcionales de ambas poblaciones, Analizar las 

dif~rencias que existen entre·las dos po)laciones de linf~ 

citos, mediante las cuales es posible separarlos y enumera! 

los, Comparar con otras metodologías usadas y evaluar ~as 

limitaciones de esta técnica a-desarrollar, así come las ve.!!. 

tajas que ofrece. 

Generalidades: Algtinas ~ropiedades fundamentales de los 

linfocitos By T, que deben tomarse en cuenta para una mé-

jor comprensión de la práctica, son las siguiente_s (1): 

Características Linfocitos B Linfocitos T 

Origen Médula osea Médula osea 

Sitio de prOC!; La bursa en las Timo 
samiento aves 

Localizaci6n en Folículo Paracortex 
el n6'dulo linU Cordón medular (cortex profundo) 
tico. 

Funciones Célula efectora en Célula-efectora en 
la slntesis .de an"". la inmunidad celu-
ticuerpos, lar, 

Céluia reguladora 
(ayuda o supresi6n) 

Sub tipos identi CElula del centro CUula supresora 
ficados folicular, citotóxica, 

Linfocitos del cor CElula inductora 
dón medular, .- de ayuda, 

% de células san 10-15% de llnfoci- 75-80% de ·linfoci-
guineas periffr! tos pequeños, tos pequeños, 
cas. 

Marcadores de su Inmunoglobulinas FormacicSn·de rose-- tas espontfneas con perficie más con de superficie, 
fiables. - GRC (Rosetas "E") 
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RECEPTORES EN LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS B(6). 

linfocito B 

8 
\ 

receptor. C •• 
/ 

~ 

S[g 

e i e Roset~ ''EAC" 

§ Eritrocitos de 
carnero 

• Componentes acti 
vados del compl~ 
mento. 

~ I_nmunogl obul ina 
~ lg . 

Roseta "EA" 

En la prictica anterior, qued6 ya es~ablecido el fun

damento para la formaci6n de rosetas."E", en la identifica 

ci6n de linfocitos T. 

Los linfocitos B, tienen receptores de membrana para 

c3 • La técnica de formación de rosetas "EA", depende .. de la 

capacidad de los linfocitos B, de ,formar rosetas con eritro 

citos recubiertos de complemento (3). Las células indicad~ 

ras son eritiocitos de carnero tratados con anticuerpos fren 

te a ellos, y complemento humano. También los PMN y los mo 

nocitos puede_n formar rosetas "EAC" (2). Pero las céJ.ulas B, 

aparecen pequefias, con una capa simple de eritrocitos adhe

ridos (3). 
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La formaci6n de rosetas puede ser inhibida agregando 

antiglobulina, indicfndose con esto, que los receptores 

son Ig (7). 

Cualquier partícula que contenga en su superficie-o 

que p~eda ·ser recubierta con determinantes antigénicos, pu!_ 

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

Los linfocitos B pueden set identificados tambifn, de 

mostrando inmunoglobulina en 1~ superficie de su membrana, 

utilizando suero antihumano con inmunoglobulina marcada con 

fluoresceina o utilizando u~ suero con inmunoglobulina no 

marcada, en una especie animal particular, seguido por un 

suero aQtiespecie marcado con fluoresceina 01). Adem4sde 

los dos marcadotes ya mencionados, existe una amplia vari!_ 

dad q~e han sido utilizados, con la finalidad de identifi

car, enumerar y aislar los linfocitos By T (9). 

~ara que un marcador tenga validez, deben tomarse en 

cue~ta los siguientes puntos (2): 

a) Debe determinar· la expresi6n del marcador en IJ, T, 

u otra poblaci6n o subpoblaci6n celular. 

b) El sistema marcador, debe ser tit~lable hasta un -

punto de saturaci6n, que defina las distintas poblaciones 

o subpoblaciones. 

c) Bajo ciertas condiciones, como es la r!pida prolif!_ 

raci6n, ha~rf diferencias en la expresi6n del marc•dor. Si 

es posible la expresi6n del marcador en cElulas By T norma 
. . r -

les, bajo condiciones similares deberf ser verificada. 

Algunos marcadores no son exclusivos de ~€lulas. linfoi 

des. La mayor d"ificultad pr4ctica, es ocasionada por los mo 

nocitos, que pueden acarrear IgG cit~f!lico (3). 

Para aislar linfocitos de la sangre, se han reportado 

·numerosos m&todos. Entre ellos, el m€todo mis comunmente uti 
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liz~do, es el de Ficoll-metrizoato de sodio, descrito por 

B.oyum (2). 

Ninguna tEcnica de separaci6n, tiene una eficacia m~ 

yor del 90%. En el mEtodo de Ficoll-Metrizoato de sodio, 

existe una pÉrdida preferencial de cElulas T (·4). 

Estas préparaciones, contienen una alta proporci6nde 

monocitos~ estos, acarrean algunos marcadores en comGn con 

las cElulas linfoides pero pueden ser ficilmente'distingu! 

dos por su morfolog1a genera,l (11). 

A cohtinuaci6n se muestran algunos mEt~dos usados en 

la separaci6n de linfocitos By T humanos (2): 

A) Utilizando marcadores de 
sup. de fin idos. 

l. Antisuero citot6xico ej. Anti-Ig 
Anti-T 
Anti-B 

2. Sedimentaci6n de rose- E 
tas.. EA 

EAC 

3. Columna de fraccionamien Degulan anti-
to. ej1 lg 

4. Monocapas absorbentes. 

5. Tipo de cElulas activa 
das fluore'scentemente 

ej • 

Degulan anti
·Ig+lg 
Sephadex anti
lg 
,Sephadex· espa
ciado anti-lg 

Anti-lg 
Anti-T 
Anti-B 

B) Usando propiedades generales 

1. Elect rofores·is 

Eficacia 

Alta 

Variable, pero 
puede ser alta. 

Moderada 

Alta 

Alta 

Alta 

Eficacia 

Un grado de sepa 
raci6n es posi-= 
ble. 
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2. Gradiente de densidad 

3. Velocidad de sedimen 
tación a 1 g. 

4. Columnas de adherenci~ 
ej' 

fibra de ny
lon. 

Los linfocitos 
B son efectiva 
mente removí-= 
dos, Eficacia 
moderada, 
(25-70%). 

Entre los m€todos mis usados se encuentran las columnas 

de adherencia con fibra de nylon. 

Fundament~: En esta práctica, se efectuari la separaci6n 

de linfocitos de la sangre, en base a 1~ centrifugaci6n de~

den~idad, utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque, y poste

riormente se procederá a identificarlos y enumerarlos, utili

zando la propieda·d de formaci6n de rosetas· "E" y rosetas - -

"EAC" (3). 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL, 

Reactivos: 

Ficoll 400 (P!1 400 000 sigma), 6.48 g en 72 ml de agua -

desttlada, con Hypaque al 50% (21 ml). 

Amortiguador salino de fosfatos ·con pH de 1,2, 

Eritrocitos de carnero,· 

Sangre humana heparinizada, 

Soluci6n 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 hemoc it6met ro. 

Equipo: 

tstufa a temperatura de 37ºC. 

Cen trtf uga. 

Microscopio. 

HETODOLOGIA 

1. Obtener 4-5 ml de sangre humana heparinizada (O. 35 ml 

de heparina) y diluirla 1:2 con amortiguador ~alino 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 minuto& 

La densidad del Ficoll-Hypaque debe encontrarse en un ran

go de 1.07-1.08. 

Estratificar ~i sangre, deslizindola lentamente por 

las paredes del·tubo sin mezclar. 

y Leucocitos. 

3. Separar la interfase cuidadosamente con una pipeta Pas 

· teu·r y lav.ar 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 por 7 minutos. 

4, Ajustar la concentraci6n de cilulas viables a 4 x 106¡ 
ml. (En el segundo lavado dejar + .l ml, añadir un ml. de la 
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soluci6n del nuevo azul de metileno y contar un cuad%o p~ 

ra lecucocitos en el hemocit6metro. El ~esultado se multi 

plica por 20 000 para conocer la concentraci6n ob~enida). 

5. Tomar 1 ml del paquete ·de eritrocitos "de ca-rne~o pr_! 

servados en solución ·de.,./i...ever v/v (por lo menos- durant"e 

una semana; 

6. Lavar.el paquete tres veces con amortiguador salino 

de fosfatos con pH de 7.2, centrifugando a 1 500 rpm (pr_! 

paración _previa). 

7. Hacer ~na suspensión al 1% con amoitig~ador salino de 

fosfatos con pH de 7.2. 

8. Mezclar 0.25 ml de linfocitos y ~olocar 0.2 ml en·dos 

tubos. 

9. Incubar en la estufa a 37'°C~ por 15 minutos. 

10. Centrifugar a 800 rpm, durante-5 minutos. 

11. Incubar en baño de hielo, 2 horas. 

12. Hacer lectura al microscopio, contar roseta~ de linfo 

citos con ·3 o más erit.rocitos de carnero adheridos. 

~eer el primer tubo después d~ dos botas de incubaci6~ 

Leer el segundo tubo después de cuatro a cin~o horas de in

cubaci6n .• 

ROSETA B 

1. ·seguir hasta el paso 6. 

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

en hemolisinas con diluci6n apropiada • 

3. . Incubar a 37ºc,· en la estufa por 30 minutos. Lavar 
2 veces. 

4. Añadir un volumen ig_ual al inicial de complemento fre.! 

co, diluído 1:200 en amortiguador salino dé fo~fatos 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 carnero, con 0.25 ml 

de linfocitos, 

9, Dejar 15 minutos a temperatura ambiente, 

10. Centrifugar 5 minutos a 800 rpm, 

11, Re suspender suavemente los paquetes, 

12, Observar al mi_croscopio, Leer directamente, 

Nota: Lo!! eritrocitos de carnero tratados, pueden úti 

!izarse al dta siguiente, 

Resultado: 

Reportar el % de linfocitos formadores de rosetas "E", 
I • 

en relaci6n con toda la poblaci6n presente ~n el hemocit6-

metro. Es recomendable contar 100 cllulas, para obtener da 

tos mis precisos, 

______ % 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, 

Según comuniéaci6n del WHO, los resultados oscilan en

tre 50-70% ·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 

l. ¿Cuil es la composici6n del reactivo Fic~ll-Hypaque, y 
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con que objeto se utiliza en esta práctica? 

2. ¿Por qul deben ser preservados los eritrocitos en so ..... 
l.uci6n de Alsever, por lo menos una sem·ana a,ntes de su uti 

lizac i6n? 

J, ¿QuE utilidad tendría el uso de azida de sodio en la 

práctica?. 

4. ¿Por quE serla conveniente tratar los eritrocitos con 

neuraminidasa previamente?. 

5. ¿C6mo debe cal~ularse la cantidad de bemolisina que r.! 

quie·re utilizarse en la formaci6n de rose.tas "EAC"? 

6. ¿C6mo se ·efecttia la formaci6n de rosetas 11 EA11 ? 

7. Hencioñ otros tres marcadores de linfocitos diferen

tes a los menciona.dos previamente~ 

8. Actualmente ¿se constdera que las cflulas formadoras 

de placa, y las cElulas formadoras de ro-etas "EAC" son una 

misma poblaci6n? ¿Por qui? 

9. ¿Cui.l es el papel del macr6fago en la inmunidad humo--

ral e inmunidad celular? 

10. Explique alguna contribuci6n de los marcadores de supe~ 

ficie en medicina, 

DISCUSION 

Esta tfcnica de centrifugaci6n po.r. densidad, permite S,! 

parar a las ,c€lulas linfoides ele los d·ém.ls componentes sangu! 

neos; posteriormente se procede a realizar las tEénicas de -

~or~aci6n de rosetas, con objeto de separar y cuantificarlas 

dos poblaciones: los linfocitos. B y T. 

Esta es una prueba con las ventajas de ,se·r econ6mica y 

requerir relativamente poco tiempo en su elaboracim. Prese~ 

ta un alto grado de sensibilidad, lo resultados son bastante 

reproducibles y permite me~ir posteriormente la actividad fun 

cional de la fracci6n celular obtenida. 
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~a identi~icaci6n y enumeraci6n de los linfocitos By 

Ten sangre y otros tejidos, tiene particular valor en el 

estudio de las enfermedades linfoproliferati.vaa, en inmuno 

deficiencias, en enfermedades auto inmunes e infecciosas y 

la separaci6n de ambas poblaciones es muy utilizada para -

realizar estudios y tipific~ciones de loa·ant!genoa HLA en 

el campo de la Ínmunolog!a de tranaplantea. 

El reactivo de Ficoll-Hypaque ea. econ6mico, no ea t6-

xico ni interfiere con las funciones de ias cllulas pr.oba

daa, y ea inerte, por io cual no altera la carga de las 

protelnaa en la superficie de membrana. 

Los reactivos utilizados son delicados. El pH de las 

soluciones amortiguadoras debe ser vigilado, por~ue los er! 

trocitos son muy sensibles. Se pueden emplear eritrocitos 

de distintas ·especies animales, pero varían loa requerimie!_ 

toa, teni,ndose que cuidar las condiciones de almacenamie!, 

to e isotonicid~d, para su utilizaci6n en las rosetas. El 

radio 6ptimo de eritrocitos por cElula nucleada, la. concen

traci6n, el volumen y la fuerza de centrifuga.ci6n, .deben ser 

estandarizados. 

Algunas rosetas son inestables y se disocian ·en minutos 

despuEs de ser ~eauapendidaa; · al agregar azida de sodio se 

previene la diaociaci6n.. que puede ocurrir tambiln por lacen. 

t rifu·gaci6n. 
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CUANTIFICAClON DE CELULAS FOR~iADORAS DE ANTI

CUERPO. KODIFICACIOS DE LA TECNICA DE JERNE 

Objetivo: Demostrar la capacidad individual de las cé 

lulas liifoideas de un animal inminizado recientemente con 

tra un ant!geno, de secretar anticuerpo espec!fico al me-

dio, lisando células blanco en presencia de c~mplemento, 

utilizando una modificaci6n de la técnica de Jerne. Recono 

cer algunas modificaciones que se han desarrollado a par-

tir de la técnica original, evaluando la utilidad de la mis 

ma en el campo de Inmunolog!a experimental y cl!nica, con

siderando las limitaciones y ventajas de su aplicaci6n •. 

Generalidades: En 19.63, 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 tienen los anticuerpos producidos. 

de fijar complemento después de haberse unido a un ant!ge

no (2,3)~ 

Este método original es solamente adecuado para deter 

minar la formaci6n de IgM, y se conoce con el nombre de téc 

nica directa (9). 

Cuando ·se requiere determinar alguna otra inmuno(!lo_bu

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 técnica indirecta (9). 

La tfcnica sirve para evaluar directamepte la respues

ta hu~oral contra cualquier antígeno capaz de adherirse a 

la. o:embrana ·de los eritrocitos de cualquier especie, tal c~ 

mo se hace en la hemailutinaci6n pasiva, a reserva de que 

el procedimiento de acoplamiento, deje al eritrocito sensi

ble a la lisis. Esta modificaci6n proporciona mayor versat! 

lidad al método por en cuanto a los ant!genos que pueden pr~ 

barse, habifndose desarrollado técnicas para unir casi cual-



- 106 -

quier antígeno a los ,eritrocitos, incluyendo prott1!nas, p~ 

lisacáridos y haptenos, 

Esta tEcnica permite evaluar directamente la respues

ta humoral desde su inicio; es capaz ~e medir los anti,cue.! 

pos circulantes que mediante otras tEcnicas se detectan has 

ta que se acumulan en mayor concentraci6n (5), Permite revi 

sar grandes poblaciones celulares, por lo cual es muy util! 

zada a nivel experimental en múltiples estud-ios de la res

puesta inmune, en un gran número de vertebrados que inclu

yen además de mamlferos, anfibios, reptiles, aves, peces, 

et~, (8). En la act.ualidad se aplica principalmente en es

tudios a nivel humano, 

Como herramienta de experimentacicSn, ·esta tEcnica ha 

permitido estudiar l!IÚltiples facetas de la r.espuesta· humo

ral que incluyen la relacicSn de esta última con la respue! 

ta celular (6); se ha podido seguir la alteraci6n de la fun 

ci6n de las cElulas B por diversos factores tales como los 

u:,rmacos, los virus, parásitos, etc·, (8); se ha e11tudiado 

la evoluci6n de la respuesta inmune en funcicSn del tiempo, 

lleglndose a conocer as! el intervalo requerido para obte

ner una. respues~a inmune 6ptima (6); ha hecho posible lao~ 

servaci6n de los experimentos "in vivo", "in vitro" (7); 

las CFA han podido ser reconocidas y recuperadas para obt~ 

ner un crecimiento subsecuente en cultivos (5); ha podido 

seguirse la respuesta primaria y la secundaria (6); ha Be.! 

vido en la investigaci6n de las propiedades del complemento 

y del factor anticompleme.ntario (4); ha facilitado la comp!_ 

raci6n inmunológica entre pacientes, permitiendo la detec-

ci6n de las diferencias individuales en la capacidad de re~ 

ponder a un ant lgeno, asl como 1ás diferencias del siste.ma 

inmune entre especies y edades (8); ha ayudado en la i-i:.om-
prensi6n de la inmuno-supresi6n (6), 

Existen múltiples modificaciones de la tEcnica, en las 
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que cabe mencionar la de Cunningham, donde las células lin 

foides y los erit roe ito.s, se incuban sin soporte de gel, 

utilizando una cimara de monocapa; es Gtil en estudios que 

implican micromanipulaci6n de las cllulas vivas bajo micro~ 

copia de iuz, para no distorsionarlas (1). 

Nossal desarroll6 una modificación utilizando carboxi 

metilcelulosa, que binda excelentes condiciones 6pticas y 

una monocapa muy delgada que favorece la detección de pequ~ 

ñas placas de lisis (7). La carboximetilcelulosa favorece la 

acumulaci6n local de prote!nas alrededor de la cllula secre 

tora, por su viscosidad y por la unión reversible de prote! 

nas. Es un cultivo abierto que permite el intercambio de· !t.! 

ses con la atm6sfera (7). 

Fun.damen to: Las el lulas linfoideas provenientes de un 

animal inmunizado con eritrocitos de carnero, s·e mezclan con 

los eritrocitos de carnero en un soporte semis6lido de aga

rosa~ donde son inmovilizadas. Al cabo de 45 minutos de in

cubaci6n, los anticuerpos espec{Íicos producidos se unen a 

los eritrocitos de carnero y al agregar complemento, se pr~ 

senta una lisis de los eritrocitos, observfndose· macrosc6-

picamente la formaci6n de pequeñas placas 11ticas, en cuyo 

centro se encuentran las cilulas linfoideas productoras de 

anticuerpo. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Agar noble. 

Agarosa. 

Hepa rina. 

Solución de Hank. 

Soluci6n salina isot6nic,. 

Suero de cobayo fresco. 
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Eritrocitos de burro o carnero. 

Amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2 

Material biol6gico: 

1 rat6n inmune. 

1 rat6n control. 

Material: 

1 gradilla excavada de pUstico para portaobjeto.a. 

1 jeringa de 1 ml. con aguja del número 27. 

2 tubos de centrífuga graduados estEriles. 

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. 

l matraz Erlenmayer de 100 ml. 

4 portaobjetos. 

1 pipeta cuenta gl6bulos (leucocitos). 

1 hemocit6met ro. 

Equipo: 

Equipo de disecci6n. 

Caja para gradillas. 

Baño de hielo. 

Centrífuga, 

Microscopio, 
Estufa a temperatura de 37 y 43ºC. 

METODOLOGIA 

l. Inocular un rat6n inmune, cinco d!as previos a la pru~ 

ba, con 0.2 ml de una suspensi6n de eritrocitos de burro o 

carnero al 4%, previamente lavados, Utilizar un rat6ri con-

trol sin inocular. 
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2. Sacrificar a los ratones por decapitacicSn y extraer el 

bazo. 

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

ml de solucicSn de Hank. 

4. Disgregar los bazos con dos pinzas de punta roma. 

5. Colectar la suspensi6n en un tubo de ensaye. 

6. Dejar reposar de 3 a 5 minutos en baño ~e hielo. 

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

grumos depositados en el fondo. 

8. Centrifugar la suspensicSn a 1000 rpm dutante 10 minµ

tos y decantar. 

9. Lavar el paquete celular dos veces en soluci6n 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 Ha·nk o soluci6n sali 

na balanceada, y hacer d.iluciones 1:10 Y. 1:20. Contar en el 

hemocit6metro el número de linfocitos/ml. de cada diluci6n. 

Es conveniente determinar el número de células viables (ver 

paso número cuatro de la ticnica de separacicSn de linfocitos 

en sangre periférica. 

11. Preparar una soluci6n al 15% de eritrocitos de burro o 

carnero, en soluci6n salina isot6nica. 

12. Preparar una suspensicSn de agar noble al .0.1% en solu~

ci6n salina isot6~ica y barnizar con ella los portaobjetos. 

13. .Preparar una suspensicSn de agarosa al 0.5% en solución 

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 43ºC 

14. Agregar a cada tubo 0.05 ml de la suspensión de eritro 

citos de burro o carnero, sin sacar los tubos del baño. 
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15. Agregar 0.1 ml. de cada una de las diluciones (1:10 y 

1:20) de la suspensi6n 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 plistic~ 

e incubar dentro de una estufa húmeda a 37°C durant,e una ho 

ra. 

18. El complement·o de _cobayo se _diluye 1:10 en .. -soluci6n de._ 

Hank y se ponen 6 ml, de tal soluci6n en una gradill~ exca

vada, 

19, Invertir los portaobjetos con las células sobre la gr.!. 

dilla. de tal forma q.ue queden en contacto con el compleme~ 

to; 

20. Incubar a 37ºC durante dos horas mis, 

21, Contar el número de placas de lisis obtenidas/ observa~ 

do con el microscopio, 

Resultados: 

.. 

linfocitos/ linfoc--itos/ ·No, de % de 
ml. ml. placas CFA 

p 1 a c a s 

1 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 incubaci6n prolongada antes 

de añadir complemento. y por qué? 
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3. Explique los factores que originan la formaci6n de pl~ 

cas falsas, 

4. ¿C6mo se puede determinar la dilución óptima de anti-

suero para obtener un nGmero adecuado de placas líticas? 

5, ¿Por quE se incuba la placa una hora, antes de afiadir 

complemento? 

6. ¿Cull es el objeto de afiadir antiglobulina de Coombs, 

en la medic1ón de una reacción secundaria (lgG.)? 

7, ¿QuE finalidad tiene el gel, y por quE hay modificacio 

nes en las que ha sido sustituido o eliminado? 

8. ¿C6mo p~eden fijarse las placas con CFA, para estud.ios 

p·osteriores? 

9, ¿QuE rango de CFA es conveniente tener, y cómo puede 

ser expresado el nGmero de las mismas? 

10. Describa la tEcnica de recuperación de las CFA, 

DISCUSION 

Esta· técnica para la determinación de células formada

ras de anticuerpos, tiene la gran ventaja-de monitorizar la 

respuesta inmune en forma sensitiva y cuantitativa; evalua 

d irec t.amen te la respuesta ~umoral desde su_ inicio; es una -

tEcnica muy sencilla y costeables, y requiere ¡a inversión 

de poco tiempo.para examinar grandes poblaciones celulares. 

Existen mGltiples modificaciones de la tEcnica origi

nal de Jerne, que han proporcionado una enorme ve-rsatilidad 

para su aplicación en un amplio campo de la inmunologla, -D.!_ 

be tenerse cuidado en la estandarizaci6n de reactivos y po

blaciones celulares, as! como en el tiempo requerido de in

cubaci6n, para evitar problemas tales como la obtenci6n de 

placas falias, placas pequefias y otros, 
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Es recomendable determinar el namero 4e cilulas via

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

La caracteristica mis notalbe de la i~teracci6n anti

geno'.'"anticuerpo, es su especialidad. Como ejempo, tenemo:-/ 

el ca so del anticuerpo contra la albúmina sérica de conef 

jo, que reacciona intensamente con la albúmina de con e j(, 

pero es inerte frente a la albúmina de otra!! especies •. /· 

Los estudio l exper imen tales de Land stainer, con/anti

geno s artificlales, mostraron que la especificidad de la 

reacci6n desde el punto de vista fisicoquimico, depende -

princiralm·ente de la presencia de cadenas lá.terales seme

jantes sobre las moléculas de antigenos y" de anticuerpo~. 

Se cree que las cadenas laterales presentan una disposi-

ci6n espaci:>lde tal naturaleza, · C'lle da lugar a coincidencia 

física cuando se acercan una .a otra. 

La aglutinaci6n es la reacci6n mas sen<:illa para de

mostrar la interacci6n antigeno- anticuerpo. Esta rea~ci6n 

entre el antigeno y, el anticuerro, forma agregados de pro

teína bastante grandes ·aue pueden percibirse a simple v·is 

ta. Los anticuerpos oue pueden demostrarse por las técni

cas de aglu·tinaci6n se denominan aglutininas, y los anti

geno·s corresrondientes, aglut~nogenos. La preciritaci6n es 

un proceso semejante a la agJutinaci6n, donde los anticue~ 

pos correspondientes se denominan precipitinas. El resul

tado de la reacci6n antígeno-anticuerpo· en este caso, CO!!, 

sis.te en la aparici6n de un preciritado granular fino, aue 

tiende a permanecer suspendido en la soluc i6n. 

La precipitaci6n, y en menor grado la aglutinaci6n, 

pueden presentar e·l f·en6meno de, prozona, aue suele deberse 

a un exceso de antigeno, au~aue menos frecuent.emente pue

den obedecer también a un exceso· de anticuerro. 
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CONTRAIN~iliNOELECTROFORESIS_. INVESTIGACION DE ANTI 

CUERPOS FRENTE A ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

Objetivo: Realizar la técnica de CIEF para demostrar la 

presencia de anticuerpos contra Entamoeba histolytica en sue 

ro. Analizar el fundamento de este mEtodo, evaluar la sensi

bilidad y especificidad que presenta para la detecci6n 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 1~ utilidad de las prueb~s serol6gicas en la ep!_ 

demiologla y diagn6stico de la amibiasis invasiva. 

Generalidades: El pat6geno amibiano prevalente en el hom 

bre es Entamoeba histolytica, que tiene distribuci6n mundial·, 

encontrindose en todas las l~titudes y afectando aproximada-

mente el 10% de la poblaci6n total, llegando algunas. v.eces ha_! 

ta un 80% en regiones tropicales, dependiendo esto, principa! 

mente de factores higiénicos (4). 

En la República Mexicana la amibiasis tiene caricter en

dEmico, sin tener relación alguna con el clima; existe un 27% 

de poblaci6n infectada, entre la cual una gran,proporci6n es

ta constituida por portadores sanos y s6lo una minorta enfer

ma como consecuencia de la invasi6n tisular por el par4sito. 

La mayorla de estudios sobre la frecuencia de la amibiasis, se 

han realizado investigando la presencia de quistes de E. his

tolytica en heces, condici6n que no da evidencia de amibiasis 

invasora (1). La amibiasis es una de las principales causas 

de muerte en el pals, y ra enfermedad parasitaria m4s··impor

tante (2). 

Los estudios realizados sobre la Inmunología de la amibia 

sis comprenden los aspectos siguientes: 1) In~unidad humoral; 

2) Inmunidad celular; 3) Inducd6n de Inmunidad exper~mental y 

4) Inmunizaci6n humana postinfección. 
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E, histolytica provoca la formación de anticuerpos es

pecíficos, serológicamente detectables cuando invade los te 

j~dos hu~anos ~ animales (5), 

En la década de los 60's, gracias a los cultivos ~xén! 

cos de E. histolytica (niam6nd), se desarrollaron varias 

técnicas sero~~gicas, entre las cuales, caben mencionarse la 

inmunofluorescencia, la fijación de complemento, los ieles 

de difusión~ la aglutinación de ~art!culas de látex, Ja he

maglutinación indirecta y la contra.inmunoelectroforesis (6), 

Estas dos últimas son las pruebas más específicas y muestran 

una gran similitud ele resultados, excediendo el 90% de rea~ 

cienes positivas, aunque la hemaglutinación indirecta ee la 

prueba más sensible (6), Hemos adpatado finalmente Ía contr!_ 

inmunoelectroforesis, por la mayor r.apidez y facilidad en su 

ejecución y la cual depende de IgG, donde se encuentranpri~ 

cipalmente estos anticuerpos, aunque se localizan tambivén·1!n 

.Iglf~ que interviene en la reacción de hemaglutinación,indi

recta (7). La IgA aparece tamb iifo la amibiasis ·invasiva, pe

ro aún no se cono~e su papel en la reac~ión imunitaria. 

La serologla de la amibiasis a llegado al punto de que 

debe _ser usada rutinariamente para ·la de~ección de anticue~ 

pos, específicos en pacientes sospechosos de invasión amibia 

na, as!'como para las encuestas epidemiol6gicas (2). 

La contrainmunoelectroforesis es una técnica inmunológ! 

ca de difusi6n en gel, similar a la -doble difusión, según ~l 

método de Ouchterlony. El antígeno y el anticuerpo se colo

can en pozos diferentes, en el medio de gel de agar cona~o~. 

tiguador, sometiéndose simultineamente a la acción de un cam 

po eléctr.ico y en los puntos donde se unen a-1 difundir, se 

forman inmunoprecipitados (3), 

Los alitlgenos proteícos se mueven hacia el inodo en el 

campo eléctrico, y los anticuerpos especlficos se mueven ha 

cia el~todo, debjdo al fenómeno electroend~sm6tico; cuando 
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los dos se unen, se forman una o varias ltneas de precipit! 

ci6n visibles en el medio de soporte (agarosa, gel de a1ar). 

En comparaci6n con el mEtodo de Ouchterlony, la contrainmu

noelectroforesis se caracteriza por una mayor rapidez en la 

formaci6n de los precipitados (45-60 minutos), y por suma

yor grado de sensibilidad (concentra~ todos los componentes 

inmunológicos en un solo lugar) (3). Obviamente, este mEtodo 

no es útil p~ra antígenos con carga positiva o neutra. 

La contrainmunoelectroforesis es adecuada para la deter 

minaci6n cuali y semicua,ntitativa, de los antígenos protEi

cos presentes en el plasma o en otros flu!dos del organismo 

en cierto, padecimientos, cuando su movilidad electrofor€ti

ca es contraria a la movilidad de los anticuerpos. 

Esta t€cnica es muy empleada pero la investir,aci6n del 

antígeno asociado a la hepatitis (antígeno Australia) y de los 

anticuerpos frente a este antígeno, para la investigaci6n de 

los productos de la degradación del fibrinógeno (D y E), as! 

como para la investigaci6n de la ~ -fetoproteína y anticuer 

pos fre'nte a E. h is to ly tic a ( 7) • 
1 

I 
REACCION ANTI GENO-ANTICUERPO 

I 
EN LA PLACA DE CON-

TRAINMUNOELECTROFORESIS 
-------------·-·----- -·-·--- ·-------· ---·-·-·--::----========--=· ~ 

ANODO + ·O ;;:.t·.!;,:'::~1::!:: 

o.! ¡ l J. l l. 
LII.EAS m:: -----------.. ' ,l.t:CIP 1-~·AC:.:cr~. 

0 fiiif t 
·~ 

.Uc .. 1 1 CATODO - . ( J. de E. 

"------------------

A 

el de 
garosa 

1.5% 

B 
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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 ,,~eae, y el antígeno de E. histolytica en el·~. Tras 
~o ~~ 

reOizar el corrimiento electroforEtico adecuado con un amor-

tiguador conveniente, por el fen6meno de electroosmoforesis, 

el antígeno y el anticuerpo difunden con sentido opuesto uno 

del otro en el gel, hasta que se unen y forman una línea de 

precipitaci:6n visible, resultado de la reacci6n antígeno-ant,!, 

cuerpo. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Antígeno de E. histolytica para contrainmunoelectrofor~ 

sis, ais'lado de trofozoitos ·.obtenic!os en cultivo axEnico (E. 

histolytica cepa HK-9). El antígeno liofilizado despuis de~ 

rehidratado, contiene 1 mg/ml de antígeno amibiano específi

co, y como conservador se debe agregar l mg/ml de azida de so 

dio. 

Suero ~ontrol positivo de E. histolytica, obtenido de ca 

bras inmunizadas con antígeno purificado de E. histolytica, 

con l mg/ml de azida de sodio como.conservador. Se presenta 

liofilizado. 
,, 

Amortiguador de d"ietilbarbiturato:..acetató con· un pH de -

8.2 y una fuerza i6nica M = o.os. 

a) Para la cámara de electroforesis (amortiguador concentra 

do): 

13.38 g de barbital s6dico (5.5-dietilbarbiturato de so

dio), 8.83 g de acetato de sodio trihidratado, llevar a 1.5 

l con agua destilada y afiadir HCl 0.1 N hasta tener un pH de 

8.2 (aproximadamente 180 ml). La fuerza i6nica de este amor

tiguador es 0.1; para su empleo diluir este amortiguador con-



- 118 -

centrado con agua destilada en la proporci6n 1:2~ 

b) Para la preparaci6n del gel de agarosa: 

Mediante la diluci6n del amortiguador concentrado en la 

preparaci~n 1:10 de agua destilada, se llega a la fuerza i6-

nica de 0.01. Como conservador añadir 0.1 ml de soluct6n al 

10% de timerosal de sodio, a 100 ml de la soluci6n de agaro-

sa. 

1 • 5 g de a ga rosa • 

Material: 

Aplicadores de madera. 

Pipetas capilares. 

1 pipeta de 10 ml. 

1 tubó de ensaye de 16 x 150 mm. 

1 horadador de 4 mm de difimetro~ 

1 plantilla, 

2 placas de vidrio. 

·Tiras de papel filtro. 

Equipo: 

Cfimara de electroforesis. De preferencia con sistema de 

enfriamiento. 

Mesa horizontal. 

Baño a temperatura de 90-lOOºC, 

METODOLOGIA 

l. Para preparar las placas de gel de agar, se mezclan 1.5 

g de agarosa y 100 ml de amortiguador y se calientan hasta -

ebullici6n en baño d~ agua. Una vez que la soluci6n esti com 

pletamente clara, se deja enfriar a_ SOºC aproximadamente y 

se vacía el l!~uido caliente sobre las placas de vidrio que 

deben estar colocadas en una superficie perfectamente hori-

zontal. La maniobra se hace mediante una pipeta precalentad~ 

o bien, vaciando directamente desd~ un tubo de ensaye que co~ 
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tenga la cantidad ya medida. Para tener las placas de vidrio 

,perfectamen~e niveladas, se utiliza una mesa horizontal aju~ 

table. 

Tamaño de la placa 

10.0 X 10.0 cm. 

20.5 X 11.0 cm. 

Volumen del gel 

20.0 ml. 

40.0 ml. 

En la capa de gel sdlidificado por enfriamiento~ horadar 

3 filas dobles de pozoi, con una distancia aproximada 1.5 cm 

entre ellas, con 6-8 pozos cada una; la distancfa entre los -

centros de los pozos pares debe ser de 1.0 cm. Esto se puede 

hacer con el horadador de 4 mm y guiindose por la planti1la. 

Retirar con c~idado el gel de agar de los cortes. 

2. El antígeno de E. histoJytica se tiene que rehidratar an 

tes de su uso, en el volumen de agua destilada indicado en la 

etiqueta. Si se conserva en refrigeraci6n, 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 la 

etiqueta. Si este suero rehidratado se conserva entre +4 y -

+6ºC, puede utilizarse hasta por 14 días. 

4. Los pozos de las filas A (ánodo), se llenan hasta su bor 

de con el suero control o con los sueros problemas. En los p~ 

zos de las filas B (cftodo), se coloca el ant!geno (ver .el es 

quema siguiente): 
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FLACA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 

ANODO + 

Eb úC;Q~ Qü O_ 
C) OC:C1 (!)0 O O 

o OCEf-0000 

ºººººººº ooooooo·EB 
0 oor)ooo o 

CATODO 

5. Condiciones de la electroforesis: 

A 

B 

A 

B 

A 

B 

A=sitios de apl! 

caci6n para los 

sueros de los P!. 

cientes. 

B=sitios de ipl! 

caci6n para el an 

t!geno de E. his 

tolytica. 

+=suero control 

_positivo de E. 

histolytica. 

a) Amortiguador para la electroforesis: dietilbarbiturato, 

pH 8. 2 .. ~ = O. 05. 

b) Voltaje: 130-160 V. 

c) Potencial: 4.5 V/cm. 

d) Intensidad por c!maras: 30 mA para la plac~ 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 pl!_ 

ca de gel de ªBªr se establece mediante tiras de papel filtro 

de 1 mm de grueso. Si el voltaje se aju•ta (cerca de 130-160 

V), de tal maneta que el potencial en el gel sea de 4-5 V/cm, 

por ejemplo. La electroforesis s• llevi a cabo empleandb de 

preferencia el sistema de enffiamiento con agua durante 45 mi 

nutos. 
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Resultados: 

En los casos positivos, al tErmino de la electroforesis 

se forman una o mis l!neas de precipitaci6n, en la zona com

prendida entre los pozos en que se colocaron el ant!geno y 

el suero del paciente. Estas lineas deben aparecer ~iempre -

con el suero control positivo de E. histolytica, Los precip! 

tados dEbiles deben intensificarse mediante tinci6n con algún . 
colorante para proteínas, 

ANTICUERPOS FRENTE A E. HISTOLYTICA: _______ _ 

Fuentes de error: 

Las posibilidades de error mis frecuente~ se enumeran a 

continuaci6n: 

.l. Formaci6n de precipitados poco definidos por condensaci6n 

de agua en la superficie del gel. 

Causas posibles: Diferencias notables de temperat_ura en

tre la placa de gel y la cimara de electroforesis (temperatu

ra ambiente), y alto grado de humedad, 

Corrección: Dejar la cubierta de la cimara ligeramente 

floja, e inclusive dejar una pequeaa salida para el iire,. 

2, Los precipitados no se forman paralelamente con direcci6n 

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 arar (posibleme~ 

te debido a sobrecalentamiento), 

c) Colocaci6n oblicua de las placas, 

d) Colocaci6n del papel filtro muy adentro, en la superficie 

del gel. 
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3. No hay formación de precipitados. 

Causas posibles: 

a) No se colocó, o se colocaron en sitio equivocad~ ya sea 

el ant1geno o los sueros, al efectuar el llenado de los po

zos. 

b) Exceso de ant!geno o de anticuerpo. 

c) .se equivocaron los polos. 

d) Contacto deficiente entre los puentes de papel y las~ 

perficie del gel de agar (cuando no hay paso de la corrien

te, se observan anillos de difusión). 

4. Excesiva agua de co,densación en la parte inferior de 

la tapa de la cimara de electroforesis. 

El agua de co~densación se forma por la evaporación del 

agua contenida en la capa del.gel durante la electroforesi~ 

debido al sobrecalentamiento. 

Causas posibles: 

a) Corriente muy alta. 

b) El agua' que se utilizó para la preparación del amorti

guador no fue pura, debe verifi~arse el pH y la conductivida~ 

c) Enfria.iento insuficiente. 

CUESTIONARIO 

l. ¿Cómo puede obtenerse el ant!geno de E. histolytica? 

2. ¿Por qué deben nivelarse perfectamente las placas del 

gel de agar? 

3. ¿Qué es el fenómeno electroendosmótico? 

4. ¿Por qué un exc~so de ant!geno o anticuerpo, no permite 

la formaci6n de precipitado? 

S. ¿Qué caractertsticas deben tener los ant!genos y anti-

cuerpos usados en esta ticnica? 
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6. ¿Cuil es la utilidad de esta prueba en la seroepidemi~ 

logia? 

7, Explique el fundamento de alguna otra técnica empleada. 

para determinar anticuerpos frent~ a E. histolytica, 

8, ¿Qué desventajas presenta la contrainmunoelectrofore-

sis? 

9,l ¿Existe algún equipo comercial para realizar es-ta pru~ 

ba? 

10, Mencione algunas enfermedades parasitarias, en las cu~ 

les se utiliza como ayuda diagn6stica, .la intradermoreacci6~· 

la reacci6n de floculación en litex, la hemaglutinación, la 

fijación de complemento y la inmunofluorescencia. 

Discusión: 

La contrainmunoelectroforesis en la investigaci6n de a~ 

ticuerpos frente a E. histolytica, es una técnica de ,las mis 

sensibles y especlfic~s, presentando ademis las ventajas de 

rapidez y facilidad en su ejecución, Se,obtienen resultados 

cualitativos o semicuan~itativos, requiriindose en este caso 

en particular, conocer solamente si existen o no, anticuer-

pos presentes en el suero humano, 

Los reactivos deben e~tar preparados de acuerdo a las 

especificaciones, pues son costosos, El equipo .requerido no 

es sofisticado, pero debe tener un funcionamiento perfecto, 

pues de lo·contrario todo el trabajo resulta inatil, Cono-

ciendo la variedad de fuentes d• error que pueden ocurrir, 

es posible evitarlas, 

Es fundamental no tener excesos de antlgeno ni de anti 

cuerpo, requiriéndose repetir la ticnica con diluciones apr~ 

piadas, sl se presenta el caso, 
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ELECTROINMUNODIFUSIO~ CUANTIFICACION 

DE SEROALBUMINA HUMANA 

Objetivo: Utilizar el método de electroinmunodifusi6n 

para cuantificar la seroalbúmina human~. Analizar el f~nd~ 

mento de este método y distinguir las ventajas que propor

ciona su empleo en comparación con la inmunoelectroforesis 

y la inmunodifusión radial. Determinar y considerar las P.E. 

sibleS fuentes de error en el desarrollo de la prictica. 

evaluando las ventajas y desventajas del método. Señalar 

las posibles aplicaciones de esta técnica. 

Generalidades: La electroinmunodifusión (EID) es un m! 

todo para cuantificar prote1nas. desarrollado por Laurell 

y por Merrill simult4neamente en 1966 (2.3),donde se combi 

nan el ripido an4lisis inmunoelectroforético y la especif! 

cidad de la inmunodifusión radial, para obtener resultados 

mis precisos en un tiempo menor (4-5 horas, comparado con 

días) (4). 

En est~ técnica de EID1 el antí~eno se desplaza media~ 

te electroforesis hacia un soporte, en este caso ~el de -

agarosa, que contiene el antiruerpo monovalente. La versa

tilidad del método1ha permitido,realizar ciertas modificaciE. 

nes, para superar algunos problemas técnicos que se prese~ 

tan; se utilizan varios tipos de soportes, entr·e los cuales ,. 
los mis empleados son los g_eles de agarosa con amortiguadE. 

res adecuados para cada prote1na, o bien tiras de acetato 

de celulosa bisicamente (7). Como condición de la prueba, 

los anticuerpos no deben migrar en el gel durante la elec

troforesis y los antígenos deben presentar movilidad elec

troforética; por tal motivo se .han desarrollado procedimie~ 

tos que permiten modificar quimicamente el anticuerpo o el 

antígeno, para alterar sus movilidadea electroforéticas y 

tener asilas condiciones adecuadas para el corrimiento. En 
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tre estos procedimientos, cabe mencionar la carbamilación 

del anticuerpo y la cop~limerización de los antígenos con 

glutaraldehtdo (1). 

Dep~ndiendo de su movilidad electroforetica, la pro

teína a cuantificar, se coloca unas veces en el ánodo y 

otras en el cátodo (8). Al difundirse el antígeno en el m!. 

terial de soporte que contiene el anticuerpo, se van for

mando dos líneas de precipitación que se unen en el punto 

de equivalencia entre al antígeno y el anticuerpo, dando 

as! imágenes de "cohetes" (3) 

Cuando las móleculas de antígeno migran, se presen_ta 

inicialmente Un exceso de antígeno• y los pequeños compl! 

jos sol¡¡bles formados con molicuias de antígeno,_ siguen m! 

grando a menor velocidad en el gel que contiene anticuet

po. Continuando la electroforesis se alcanza la condición 

en la cual, el tamaño del complejo antígeno .anticuerpo, 

causa precipitación. ~l precipitado no se mueve y es reba

sado por antígeno no unido a pequeños complejos. hasta que 

este último, o el anticuerpo son consumidos. En este punto 

se forma el "cohete" que no se mueve aunque contin~e la -

electroforesis, encontrándose aquí el punto de equivalen

cia (2). El tiempo requerido para el corrimiento electrof~ 

ritico varía entre 10 y 60 minutos; la intensidad dºecorrien 

te que debe aplicara~ varta en~re 3 y 6 miliamperes por 

centímetro (mA/cm) (5). 

Es conveniente correr de 3 a 5 soluciones de concentra 

ciones conocidas a la vez, y cuyos resul~ados servirin para 

trazar una curva de calibración (8). 

La distancia medida en milímetros entre el pozo donde 

se colocó el antígeno y la punta del "cohete", es directa

mente proporcional a la concentración del anttgeno. A par

tir de la curva d·e calibración, mediante extrapolación y mu! 
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tiplicando por el factor de diluci6n de la muestr&, se ob

tienen finalmente los valores de la concentraci6n de pro-

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

Si las bandas de precipitaci6n son muy tenues, o se de 

sea fotografiar las placas, y siempre que se usen tiras de 

acetato de celulosa, ·se procederá a lavar para eliminar las 

prote!nas que no reaccionaron, y a teñir con cualquier co

lorante para proteínas, entre los cuales se tienen el ne-

gro de amida, el roj~ de Ponceau, el azul de bromofenol, 

la fucsina ácida, la azocarmin~, y la nigrosina, que son 

los más comunmente usados (7), 

Este .método p_or su versatilidad, ha utilizado mucho P!. 

ra la cuantificación en suero, plasma, l!quidó cefalorraqu!_ 

deo y orina, de prealblimina, albúmina, O( 1 glico¡iroteín·a 

licida, a( 1 antitripsina, o( 1 antiquimiotripsina, inhibi-

dor de intertripsina, ceruloplasmina, hapto1lobina, CJa' c4 , 

transferrina, hemopexina, prote!na C reactiva, inactivador 

de Cls' IgG, IgA, IgM, IgD, I~E, antígeno asociado al fac-

tor de la coagulaci6n VIII, y otras (5). 

La seroalbúmina humana·., pequeña prote!na ·con un peso m~ 

lecular de 69 000 daltons, que tiene como funci6n principal 

en el plasma, conservar la presi6n osm6tica de la sanr,re, se 

puede c~antificar por electroinmunodifusi6n. 

Fundamento: La seroalbúmina humana se difunde·en un gel 

de agarosa que contiene anticuerpo anti-albúmina humana, tras 

realizar un corrimiento electroforltico, produciéndose una 

precipitaci6n por la reacci6n antígeno-anticuerpo con imagen 

de "cohete" al alcanzarse el punto de equivalencia. Al comp!_ 

rar la longitud alcan~ada por la imagen que produce ia mues

tra, con las longitudes alcanzadas por las imigenes produci

das por soluciones patrón corridas simultineamente, es posi

ble determinar la concentraci6n de albúmina en.la muestra PI'!!. 

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 ánti-alb6mina 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 di~efiari sobre papel milim~

trico, e pozos de 2,5 mm de diimetro, a una distancia 

de 4 mm uno d·e otro. 

Mechas de papel_pata electroforesis. 

1 jeringa para aplicaci6n Hamilton de un microlitro, 

con punta de tefl6n, 

1 capilar de vidrio de 2,5 mm de difmetro, 

l pipeta de 1 ml. 

1 pipeta de' 10 ml. 

1 regla milimitrica~ 

Equipo: 

Cfmara de electrofore~is, 

Fuente de poder de corriente estabi~izada que manten 

dri una potencia de 6 mA, con un voltaje de 100-200 

volts, 
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Agitador ma,-nEtico. 

Bafio'a temperatura de 45-55°C. 

M.ETODOLOGIA 

l. Colocar 19 ml de. agarosa al l.5i (en amortiguador de 

fosfatos) en bafio de agua de 45-55°C, as! como una pipeta 

de 1.0 ml. 

2. Utilizando agitaci6'n magniitica, agregar un ml de sue 

ro antialbúmina human.a, previamente calentado en bafio de 

agua a 45-55°C (para tener. la propotcii5n de 1: 20) ,._ as! c~ 

•o algunos cristales de fenol como conservador. Mantener 

la agitaci6'n y la temperatura' indicada, a modo de que qu.! 

den perfectamente mezclados. 

3. Mediante una pipeta de 10 ml igualmeQte caientada, V!, 

ciar ripid~mente 7 •. 5 ml de 1, mezcla anterior ~n el centro 

de cada placa de vidrio, previamente nivelada y sellada -

con agarosa. (Es muy importante el perfecto contfol de 45-

550C, así como la rapidez con que debe trabajats~ en este 

paso). La_ temperatura puede oc.asionar _la de~naturaliza.ci6'n 

del suero~ o la solidificaci6'n prematura de la agarosa. 

4. Cuando ya ha endurecido la placa de agarosa, cortar -

los 8 pozos de 3 mm de.diimetro, utilizando la ,:plantilla 

hecha sobre papel milimiitrico, y el tubo capilar. Medir en 

4 pozos el suero estindar en diluciones: 1:64, 1:128, 1:256 

y 1 :512. Los 4 pozos· restantes se llenan con los sueros pr~ 

blema. 

5. La intensidad de la corriente el~ctrica se ajusta apl! 

cando 6 mA por cada placa con las med,idas especificada·s en 

esta tiicnica, o bien 1 mA/cm. lineal, según ·tl a·ncho 'de la 

placa o placas colocadas dentro de la cimara de electrofo

resis. 

6. La albúmina corre del polo negativo al polo positivo; 
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por consiguiente, los pozos cargados deben colocarse ~el la 

do del cftodo, El corrimiento se efectúa durante 10-20 mi

nutos aproximadamente, 

Resultados: 

Las longitudes de·las ireas de precipitaci6n, se miden 

con una regla milimétrica, Sé traza una curva patr6n en pa

pel milimEtrico a partir de los datos obtenfdos con las so-
.\ 

lbci~~es ~e concentraciones conocidas, graficando en la lí-

nea de )as abscisas las concentraciones derlos sueros estfn 

dar, .y en las ordenadas la iongitud (en. mm) de· los "cohetes", 

. . ( 
Interpolar los valores obtenidos por .. los problemas. 

DIAGRAMA DE LA ELECTROINMUNODIFUSlON 
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Cbncentraci6n del pro~lema• ___ mg/100 ml de sero-

albúmina, 
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Fuentes de error: 

1, Aplicaci6n incorrecta de la muestra, por poner volú

menes incorrectos de muestra, por derrame fuera de los p~ 

zos de la misma, o bien por ruptura de los pozos que pue

de originar la formaci6n de "cohetes" secundarios. 

2, Por un largo periodo entre la aplicaci6n d~ las mues 

tras y el i_nicio de la electroforesis, se pueden obtener 

pequefios "cohetes" de base ancha. 

3, Al pasar mucha corriente, o por un enfria~iento insu

ficiente durante la electroforesis, se ~uede producir seea 

do o distorsi6n del soporte de agarosa, 

4, Cambios en el'pH de la soluci6n amortiguadora, 

S. Un mal contacto entre la agarosa y las mechas de pape~ 

que causa una precipitaci6n en ondas, 

6, No alinear los soportes adecuadamente en la cfmara de 

electroforesis, produce "cohetes" torcidos, 

7, El desnivel en el soporte de agarosa, da como resulta

do dit~rencia en el grosor, y por lo tanto se obtienen da-

tos inconsistentes. 

8, Un tiempo de electroforesis muy corto produce "cohetes" 

sin punta, 

9, Diluciones incorrectas, 

10 , Un enfriamiento diferente entre la superficie superior 

e inferior del soporte de agar, origina mayor movimiento del 

ant!gen~ ce~ca de una superficie que de la otra, 

11., Evaporación y secado de los soportes durante el almace

namiento, 

CUESTIONARIO 

l. ¿Por qué corre la albúmina en un pH de 7,4, del cftodo 

al lnodo? 
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2. ¿Cu(l es la importancia del amortiguador, que propi~ 

dades debe tener y por quf? 

3. Explique un .método que permita modificar el movimien 

to electtoforético ·del antígeno o el anticuerpo, 

4. ¿Cull es el objeto de tener un estricto control de la 

temperatura en la preparaci6n del gel usado en la electro

inmunodi fusi6n? 

5. ¿Por qué debe tenerse mucho cuidado con la corriente 

eléctrica en esta prlctica? 

6. ¿C6mo es posible determinar·1a diluci6n apropiada del 

antisuero? 

7. ¿Qué debe hacerse en caso de que los "cohetes" re~ul

ten muy p,queños para poderlos medir exactamente, o cuando 

no presenten picos? 

8. ¿Quf ventajas presenta la electroinmunodifusi6·n sobre 

la inmunodifusi6n· radial? 

9. Explique la microtfcnica diseñada para realiz.ar la ele.!:_ 

troinniunodifusi6n y las ventajas que· presenta. 

10. Señale otras dos aplicaciones de la tfcnica de electro 

inmunodifusi6n. 

DISCUSION 

La electroÍnaunodifusi6n es una tfcnica Gtil para cua~ 

tificar un gran nGmero de proteínas, que tiene la ventaja 

de ser una prueba de rlpida ej•cuci6n 1 que proporciona re-

sultados en un ti-po corto (4-5 -horas). en comparaci6n con 

la inmunodifusi6n radial que requiere varios días para que 

difunda ~l antígeno. Resulta m(s precisa que la inmunodifu

si6n radia_l I porque· es m(s ficil medir exactamente la long! 

,tud de un "cohete". que el (rea de.un circulo. 
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Los rea~tivos empleados son econ6micos, requirifndose 

cantidades muy pequeñas de antígeno (O.S-2.0 mg), e inclu

sive existen microtfcnicaa con soportes comerciales. 

La tfcnica proporciona versatilidad, que se ha incre

mentado por el desarrollo de métodos químicos, que permiten 

alterar el movimiento electroforético tanto del antígeno C!?, 

mo del anticuerpo. El equipo que se utiliza es de f(cil ac

ceso en un laboratorio y debe estar en perfectas condicio-

nes para combatir las posibles fuentes de error. La electro 

inmunodifusi6n ea de gran utilidad para realizar anflisia 

seriados. 

En esta prueba, deben estandarizarse y controlarse mi

nuciosamente las variables, como son la corriente. el ti·em

po de corrimiento· y la temperatura. Es requisito indiapena~ 

ble, conocer la movilidad electroforftica de la proteín~que 

se va a cuantificar y ea obligatorio usar siempre en est~a 

determinaciones, un antígeno patr6n. 

Cualquier descuido en la preparaci6n, de los reactivos, 

de la placa o' el corrimiento, origina resultados falsos. 
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA, TITULACION DE ANTI 

CUERPOS FRENTE A TIROGLOBULINA 

Objetivo: Definir el fundamento del mitodo de hemagl~ 

tinaci6n indirecta. con previo tanado de eritrocitos. y r~ 

conocer la versatilidad que proporciona el mismo en la in

vestigaci6n di anticuerpos, Demostrar la presencia de ant! 

cuerpos frente a tiroglobulina en suero• interpretar los r~ 

sultados • valorar las limitaciones• y evalua_r. la 'utilidad 

de la técnica de hemaglutinaci6n indirecta en comparación 

con otras técnicas empleadas con la misma finalidad, 

Generalidades: La hemaglutinaci6n indirecta o pasiv.a .• 

consiste en la aglutinaci6n de eritrocitos.recubiertos· con 

antígenos solubies. en'presencia de anticu_erpo·(9), Loser! 

trocitos de carnero. o los humanos del tipo 110 11 0 se usan c~ 

mo soportes o acarreadores pasivos de los ant-ígenos o anti

cuerpos~ porque son fáciles de obtener y conservar ~n el 1~ 

boratorio bajo ciertas condiciones d~rante 15 a 30 días (7). 

Los antí,genos que pueden fijarse espontineamente a _su supel'" 

fici~ son casi todos los polisaciridos· y ~iertas protelnas 

antig&nicas. abs~rbidos flsicamente o unidos covalentemente 

a la: membrana critrocítica (9),. Entre las prote1'.nas que son 

convenientemente reactivas para. la prueba de aglutinaci6n. 

tenemos la tiroglobulina. el PPD, el toxoide de Clostridium 

tetani, la t6xina de'Corynebacterium diphteriae, la albúmi

na humana y sé rica bovina, y nume·ro·sas hormonas (8), 

Boyden desarrol16 la t€cnica de eritrocitos tratados 

con al:ido tfnico I q_~!_ aumenta la cantidad d_e _ant1'.geno unido 

a, la c€lula por atracci6n electrost4tica, confiriendo mayor 

sensibilidad al método y por lo cual su empleo se ha difun

dido ampliamente·en el diagn6stico de un gran número de en-
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fermed~des, permitiendo ·cuantificar anticuerpos humorales 

por aglutinaci6n, (1) 

Ademb del ici.do tinico, se han utilizado también tr1:J!. 

sina, glutaraldehido, cloruro cr6mi·co y •otros reactivos ·

(5 ,8). 

La estabilidad durante el almacenamiento de las cél~ 

las t'anadas y recubiertas con el ant!gen" (sensibilizada·s ), 

se logra por formalinizaci6n de la suspensi6n final (2), 
1 

Como algunos stferos contienen anticuerpos heter6filos 

capaces de aglutinar eritrocitos de ·carnero., se debe incluir 

un control de eritrocitos de carnero tana·dos sin sens0ibil! 

zar (testigo negativo), Si existe aplutinación, la prueba 

se repite con el suero previamente absorbido con eritroci

tos de carnero tanados (7), La prueba de hemaglutinación 

ind.irecta, puede realizarse mediante una macr.otécnica En tu 

bo, o una microtécnica en placa (7), 

Las enfermedades autoinmunes, son aquellas condiciones 

en las cuales el daño estructurai o funcional, o ambos, son 

producidos por reacciones humorales y reacciones mediad.as 

por inmunidad celular, hacia los componentes· normales del -

cuerpo. 

La tiroiditis autoinmune esti definida por la presen

cia de anticuerpos cir~ulantes y/o, células inmunocompeten 

tes que son capaces de ,reaccionar con él tejido tiro~o· 

(6). 

L•s propiedades funcionales y estructurales exclusivas 

de la glándula tiroides, predisponen el desarrollo de la res 

puesta autoinmunitaria, El piincipal constituyente del fol! 

culo es la tiroglobulina, que es una glucoprote!na con un 

al.to P,H. 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· 

dél cuerpo (4), 

• . . , 
1 
¡ 



- 137 -

La incidencia de la tiroiditis autoinmune es de apro

ximadamente 7% de la po~lacicSn (3). La incidencia _estl gra!. 

demente aumentada en parientes cercanos de gente con enfer 

medad de la tiroides. Más del 80% del hipotiroidismo está 

relacionado con tiroiditis autoinmune (3). 

La tiroglobulina puede ser ext~aída de la gJándula t! 

roides humana, por las tEcnicas de precipitaci6n con sales 

neutras y absorbida a eritrocitos d~ carnero tanados; pro

porciona un reactivo para la prueba de hemaglutinaci6n in

d irecta1
1 en la deteccicSn de ant·icuerpos frente a tiroglob~ 

lina. Esta tEcnica fue inicialmente aplicada por Witebskyy 

Rose en 1957 (10) 1 para cuantificar anticuerpos contra tir~ 

globulina 1 que pued-en ser tambiEn demostrados por otros pr~ 

cedimientos como son la precipitacicSn en agar 1 la inmuno-

fluorescencia indire~ta 1 la fijaci6n de complemento, el ra

dioinmunoanflisis y el ELISA (8). 

Las pruebas más comunmente utilizadas son la hemaglut! 

nacicSn pasiva y la inmunofluorescencia indirecta (8). 

La hemaglutinac{6n· pasiva con eritro.citos tanados 1 o tr.!, 

tados con cloruro crcSmico es muy sensible (.02-.04 .l{g de an 

ticuerpo), y detecta anticuerpos frente a tiroglobulina 1 en 

una var~edad de enfermedades ademis de las de tiroides, que 

es una desventaja desde el punto de vista diagncSstico (6). 

La inmunofluorescencia indirecta es menos sensible, p~ 

ro puede detectar anticuerpos no aglutinantes como el CA2 

(8). 

La hemaglutinacicSn indirecta alcanza un 80% de resulta 

dos positivos en la tiroiditis de Hashimoto 1 y u~ menor PºE 
centaje en la enfermedad de'Graves (6). 

Para diagnosticar la patología autoinmune ~e la glánd~ 

la tiroides, se demuestra la presencia del autoanticuerpo 

principal contra tiroglobulina y en menor grado el antígeno 



- 138 -

microsomal (3). Se pueden encontrar aútoanticuerpos frente 

a estos constituyentes de.la gUndula tiroides, en: _tiroidi 

tis aguda, subaguda, fibrótica, cr6nica (enfermedad de Has

himoto), hipotiroidismo _primario (mixedema en el adulto), 

hipertiroidismo (tirotoxicosis o enfermedad de Graves), y 

carcionoma de tiroides, haciEndose la diferenciación de es 

tos padecimientos, de acuerdo a sus manifestaciones clíni

cas, el estudio histol6gico y otras pruebas de laboratorio 

(4). 

Los anticuerpos frente a la tiroglobu,lina pueden pre

sentarse en otro tipo de padecimientos como: anemia perni

ciosa, gastroenteritis atrófica, insuficiencia renal idio-. 

pática, insuficiencia paratiroidea, insuficiencia adrenal, 

"diabetes mellitus, s!:ndrome de Sj ogren, y tambiEn se encue!!_ 

tran en sujetos aparentemente sanos (8). Los pacientes con 

tiroiditis de Hashimoto, presentan títulos de tiroglobuli

na desde ~50 hasta varios millones (4). 

Fundamento: Para cuantificar la tiroglobulina humana 

presente en suero, se hacen reaccionar diluciones seriadas 

de dicho suero, con cantidades ~onstantes de una suspensión 

de eritrocitos tanados, y sensibilizados con el antígeno e.! 

pecHic;o; la 1mayor diluci6n qui! determina una clara hemagl.!:!_ 

tinación se considera como punto final de la reacci6n y re

presenta el título 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, U.15 M. 
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Amortiguador salino de fosfatos con pH de 6.4,. 0.15 N. 

Acido tinico diluido 1:20 000. 

Formaldehido al 40%. 

Antígeno: tiroglobulina humana purificada. 

Suero normal de eonejo, inactivado a 56°C durante 40 

minutos• o a 63°C durante. 3 min·utos. 

Eritrocitos d~ carnero, 

Material: 

4 tubos de ensaye de 13 X 100 mm. 

3 pipetas de 5 ml (1/10). 

2 pipetas de 1 ml (1/10),. 

1 pipeta Pasteur. 

1 gradilla. 

Equipo: 

Centrífuga, 

Estufa a temperatur~ de 37°C. 

Baño a temperatura de 56ºC. 

TANADO DE LOS ERITROCITOS 

METODOLOGIA 

J 

l. Lavar 3 veces los eritrocitos suspendidos en citrato de 

sodio al 3.8% 1 con amortiguador salino de fosfatos con pH de 

7.2, centrifugando a 2 000 rpm durante 5 minutos. 

2. Medir el paquete celular y hacer una suspensi6n 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 en5..aye 1 tomar 4 ml de la sus'pensi6ndeer! 

trocitos al 2.5% (procurando homogenei~ar perfectamente la 

suspensi6n). 

4. Agregar un volumen igual de icido tinico 1:20 000. 
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5. Incubar la mezcla en baño de agua a 37°C durante 15 mi 

nutos. 

6. Centrifugar a 2 000· rpm durante 5 min.utos I retirar el 

sobrenada~te con pipeta Pasteur y resuspender en amortigu~ 

dor salino de fosfato con pH de 7.2 1 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 1 para tener la suspensi6n nuevament~ al 2.5%. 

SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS CON ANTIGENO 

l. Sensibilizar los eritrocitos tanados 1 agregando un vo

lumen igual de la diluci6n 6ptima de ant1geno en amortigua

dor salino de fosfatos con pH de 6.4: (tomar 2 ml de la sus 

pensi6n de cElulas tanadás al 2.5% y agregar 2 ml de la di

luci6n 6ptima de ant1geno tiroglobulina humana). 

2. Guardar los otros 2 ~1 de cElul-s tanadas. 

3. Incubar la mezcla en estufa a ter,iveratura de 37°C. du

rante 15 minutos. 

4. Retirar las cilulas del b~ño de agua y centrifugar du

rante 5 minutos a 2 000 rpm. 

5. Decantar el sobrenadante y lavar las cilulas dos veces, 

por centrifugaci6n a 2 000 rpm por· 5 minutos con suero nor-

mal de conejo al 1%, diluido en amortiguado! salino de fosfa 

t~s con pH de 7.2. 

6. Ajustar el paquete de cilulas al 1.5% 1 resuspendiendo en 

3.3 ml de suero normal de conejo al 1% 1 diluído en amortigu~ 

dor salirto de fosfatos con pH d~ 7.2. 

7. Los 2 ·ml de eritrocitos tanados sin sensibilizar, ajus

tarlos a una suspensi6n al 1.5% 1 en suero normal de conejo al 
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1%, dilu!do 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%, dilu!do en amortiguador sali

no .de fosfatos con pH de 7,2), 

FORMALINIZACION DE LOS ERITROCITOS, 

l. Aaadir a los eritrocitos sensibiliz•doi y sin sensibi

lizar, lentamente 2 ml, gota a gota, de formaldehido al 40% 

por cada 10 ml de suspensi6n (a cada uno d~ los tubos agre

gar 0,2 ml de formaldehido al 40%), 

2, Dejar reposar 18 horas a 4ºC, 

3, Agregar otros 0.2 ml de formaldehido al 40%, a cada uno 

de los tubos, 

4, Cuando las cllul~s htn sedimen~ado (despuls dei2 o 3 

d!as) • retira.r el sobrenadan te y resuspender las c~lulas en 

su volumen original de suero normal de conejo al 1%, en amor 

tiguador salino de fosfatos con pR de 7,2, 

5, Agitar nuevamente las cllulas, i afiadir,un¡ gota (0,05 

ml) de formaldehido al 4%. 

DETERMIN4CION DE LA CQNCENTRACION OPTIMA DE ANTIGENO, 

l, Preparar 4 diluciones del·ant!geno de tiroglobulina h~ 

mana en amor~iguador salino de fosfatos con pH de 6,4, 1:20, 

1:40, 1:80 y 1:160. 

2, Sensibilizar los eritrocitos con cada diluci6n de ant!

geno • como se indic6 anteriormente, 

3, Probar con un suero positivo y otro negativo, cada una 

de las diluciones, La dilución mis baja de antígeno que pr~\ 

porcione el titulo m4s elevado con el suero inmune Y. no rea·c 

cione con el suero nezativo~ se considerar( la óptima, 
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SEGUNDA PARTE 

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA. 

TECNICA 

REACTIVOS Y l'.A T-ERIAL. 

Reactivos-: 

Suero control positivo. 

Suero control negativo. 

·suero problema. 

Suero normal· de conejo en amortiguador salino de fo!, 

fatosco_n pH de 7.2, 0,1S H. 

Eritrocitos sensibilizados con antígeno de tiroglobu

lina. 

Material: 

Equipo para microtitulaci6n. 

-Pipeta de 0.02S ml. 

Placas de microtitulaci6n con fondo en "U". 

Equipo: 

Baño a Lemperatura de S6ºC. o 63ºC, 

Rotor .• 

METODOLOGIA 

l. Inactivar los sueros problema a S6ºC durante 30 minu-

tos, o~ 63°C, 3 minutos. 

2. A todas las excavaciones con fondo e~ "U"' de la placa 

de microtitulaci6n 1 agregar con una micropipeta 0.02S mlde 

suero normal de conejo al 1% diluido en amortiguador salino 

de fosfatos con pH de 7.2. 

3, Cargar el microdilutor con 0.02S ml de suero problema 

y colocarlo en la primera poza; mezclar comp.letamente y tran.! 
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ferir 0,025 ml a la poza siguiente, repitiendo este proce

so hasta la Gltima poza de la hilera donde se descarta - -

O, 025 ml, 

4, A cada diluci6n d~ suero, agregar con una micropipeta 

0,025 ml de la suspensi6n de eritrocitos al 1.5% sensibili 

zados, 

5, Colocar la placa en el rotor de 1 a 3 minutos, 

6, Dejar reposar la placa a temperatura ambiente durante 

2 a 3 horas• cubriéndola; hacer la lec;tura, 

Controles Requeridos: 

a) Control del diluyente: 

l. Depositar O, 025 ml: de suero norm~l de conejo al U en 

una hilera de pozas, y agregar. 0,025 ml de ·la suspensi6n de 

células sensibilizadas al 1.5%, Esta reacci6n debe~( serne 

gat iva, 

b) Control de Sueros: 

l,· Probar las mismas diluciones del suero problema, con 

eritrocitos sin sensibilizar, 

2, Hacer las mismas diluciones d~l suero control positi

vp, y agregar 0,025 ml de eritrocitos sensibilizados a ca

da una de las pozas, 

3, Realizar la misma operaci6n con un suero negativo-cono 

cido, 

Resultado: 

Una fuerte. hemaglutinaci6n da una rueda uniforme en el 

fondo de ·1a placa, Se reporta como (+). Las re-acciones débi 

les de hemaglutinaci6n, presentan muestras en forma de dona 

y se reportan como (±). Donde no se presenta hemaglutina-

ci6n aparece un b'ot6n compacto de células en el centro de la 

poza, y se reporta como (-). 
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REPORTE 

Control 
Negativo 

1 

Diluyente Problema 

. 

La diluci6n mis alt.a que presenta una clara hemaglutin.!. 

cU5n 9 se considera como punto final de la reacci6n y repre-

senta el título de anti~uerpos. 

título de anticuerpos del suero problema• -------
El título de tiroglobulina e~ pacientes normales es - -

~ 1: 32. 

CUESTIONARIO 

l. Mencione otras partículas que pueden ser utilizadas co

mo soporte en la reacci6n de aglutinaci6n pasiva. 

2, ¿Cufl ·es el objeto de calentar los sueros antes de· agr!. 

gar los eritrocitos? 

3, ¿Cufl es la finalidad de utilizar suero de c9nej~ en es 

ta prfctica? 

4, ¿Qui son los anticuerpos,heter6filos? 

s. Describa la clasificaci&n de los mEtodos de aglutinaci6n 

existentes. 
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6, Esquematice la reacci6n de hemaglutinaci6n indirecta, 

7, ¿QuE produce la degradaci6n proteolttica .de la tiro

globulina? 

8, ¿C6mo se realiza la prueba de inmunofluore_scencia pi

ra determinar los anticuerpos microsomales? 

9, ¿Cuil es el objeto de realizar una formalinizaci6n de 

los eritrocitos tanados y sensibilizados? 

10, Mencione otros 5 anticuerpos que se investigan parad,! 

tectar patologlas autoinmunes. 

DISCUSION 

La prueba de hemaglutinaci6n indire'cta para la determi 

nación de tiroglobulina tiene la ventaja.d~ ser muy sensi

ble, pudiendo detectar cantidades tan pequeñas c.pmo son 

0,02-0,04 l(g de proteína en el suero, La elaboración de la 

tEcnica es sencilla~ no requiere equipo ~otisti~édo y una 

vez que se tienen los eritrocitos tanados y seniibilizidos 

ya formalinizados, la prueba es muy rfpida, ~plicando la m! 

crohemaglutinaci6n se tiene la ventaja de utiÜ.zar muy poca 

cantidad de reactivos, La soluci6n de ant~geno para sensibi 

!izar.a los eritrocitos puede usarse repetidamente, hasta 

por mis de .4 veces, sin afectar la sensibilizaci6n. Por se~ 

una tEcnica tan versátil, se utiliz'a _en mtíltiples determina 

ciones, 

Debe tenerse mucho cuidado para controlar las reaccio

nes no especificas, evitando contaminaci6n bacteriana de eri 

trocitos y otros reactivos y realizando controles positivo~ 

negativos y del diluyente, Si existen anticuerpos heterófi

los, deben ser eliminados mediante abso-rci6n con eritrocitos, 

antes de la prueba, 

La con~entraci6n del antígeno, el tiempo, la temperat~ 

ra, el diluyente y los eritrocitos deben·estándarizarse, 
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Puede suceder que la reproducci6n de resultados no se 

obten~a usando diferentes lotes de eritrocitos, o despuEs 

d.el almacenamién~o de las cElulas. Esto se elimina utilizan 

do eritrocitos frescos o formalinizados. 

Una fuente d.e error muy importante es la que se produ

ce por la evap.oraci6n 1 que se elimina cubrien'do las placas. 

La de·svent.aja de utili.zar esta tEcnica para determinar 

tiroglobtilina 1 consiste en qu~ es tan sensible qu~ detecta 

anticuerpos en una variedad de condiciones ademis' 4e la ti

roditis I por lo cual deben realizarse estudios clínicos P.! 

ra confirmar la enfermedad. 
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APLICACION DE DIFERENTES TECNICAS INMUNOLOGICAS COMO 

)' AUXILIARES DIAGNOSTICOS 

Desde la década pasada, la·inmunolog!a clínica se ha 

convertido en un ingrediente esencial de muchas ireas de 

la medicina cllnica, 

A finales del siglo pasado y principios de este si

glo, muchos bacteri6logos ya ofrecían sus servicios amé

dicos, para proporcionar pru~bas serológicas en la ident! 

ficación y cuantificación de anticuerpos bacterianos El1 el 

suero de pacientes, 

Durante l11e segun_da era de oro de la inmunología, que 

empezó en 1960,"muchos de los trabajos de serología, con

tinuan dirigidos hacia el campo de la inmunolo¡t!a antimi

crobiana, Se ha reconocido también que el fen6men-0 inmu

nol6gico, se ·encuentra involucrado en diversas enfermeda

des humanas, en rechazo de transplantes y en la progresión 

de tumores, 

En la a~tualidad ya se han explotado nueva~ técnicas 

para detectar la inmunidad de tumores, para medir con pr~ 

cisi6n las capacidades inmunol6gicas de pacientes con en

fermedades malign_as, as! como de los que se sospecha pad~ 

cen enfermedades autoinmunes, ·inmunodeficiencias co·ngéni

tas o adquiridas, as! como de enfermedades virales de lar 

ga duración. 
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FIJACION DE SUPERFICIE Y AGLUTINACION EN PLACA. 

REACCIONES FEBRILES 

Objetivo: Analizar el fundamento y apiicu:·· l'°s técni

cas de fijaci6n en superficie y de ar,lutinici6n en placa, 

en las reacciones febriles. Evaluar la impo~tanc~a diagnó~ 

tica de las reacciones febriles. Interpretar··lo~ .. resulta

dos obtenidos, valorando las v•ntajas y. limitaciones de las 

técnicas. 

Generalidades: La infección por microorganismos de di- · 
.. ',') ;, 

ve~s.as espec·ies, conduce a una .marcada elevaciS~- de::,la. te.!!!, 
.: . ,...-._ 

peratura, lo cual dificulta el diainóstico d~~l( ertferme--
. ., . :"/~!~ 

dad (6). Tal es el caso de la fiebte•tifoid~a~~ausada por 

Salmonella typhi, las paratifoideas causacfas po:J:.·:·Salmonella 

paratyphi A y B, la fiebre de.111alta causada por ·Bru:cella n•_!

litensis y el tifo ca·usado por Rickettsia. prow.ll'seki (5) • 
. · , . ~- -~. 

El diagnóstico etiológico de las infecciones, ~'.e ~r:e_~liza -

por el aislamiento del patógeno en el e~pécJme,~que loco~ 

tiene y se confirma la identidad del microorganismo·, n·plean .. ·.· •-,•'./ -
do métodos serológicos y bioqulmicos (8). F~ecuentemente, el 

aislamiento del pató,eno no es posible; en tal ·caso el dia~ 

bóstico etiológi~o se realiza, al· identificar la presenc~a 

y ~ltulo de anticuerpos ~n el suero 4e~ sujeto,,4ue· son re

sultados de la respuesta humoral inducid.a por'.r,el microorg·a

nismo (6). La aglutinación· de bacterias con un -:aneisüero es 

peclfico, ~e efectúa por pr'esencia ~·n el an.t:fi·uero de anti: 

cuerpos dirigidos contra ei mosaico :de antlgfi;nos que forman 

la superficie celular, la cápsula o f.lagelos- de,!· microorga

nismo (5). 

Las reacciones de aglutinaci6n se utilitan,~'~por labora-
·,;i. 

torios de investigación, para estudios básico~de la compo-

sici6n antigénica de· las bacterias, por laboratorios cHni

cos en el diagn6stico de enfermedades infecciosas, asl como 
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para seguir la evolución del proceso, en aquellos casos que 

eixita una correlación entre el título de anticuerpos y el 

cuadr·o clínico, y por taxonomistas en la clasificación de -

~ bacterias (4). 

Un titulo elevado de aglutininas bacterianas, refleja 

una respuesta secundaria o de memoria, que está frecuente

mente acompañada de un episodio febril y revela el agente 

etiológico del procese, infeccioso involucrado; por esto, a 

las ~eterminacione~ de anticuerpos frente ·a los microorga-

nismos previamente _mencionados, se les denomina reacc:ione•s 

febriles (l). 

La )rueba de Widal, es la.-prueba serológica clisicausa 

da en el diagnóstico de infecc.ión _por Salmonella (6). El ·g! 

nero esti dividido en 5 serotipos (A, B, C, D, E) en base a 

los antlgenos -O (somiticos), y en mis de 1200 serotipos en 

base a los antígenos H (flagelares) (8). Los antígenos pre

parados a partir de organismos que contienen cada uno de los 

subgrupos o _serotipos, son utilizados en la prue'ba de Widal 

para detectar anticuerpos en el suero del paciente (6). 

La~ aglutinaciones O, son de mayor importancia diagnó~ 

tica, p~rque aparecen cu~ndo h~y infe~ción activa, y porque 

las aglut'ininas H, tienden a persitir mis Ü~mpo después de 

la vacunación, y no se produce~ siempre en la infección ac

tiva; los sueros que contienen tanto anticuerpos H, como anti 

, cuerpos O, tie~en títulos mayores para el antígeno H (4). Los 

anticuerpos Vi o capsulares, son detectables en el suero de 

pacientes que se han recuperado de fiebres entéric~s (3). 

El método de elección para establecer el diagnóstico de 

·infección por Brucella, es el aislamiento, pero pruebas rep~ 

tidas de sangre pueden dar resultados negativos. La prueba 

diagnóstica mis utilizada, es la prueba.de ~gli~inación (6). 

Un antígeno simple (comunmente de Brucella abortus), se uti-
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li¡a para prepar el reactivo para detectar Brucella (6), ·_ 

Los anticuerpos se detectan usualmente en la segunda sema

na de la enfermedad aguda, alcanzando el miximo titulo, e~ 

tre la cuarta y octava semana, Se obtienen reacciones cru

zadas con. anticuerpos de Francisella tularensis y Vibrio 

cholerae. Algunos antlgenos de Brucella son idénticos a los 

de Yersinia enterocolica; y es imposible distinguir estos 

dos organismos por aglutinaci6n (4). Par.a el diagn6stico de 

brucelosis, se han utilizado también las pruebas de hema-

glutinaci6n pasiva, el anilisis de rosa de bengala y ei ELI 

SA (5). 

El diagn6stico de una enfermedad por Rickettsia, depe~ 

de del reconocimiento clinico, exposici6n reciente al artr6 

podo apropiado y/o un viaje o residencia en áreas endémicas 

(4), Las pruebas serol6gicas se utilizan para confirmar el 

diagn6stico (1), 

_En general los Ac frente a Rickettsia, aparecen al fi

nal de la primera semana del padecimiento clínico (6), La 

prueba mfs utilizada para la detecci6n de la enfermedad es 

la prueba de Weil-FiHix, _basada en la r·eacci6n del Ac de Ri~ 

kettsia, con el Ac frente a Ag polisacfridos (O somfticos) 

presentes en ciertas cepas de Proteus,·encontrfndose et OX 

19 y el ox2 en cepas de P. vulgaris, y OXK en cepas de P. m! 

ra~ilis (4), Rutinariamente se emplea solamente el ant1geno 

ox19 (6). 

El té"rmino fijaci6n de liluperficie, se refiere .a lo que 

ocurre cuando se produce reacci6n ant!geno-anticue~po, al 

aplicar sobre una mancha antigfnica colocada en papel, un 

suero que contiene los anticuerpos correspondiente.s; el pa

pel se suspende en un recipiente que contiene soluci6n sal! 

na isot6nica, la cual en su ascenso por adsorci6n; arrastra 

al antigeno hacia la parte superior del papel. Para tener 
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idea de la intensidad de la fijaci6n del ant1geno, s~ psa 

un suero control (7), La caracterlstica de la tira de pa

pel filtro, adecuada para la prueba de fijaci6n 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 antígenos se preparan con cepas seleccionadas de 

B. ahortus, S. typhi y proteus ox19 (7). La Brucella se cul 

tiva en los medios tripticase o albimi 1 incub§ndose 4s h~ 

ras, La Salmonella,Y Proteus pueden culti~arse en medios 

menos estrictos, como son el ENDO o el El!B·, por 24 horas. 

El antígeno de Brucella se recoge en soluci6n salina 

formolada y se tiñe con hematoxilina, El antígeno de Salm~ 

nella se re~oge en soluci6n salina, se trata con azul de 

tetrazolio y con alcohol, para inactivarla y destruir los 

flagelos, El antígeno de Proteus se recoge tambifin en so

luci6n salina, se tiñe con tetrazolio rojo, y se trata con 

alcohol etílico. Se ha demostrado que estos ~Etodos de co

loraci6n son los más adecuados (7), 

Las suspensiones bacterianas se centrifugan,_y el se

dimento se m~zcla con sacarosa, con el ·objeto de ,vitar el 

contacto directo de las bacterias con el.papel, que imped! 

rla practicar la reacci6n antígeno-anticuerpo (7), En el 

papel se imprimen círculos de apr·oximadamente 4 mm. de diá 

metro, a un cm. de la orilla y con una separación de uncm, 

entre cada círculo y se aplica el antígeno, El papel impr~ 

so con antígeno, puede servir durante periodos de más de 

un año, siempre que se conserve en lugar seco y protegido 

con·tra la humedad y los insectos. En las zonas tropicales 

el papel debe mantenerse en aparatos desecadores o proteg! 

dos en envases impermeables {2), 

La p~ueba de aglutinación en placa se basa en el prin 

cipio de que la bacteria en presencia de sus anticuerpos 
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correspondi.e.ntes, se agregará a sus determ.inantes antigén,! 

cos. Es una prueba muy fácil de efectuar,·sfn embargo es 

conveniente confirmar ·los re.sultados con la prueba macros

cópica en tubo, que ,permite determinar la conc;_eiltraci6n r_! 

lativa del anticuerpo (4). Cuando se obtieilen ~eacciones 

francamente negativ•s, deben ser reportadas como tales (6). 

Una sola muestra analizada, en ausencia de un cuida

doso estudio "de la historia del pacient~ respec;to a la in

munización e infecci6n previas, da una limitada informa-

ción, porqu~ la presencia de anticuerpos puede indicar una. 

previa infecci6n o una historia de inmunizaci6n contra el 

patógeno en cuestión (1), Por l'o tanto·es m~y importantet! 
f,., 

tular el suero en la etapa temP,rana de la enfer'me'd_a.d y CO_! 

pararlo con la muestra obtenida en la-etap~ tardía de la 

enfermedad (6). 

Fundamento: El suer_o de -pac·ientes con accéso.s febriles, 

se apli:ca sobre las manchas antigénicas impresas en_ papel.de 

Salmonella, Brucella y Proteus. Al susp~~der el papel sobre· 

un recipiente con soluci6n salina isot6nica, e~ta asciende 

por adsorci6n, arrastrando a la parte superior el an't!geno, 

Cuando están presentes anticuerpos espec!fi~o~ en·e1 suero, 

el ant!geno queda sujeto al papel en eL sitio de su impre

si6n,; sube distancias que son inversa~ente pr~porcionale• 

al contenido de anticuerpos en el suero, Un súero control -

permite conocer por comparaci6n, la iritensidad de la ~ija-

ción, 

La aglutinación en placa se realiza con loa ~ismos an

tígenos utilizados en 1~ fijacióri de superficie. En'caso de 

existir los ant~cuerpos correspbndientes en el suero, seº' 

tiene una agrupaci6n visible, 
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TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Suero pro~lema, 2 ml, 

Suero ~ontrol con anticuerpos frente~ Bruce

lla, Salmonella y ox19, ,2 ml. 

Soluci6n salina isot6nica. 

1 papel filtro que contiene las manchas coloreadas de 

los ant{genos: Brucella,s. typhi y ox19 (de ~zquierda 

a derecha). 

Material: 

1 asa de alámbre de 3 mm de diámetro. 

1 pipeta capilar. 

3 pipetas Pasteur. 

1 pinza o soporte. 

2 pipetas de 1 ml 

2 portaobjetos. 

1 caja de Petri. 

Cinta adhesiva. 

Aplicadores. 

graduadas. 

1 regla o escuadra. 

·Equipo: 

Lfmpara. 

METODOLOGIA 

I. REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE (M.RUIZ CASTAREDA) 

Papel filtro con manchas antiginicas 

Br 

• • t e 

T 

• • 
D C 

oxl9 

••• 
D C 

Br•Ag de Brucella 
(violeta) 

T•Ag de S. typhi 
(azul) 

ox19=Ag de Proteus 
(rojo) 

D=Suero desconocido 
C•Suero control. 
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l. Colocar una gota de suero. problema con un~.~sa de 

3 mm. de diámetro o con una pipeta capilar, en las manchas 

correspondie·ntes al suero desconocido. 

2. En las manchas coloridas para el suero control-, co 

locar una gota con el asa o pipeta capilar, de c'ada ~,no de 
).· 

'los contYoles correspondientes. 

3. Sumergir el extremo inferior dél papel, colocándolo 

en posici6n vertical (por medio de un pedazo de cin't°.a>adhe

siva ~ue se adhiere a cualquier soporte), en soluci6n sali

na antes de que se sequen los sueros; .debe cuida.:l'Íl·e .,que el 

líquido no llegue a los antígenos. La reacci6n se~a a mani 

festar al pasar el l!qu_ido poT _capilaridad. 

4. El tiempo de cotrimiento debe ser de 15 a 20 minu-

tos. 

II. AGLUTINACION EN PLACA. 

Er=Ag ~:e Bruc1;lla~ · 
;t:?•l 

T=Ag de ·S .• typhi\< 
ox19=Ag de Proteus_,:. 

,r"· 
D=Suero desconocid~,'('-' 

C•Suero control. 

1. Colocar O. 04 ml del suero del paciente para éad·a uno 

de los antígenos que se utilizan, y 0.04 ml de suero ... control 

para los ~nt~genos inv~stigados, en el lu,•r corres~6~4!~nte 
......... ,.:,· 

(ver esquema), 

2. Añadir una gota de cada ant!geno al suero pToblema y 

control, en el lugar adecuado. 

3. Mezclar con ap!icadores diferentes cada muestra. 

4, Observar la aglutinaci6n con ayuda de una lámpara, 



- 156 -

Resultados: 

Fijaci6n de superficie: 

La reacci6n es negativa cuando las manchas se diluyen 

hacia arriba,. hasta el nivel del líquido, despufis de 15 a 

20 minutos. 

La reacci6n es positiva cuándo el antígeno que reac

ciona, no sube a los límites superiores y queda retrasado 

o completamente fijo. Si una mancha queda completamente fi 

ja, la reacci6n es 100% positi:Va. 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, 

50 o 25%, y la intensidad de la reacci6n es inversa á la -

longitud recorrida por la mancha. 

En la brucelosis, cualquier título es significativo P!. 

ra· todas las edades, indicando solamente presencia de ~nt! 

cuerpos. En caso de obtener un título mayor del 50%, sign! 

fica que ex~ste una infecciqn activa. 

Pará el antígeno de Salmonella, un título del 100% in 

dica tifoidea actual, el 75%.~s significativo como sospecha 

en todas las edades, un título del 50% s6lo debe considera~ 

se como indicaci6n posible de infecci6n en menore.s de 14 -

.años, y el 25% debe considerarse en los tres primeros años 

de vida. 

En el tifo,s6lo tienen valor títulos muy altos que co~ 

cuerdan con la clínica, aunque se han encontrado casos de 

tifo con reacciones dlbiles. Es conveniente confirmar los 

resultados con antígenos de Rickettsia. 

REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE: 

ANTIGF.NOS 

Brucella 

Salmonella typhi 

oxl9 

TITULO DE ANTICUERPOS(%) INTERPRETACION 
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AGLUTINACION EN· PLACA: 

,ANTIGENOS 

Brucella 

Salmonella typhy 

ox19 

RESULTADOS (+O-) INTEPRETACION 

Cualquier aglutina,ción en pl11ca debe ser confirmada 

con la prueba en tubo antes de reportar er resultado·. 

CUESTIONARIO 

l. ¿Cuál es -la diferencia entre las reacciones de prec! 

pitaci6n y aglutinaci6n? 
.'.) 

2. ¿C6mo se define la ·concentraci6n de un anticuerpo --

aglutinante? 

3. ¿Qui objeto tiene el empleo de colorantes en- la prep.! 

raci6n de los ant{genos bacterianos? 

4. ¿C6mo se preparan el anttgeno flagelar y el antígeno 

somático de Salmonella? 

5. Cite las especies de Brucella que pueden ser ~etecta

das empleando el ant1geno de B. abortus. 

6. Mencione los antígenos de Protius, utilizados para di 

ferenciar las distintas especies rickettsiales, 

7, ¿Cuál es el objeto_ de mezclar con aplicador los ant{g.! 

nos y anticuerpos colocados en la placa? 

8. ¿Cuáles son las fue_ntes de infecci6µ por Salmonella? 

9. ¿Cuirito tiempo persisten )os anticuerpos somáticos de 

Salmonella en los individuos inmunizados activamente? 

10. Mencione el fundame~to de una prueba comercial, .emple_! 

da en ·la determinaci6n de las reaccio-nes febriles. 
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DISCUSION 

Tanto la prueba de aglutinación en placa, como la pru~ 

bá de fijación en superficie, son pruebas sumamente senci-

llas en su elaboraci6n, requieren de pequefias cantidades.de 

reactivos y poco tiempo de ejecuci6n, En ~l caso de Salmon~ 

~la, la ·prueba de Widal es útil en el diagnóstico, si sed~ 

muestran aglutininas O en presencia de s.íntomas clínicos, r~ 

quirifindose el cultivo del microorganismo, para tener una 

conclusión final, En la prueba de fijaci6n de superficie, una 

prueba positiva debe juzgarse teniendo en cuenta la intensi 

dad de la fijación y la edad del paciente, En nifios es fre

cuente observar ·pruebas negativas a la aglutinación, con.rea~ 

ción de fijaci6n en superficie, francamente positiva, 

En el caso de Brucella, la prueba mis utilizada en el 

diagnóstico, es la aglutinación,pero produce reacciones cru 

zadas con anticuerpos de Francicella tularensis y de Vibrio 

chol~rae, y en algunos casos, los antígenos de Brucen.a son 

idinticos a los de Yersinia enter6colica, siendo imposible 

discriminar entre ambos microorganismos, La intensidad de la 

prueba de fijación en superficie, puede servir de base para 

juzgar sobre el estado actual de la infe~ción. La prueba es 

por _si sola, índice prictico pira·e1 diagnóstico de li bru

celosis humana y freeuente~ente la primera evidencia de que 

un paciente sufre esta infección. Un resultado ~egativo des 

carta la posibilidad de una infecció~ activa por Brucella, 

pero no elimina la 'posibilidad de que la infecci6n pueda -

existir tanto en su fase aguda como crónica. 

Para Rickettsia, el antígeno usado ruiinariamente.es el 

ox19 • La reacción ~e Weil-F€lix no debe considerarse como -

criterio definitivo de infección por Rickettsia, por que los 

anticuerpos de Proteus se presentan en un alto porcentaje de 

la población en títulos bajos, por lo cual no deben ser sig-

• 
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nificativos y sólo tendrán valo~ presuncional, ~uando sean 

francamente positivos, requiri€ndose la confir~acióri con 

antíg~nos de Rickettsia. 
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PREPARACION DE UNA AUTOVACUN~ BACTERIANA 

Objetivo: Llevar a cabo la preparaciOn de una vacuna bac 

teriana, famlliarizindosi con las precauciones de manejo, cui

dados y pr~ebas que remi~ren realizarse, para que pueda ser 

empleada satisfactoriamente sin ocasionar problemas, en cier-

tos padecimientos donde otra terapéutica no ha tenido éxito. 

Analizar las ventajas, desventajas y limitaciones de su aplic~ 

ciOn. 

Generalidades: Una autovacuna es una suspensiOn bacteria

na, preparada a partír de las bacterias derivadas de la lesión 

de un paciente que tiene infecciOn (11). Se utilizan entera

peútica cuaníio el tratamiento con antibióticos ha fracasado y 

se reqiiere obtener unjl res~esta inmune del organismo infec

tado (6). Es unpaso a seguir para desperta~ la respuesta inmu 

ne contra la bacteria cue es ti ocasionando la infección. 

Con cierta frecuencia se solicita a los laboratorios bac 

teriológ ico s, la pre ¡:arac ió n de u na au tova cu na, e spec ialme nte 

en casos de enfermos con furunculosis o abscesos recurrentes, 

acné vulgaris, ostiomielitis, incisiones operativas infecta

das, pielitis, cistitis, otitis media subaguda, gonorrea crf 

nica, reuma·tiano gonorreico, bronquitis crónica, aana bron-

quial de origen bacteriano, y en las infeccio_ne·s de los senos 

nasales accesorios (5). Los m~jores resultados se ·han obteni

do con s. aureus, me en la actualidad esta rresentando una 
. ./ 

alta resistencia a la antibioticoterapia (8). Las infecciones 

por ¡:neumococo, e stre rtococo y los bacilos inte st inale s, oca

sionalmente responden satisfactcriamente (10). 

Las·¡:r:imeras vacunas, ,y aein muchas actuales, estin pre

pa.r4das con el microbio entero, inactivado de diversas mane

ras (calor, fenol, formol, _beta-propiono lactona, luz ultra

violeta, alcohol, acetona, etc) (4). Esto nos da la señal de 

me no hay idea .a¡:roximada de factores importantes en la in-
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munogenicidad profili~tica y se decide emplear al microbio -

completo, como en el caso de Vibrio cholera, las rickettsiaij 

micoplasma y otros (1). Pero hay que considerar q~e ·en la i!!, 

munizaci6n contra algunas enfermedades, la alta toxicidad de 

los microorganismos representa una dificultad, debiendo se ai_.! 

lar el componente antigenico de menor toxicidad, o destoxifi 

car .un c.omponente t6xico. Esto va a depender del tamaño J~·co!! 

p lejidad del· antígeno (10). 

El principio de inmunización es una masa antigénica pr.!, 

formada. La introdu·cci6n generalmente paren ter al de los micr~ 

organi 11110 s 'Dluer tos n·o produce· infección, pero estimula la pr~ 

ducci6n de anticuerpos, en particular de lgG humoral, conuna 

duración corta de la inmunidad, Se ha pensado que probable-

mente se produzca un estliDulo antigenico mis efectivo aue el 

microorganismo infectante vivo y virulento, debido a una rea~ 

ción del organismo, al introducirle una sustancia extraña a 

manera de proteinoterapia (6). La eficacia profiUctica de la 

autovacuna consiste en eliminar la infección y la e!lfermedad, 

o disminuir la gravedad del cuadro clínico (7). 

En cuanto a las rrecaucione s y mane jo s requeridos en la 

preparac ion de la au tovat:.u na, se debe tomar en cuenta (!lle me, 

d ió de cultivo es el adecuado pata un buen desarrollo del mi 

croorganismo infectante; se debe tener la certez·a de que la 

cepa aislada esti pura y hay que evitar su contaminaci6n. 

A continuaci6n·debe efectuarse el rroceso de esteriliza

z ión, teniendo cuidado de no sobr~_pasar las condiciones de e_! 

terilizacion, que pueden ~casionar daño en la fracción anti

genica (11). 

La vacuna debe estandarizarse, pudiendo realizar este P.! 

so antes o despui!s de la esteril_izaci6n. Para est·a finalidad 

existen diversas t&cnicas como son el me todo nefelometrico de 

Me Farland, el metodo hemacitometrico, el metodo de centrifu-
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gación en tubo de Ho ins, y el método de Wright en portaobje

·tos, basado en la compar:ación de la cantidad de bacterias con 

la de eritrocitos de un volumen igual (5). 

Se deben tener cuidados en la dilución para evitar conta. 

minación. Las concentraciones usuales ¡:ara vacunas de s. au

reus son de 1000 millones/cm3 , y para la mayoría de las otras 

bacterias de 100. millones/cm3 (8) •. 

Deben re ali zar se controles biológicos de la au tovacuna ter 

minada, con la finalidad de rrevenir efectos adversos en el P.! 

ciente, y fundamentalmente son: la prueba de esterilidad para 

confirmar que -todos los microorganismos han sido inactivados y 

que no hay cont4mfoación; y la ·prueba de seguridad ra.ra dese-

charla posibiliiiad deeacistencia de sustancias tóxicas o rirog! 

nicas, y comprobar (!lle no exi'ste peligro de infección y mucho 

menos de muerte. La vacuna debe guardarse en refrigeración y 

no se debe utilizar despué-s de 4 .me.ses de su preraraci&'n,(9). 

Por ser la autovacuna no replicativa, remiere la aplíca

ción de var'ias dosis .• En el caso de s·. aureus, generalmehte la 

primera dosis es de 50 millones, y la dosis mixima es de 1000 

millones. 'Para otras bacterias la primera dosis es de 5 a 10 

millones, y la dosis mixima· de 100 millones (5). 

Se aplica la autovacuna una o dos veces a la semana; pu~ 

den aplicarse peoueñas dosis los dem!s_días (3). Para obtene!_ 

se mejores resultados,. pueden emplearse ad:yi1Vantes (1). 

Las au tova cunas e st!n contraindicadas en infecciones mu y 

agudas, particularmente en aouellas con intoxicación sistém_! 

ca, donde la producc:tón de anticuerpos llegó al límite (10). 

Fundamento: El microorganismo causante de una infección, 

se aisla de la lesión del paciente, en medio~ de cultivo ade

cuados para sµ desarrollo. Se pre para una suspensión del mi

croorganismo aislado~ la cual se esteriliza med~nte la apli

cació_n de calor, y mediante colometría se obtienen los datos 
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para calcular la concentración requerida de la a~tovacuna, 

para su inoculación posterior al paciente. Finalmente se 

realizan las pruebas de esterilidad y seguridad, rara tener 

la certeza de oue la autovacuna cumple estos reouisitos, 

antes de utilizarla. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Medio de cultivo de infusión de c,erebro-corazón-agar, 
6 tubos •. 

Medio-de cultivo de t ioglicola to fluÍdo, 2 tubo s. 

Medio de cultivo de Sabouraud, 2 tubo s. 

Solución salina isotónica estéril, 50 ml. 

Solución de m·ercuritiosalicilato de sodio al 10%, 10 ml-. 

Colorantes pata Gram. 

Material biológico: 

2 ratones blancos de 18 a 20 gramos de peso. 

H·aterial: 

1 matraz Erlenmayer de 100 ml de capacidad, estéril. 

1 embudo de 6 cm de diimetro, estéril. 

4 capas de gasa, estéril. 

1 ta pon de algodón y gasa, e sti!r ile s. 

3· pipetas de 10 ·mi. graduadas en ml y en 1/10 ml, esté
rile s •. 

3 pipetas de 1 mi'. graduadas en 1/10 ml, estériles. 

1 jerfnga hipodi!rmica de 2 ml. esti!ril. 

1 aguja hipodi!rmica número 23 de 1 1/2 pulg.adas·, estéril. 

1 frasco de 30 ml con tapón de hule.perforable, esti!ril. 

Equipo: 

Estuf.la a 37ºC. 

Baño con temp_eratura de 55-60ºC. 

Microscopio. 

Colorímetro. 
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Toma de la muestra: 

Siempre que esto sea posible, se procura hacer la toma 

de la muestra de un absceso cerr.ado, pa~a evitar la presen

cia de microorganismos contaminantes •. El _primer paso consis 

te en efectuar una asepsia en 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 lesión abierta, la toma de fa mues 

tra se realiza en la zona mis profunda del absceso que sea 

po,sible. 

METQDOLOGIA 

1, Utiliz,ndo un tubo con un medio de cultivo rico, en es 

te ca so infusión de cerebro-corazón-agar, se siembra la mue·s , 
1 -

tra. tomada del abscesQ, Se incuba de 24 a 48 horas a 37ºC, 

y al cabo de este· tiempo se hace un frot.is oue se tiñe con 

la técnica de Gra'(II, para determinar la morfología y caracte 

rísticas tintoriales de los microorganismos infectantes, 

2. Con el desarrollo contenido en el tubo anterior, se sie!! 

bran otros cinco tubos con el mismo medio, procurando_ que 

'el inoculo sea den so, y oue el asa de platino reco·rra toda -

la superficie del medio, con objeto de obtener un desarrollo 

abundante. Se incuba en las mi11Das condiciones hasta tener un 

buen d_esarrollo, generalmente 'de 24 a 48 horas. 

3. A cada tubo con desarrollo bacteriano, se le añaden apr~ 

ximadamente 3 ml de solución salina isotónica estéril; est¡ 
r . 

cant id.ad depende de la abundancia del desarrollo obtenido, si 

este es escaso, el volumen ser( menor, 

4. Se ·agitan cu:idadosamente los tubos para desprender el d.!, 

sarrollo, que se recoge con uan pipeta d.e 10 ml, estiir il. La 

suspensión obten:ida se filtra en el embudo a través de las 

capas de gasa, se retira el anbudo del matraz y este se cie

rra con U!J tapón de.algodón y gasa estiril. 

5. Se toma una muestra de exactamente 1 ml de la suspensión, 
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y se coloca en una celdilla del colorímetro, se añaden 9.0 

ml de solución salina isotónica, se lee el % de transmitan 

cia para determinar la concentración de micoorganismos y 

se anota este dato,'posteriormente se calcula la cantidad 

de solución salina isotónica que debe añadirse rara tener 

u na conce ntr•ción final de 1000 millones de microorgani s

mos por ml. 

6. ·Se coloca el matraz en un baño 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 composición.antige

nica, por esto es importante regular cuidadosamente lá t~m 

peratura del baño. 

7. Al terminar el periodo de calentamiento, se toma una 

muestra de 0.5 ml de,-·la suspensi6n y se siembra en un tu

bo con el mimo medio en QUe se cultivó inicialmente el mi 

coorganiaao, y se incuba en las mismas condiciones durante 

72 horas, para c~rciora~se de que no quedan bacterias vi-
' vas. En caso de que·se obtenga desarrollo, se administra 

otro periodo -de calentamien.tQ- y se realizar! nuevamente la 

prueba de viabilidad. 

8. Se mide el volumen que se tiene de la suspensión de -

microorganismos, añadiéndole la cantidad de solución sali

na isot6nica que_ se requiere para tener una concentración .. 
final de 1000 millones de microorganismos por ml, y solu--

ción de mercuritiosalicilato de sodio al 10% para tener una 

concentraci6n final de_l:10000, como conservador. 
1 

CONTROLES BIOLOGICOS DE LA VACUNA TERMINADA 

Prueba de esterilidad: 

l. Tomar 4 ml de la vacuna terminada y sembrar 0.5 ml en 

cada uno de los tubos con medio de tioglicolato fluído y -
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dos tubos con medio Sabouraud, 

2, Incubar los tubos con medio de tioglicolato fluído a 

37°C durante· 7 días, y los tubos con medio Sabouraud a 

·temperatura ambiente por un periodo igual, Si la vacuna 

esta esteril,yno aparece ningún desarrollo en los cuatro 

tubos, 1~ prueba se considera satisfactoria, 

Prueba de seguridad: 

l. Inyect~r 1.0 ml de la vacuna por vía intramuscular ·a 

dos ratones blancos de 18 a 20 gramos de peso, Estos ani

males se tienen en observ«ci6n durante 7 días~ No debe 

producirse absceso en el sitio de la. inoculaci6n y el ani

mal no debe presentar síntomas de estar infectado, ni mo

rir. 

Cuando la.vacuna ha pasado satisfactoriamente estas 

pr.uebas, se procede a envasarla en frascos estériles con 

tap6n de hule perforable y se ~pnserva en refrigera~i6n 

e·ntre 2 y lOºC, 

La dosis que se utiliza es generalmen~e de 0.1 ml y 

se aplica por vía intradérmica, 

Resultado·s: 

Si el microorganismo no ha sido identificado por su obser

vaci6n microsc6pica y colonial, deben s~guirse l~s proced! 

mientos ~acteriol6gicos usuales para su total identifica

ci6n. 

La concentraci6n de la autovacunai que debe ser de.aprox! 

madamente 1000 millones'/ml., se obtiene a partir ,del da

to que se tiene al interpolar en una curva patr6n, el va

lor de transmitancia leído, y se multiplica por la dilu--
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ción que se hizo con solución· salina isotónica (9 ml.) P.! 

ri obtener la dilución requerida de 1000 millones de mi-

croorganismos por ml, se realiza el siguiente cálculo uti 

lizando una regla de tres inversa: 

10 X 108 1 

Conc. obt. - - - X 

X= Dilución requerida en ml. 

Es igual al volumen que r~sulta de la suma de un ml, 

de la suspensión inicial de microorganismos más la canti

dad de solución salina isotónica que débe añadirse para 

tener la concentración deseada. 

REPORTE 

Paciente: 

Lesión: 

Microorganismo identificado: 

Fecha de preparación de la autovacuna: 

Concentración 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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CUESTION~RIO 

1, ¿Desde el punto de vista inmunológico, cuil es el obj~ 

to de la aplicación de varias dosis de la autovacuna? 

2. ¿Cuales son las medidas de co.nservación y almacenamien

to de las vacunas y porqué? 

3. ¿Porqué se requiere una determinada concentración de 

la au·tovacuna, que sucedería si aplicaramos un exce

so o una baja concentración de microorganismos? 

4. Mencione 5 reactivos efectivos en la esterilización 

de las autovacunas. 

5. Explique en detalle un método para determinar la con 

centración de microorganismos. 

6. ¿Por qué va a ~iferir la concentración terapéutica en 

distintas bacterias? 

7. De 5 ejemplos de vacunas 'prepara~as a partir de inmu 

nógenos puros. 

8. ¿Qué son los extractos microbianos inmunogénicos y 

mencione 5 microorganismos usados en su elaboraci6n1 

9. ¿De que depende el efecto terapéutico de las vacunas? 

·10. ¿Por qué se emplean el medio de tiogli.colato y de Sa

·bour,aud de la prueba de esterilización? 

DISCUSION. 

La practica tiene como utilidad fundamental el ejer

cicio del alumno en cuanto a la preparación de una vacuna, 

porque el vasto campo de la. inmunización aun tiene mucho -

por avanzar. Con la practica 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-

teriológico como inmunológico; la problemitica que repre-

:senta no es sólo la de seguir una técnica al pie de la 1~ 

tra, d~biéndose 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 je que se esti induciendo respuesta en 

contra del microorganismo infectante, 

Tiene la ventaja de que el material ~mpleado es muy 

accesible y puede montarse en un laboratorio sencillo,pue~ 

to que no requiere de equipo sofisticado, 

La desventaja de esta t&cnic~iterap&utica se presenta 

fundamentalmente, por cuanto al tiempo que req~iere de de

dicación, porque solo ti.ene .aplicación individual, porqJJe 

solo es utilizada cuando otras t&cnicas fallan, como berra 

mienta secundaria; no se han realizado ,estudios -suficien-

te s para darle mayor aplicación, los resultados no siempre 

son satisfactorios y no se ~a podido llegar a una estanda

rización, pues aún se desconocen los mecanismos precisos -

-de acción.; tiene limitación terap&utica y es costosa. 

Actualmente son niuy utilizadas las preparaciones de 

alerg&nos para el diagnostico y tratamiento de pacientes -

al&~gicos. Estos extractos de a~ergenos aún no se han es

tandarizado en base a su pote~cia y se definen generalmen

te como unidades de nitrógeno proteico ~or ml de extracto, 

o bien como una relación pesolvolumen. 
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FAGOCITOSIS DE NITROAZUL DE TETRAZCLIO. 

Objetivo: Evaluar la fagocitosis, explicando: la varie 

dad de factores que estin involucrados en ella, y relacio

nar las diversas patologtas qui! originan o motivan los .de-

fectos fa~octticos, dem~strando la capacidad,de fagocitosis 

de los leucocitos polimorfonucleares mediante 1·a reducci6n 

de NAT, explicando el fundamento bioqulmic;o de est~ método. 

Interp.retar los resultados que· se obtienen y an·alizar las 

limitaciones de la técnica. 

Generalidades: La endocitosis es el mecanismo mediante 

el cual la cElula viva i~giere material ex.terno 

dividir en dos categorías, de acuerdo al tamaño 

ria 1 inge rielo: Ja pinoci t.o sis que· se refiere a 

y s·e puede 

del mate-
/ 

lá captaci6n 

de material soluble y la fagocitosis que es la ingesti6rt de 

parttculas (9). 

En los mamlferos, la fagocitosis es la única func~6n de 

ciertos leucocitos; en primer lugar ~e encu~ntran los leuco 

cito~ polimorfonucleares (neutr6filos) y .el sistema mononu

clear fagoc!tico que incluye promonocitos, monocitos y. ma

cr6fagos tisulares. También los eosin6filos son ca.aces de 

fagocitar (10) ., 

Los procesos involucrados en la fagocitos is· son la. qui, 

miotaxis, el reconocimiento, la.ingesti6n, la desgranulaci6n 

y finalmente la digesti6n del materi~l ~ngerido ·(10). 

Las anormalidades de los leucocitos polimorfonucleares, 

pueden dar como resultado un significativo aumento en la SU!, 

ceptibilidad a la infecci6n. Para 4esarro1lar su ~~1pacidad 

biol6gica completa, deben desarrollar 3 funciones mayores: 

a) movilizarse al sitio.donde son requerido·.s, b) fagocitar y 

c) mat'ar al agente infeccioso. Las pruebas de laboratorio P!, 

ra v~lorar la funci6n d~l neutr6filo~ caen en categorlas que 
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miden estas tres funciones básicas. Para medir la moviliz~ 

ci6n se han desarrollado las pruebas de (7): estimulaci6n 

con epinefrina que mide la habilidad de obtener leucocitos 

de la fuente marginai; el estimulo po~ cortisona que mide 

las reservas medulares; la ventana de piel de Rebuck que 

estimula la respuesta de neutrófilos ante una inflamación -

local y los experimentos quimiotácticos que aiden la capacf 

dad de los leucocitos polimorfonucleares de responder a un 

estímulo quimiotactico (10), 

Para valorar la capacidad fagocltica, existen el méto 

do de fago~itosis de levaduras y la prueba de formazan, en 

tre otras, 

Para conoce~ la capacidad de matar al agente infeccio

so, se utilizan bacterias, tales como S. aureus, E, coli, 

Listeria monocytogenes, etc. 

La prueba de formazán o reducción de NAT, fue desárro

llada por Baehner y Nathan en 1967, para medir la producci6n 

d~· NADPH+ H+, en loi neutrófilos de sangre periférica de p~ 

cientes con granulomátosis crónica (2), Existen varias modi 

ficaciones de la técnica, de las cuales utilizaremos la de 

Gifford y Malawista (4). 

La enumeración porcentual de los neutrófilos formazan 

positivos puede discriminar claramente entre los leucocitos 

de la población normal, y los procedentes de enfermos con 

granulomatosis crónica, en la cual los leucocitos polimorf~ 

nucleares muestran una deficiencia casi absoluta en uno o va 

rios pasos enzimáticos del ciclo colateral de los fosfatos 

de la pentosa (1), 

Al realizarse la fagocitosis, se presentan los siguien

tes eventos (1): Aumenta la producción de 4cido lictico y di!_ 

minuye el pH intracelular, Se estimula el ciclo colateral de 

los fosfatos de pentosa, que llegan a proporci~nar hasta un 
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10% de la energía disponible. Aumenta el recambio de los 

fosfol!pidos de la membrana. 

Las microtécnicas con el procedimiento semicuantita

tivo, han. demostrado que se encuentran porcentajes eleva

dos de neutr6filos formazán -positivos en las infecciones 

bacterianas, en la tuberculosis miliar, en las micosis g~ 

neralizadas, en el paludismo, en condiciones no asociadas 

con patología infecciosa, tales como infarto al miocardio, 

la administraci6n de anticonceptivos, la osteteogénesis 

imperfecta, etc (8). 

Las condiciones en las cuales di~minuye el porcenta

je de leucocitos formaz!n positivos, corresponde a la gr~ 

nolomatosis cr6nica, al síndrome_ de Job, adminis~raci6n 

de drogas antiinflamatorias (aspirina, indometazina, cor

ticoesteroides) y enfermeda4es como el Lupus Eritematoso 

Diseminado. En tuberculosi·s pulmonar, en· infecciones vira 

les y e~ mico~is superficiales no se han encontrado varia 

ciones significativas respecto a lo normal (9). 

La reducci6n de 0 NAT se encuentra ausente en ciertos 

pacientes que pierden la actividad de la glucosa -i- fos

fato deshidrogenasa. Los acarreadores heterocigotos de es 

ta enfermedad muestran s6lo una menor conversi6n de la nor 

mal, por lo cual la prueba no es- aplicable para determinar 

el es.Cado de acarreador. 

La prueba puede utilizarse para· diferenciar enfermeda 

des fibriles bacterianas, 0 de las no bacterianas. (3). 

Fundamento: En una gota dé'sangre capila~ los leucoc! 

tos polimorfonucleares al mezclarse con un colorante de óx! 

do-reducción, el NAT, lo reducen produciendo gr(nulos de 

formaz(n de color azul obscuro que. pueden observarse dentro 

del citoplasma de las células. 
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TECNICA 

MATERIAL Y REACTIVOS. 

Reactivos: 

Sangre capilar del paciente. 

Soluci6n de nitroazul d~ tetrazolio (0.28 gen 100 'ml 

de solución salina isotónica). 

Solución salina isotónica. 

Metanol absoluto. 

S~franina (0.5 gen 100 ml de agua 4estilada). 

Solución de irabajo de NAT (debe prepararse inmedia-

tamente antes de·la tinción): 

Suero humano fresco (de no mis de 24 horas}, 5 ml. 

Nitr~az~l de tetrazolio al 0.28*, 6 ml. 

~olución salina ~sotónica, 3 ml. 

Incubar i 37°C por 20 minutos. 

Material: 

2 cuentagotas. 

2 pipetas de 5 ml. 

1 portaobjetos. 

~- 1 la'nce.ta. 

1 caja de Petri"._ 

Papel filtro. 

Equipo: 

Microscopio. 

METODC!LOGIA 

1. Colocar una gota de sangre ca.pilar en .un portaobjetos, 

i~cubarla encimara hGmeda a )7ºC por 25 ;inutos para que 

los granulocitos y los monocitos se adhieran al cristal. Es 
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conveniente realizar una biometr{a hemftica de la~sa~gree~ 

tudiada, para poder reportar el ·resultado como número abso 

luto de neutrófilos formazán positivos. 

2. Lavar suavemente la sangre restante con solución sali 

na usando pipeta, dejando caer tota a gota, secando el ex

cedente de solución salina iso_tónica con pap'el filtro. 

3, Cubrir los leucocitos adheridos al vidri~ con soluci6n 

de NAT. Inc.ubar en cámara húmeda a 37°C por 25 mfnutos. 
·.~. ~ 

4. Se lava ·nuevamente el portaobjetos y se deja _secar a 

·temperatura ambiente, 5 minutos. 

5, Para fijar las cflullls a.e agrega a la preparación m.eta 
;; -

nol absoluto (l minuto), Lavar con agua corrieritéy ·secai:.al 

aire, 

6. Tefiii con safranina·por 5 minutos como c~lorante ~e con 

traste. ~avar con agua corriente y secar al aire. 

7. Observar al microscopio con el objetivo seco fuerte; co~ 

tar 100 granulocitos, buscando acúmulos de for;maz(n para con 

siderar células positivas, 

Resultados: 

El r~sultado se reporta como porc~ntaje de cflulas NAT 

positivas. 

Granulocitos formaz(n positivosª_..,,_. ___ % 

Los valores de referencia son del 14 a·l 30%', 
' 

CUESTIONARIO 
l. 

1, ¿Qué es el nitroazul de tetrazolio y que característi-

cas tiene? 

2~ ¿ Por qué debe prepararse ·~ediatamente a'i!,t,s de la til 

ci6n, la soluci6n de trabajo con NAT? 

3. ¿Cuál es el objeto de incubar una gota ~e sangre capilar 

del _paciente en un portaobjeto~, como pri•er paso de. la tfc

nica? 
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4. ¿Por qui se debe tefiir la preparaci6n de neutr6filos 

con safranina? 

5. ¿Qui reacci6n bioquímica del neutr6filo evalúa la -

prueba de formazán? 

6. ¿C6mo pueden separarse los.granulocitos y los monoci 

tos de la. sangre? 

7. Hencio·ne alguna otra modificación de la tl!cnica de re 

ducci6n con NAT. 

6. ¿Cuál es la prúeba de nitroazul de tetrazolio estimu

lada? 

9. ¿Qui trastornos bioqutmicos se presentan en la.fagoc! 

tosis por neutráfilos, en la enfermedad granulomatosis cr6 

nica? 

10. Sefiale otra prueba utilizada para valorar la capacidad 

fagoc!tica de los neutr6filos. 

DISCUSl"ON 

La determinaci6n de la capacidad fagoc!tica de los ne~ 

tr6filos, mediante el mitodo de reducci6n de NAT, es una -

prueba muy sencilla, rápida y econ6mica. -Este tipo de estu

dio es esencial para determinar las anoYmalidades de los fa 

gocitos que vartan enormemente. 

Esta prueba es aplicable tambUn a los monocitos fago

cíticos. 

La prueba está suj.eta a grandes variantes y por lo tan

to para efectuar la ticnica debe hacerse un número ade~uado 

de determinaciones de control, debiendo ser conservador en 

la interpretaci6n d~ resultados. 

Se deben probar los sueros contra cflulas control, Pº.!. 

que los sueros pueden contener factores inhibidores de la -

función del neutrófilo. Es conveniente reportar el número a~ 

soluto de neutr6filos NAT positivos, mediante la información 
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que proporciona la biometr{a bemitica. 

La prueba de NAT .estimulada (con partículas de litex~ 

presenta la. ventaja de dar un rango dos p tres veces'mayor 

de células formazin positivas, que permite baier una mejor 

diferenciación de la patolog{a. 
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AGLUTINACION DE ANTICUERPOS HETEROFILOS EN PAPEL. 

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE MONONUCLEOSIS INFECCIOSA, 

Objetivo: Analizar el fundamento de la técnica de agl~ 

tinaci6n de anticuerpos heter6filos en la determinaci6n de 

mononucleosis infecciosa, y realizar una tEcnic, de David-

sohn modificada en un suero problema, para el diagn6sticode 

la enfermedad, 

Sefialar otros mEtodos serol6gicos utilizados en eldiai 

n6stico de mononucleosis infecciosa y evaluar las ventajas 

y limitaciones de ia técnica a desarrollar, 

Generalidades: En la mononucleosis infecciosa, se pre

sentan anticuerpos frente al virus Epstein Barr (EBV), que 

persisten por afios, Estos son anticuerpos heter6filos que se 

forman en respuesta a neo-ant{genos, que aparecen en las c• 

lulas infectadas con EBV, y,que reaccionan con el antígeno 

de la superficie de eritrocitos de borrego, caballo y buey 

(1). Por de-finici6n, los anticuerpos heter6filos, son anti

cuerpos que reaccionan con ant1genos similares, que aparecen 

en dos o mis especies relacionadas. Se producen en general, 

en respuesta a un ant{geno de una especie, y reaccionan con 

el mismo ant;{geno proveniente de una fuente· diferente (S), 

Los anticuerpos del sistema ABO y la reagina de la stfilis, 

son anticuerpos heter6filos, Todos pe~tenecen a la clase de 

inmunoglobu.Una IgM (8), 

La reacci6n de anticuerpo, heter6filos, representan la 

base de la mayoría de pruebas 'disefiadas para el diagn6~tico 

de mononucleosis infecciosa (3), Los anticuerpos heter6filos· 

aparecen en el suero del 8S a 90% de adolescenJes t adultos 

con mononucleosis clásica, y en un número menor de infantes 

con la enfermedad (9), 
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El título de anticuerpos heter6filos, alcanza genera! 

mente niveles significativos de diagn6stico, al final de 

la primera semana de la enfermedad y tiene su nivel mlximo 

entre la segunda y tercera semana- ( 2 ). 

Los anticuerpos. heter6filos se presentan ocasionalmen 

te en el suero de algunos sujetos normales y en ·paciente~ 

con la enfermedad del suero en diversas enfermedades reum! 

ticas • por lo cual en situaciones clínicas de prueba. es ne 

cesario diferenci~r los anticuerpos hetez6filos (1). 

Las pruebas tradicionales para el diagn6stico de mono

nucleosis infecciosa, fueron desarrolladas por Paul, Bunnell 

y Davidso.hn (3). 

La prueba de Paul-Bunnell se realiza p.ara detectar la 

presencia y t ttulo de anticuerpos hete-r6filos (7). Las pru.! 

bas que resultan positivas con la·prueba de Paul-Bunnell, s~ 

sujetan a la prueba diferencial de Davidsohn. que utiliza 

una absorci6n diferencial~ lo que aumenta la prec is i6n • 

al eliminar muchos anticuerpos no específicos (3). 

En la prueba de Paul-Bunnell de título presuntivo, una 

suspensi6n ~e erit rocit·os de borrego• se hacen reaccionar -

con diluciones del suero del·paciente. La aglutinaci6n ind! 

ca la presencia de anticuerp.os heter6filos (7). 

En. la prueba diferencial de Davidsohn, el suero de pa-

cientes que pueden tener monunucleosis i~fecciosa, se hacen 

reaccionar con antígeno de riñ6n de cobayo y éon una suspen

si6n del ~stroma de eritrocitos de buey. _El antígeno de ri-

ñ6n de cobayo• absorbe. el anticuerpo Forssm:an y los anticuer . -
pos de la enfermedad del suero (ambos anticuerpos heter6fi--

los) • elimi-nando s6lo parcialmente, los anticuerpos de monon.!! 

cleosis infecciosa. El estroma de eritrocitos de buey, abso~ 

be los anticuerpos de la mononucleosis infecciosa y de la en 

fermedad del. suero (4). 
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La absorci6n se mide por la pErdida de habilidad para 

nglutinar eritrocitos de borrego. Este es un mEtodo laborio 

so porque requiere diluciones seriadas de reactivos y va-

rias absorciones del suero (6). 

ANTICUERPOS HETEROFILOS ABSORBIDOS POR (5): 

Anticuerpo Riñ6n de cobayo Eritrocitos de buey 

Forssman si no. 

Mononucleosis 
infecciosa no si 

Enfermedad del 
suero. ,si si 

Se han encontrado ventajas al usar erStroc~tos de ~aba 
,· 

lio, porque son mis sensibles y específicos que los eritro-

citos de borrego para el diagn6stico de mononucleosis infec 

ciosa (4). 

Se han desarrollado pruebas comerciales para medir los 

anticuerpos de ·1a mononucleosi~ infec~iosa 1 con objeto de 

obtener un d:LagniSstico rip.ido I entre las cuales existen el 

_ mono-test, el mono-diff I el mono-spot I el comf:l.rmikit y otros 

que emplean eritrocitos de caballo. 

Es. recomendab.le practicar' la prueba de la mancha e~ P.!. 
pel 1 que es un procedimiento sencillo, ~asado en la agluti

naciiSn de cElulas formalinizadas de cabal~<> 1 d.~spub ~e la a~ 

sorciiSn con antlgeno de riñ6n de cobayo y eritro~itos de -

buey (4). 

La mononucleosis infecciosa es una enfermedad aguda del 

sistema reticuloendotelial, cuyo agente causal es el virus 

Epstein-~arr (EBV), un herpesvirus con DNA de doble h(lice, 

que tiene distribuci6n mundial (8). En infante~ la infecci6n 

primaria es generalmente al!iintomitica. Cierto's pacientes de

sarrollan una enfermedad neopllsica 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 relaci6n causal en

tre el EBV y estos dos cfnceres humanos; factores genéticos 

y ambientales influyen en la expresi6n de esta enfermedad -

(8). La transmisi6n de mononucleosis infecciosa se realiza 

por medio ·de células infectadas presentes en la saliva. El 

periodo de incubacj6n de la mononucleosis infecciosa es de 

42-49 días (2). El diagn6stico de esta enfermedad, se reali 

za en base a tres criterios caractertsticos: síntomas clíni 

cos, manifestacionés hematol6gicl!,S y resutados serol6gicos 

(5). 
( 

Se utilizan procedimientos serol6gicos en el estudio de 

esta enfermedad, por las siguientes razones (9): 

l. Para determinar la susceptibilidad o inmunidad -frente 

a mononucleosis infecciosa. 

2. Pa·ra determinar la relaci6n etiol6gica de ,un síndrome 

de mononucleosis negativo, para anticuerpos. heter6filos y el 

EBV. 

3. Para .determinar la implicaci6n del EBV como agente eti_!!, 

16gico en una váriedad de síndromes cltnicos con et~olog!a 

indefinida, -como son la hepatitis, la encefalitis, la poline_! 

ritis infecciosa, la pGrpura trombocitopenica idiopftica, la 
• 

anemia hemolítica y otros asociados con la infecci6n de este 

virus. 

4. Para determinar la susceptibilidad o inmunidad a la in-
; 

fecci6n, en primates inoculados experimentalmente con EBV. 

S. Para determinar la presencia de antígenos de la expre-

si6n del EBV en líneas celulares linfloblastoides. 

6. Como herramienta epidemiol6gica en poblaciones espectf! 

cas, se han empleado en particular m&todos seroepidemiol6gi

cos, para distinguir pacientes con tumores asociados con el 

EBV, que tienen una infecci6n inaparente. 
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Fundamento: El suero de pacientes de los cuales se sos 

pecha tienen mononucleosis infecciosa, se ~ace reaccionar 

con una gota de suspensiones de antígenos de riñ6n de coba

yo y de estroma de eritrocitos de buey, separadamente en dos 

etiquetas d~ papel. El antígeno de riñ6n de cobayo, absorbe 

los anticuerpos Forssman y los anticuerpos de la enfermedad 

del suero, mientras que el estroma de eritrocitos de buey, 

abso~be los anticuerpos de la enfermedad del suero y losan 

ticuerpos de la mononucleosis infecciosa. La absorci6n se 

demuestra por la plrdida de la capacidad del s~ero de aglu

tinar eritrocitos de caballo, que reaccionan con los anti-

cuerpos heter6filos. La aglutinaci6n de los eritrocitos ·de 

caballo con el suero absorbido'con antígeno de rlñ6n de.co

bayo, se debe a la presencia de anticuerpos de mononucleo-

sis infecciosa, en tanto que la aglutinaci6n de,los eritro

citos de caba~lo con el su·ero absorbido por estroma de eri

trocitos de buey, indica la presencia de anticuerpos Foras 

man. 

TECNICA 

REACTIVos·y MATERIAL. 

Reactivos: 

Suero problema. 

Antígeno de riñ6n de cobayo:- Se prepara suspendiendo, -

dos riñones de cobayo en suero fis.iol6gico, en una caja de 

Petri previamente enfriada y pesada para poder calcular po~ 

teriormente el peso del tejido. Los riñones se lavan con sue 

ro fisiol6gico hasta que el sobrenadante no contenga sangr~ 

y se muelen hasta obtener una pulpa fina, con la cual se·pr!_ 

para una suspensi6n al 20% en suero fisiol6gico, qu~ se hieE 

ve una hora a baño María, compensando el volumen perdido por . 
evaporaci6n con agua dest~lada. Se agrega fenol para obtener 

una suspensi6n al 0.5% y se guarda en refrigerador, donde pu,!_ 

de permanecer meses sin perd_ida de propiedades. 
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Estroma de eritrocitos de buey.-Se prepara agregando a 

los eritrocitos, cinco volúmenes de agua destilada enfriada 
\. 

en hielo seco. Se dejan reposar 30 minutos y se ultracentr! 

fugan a 15000 rpm, lavando con agua destilada en frío, las· 

veces necesarias para eliminar rastros de h·emoglobina. 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 le!!_ 

tamente. Esta suspensi6n puede utilizarse satisfactoriamen

te por seis meses, sí se mantiene en congelación. El día de 

la pru~ba, se lav~n tres veces con solución de NaCl al Q.9~ 

Eritrocitos de caballo.- Se preparan éolocando cinco -

p~rtes de sangre de caballo, en seis part~s de citrato al 

3.8%. Es conveniente utilizar los eritrocitoa de ciballo en 

vejecidos, de dos a tres meses despub d.e su preparaci6n. 

El día de la prueba se lavan tres .veces con soluci6n de NaCl 

al ·o.9% (la solución nunca queda limpia). 

Material: 

2 etiquetas de papel adheribles. 

2 pipetas Pasteur. 

2 micropipetas de 30~. 

1 micr_opipeta de 10-\!,. 

Palillos. 

Equipo: 

Cron6met ro. 

Lfmpara .• · 

METODOLOGIA 

TECNICA DE DAVIDSOHN MODIFICADA. 

l. En el extremo de cada una de las dos etique,tas de papel 

de 1 x 3 pulgad~s, se coloca una gota·'de.lOJQ 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.IQ., de· la suspensi6n de anttgeno de riñ6n de 
'· cobayo al 10%. 

3. En la segunda etiqueta, se coloca una _gota de 30-\1 de 

estroma de eritrocitos de buey al 10%. 

4. Se aplica una gota de suero cerca ~e cada antígeno usa 

do en la absorci6n. 

Antígeno 
de riñ6 
de cobayo 

(10%) 

ETIQUETAS DE PAPEL 

Eritrocit~s de 
caballo (20%) o 

Su~ro del---.c) 
paciente. r ~ 

------

Estro• 
1 de etitro 

citos de
buey. 

(10%) 

1 

5~.· Con un palillo se mezclan el suero y lo·s anttgenos, con 

cuidado de no rayar el papel. 

6. Despuis se mezclan con lo~ eritrocitos de caballo y se 

esparcen uniformemente sobre toda la superficie. 

7_. Se utiliza un cron6met ro, con el cual se "miden dos minu 

t.os. y se anota el tiempo e·xacto en el que·ocurre la aglutiD_! 

ci6n. En caso de no presentarse aglutinaci6n· a los dos ainu

tos, se considera .la re11cc·ion negativa. 

Resultados: 
~ 

Despul!s de la absorci6n con antígeno ·de riñ6n y cobayo 

y ·estroma de eritrocitos de buey respectivamerite, las ag~ut! 

ninas de caballo muestran una clara dif'erenciaci6n entre su!_ 

ros de pacientes con mononucleosis infecciosa'.y sin mononu-

cleosis infecciosa. 
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En caso de tener el suero problema estudiado, anticue~ 

pos heter6filos de ·mononucleosis infecciosa, la -etiqueta de 

papel con la suspensi6n de riñ6n de cobayo, presentari agl~ 

tinaci6n visible antes de dos minutos, mientra~ que la eti

queta que contiene· la suspensión de estroma de eritrocitos 

de buey, resulta positiva si existen anticuerpos heterófi-

los de Forssman presentes en el suero. 

SUERO ABSORBIDO CON TIEMPO DE AGLUTINACION CON 

ANTI GENO DE ERITROCITOS DE CABALLO: 

Riñ6n de cobayo 

Estroma .de eritrocitos 

de buey. 

PRUEBA: -------------
CUESTIONARIO 

1. ¿Por qué es recomendable realizar la técnica de David-

sohn m~dificada, tras obtener u~ resultado positivo con la 

prueba de Paul-Bunnell? 

2. ¿Qué h~llazgo~ hematol6gicos indican una posible mono

nucleosis infecciosa? 

3. ¿Cuiles son los anticuerpos heterófilos? 

4. ¿Qué es el antígeno Fo'rssman? 

5. ¿•C6mo se prepara la suspensi6n 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. ¿Cuáles son las ventajas de utilizar etiquetas de papel 

en la prueba? 

8. ¿Con qué objeto se mezcla primero el suero problema con 

la suspensi6n de estroma de eritrocitos d~ buey, y con antl-
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geno de riñ6n de cobayo, respectivamente en cada etiqueta, 

y posteriormente se hace reaccionar con eritrocitos de ca

ballo? 
'· 

9, Mencione el funtlamento de alguna pru~ba comercial di

señada para detectar anticuerpos heter6filos, 

10, Señale otras tlcnicas empleadas en ·1a identificaci6n 

de anticuerpos que aparecen en la mononucleosis infecciosa, 

DISCUSION 

El número de pruebas solicitadas para el diagn6stico 

de mononucleosis infecciosa, en general no es alto, por lo 

cual se ha requerido desarrollar una ,prueba sim·ple, pert> 

útil. La reacci6n de anticuerpos h'eter6filos. es la base de 

la mayoría de pruebas usadas en el diagn6stico de mononu

cl.eosis infecciosa, Estos anticuerpos aparecen en el. suero 

del 85 al 90% de adoiescentes y adultos j6venes- con mononu

cleosis clásica y en un peque.ño número de infantes enfermos. 

La apar.ici6n de antic.uerpos he·ter6filos en pacientes que 

presentan datos cHnic-os y hematol6gicos típicos de esta en 

fermedad, proporcionan una fue.rte evidencia de infección. 

La modificaci6n de Davidsohn para los anticuerpos het,! 

r6filos, es una prueba de ripida y sencilla ejecuci_6n,.el 

resultado es fácil de leer y puede ser archivado, Es una -

prueba que ofrece mayor sensibilidad que los ·equipos comer

ciales accesibles. 

Esta t,cnica requiere de varios reactivos biol6gicos -

en pequeñas cantidades, que tienen la ven.taja 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, comparaci6n con ios -

eritrocitos de borrego, que se utilizan en la prueba de Paul 

Bunnell y son menos sensibles, 
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TECNICAS ESPECIALES 

Los inmunoanilisis que uti.lizan is6topos radiactivos, 

enzimas o compuestos fluorescentes, permiten adquiri~ una 

gran cantidad de informaci6n acerca de los mecanismos de 

la patologfa y actividad funcional del siste•a inmune. 

Al irse desarrollando mejores reactivos para estastec 

nicas especiales recientes, va surgiendo un may~r. entendi

miento d·e· como fun:eiona el sistema inmune, tanto en condicio 

nes de salud como de enfermedad. 

Al incrementarse el desarrollo de estos inmunoanálisi~ 

muchos ~rocedimientos .actuales caerán en desuso,tdebido ~las 

ventajas que tienen la inmunoflorescencia, el radioinmunoani 

lisis y el enzimoii1111unoanalisis sobre ellas. 

Estos inmunoanilisis no serán solamenti importantes en 

el laboratorio de inmunología sino que tendrán aplicaciones 

sumamente útiles, en los. laboratorios de quím'ica, hematolo

gta y microbiología, entre otros, utilizándose con finalida 

des diagn6sticas, principalmente, 

La inmunofluorescencia se usa ampliamente en la detec

ci6n de anticuerpos y antfgenos en enfermedad·es infecciosas 

y autoinmunes, mientras que el radioinmunoan(lisis ocupa un 

lugar especial en el an(lisis de hormonas y frogas. El ·~n

zillloinmunoanálisi.s, es el método que emplea· reactivos ma.! 
cados más reciente, y tiene aplicaciones en las (reas cubier 

tas prev~amente por la inmunofluorescencia y el radioinmuno

análisis, 
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INMUNOFLUORESCENCIA (IF) 

La inmunofluorescencia es una ticnica que fue creada 

por Coombs y colaboradores en 1942, para el estudio de los 

antígenos bacterianos en los tejidos (8). Es una ticnica -

histoquímica que consiste en conjugar ciertos colorantes -

fluorescentes con anticuerpos (es lo mas comfin), o con an

tígenos (en raras ocasiones), exponiendo des)uis el conju

gado a los antígenos o anticuerpos correspondientes, en CO!, 

tes o impresiones de tejido, frotis de microorganismos o de 

cilulas, o cultivo de tejido en monocapa; se observa una -

fluorescencia en el foco de interacción antígeno-anticuer

po ( 2). 

En los filtimos ~ños, la inmunofluorescencia, donde un 

compuesto ·fluorescente se utiliza como marcador, ha sido r.!. 

comendado como.mitodo alternativo del radioinmunoanilisis. 

Se han desarrollado anilisis de hormonas, drogas 7 proteí

nas con importanciá diagnóstica. En la actualidad, la sens! 

bilidad de los mitodos de in~unofluorescencia, permiten de

tectar sustancias presentes en concentraciones de 10-12 M: o 

menos (8). Los avances que se han alcanza~o, se deben al de 

sarrollo y mejoramiento de la instrumentación utilizada, y 

a la selección de .diferentes sustancias fluorescentes para 

marcar los anticuerpos o antíge-nos (1). 

-La fluorescencia, es la capacidad que tienen ciertos -

compuestos naturales o sint¡ticos, para absorber luz de efe!, 

tas longitudes de onda y emitir luz de mayor longitud de on 
-8 -

da, en alrededor de 10 segundos (5). La longitud de onda 

emitida, es característica ~e cada compuesto ·!luorescente, 

y cada uno tiene una eficiencia de quantum, o radio de ene!_ 

gía luminosa emitida por la energía absorbida, que es típi~ 

ca para cada fluorocromo. 

Entre los fluorocromos que se utilizan para realiz~r 

la inmunofluorescencia estin la fluoresceína, el icido ·1-

• 
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dimetilaminonaftalen 5-sulfonico (DANS), y la rodamina B de 

lisamina (RB 200). La fluoresceína, con una eficiencia de 

quantum cercana al 85%, es la ·sustancia más popular usada 

en microscopia fluorescente (6). Los reportes acerca de su 

rango de ~ayor absorción varían, pero emite luz con lóagi

tud de onda de 520 nm, qu! aparece de color verde amarillen 

to, al ojo humano; tiene dos ventajas sobre los otros fluo

rocromos; primero: su emisión a 520 nm está en el irea de 

máxima sensibilidad visual, y segundo, la autofluorescencia 

verde amarillenta es rara, por lo cual las lecturas falsas 

de .este fenómeno disminuyen (1). 

La fluoresceína debe ser conjugada a un anticuerpo·an

tes de poderse ·utilizar en la técnica de i.nmunofluoresct!n

cia. Este paso va acompañado de la pr~paracion de isotioci~ 

nato de fluoresce{na (FITC), un compuesto fluorescente que 

tiene afínidad para proteínas, por vía de su componente ci~ 

nato (2). El FITC puede ser agregadoa una preparación de 

anticuerpos, y el complejo o conjugado resultante, ~s capaz 

deruccionar con el antígeno para e_l .cual se preparo el ant_! 

cuerp_o·. La pureza y especificidad del anticuerpo, determina 

la especificidad de reacciones ~ubsecuentes con el conjuga

do fluorocromo-pr6teína (6). 

Es conveniente re'alizar la .purificación ·del conjugado 

fluorocromo-proteína, antes de utiiizarlo en la prueba. P~ 

ra tal ef~cto se h' emplead~ la di~lisis, que elimina las 

sales del amortiguador y el solvente del fluorocromo, y la 

extracción con carbón o filtración. en column_a de Sefadex, 

para eliminar la sustancia fluorescente que no reacciono 

(8). 

Debe efectuarse una absorción del conjugado fluorocro

mo-proteína, con polvos de tejidoi, antes de uiilizarlo en 

la reacción de inmunofluorescencia, con objeto de eliminar 

los anticuerpos ~nespecíficos presentes (2). 
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Rara vez es necesario, realizar la concentración del con· 

jugado fluorocromo-proteína, pero en caso de requerirse, se 

utiliza para tal efecto, la precipitación con sales (7). 

Las pruebas de estabilidad del conjugado fluorocromo

proteína, indican larga duración en todas sps fas~s (liofili

zado o líquido), sí es mantenido a temperaturas de~ 4ºC. 

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 antJcuerpo conjuga-

do para ~etectar la presencia de su antígeno corresponditn- ~ 

te. Aunque es una técnica ficil de realizar, requiere el uso 

de muchos controles para asegurar la especificidad del conj~ 

gado fluorocromo-proteína. Con este metoda pueden identifica.!. 

se anticuerpos o antígenos de microorganismos y de ~ejidos. 

La técnica indirecta, que tiene 1a·ventaja,d~ aprovechar 

la capacidad de los anticuerpos de actuar como antígenos en 

algunas especie animal diferente. Es una tecnic~ Gtil, porque 

un·conjugado puede ser usado ~ar~ identificar mu~hos comple

j_os antígeno-anticuerpo, y por que es mis sensible que la te~ 

nica directa, apl~cindose en 1~ investigación de anticu~rpos 

frente a muchos microorganismps asociados con enfermedades hu 

manas, y para detectar autoantícuerpos. 

La técnica del complemento, donde se produc~ la reacción . . 
antígeno-anticuerpo capaz de fijar complemento, y los compo-

nentes de este Gltimo, unidos al complejo, son de~ectados -

·utilizando un antisuero conjugado para el complemento. La te~ 

nica del complemento es mis sensible que la técnica ~ndirec

ta, por la amplificación que origina el sistema del compleme~ 

to, pero a.l· añadir. un reactivo extra "(complemento), se requi.!. 

ren mis controle~. 

La prueba de inhibición, que esti basada en la teoría de 

que el grado en que un suero desconocido puede bloquear la -
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reaeci6n entre un ant!geno conocido y su anticuerpo conjugado, 

esti en relaci6n etjuivalente del contenido de anti~uerpos en 

dicho suero, La presencia de anticuerpos e~ una ~uestri deseo 

nocida, da como resultado una· disminuci6n o desaparici6n de la 

fluorescencia, Es una técnica ~ucho men~s sensible que la tic 

nica indirecta, 

La técnica del sandwich, donde un anticuerpo presente en 

el tejido e~ identificado, al hacerlo reaccionar con un antt

geno con~cido y posteriormente marcar ese ant!geno con unan

ticuerpo conjugado, 

El e~uipo de microscopia de fluorescencia, es· esencial 

para la obse·rvaci6n de laminilla~ preparadas con las técnicas 

previamente descritas, Los microscopios par.a fluorescencia v.a 

rtan en sus- componentes necesarios, pero· en general son los 

~iguiente s (5): 

/ 
i 

. 1 

()-., 
Fuente 

de 
Energta 

1 

D idra.s. 
ma de 

Ir~ s 

Fil~ro 
de 

Calor 

Filtro 
prima

r-lo 

Conden
sador 

Espec_! 
men 

Filtro 
Secun

rio 

Ojo 

Las principales dificultades que aparecen en la microsc.!!. 

pía por fluor~scencia, incluyen la .fluoresc~ncia no ~speitfi

ca, la autofluorescencia y las reacc~ones cruzadas (7), La au 

tofluorescencia es ~oducida por mateiiales biol6gicos sin mar 

car. incluyendo un·amplio rango de longitudes de onda; este f~. 

n6meno puede ser eliminado, realizando a rro pi adamen te la ~ru~ 

ba, controlando la diluci6n, el pH y otras variabl:es (7). 

La tinci6n no esp~ctfica, o el tefiido de materiales sin 

la uni6n ant!geno-ánticuerpo, es generalmente m!nima cuando se 
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trabaja con bacterias o hongos~ y aumenta cunado se observan 

protozoarios o cultivos de tejidos; posiblemente este fenóme 

no es ocasionado por el efecto de carga acida-basica entre 

las proteínas (7). 

Las reacciones cruzadas pueden ocurrir, cuando estanpr~ 

sentes antígenos iguales o similares en la reacción; esto se 

puede controlar mediante fraccionación del suero, o por puri 

ficación del antígeno (7). 

Los procedimientos de inmunofluorescencia han sido des~~ 

rrollados con sensibilidad equivalente o mayor, que en'cier

tos pr'ocedimientos de radioinmunoanalisis, pa·ra hormonas, dr~ 

gas y proteínas de importancia diagnóstica (2). 

Algunas ventajas de la inmunofluorescencia, son las.si

guientes (3): 

l. Los reactivos que ·se utilizan.~n la determi~a~ión, tie

nen una vida media mas larga, en comparación con reactivos -

marcados radioactivamente. 

2. El método puede ser automatizad~ obteniendo gran veloci 

dad y precisión en los análisis. 

3. Se puede desarrollar un sistema homogéneo de inmunofluo 

rescencia, para antígenos proteicos complejos. El sistema ho 

mogéneo, eliminará el paso de separación de unión y desunión 

del antígeno con el anticuerpo. Se pueden realizar anilisis 

homogéneos similares por latécnica de ELISA, pero son muy di 

f{ciles d~ elaborar. 

4. Los sistemas de inmunofluorescencia pueden desarrolla~ 

se para cuantificar mGltip!es constituyentes rapida~ente en 

una sola muestra. 

Ent~e algunas desventajas de la inmunofluorescencia se 

tienen, el alto costo de la instrumentación especial utiliz~ 

da para el desarrollo del análisis, y que el anticuerpo mar-
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cado con il fluorocromo, debe estar purificado y estandariza 
_. -

do, p~ra obtener la sensibilidad específica y precisión re

queridas (6). 

La in~unofluorescencia se ha utilizado para estuidos de 

toxoplasma, treponema, depósitos de anticuerpos el' riñ6n, ant,! 

cuerpos a.ntinucleares, para enumerar poblaciones de linfoci

tos y en dermatología pa,ra estudios de vasculi tis y liquen 

piano,. entre otros (3). 

CUESTIONARIO 

l. ¿Que tipos de filtros pueden ser utilizados en un micros 

copio de inmunofluorescencia? 

2. Describa un metodo de conjugación, y la purificación del 

conjugado obtenido. 

3. ¿Ademas de la fluoresceína, que otros fluorocromos,se uti 

lizan en la inmunofluorescencia? 

4. Explique el fundamento de 1a determinación de un antígeno 

en fase solida por inmunofluorescencia. 

5. Esquematice la técnica de·inmunofluorescencia con comple

mento. 

6. ¿Que fijadores se utilizan ·en inmunofluorescencia de tej,! 

dos? 

7. ¿Cuales son los componentes de un microscopio para inmuno 

fluorescencia? 

8. ¿Qué técnica de inmunofluorescencia se utiliza en el diag

nostico de la.sífilis? 

9. Mencione una aplicación de la inmunofluorescencia en el 

diagnostico d.e enfermedades de ·origen bacteriano, viral y au

toinmune. 

10, Señale algún uso de la inmunofluorescencia en la determi 

nación de. hormonas y drogas. 
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RADIOINMUNOANALISIS (RIA), 

El radioinmunoanálisis (RIA) fue descrito por primera 

vez en 1959 ~r Yalow y Berson, aplicado~ la cuantifica

ci6n de insulina, haciendo uso de los radiois&topos para 

marcar el antígeno y aumentar la sensibilidad en la medi

ci6n dela r~acci6n antígeno-anti~uerpo (1). Pertenece a un 

grupo de análisis basados en el principio de-_.competencia e_!! 

tre un ligado, marcado radioactivamente y un ligando sin -

marcar, por una proteína de uni6n, Eri este caso la pro~eí

na de uni6µ e-s uri anticuerpo específico y el ligando, el -

antígeno correspondiente, La concentraci6n de reactivos es 

ti controlada al alcanzarse el equilibrio ~7): 

Ag* + Ac Ag Ag* Ac + Ag* 

Este análisis es extremadamente sensible y espécífico 

~ira detectar reacciones antígeno-anticuerpo; en ~lgunos -
-12 casos pueden medirse hasta picogra~os ~10 g) ~7), Su sen 

sibilidad deriva de la radioquímica y su especificidad de 

la reacci6n serol6gica (2), 

En la realizaci6n del radioinmunoanálisis, se requie

re utilizar un material marcado rad:i:lactivamente de calidad, 

que aumenta la sensibilidad y precisi6n del análisis (2). 

Las sustancias radioactivas son única~ en su emisi6n de 

partículas, en su vida media, y en ·el sistema usado para de

tectarlas, Se pueden clasificar como emisores de partículas 

O(' t .. y (7), 

Para el marcaje radioactivo se utilizan diferentes ra

diois6to~s. Los que se utilizan con mayor frecuencia son 

el 131I y el 1251 (8). En ciertos procedimien.tos se han mar 

d b . - l. .,. "d 3 l4 35 s (10) ca o tam ),Jn os pept1 os con H, e y • 
..... ·t.·!('' 

··ia int~nsidad~de la emisi6n de partículas radioactivas 
f 

se puede' medir en tirminos d~ partí'cul-as producidas, de e-
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nergía liberada por unidad de tiempo, o en base. a su activi

dad específica ,que ·se define como la cantidad de. radioacti

vidad por cantidad de compuesto. La unidad básica de'radioa_s 

tívidad es el Curie. (Ci), ,que !s una medición del nú~ero de 

desintegraciones radioactivas por segundo. Un Curie es igual 
10 . •, ~ 

a 3.7 X ~O desintegraciones/segundo, lo que corresponde a 

la radioactijídad de un gramo de radio. Como e~ta unidad es 

demasiado grande para fines·practicos, se divide en miliCu

rie (mCi), que es igual a 3.7 x 10 7 desin~egracion~s/s~gundo, 

y microCuríe ( J.\.Ci), que es igual a 3. 7 x 104 desinte.~racio

nes/segundo. Se utilizan tambien un:i,dades como son las·desin 
6 . ,, 

tegraciones por minuto (dpm), donde 2. 2 x 10 dpm.' es igu!ll a 

1 ll_Ci, y las cuentas por minuto (.cpm), que equiválen a dpm -

x efi~íencia del conteo. La Comisión'~nternaciona} de Unida

des Radiológicas (ICRU), define a la unidad de ra4ioactividad 

del Sistemá Internacional (~!), como el becquer~l (B~), que 
', .· ,, 10 

es igual a 1 desintegración/,segundo. 1 Ci=3. 7 x 19 Bq .• Co.-

mo el beckerel es una Unidad muy pequeña, SÉ! utilizan múlti

plos, com~ · son el kilobeckerel (kBq) = 103 desi·ntégraciones/ 

segundo, el megabecquerel (MBq) = 106 desint~graeiones/s~gun 

do y el gigabecquerel (GBq) • 109 desintegraciones/segundo.

Cuando se define la radioactividad.en func~ón de iu activi4ad 

específica, la radioactividad se .expresa en las untdadi~ pre

viamente descritas, y la cantidad de compuesto en giamos, mo

les o sus correspondienies submultiplis (9). 

Para medir la radioactividad se emplean tó~tadores 

Geiger, detectores de centellep, .Y detectores del estido só

lido (5). 

El desarrollo del radioinmunoanálisis para u11a subs·tan

cía específica, depende del acceso a un antisuet)>'' que conten

ga anticuerpos con una adecuada afinidad, iítul~~ e¿pecifici

dad. Para producir el antisuero deben inmunizars~ ~nimales con 

la sustancia en cuestión, qué pue-de emple'arse si~ modificar o 

modífi~ada, con objeto de' aÚmentar ,la inmun~genicidad (10). -

El conejo y el cobayo son los anímales mls ~tilizádos para -

prepararlo (8). 
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En el radioinmunoanalisis de una hormona, ésta, para inyectarse, 

no requiere ser completamente pura (en algunos casos ex

tractos glandulares producen los·mejores res~ltados). Por 

regla general, de 0.25 a 1 mg de hormona o su extracto, -

es inyectada en un medio especial como es la solución de -

Freund. La vía de administración varía, pero por lo gene

ral se¡ utiliza la vía subcutánea, en varios sitios del an_! 

mal, .cada 2 o 3 semanas. La obtención de un buen antisue

ro puede tomar de 3 a 6 mes~s, o mas (8). 

~na vez obtenido el antisµero, es necesario determinar 

el título de dilución ideal. Para esto,diluciones en concen 

traciones progresivamente crecientes de:.antisue_r<f,. ·s.on .incu

badas con concentraciones constantes de hormona radioactiva. 

En forma gráfica, _se obtiene así una. curva _sigmoidal, cuya 

parte superior corresponde a una gran concentración de anti

cuerp~s y que por estar en exceso, -se u~irári a to~a la hormo 

na marcada. Al otro extremo de la curva el antisuero muy ~ 

diluiao tien~ un poder de conjugación muy bajo. El título de 

dilución del antisue·ro 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 obtener, es una concentración de -

anticuerpos tal, que tanto la hormona a medirse como la mar

cada, compitan por iguál por los anticuerpos presentes en el 

antisuero (.8). 

Un paso fundamental d, ia técnica, consiste en marcar~ 

radioactivamente los peptidos y pr~teínas. Para tal efecto 

se han desarrollado varios métodos químicos, entr~ l~s cua

les están el método co·n cloramina-T, el método con el reacti

vo de Bolion-Hunter, la electrolisis con corriente constante 

el método enzimático con lactoperoxidasa y glucosa-oxidasa 

(10). Es obvio que~l material,marcado radioactivamente debe 

t~nerse en forma pura~ y es conveniente almacenarlo en solu

ciones amortiguadoras isotónicas a un.pH que proporcione es

tabilidad (4). 
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Debe utilizar se la determinaci6n de inmunoreactiv idad 

de las proteínas radioiodinadas, usando dos diluciones del 

antisuero: con .un exceso de anticuerpo y co~' la diluci6n ~e 

trabajo. ~a a1c t iv idad e spec tf ica ¡:uede ser -estimada, cono-

c iendo la masa de la hormona y las cuentas por minuto de --

1251, introducida en la mezcl~ de reacci6n (3). 

En general, la·técnica consiste en lo siguiente: se pr_! 

paran simultinE:-amente los tubos de ensaye que servirin de 

estinder .y los que llevarin la mues.tra a determinarse (sea -

plasma, orina, etc. preparada-sen formaespecial), todos en ,. 
duplicado o triplicado. A todos los tubos se agrega .una so-

luci6n amortiguadora. A los tubos que constituirin la curva 

estindar, se agregan concentraciones crecientes de la hormo

na estindar c¡ue se desea ~edir, y al resto un volumen constan 

te de las muestras. Finalmente, a ambas series de tubos se -

agrega la misna concentraci6n de hormona radioact·iva y del 

antisuero. Se inicia luego la incubaci6n a 4ºC por un tiempo 

determinado, que puede durar el.e uno'a cinco dtas dependiendo 

de la hormona, 4e las caracteristicas del anti suero, etc. 

Por· regla general, mientras menor es la can:tidad de marcador 

radioactivo y mas alto el tttulo de ddluc :ión del antisuero,

mayor deberi ser el periodo de, incubaci6n. Se procede final

mente a la separaci6n de las fracciones ligada y libre de la. 

hormona radioactiva,, tanto en los tubos estindar, como en los 

que contienen la muestra (8). 
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REACCION DE_L RADIOINMUNOANALISIS (8) ~ 

(F) 

E) 
Ag* = Antígeno marcado, 

Ag • Antígeno no marcado, 

Ac • Anticuerpo. 

1 _Ag*) Ac 1 
(B)" 

(F) • Fra.ccion Libre, 

(B) ~ Fracción Ligada, 

/ 

. .. ,-, .. · 
Después de realizar ia reacción competiJiva,. es necesa-

ria la separación de las fracciones ligada:, y libi:e,.del antí

geno_ mar~ado radioactivamente, para poder determj,nar el co

ciente de equilibrio antre ambos. Este· procedimi~nto· debe 

realizara.e 'ripida y completamente, para establec_er·.un co

ciente exacto (7), Los métodos ut:i,lizados con est,e fin, a

provechan ·1a diferencia de ::tamaño molecul_ar, c·árga;~,adlior

~ion o sol~bilidad del complejo formado (9), Los radioinmu,;. 

noanilisis varían· en la forma 'en como se realiza esta sepa

rae ion. Algunos d:e todos usados en la seºparac.ion dé;t antíge

no marcado libre y ligado en el ra·dioimunoanalii¡iis inclu-

yen (2): 

l.- Separación por carga: cromatoelectrofo'resis, éle.ctrofo

resis, resinas de intercamb·.io ionico, .fraccionam_iento .

en sale s. 

2. - Sepa rae i!>n por su· tamaño molecular: cro.ma tograf ía en gel, 

f i1 tr.ac ion en m icroporo. 

3.- Sistemas de anticuerpos en fase solida: pre.::_precipitado 

del anticuerpo doble, anticuerpo polimerizado, utiion· co 
;,·: .. 
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valente del anticuerpo al poliestireno, celulosa, ·absorci6n 

del anticuerpo en la superficie de tubos de poliestireno o 

pol ie til eno. 

4.- Separación por propiedides inmunológicas: doble anticuer 

po y segundo anticuerpo·de fase s61ida. 

5. - Separación por adsorción en superficies: talco, sílica 

microprecipitada, celulosa, nitrato de celulosa, gel -

de fosfato de zirconilo, 

6,- Separación por solubilidad en solventes orginicos:- eta

no, d ioxano. 

7.- Técnicas miscelineas: proteolisis enzimitica·. 

La elección de la técnica depende de varios fac,tores tµe 

incluyen: el efecto del procedimiento en el equilibrio de la 
t-reacción imnunológica, _interferencia de las sustanc-ias pre-

sentes en el plaaaa, como sales, urea, proteína plasmática 

y complemento, efectos en la variación de la concentración 

de proteína y el volumen que puede ser manejado •. · También 

el tiempo y el costo son consideracio~es que afectan la e

lección del sistema. 

Los procedimientos de separación mas emJ>leado~, 110n 'ios. 

del anticuerpo doble, cromatoelect-roforesis, absorci6n de 

sílica, y las técnicas de anticuerpo en fase sólída (9), 

Luego de separadas, las fracciones ligad~s y libre se -

cuentan aeparadamen te durante un tiempo fijo (generalmente.,, 

un minuto), en un contador automitico de centelleo de .. ra-;· 

d iación gamma, comumilente. 

Los valores obtenidos tanto para la solución estatÍdar -

como _para las mu_estras, son regi.strados tanto en ·papel ari_! 

metico como semilogarítmico y logit, y Eie obtiene así la 

curva estinda;, en la cual la radioactividad o el cociente 

de antígeno ligado/libre deiaainuye en función de la con-
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c·entración de la hormona en la muestra. Finalmente, la con

centraci6n de la hormona encada una de las muestras anali

zadas, se obtiene al comparar 1á relación de antígeno liga

do/libre de cada muestra, co.n el cociente del ant1geno lig!_ 

do/libre obtenido con la saluc ión estindar (8). 

CURVA DE RADIOINMUNOANALISIS (8). 

COCIENTE 50 

AG MARCADO 
25 

LIGADO/LIBRE 
(%) 

o 

\ 

CANTIDAD DE ANTIGENO. 

NO MARCADO (lo- 12g). 

Un paso importante en el radioinmunoanflisis, es la toma 

y el manejo de las muestras. En c·ier·tos análisis se pueden -

obtener resultados erri5neos por hem61isis, lipemia y por adi 

ción de ciertos anticoagulantes (9). 

Para preparar soluciones de los react_ivo s, se requiere -

un equip> volumétrico con gran precisión y exactitud, en el 

rango de volumenes en que se emplea cada pieza. Los react-i

vos deben mezclarse en forma efectiva pero no des·tructiva. 

(10). 

E11 esencial comparar las-potencias del radioinnunoanfli 

sis y el bioanálisis de patrones conocidos y desconocidos -

de muestras b;ioli5g ica s, ¡:era determinar si el rad io_inmu no-

anal {sis mide únicamente el •a terial bio16g ico _ac.tivo, o 

tambien material inmunológico que da reacción cruzada (5). 

Durante los últimos ve in te años, los me todos de radio in

mu noa nfl isi s y la pir if icac ión de las sustancias marcadas -
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se han desarrollado enormemente, contribuyendo el progreso 

de la medicina y ctn especial de la endoé:rinolog1a (8). 

Existen muchas variaciones del clisico m€tDdo del radioin

munoanilisis; e.atas incluyen la pirificación y marcado del 

anticuer¡o en lugar del antígeno, o adici6n secuencial del 

ant'lgeno marcado, despies de alcanzar el equilibrio del -

anticuerpo y el antígeno desconocido (S). 

El radioinmunoanili sis se ha aplicado al anil isi s de -

hormonas polipéptidas1 otras hormonas no polipépticas 1dro

gas1 vitaminas, mcleótidos cíclicos, enzimas.virus, a_ntíg_! 

nos tumorales, pro te.ínas séricas y otras ¡roteínas y hapte

nos1 tanto 'en el hombre, como en otras esrecies· (11), 

~ continu'aci6n se enlistan algunas sustancias medidas 

po~ radio imn~noanili sis (11): 

Hormonas pituitarias (hormona de crecimiento), 

Hormonas coticrnica s (ganado tro pina. coriÓnica humana), 

Hormonas pancre4ticas (insulina). 

Hormonas calcitrÓpica_s (calcitonina)_. 

Hormonas ga strointes t inale s (ga str ina) • 

Hormonas de tejidos vasoactivos (angiotensinas). 

Hormona s tiro id ea s ( tiroxina)-, 

Esteroides (cor tico steroides). 

Aminas biol6gicas (serotonina). 

Drogas (depresivos del sis tema nervioso cenÚal); 

Vitaminas (cianocobalamina). 

Enzimas (tripsina). 

Virus (antígeno asociado a la he J8 ti ti s). 

Antígenos tumorales (antígeno carcinoembriogénico), 

Proteínas siricas (inmunoglobulinas), 

Otras (entero toxina estafilocóccica), 
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CUESTIONARIO, 

1. - Explique un meto do empleado para marcar proteínas radio

activamente. 

2, - De ser iba. la reacció~ de iodinación de una ¡roteína. 

3.~ tQue problemas se'presen~an en la producción del anti

suero empleado en el radio'inmunoanilisis? 

4.- ¿Cuil .es e.l criterio a seguir para elegir la especie a

nimal adecuada en la producción de antiCllerpos? 

5.- Señale algunas proteínas empleadas como acarreadoras, -

conjugadas con el hapteno. 

6.- ¿Que precauciones deben tenerse con el material radioac 

tivo? 

7.- ¿Cómo __ puede evitarse el daño producido en los reactivos 

involucrados en el radioinmunoanilisis, durante la in

cubación? 

8.- ¿En que consiste el anilisis inmunoradiometrico? 

9. - Explique la prueba radioinmunoab sorbente en -.Ípa pel. 

10. Mencione algunas desventajas de la técnica del· radioin

munoanili"si"s. 
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ENZIMOINMUflOANALISIS (EIA)' 

Engvall y Perlmann desarrollaron en 1971, un método 

inmu~ológico que utiliza el anticuerpo 1.1nido a una enzi

ma, con obj~to de localizar una gran variedad de sustan

cias -~ntígénica s., en tejidos o fluidos corporales (3). 

Los ~nilisis,que utilizan antígenos, ,aptenos o an

ticuerpos marcados con enzimas, se han. aplicado r~c ie_n t,! 

mente en la med!ci6n de sustancias en fluidos biológico& 

A estos anili sis se le han dado vario~ n9mbres como son: 

énzimo-inmunoanilisis (EIA), inm1.1noanilisis de 1.1ni6n 

enzimitica, inmunoanilisis de ~arcador enzimitico, inm1.1-

noanilisis de enzima acoplada, anilisis inmunoenzimitico 

y ,aniilisis utilizando inmunoabs'orbe~te y enzima unida -

(ELISA.). Existe un tipo de inmunoanilisis enzimitico ho

mogéneo, donde a dif,erencia de otros tipos de ~nilisis, 

no se requiere ·separación del material maréado, l~bré y 

unido, al cual se le ha llamado, técnica de inmunoanilisis 

de enzima:multiplicada (EMIT), o inmunoanilisis de inhib,! 

ción enzimitica (10). 

A continuación se hace referencia a la iecnica dé -

ELISA, que es la ~is util.izada .en la actualidad y oue. se 

basa en la capacidad '1Ue tienen los anticuerpos o antÍg,! 

nos de unirse a una enzima~ manteniendo el complejo form~ 

do tan to la ac t iv idad inmu no 16 g ica c·omo la e nz im~ t ica, -

siendo indispensable que el antígeno o el anticuerpo pue

dan acoplarse a. un soporte d_e fase sólida, pa_ra facilitar 

la se_paraci6n entre lo.s reactivos unidos y libres (3). 

De spue s de formar un complejo por incubación de los reac

tivos que particJran, se agrega un sustrato enzim'itico es 

pectf ico, que da como resultado un producto soluble de -

reacción, suscepitble de ser m_edido por .su densidad 6pti-
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ca, lo que proporciona el dato de la cantidad de anticuerpos 

o antígenos e.s pecíf ico s en el fluido de prueba (6). 

El ELISA se ha clasificado en anilis is homogéneos y he

terogéneos, de acuerdo a la separaci6n de los reactivos que 

participan. En los anilisis homogéneos, la enzima se conjuga_ 

con un hep teno, y cuando este _conjugado reacciona con un an 

ticuerp~, se modifica la actividad _enzimitica. Este tiro de 

an~lisis presenta la característica de no requerir separa-

cion entre 1~ porci6n unida y la porci6n libre, y se restri!_ 

ge al anilisis de sustancias con bajo peso molecular. En el 

anilisis heterogéneo, un paso esencial consiste en la se~a

raci6n d·e reactivos unidos con enzimas, de los reactivos li 

bres de-marca (5). 

·Existen una gran variedad de anilisis elaboradós a ra!. 

tir del fundamento del ELISA (2,10). 

Para de terminar an ticuer.ro s, se han clasificado los s_! 

guientes métodos (5): 

I. Metodo Indirecto.- Se utiliza rara-medir conjugados -

con enzimas marcadas con ·antiglobulina humana. El procedi-

m iento con sis te en: absorber el antígeno al plato, lavar, 

agregar suero con cualquier anticuerpo e s~ecíf ico que se 

acopla al antígeno, lavar, agregar la enzima marcada-con 

antiglobulina oue se acopla al anticuerpo, lavar y agregar 

sustrato •. La cantidad che sustrato hidroliza40, es .equiva

lente al anticuerpo presente. 

II. Mi todo Comretitivo.- El antígeno se arlica a la .fase 

s6lida; el conjugado de anticuerpo esr~cífico unido a una 

enzima se mezcla con la muestra problema oue pued.e conte

ner anticuerpos y se incuba con la fase s6lida, (!lle sel!, 

va po·steriormente, y se agrega el su·strato. La diferencia 

entre el sustrato degradado y el conjugado solo, mis la 

muestra, es rroporcional a la cantidad de anticuerpo en la_ .. 

muestra. 
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III. Método .Anti-IgM.- Este método es útil cuando el anti

cuerpo lgM se encu~ntra· en una gran \'lroporción en sl 'suero. 

Se efectúa, recubriendo la fase sólida con la globulina de 

un a nt is u ero fr e_nt e a IgM, el .suero de prueba se incuba con 

la fase sólida sensibilizada y se lava; se agrega~el antí

gem marcadQ con enzima y a continuación se añade el sustra 

to enzimático. La degradación del sustrato, es ¡roporcional 

a la cantidad· de a nt icu er pe;, IgM en la muestra. 

En la determinación de antígenos, se tienen los sigü-ien 

tes métodos (5): 

l. Método Competitivo.- En este análisis el anticu0erj,o es 

pecíf ico se une a la fase sólida, el conjugado antíg eno"':'en

zim.a se. mezela con la muestra: que pos:iblemente con:tiene.an-· 

tígeno, la mezcla ,se incuba en la fase sólida, s~ lava y se 

agrega el sustrato enzimático. La diferencia f!ntre .el sustr-a 

to degradado con el ·conjugado solo, y el conjugado mis la 

muestra, es proporcional a la cantidad de antígeno e,·n,la -
-~/:, 

muestra. 

II. Método del Em¡:aredado (Sandwich) con doble Anticuerpo.

El anticuerpo esrecHico se une a la fase sólida, la mues-

tra de prueba se incuba con la fa se sólida y se lava, el CO_! 

jug,11:dode anticuerpo específico unido a una enzima,, se incu

ba, se lava·, y se adi<:iona el sustrato enzimático. La d·egr_! 
1 

dación es por rorcional a la cantidad de antígeno en la mues 

tra. 

III. Metod9 de Inhibición.- El antígeno de referencia se u.ne 

a la fase sólida, el conjugado d.e referencia de anticuerpo 

es ¡:ecífico con enzima ,!;e mezcla con la muestra oue cot!tiene _ 

antígeno y se incuba con la fase sólida, se lava y se agre

ga el sustrato, La diferencia de la degradación entre las -

muestras del antígeno de r'eferencia con el conjugado· solo, y 

el conjugado más la muestra, es proporcional a la cantidad 

de a.ntíg eno en la mu es tra. 
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Tanto los antígenos como los anticuer¡os, rueden ser 

unidos covale~tenente a la fase sólida constituída por un 

material rarticulado (8), Se utilizan soportes de celulosa, 

de ¡x>liacrilamida, de nylon, de poliestireno, de rropile

no, de polivinilo, de vidrio microcristali-no, de hule si

liconizado y otros plasticos (2). Se ruede obtener una a!!: 

sorción pasiva satisfactoria en tubos, discos o microrla

cas y se ha observado roe el poliestireno y el ¡olivinilo 

pro ¡ore io 118 n les so ¡or tes ·mis adecuados (9), 

Las co nc:1 ic iones óptimas rara recubrir la fa se sólida 

_(¡:or ejemrlo: concentración del reactivo, tiempo, temre

ratura y pi), se deben determinar con titulaciones roe 

utilizan reactivos de referer.cia (2). El exceso ele reacti 

vo· ruede eliminarse, mediante lavado con Tween PBS; el m,! 

terial sensibilizado puede usarse ·inmediatamente o alma

cenarse en recipientes adecuados a 4ºC por perio,;los de mis 

de un año (10). La enzima utilizada debe tener una eievada 

actividad, un precio económico y ser accesible en forma 

pura. 

Se han emrleado Ullll gran variedad de enzimas, entre -

las cuales se incluyen la acetil-colinesterasa, la t,-D ga

J.ac to sida sa del c itocromo C, la -glucoamila sa, la glucosa

oxida sa, la ~-D glucuron ida sa., la lacta to-de sh ídrog ena sa, 

la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, la fosfatasa alcali

na, la lisoz:ima y la reroxidasa de rfbano (10), De ella.e, 

la fosfatasa alcalina y la reroxidasa de·rábano, _son fav.5!. 

ritas, y en es pee ial la última, ¡or su ba· jo co s to, por que 

es- fácil de con jugar se., ¡x>r su es tab i1 idad, y ¡-or (!U e actúa 

sobre una gran variedad de sustratos (9), 

Para pre J8 rar · lo s conjugado s, se u til izan agentes de 

unión cruzada, de los cuales-los más ¡o rulares son el gl~ 

taraldeh·~o y el periodato de sodio (5). Los conjugados 
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se C·O nserva n estables ¡:or muchos me ses y ha si:a tor ~ño s,d e 

¡:referencia en forma concentrada (Et). P-ara purificar los 

conjugados, se puede realizar la preciritaci6n por sales, o 

la.filtración de gel (9). 

La elección del sustrato en este inmumamlisis es cr1 

tico. Debe ser estable y soluble antes ydes¡ues·de la degr.!. 

dación, rec,i_iere ser barato, seguro. y fácil de.Ú,l!llr. Se em

plea,n su·stra tos e r?moge nico s que son incolo:i:'~ s·' ink ialme nte 

y fuertemente coloreados después de la degradación·~. En alg.!!_ 

DOS Ca SOS Se em¡:lean sustratos fluorogeniCOS que dan UD pr,2_ 

dueto fluorescente, y tienen la ventaja de proporcionar- un 

anilisis de alta sensibililad, como es el caso de la Dieti

lumbelifer ina (5). 

Un sustrato adecuado para la fosfatasa al'cal~na, es el\ 

f.o sfa to de p-ni trof enol. Para la pero_x ida sa se _~mpiean la 

o-toluidina y la o-fenilendiamina, que es el,. sustrato mfs 

adecuado (9). 

Con objeto de detener _la reacción, sé emrl:ea general-.,. 

mente NaOH, aunque se usan también H2so4 ~ fo1rm:alina, NaN3 , 

H2o2 .Y etano.l absoluto, entre otros reactivo .. s, de acuerdo 

al sustrato empleado (2). 

El .resultado de una Pf•ueba de ELISA, ·puede. determina!_ 

se visualmente o por medición fo tometrica. r 

Cuando se realiza u 1ill lec tJira visual, el re súl tado rue 

de reporta·rse como positiyo o negativo. Para anflisis me 

r.e~ieren una alta precis:id"n, el resultado debe leerse fo-

tomEfr icament e. Lo s resultados obten i~o s pueden ; e ¡or tar se 

de las siguientes formas (9): 

·1. Como . positivas o negativas de acuerdo a un nivel de ter 
\ . 

minado previamente con mue~tras negativas,.., 

2. Como un valor de absorbancia bajo condiciones d~fini-

das, inclµyendo muestras de referencia. 

3. Como un cociente del va-lor de absorbancia de i'a muestra, 

entre un grupo de inuestras -negativas co'nocidas. 
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4, Como punto final de la titulación, al realizar dilucio 

nes seriadas de la muestra, y probarlas por ELISA. 

S. Como una unidad, elaborand~ una curva·~atrón cop mues~ 

tras conocidas, 

Las ventajas del ELISA incluyen bajo costo, estabili

dad~~ los reactiv~s, seguri6ad, sensibilidad, rapidez, una 

manipulaci6n simple,especificidad, equipo de ficil acceso, 

la posibilidad de realizar_ mliltiples anUisis simultineame,!!_ 

te, permite automatizaci6n y no representa p~ligros de ra

diaci6n (10). Detecta rangos de nanogramo~/ml (4). 

La ténica de ELISA se encuentra en una eta~a inicial 

de desarrollo, pero esta logrando mucha popularidad e inte 

res. Deben evaluarse todavía muchas variJbles. (2). 
• 1 

Es de-suma importancia definir los conjugados. enzima

anticuerpo, en términos de la actividad enzimitica y de ~as 

propie_dades inmunol6gicas, como son las especificidades y 

afinidades de los anticuerpo·s; los sustratos deben compara!. 

se rigurosamente con materiale~ de referencia (7)~ 

Se ouede obtener reacciones falsas positivas por la -

presencia de facto res no específicos en el suero, que se unen 

a componente~ de la preparati6n cruda de antígenos (S). 
. ' . . 

Inicialmente, este inmuno•nilisis se utiliz6 principal

mente en el irea de enfermedades infecciosas (9). 

Se han estudiado anticuerpos frente a bacterias como~

Salmonella, Vibrio cholerae, Escherichia, coli, Brucella 

·abortus, Yersinia enterocolít ica, ·Neisser~a gonorr.hoeae, Nei 

sseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium t~ 

berculosis, Mycobacterium leprae y Chlamidiae, Se han deter

minado antígenos de Sterptococcus ··pneumoniae, de Haemoph'ilus 

influenzae, de Nei~seria meningitidis, y los antígenos "O" 

de Brucella y Salmonella. El ELISA a permitido medir la res 

puesta humoral a la vacunaci6n de difteria y tétanos~se han me 
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dido tambiifo las enterotoxinas ·estafilococcicas y el Tre

ponema pallidum (9)~ 

En miclogía e·sta técnica se ha utiliz_ado para deter

minar anticuerpos frente a Aspergillus y Candida; se ha 

aplicado en el diagnostico de micetoma y para determinar 

aflatoxina B· (9), 

El ELISA-se empiez~ a usa~ en el inmunodiag~osticode 

enfermedades virales, y yá se han realiztdo estudios para 

virus -de rubeola, citomegalovirus, grupo herpes, rotavi-

rus, virus de la influenza A y B, virus sin~itial respit~ 

torio, virus de la parainfluenza, adenovirus, virus de v~ 
ricella-zoster, virus del sarampión, arbovirus, virus de 

la hepatitis By otros (1)~ 

Se han desarrollado estuidos de enfermedades fatasit! 

rías tales como la malaria, la esquis~osomiasis, la 1~iEh

maniasis, la toxoplasmosis, la" amibiasis invasiva, lá on 

cocercosis, la ·enfermedad del quis1:e hidatiforme, la. equin~ 

co~osis alveolar, la triquinosis y la toxocariasisr(6). 

_En el irea de hormonas, se ha aplica_do el ELISA en la 

determinación de gonadotropina corionica, el lactogeno pl~ 

cen·tal humano, la insulina, las hormonas tiroide.a.a y los 

estrogenos entr~ otras (10). 

Esta t&cnica se ha empleado en la d~teccion de drogas 

tales como el metrot.exato, la digoxina y drogas aritiepiUJ!. 

ticas (9). 

Se han estudiado por el ELISA, componentes del suero, 

con son los anticuerpOB lgG, ·IgM e IgE, la ferritina,. La 
· •.. 

o(- 2 haptoglobina, el factor VIII, el fibrinogenó y otros 

(5). Tambi&n se han medido los niveles de proteínas oncofe 

tales, como es el caso de la .o(-f•etoproteina y del antÍg!_· 

no carcino-embriog&nico (10). 

En el campo de las enfermedades autinmunes, há .sido 

utilizado el ELISA en la medición de complejos inmunes,d~l 

factor reumatoide, anticuerpos anti-actina y otros (Si, 
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Otras aplicaciones del ELISA se han desarrollado en el 

area veterinaria y agrícola (9). En vete,;inaria se ha'n est.!!_ 

diado por este método la tuberculosis, triquinosis, brucel~ 

sis. cisticercos~s, enfermedad del virus de Newcastle, tri

panosomiasis· y otras enfermedades (6). En el campo agrícola 

se han analizado gran cantidad de virus, como son el virus 

mosaico de 1la manzana y el pepino, virus de la papa A y Y, 

y muchos otros (1). 

Se espera que en un futuro próximo, el ELISA se ·utiliza 

ra pata investigar también alimentos contaminados por toxi

nas y contaminación ambiental (9). 

CUESTIONARIO 

l. ¿Cómo puede separarse la fracción inmunoglobulina del 

antisuero, con objeto de utilizarla en el ELISAt 

2. Explique como se efectGa la unión, en la preparación de 

un conjugado. 

3. ¿Cóm~ debe realizarse la determinación de la fuerza del 

conjugado? 

4. ¿Que variables de la fase sólida deben ser evaluadas? 

S. Describa.el procedimiento que debe seguirse para evit~r 

que ci"ertos materiales presentes en la muestra se adhieran a 

la fase solida en forma inespecífica. 

6. Mencione dos sustratos sobre los cuales actGi la enzima 

peroxidasa. 

7, ¿Que parámetros crítico·s deben vigilarse en la realiza

ción del ELISA? 

8. Esquematice la técnica del método competitivo para antí 

geno del ELISA. 
. 

9. ¿Que ventajas presenta el ELISA en comparación con ~1 

radioinmunoanálisis? 

10. ¿Cuál es la importancia de la aplicación del ELISA en 
'"' 

el campo agrícola? 
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ORGANIZACION DE UN LABORATORIO DE INMUNOLOGIA ~LIN~CA 

El campo de la inmunología ha progresado notablemente 

durante los últimos.años, y se han efectuado avances sign.!, 

ficativos, no sólo en la comprensión de los mecanismos bi

sicos de la tespuesta inmune, sino también en sus aplicaci~ 

nes en la prictica medica. 

Históricamente hablando, las aplicaciones de la inmuno 

logía a nivel de laboratorio, se desarrollaron inicialmente· 

en las ireas de serología de la enfermedades infecciosas y 

mis tarde, en el banco de sangre. En años recientes, este -

campo se ha ampliado notablemente y·sus implicaciones pric

ticas, ahora se extienden a varias ireas clínica~ que inclu 

yen: reumatología, dermatología, nefrología, enfermedades 

alérgicas y de hipersensibilidad, cardiología, neurología, 

pediatría, gastroenterol?gía, y finalmente otros dos campos 

mayores que. son: transplantes e inmunología del cin'cE!r. Los 

laboratori.os clínicos, se enfrentan con problemas crecientes 

para proporcionar servicio en las ireas antes mencionadas, ya 

que ha aumentado el número de pruebas de laboratorio, para 

el diagnóstico y manejo de enfermedades clínicas con impli

caciones inmunológicas. El crecimiento de esta ireal esti -

dando lugar !'- la aparición de un grupo dt! científicos y ·te.!:_ 

nicos de laboratorio, con _interés primordial en las pr~ebas 

inmunológicas. Por ahora, estos individuos y lás pruebas in 

munológicas se en~uentran en muy diferentes laboratorios clí 

nicos, como son el de microbiología, sero~ogía, banco de 

sangre, hematología, química clínica e histopatología. Se e~ 

ti trat·ando ahora entre los centros médicos, de crear un la

boratorio bien definido de inmunología clínica, por·lo cual 

se requiere desarrollar ciertos lineamientos para su organ.!, 

zación. 
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ORGANIZACION PROPUESTA 

Las pruebas generalmente consideradas, en el laborato 

rio de inmunología clínica, incluyen varias técnicas de in 

munoprecipitación, inmunomicroscopía, técnicas de aglu.tin,! 

ción, pruebas para proteínas séricas, incluye~do los com-

ponentes del complemento, pruebas de histocompatibilidad o 

tipificación de tejidos, pruebas para la inmunidad celular 

y procedimientos que utilizan materiales radioactivos. Las 

áreas de un laboratorio·s de Inmunología, pueden ser dividi 

das en la siguiente fo~ma: 

a). Area de Inmunología General. 

b). Area de Inmunología Celular. 

c). Area de Pruebas de Histocompatibilidad o Tipifi-
cación de Tejidos. 

d). Area de Trabajo con Material Radioactivo. 

Posiblemente, la más iuportante consider~ci~n en el ma 

mejo de estas áreas, está relacionada con el ~ontrol de ca

lidad, que i'ncluiría la calidad de los reactivos e instrume.!!_ 

tos, la selección del procedimiento para determinada prueba, 

especímenes de control positivos y negativos, estándares, c~ 

lección y conservación de muestras, procedimientos de segur! 

dad, procesamiento de datos, interpretación y repprte, dis-

tribución de las áreas de trabajo, y contabilidad de costos. 

AREA DE INMUNOLOGIA GENERAL 

Esta área, debe ser designada para realizar pruebas ta

les como son las técnicas de inmunoprecipitación, .inmunomi

c·roscopía comprendiendo reactivos fluorescentes y enzimas -. ,. 
marcadas, análisis de proteínas sericas, incluyendo aquellas 

para los componentes del complemento, y las pruebas y proce-
' dimientos de aglutinación. El espacio, equipo y pe~sonal de 

esta unidad, va a depender de las necesidades de determinada 

institución. 



- 218 -

En esta área pueden realizarse otras pruebr.s se:t:ol6g.!_ 

cas, para diagnosticar enfermedades infec_cioaaa·~o infec

ciosas. Entre las más comunes están aquellas relacionadas 

con la detecci6n de anticuerpos circulantes en varias enfer 

medades autoinmunes. 

La prueba de inmunofluorescencia ~ndirecta, se incluye 

para vari~s anticuerpos antinucleares, ~nticuerpos.mitoco~ 

driales, inticuerpos de mGsculo liso, anticuerpo' localiz~ 

dos en la membrana basal de la piel, y varios otros autoan 

ticuerpos, 

Las pruebas de inmunofluorescencia directa, se realizan 

en biopsías de tejidos, y son importantes e~ el estudio de 

enfermedades renales, de hígado y de piel, 

Las técnicas de inmunoprecipitaci6n, incluyen la deter 

minaci6n de i-nmunog~ulinas .en suero, determinaci6n de los 

componentes del complem·ento, medici6n de varias proteínas 

séricas como son la ceruloplasmina, la o( 1-antritripsina·, 

la proteín~ C reactiva y .muchas otras. Las técnicasºnefel~ 

métricas están reemplazando gradualmente las técnicas dé in 

~unodiiusi6n radial; en muchos. laboratorios clínicos, los 

procedimi~ntos inmunoelectroforéticos se realizan principa! 

mente,para caracterizar las gamopatías monoclonales. 

Un prototipo de las técnicas de aglutinaci6n, es la 

prueba de aglutinaci6n con eritrocitos tanados, para losan 

ticuerpos frente a tiroglobulina y los anticuerp~s microso

males .. ; 
/ 

AREA DE INMUNOLOGIA CELULAR 

(UNIDA~ DE CULTIVO DE TEJIDOS) 

En el ~rea de Inmunología Celular, se realizin pruebas 

r_elacionaáas con la evaluaci6n de la inmunídad mediada por 

células, Incluye la prueba de_la transformaci6n blastoide 

del linfocito con aitógenos y antígenos apropiados, la - -

prueba de i~hibici6n del factor de migraci6n, cuantificaci6n 

de células T y Ben sangre periférica y en tejidos linfoide, 

pruebas "in vi~ro• para estudios de la citotoxicida¿ del li~ 
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foc~to contra varias cilulas blanco, pruebas de la qu~mota

xis del monocito, y otros procedimientos tales como la pru.! 

ba de inhibición de la adherencia del leucocito evaluada en 

la detección de inmunidad humoral,Y las pruebas de rosetas 

para identificar marcadores característicos de los linfoci

tos, y poderlos separar para investigaciones posteriores. 

Esta área requiere de un c.uarto de esteril,idad adecua

do para el cultivo de tejidos involucrados en el trabajo. 

Para eyitar peligros de con~aminación, este. cuarto de

be tener algGn sistema como sería la luz U.V. sobrecale~ta

da, un sistema de presión de aire positivo con filtros ade

cuados y flujo laminar. Debe tener tambiin, incubadoras· de 

cultivos, y otro equipo estándar para esas operaciones. - -

Idealmente, el atea ~e cultivo ~e tejidos, debería di•idir

se en dos partes: una.¿:,ara estricto trabajo estiril y otra 

para realizar cultivos rlpidos, pr·eparar reactivos y proc.! 

sar muestras para evaluaciones finales, que no requieren es 

terilidad .rigurosa. 

El -estud'io de la Inmunidad Celular es importante en la 

evaluación de pacientes con deficiencias primarias o secun

darias, con enfermedades autoinmunes, con síndromes·de hi

persensibilidad retardada, con enfermedades malignas, espe

cialmente en· aquellos que sig~en un programa de inmunotera

pia y pacientes con transplantes, cuya· inmunosupresión debe 

ser monitoreada. 

AREA DE PRUEBAS DE HISTOCOMPATIBILIDAD O TIPIFICACION 
DE .TEJIDOS. 

Las pruebas de·histocompatibilidad~ son un servicio de 

tipo especializado eseucial para instituciones que ilevan a 

cabo programas de transplantes. Otro import~nte campo_de.a-5:. 

tividad para esta área del laboratorio, es el estudio de as~ 

ciaciones de enfermedades que se están investigando actual-
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mente. Por ejemplo, se ha establecido que en el caso de es

pondilitis anquilosante, existe asociación con HLA-B27~ y 

es esta una prueba comunmente solicitada. 

Otra importante aplicación de la prueba de ~ntígeno 

de linfocitos, se encuentra en el campo de las pruebas de 

paternidad. En afios próximos, esta seri defihitivamehte im 

portante aplicación de las pruebas de histocompatibilidad. 

AREA DE TRABAJO CON MATERIAL RADIOACTIVO 

Los anilisis que utilizan material radioactivos, tales 

como el radioinmunoanilisis para varias hormonas y ot.ras. SU.!_ 

tancias, c~mo el antígeno de la hepatitis B, la inmunoglob.!!_ 

lina E, el antígeno carcinoembrioglnico, la o( -fetoprote! 

na y muchas otras, representa~ un·irea de ripido -crecimiento 

en el laboratorio clínico. 

En muchas instituciones, estas tlcnicas se realizan en 

varios departamentos de laboratorios clínicos que incluyen 

&ndocrinología, química clínica y radiología. Como estas tlc 

nicas son esencialmente inmunológicas por las reacciones an

tígeno-anticuerpo que involucran, se deben ~insiderar como 

parte integral del laboratorio de Inmunología. Por ser estas 

tlcnicas reproducibles, muy sensibles, específicas y permi

ten el anilisis de un gran n6m~ro de muestras, estin ree~pl~ 

zando los biÓanilisis normalmente empleados. Actualmente se 

han automatizado varias tlcnicas de radioinmunoanilisis y es 

posible conseguir el equipo nece~ari~ para efectuar dichas 

determinaciones. 

En afios recientes, se han desarrollado inmunoanilisis -

con enzimas marcadas para la determinación de varías sue~a~ 

cias, y actualmente se estin estableciendo para reempleu,pa~ 

te de los radioinmunoanilisis a nivel de un laboratorio clí

nico. 
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CONTROL DE CALIDAD 

Cada laboratorio de Inmunología, debe en cualquier mome~ 

to estar capacitado para demostrar y documentar su habilidad 

en la realizaci6n de las pruebas que proporciona como servicio 

de laboratorio clínico, Se sugiere, qu• aproximadamente un 20 

a 25% del esfuerzo total del. laboratorio, debe estar dirigi'

do a realiztr pruebas de control de calidad, de éspecímenes, 

tales como los e~tindares, ~ontroles positivos y negativos, 

E~ la segunda Conferencia de Pruebas de Contro~ de Cali

da~, llevada a cabo por el Consejo Nacional de Servicios de 

Laboratorios de la Salud, se delinearon algunas característi

cas del laboratorio de inmunología clínica, que afectan direc 

t.amente el control de calidad •. Estas incluyen: 

1. Inaccesibilidad de estindares ·físic~s requeridos para la 

mayoría de las pricticas.en este campo. 

2. Muchos de los datos generados por estas pruebas, son cua 

litativos y no dimensionales, 

3. La marcada necesidad de educaci6n para entender y aplicar 

los datos obtenidos por estas pruebas, especialmente a nivel 

clínico. 

4. El amplio rango de diversidad en esta irea, que se extie~ 

de desde las pruebas serol6gicas de la sífilis, hasta estudios 

funcionales de cilulas ~ y B. 

El control.de calidad en el laboratorio de inmunología -

sirve no solamente parJ conocer requerimientos reuglatorios~ 

sino tambiin como herramienta de educación. 
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~QUIPO MINIMO REQUERIDO EN UN LABORATORIO 

DE PRACTICAS DE INMUNOLOGIA, 

Baño a Jemperatura Constante, 

Cima~a de Electroforesis. 

Fuente de Poder de Corriente Estabiliz~da (6mA y 100-200 

Volts), 

Centrífuga (hasta 4 000 rpm), 

Colorímetro Coleman Jr. 

Estufa con Temper•tura Constante. 

Microscopio ~e .Luz (con objetivos de lOX, 40X y lOOX). 
1 
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL MANU~L. 

Ac. 

A~. 

c'. 

CFA. 

C'HSO. 

CIEF. 

E. 

EAC. 

EIA. 

EID. 

ELISA. 

FAN 

GRC. 

IF. 

lg. 

MEM. 

ML 

NAT. 

Nt;. 

RIA. 

TBS. 

WHQ. 

Anticuerpo. 

Andgeno 

Complemento. 

Cilulas formadoras de anticu~rpos. 

Complemento total 50% hemolítico. 

Contrainmunoelectroforesis. 

Receptores para eritrocitos d~ borrego en los 
linfocitos T. 

Receptares para el complemento en_ .. los linfoci
tos B. 

Enzimoinmuñoanálisis. 

Electroinmunodifusi6n. 

Análisis ui~lizando·inmunoabsorbente y·enzima 
unida. 

Factores anti-nucleares. 

Eritrocitos de carnero. 

lnmunofluorescencia. 

lnmunoglo'bulina. 

Medio mínimo esencial de Eagle. 

Mononucleosis infeccionsa. 

Ni trÓazul .. de te trazolio. 

Núcleos de timo. 

Rad ioinmunoanáli si ·s. 

Soluci6n amortiguadora de trie.tanolamina salina. 

Organizaci6n Mundial de la Salud. 
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