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INTRODUCCION 

La Inmunología ha avanzado en tal forma en las dos Ilti 

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

contribuir. A medida que una cantidad masiva de nuevo mate—

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

corriente de todos los progresos en las investigaciones desa 

rrolladas. 

Este manual ha sido diseñado con el objetivo de que eI 

alumno de la carrera de Q.F.B., se familiarice y practique 

varias técnicas inaunológicas básicas, cuyo dominio es impor 

tante por los múltiples avances y aplicaciones que esté te—

niendo este campo en la actualidad, en diversas institucio-

nes hospitalarias y de investigación, y por su estrecha reía 

ción con otros cursos que se imparten en la licenciatura, ta 

les como Inmunología General, Hematología, Análisis Clínicos 

Bacteriológicos, Virología, Química Legal y Vitaminas y Hor-

monas entre otros donde quedan incluídas varías determinacio 

nes inmunológicas. Ha sido desarrollado ro.,"e- i 	 prác 

tico del curso de Inmunología Aplicada.-Se describen aquí, 

técnicas que son producto de la contribución y experiencia 

de los profesores que han impartido e imparten los cursos. 

Las prácticas establecidas en este manual incluyen va-

rios puntos que han sido desarrollados con objeto de facili 

tar el trabajo, comprensión, aprovechamiento y desarrollo de 

habilidades técnicas y científicas por parte del alumno. Es 

tos puntos son: 

El objetivo, que porporciona al alumno información sobre 

las finalidades que se persiguen con la práctica 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. subrayan 

do ciertas condiciones importantes en su ejecución, se ana-

liza su sensibilidad comparándola con otros métodos inmuno-

lógicos 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 pasas oue se requieren reali 

zar en la prueba. 

La tecnica propiaziente dicha, que incluye los 7EaCti--

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 que 

requiere para elaborarla, y puede solicitarlo con anticipa-

ción; el profesor repasa rápidamente qué reactivos se nece-

sitan, y reconoce aquellos que requieren preparación previa, 

y el personal encargado del equipo. lc  tiene listo para su 

uso antes de que los alumnos realicen la práctica. La meto-

dología explica en forza crdenada, cada uno de los pasos que 

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

puntos que representan 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 reportar en forma ordenada los mismos. 

El cuestionario, que permite ejercitar y enfocar la aten 

cían del alumno en la técnica desarrollada, pues contiene -

preguntas que requieren para su respuesta, análisis, criterio 

e investigación previa del tema tratado. el cual necesita ac-

tualizarse periódicamente. 
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La discusión, que analiza las ventajas, desventaili n 

y limitaciones de la técnica, ciertas condiciones y cui- 

I. t- 141,,, lallUll je id misma, 

así como la utilirliA A. .us  

La bibliografía, que permite profundizar en los te-

mas tratados, al proporcionar información general y espe 

fícia para realizar investigaciones posteriores. Como cons 

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 actualización del manual. 

Este ■anual comprende ocho capítulos, entre los cuales 

han quedado convenientemente distribuidls las prácticas, e 

incluyen: 

1. Principios Fundamentales del Trabajo de Laboratorio.-

Aquí se establecen las condiciones para dese=pe,l,ar el traba 

jo en el laboratorio, evitando los posibles peligros de ac-

cidentes, y realizar las prácticas correctamente. 

II. ItimunobematoIogía.- Comprende la Prueba de Identifica-

ciiin de Secreteres, la Técnica de Elución, las Pruebas Cru-

zadas y la Prueba de la Antiglobulina de Coombs, todas uti-

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

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

campo, ya que tienen otras aplicaciones. En este capítulo 

deben quedar incluidas también las tipificaciones de los gru 

por sanguíneos ASO, lb y otros anticuerpos irregulares, pe-

ro en la actualidad estas determinaciones se realizan en los 

laboratorios de Inmunología General \• Hematología, por lo 

que no se incluyen en este laboratorio que comprende temas 

tan variados. 



III: CrImpimeotn_ - f. te capítulc comprende dos pruebas bá-

sicas que son la Determinación Cuantitativa del Complemen- 

tO 	lotal J v ti Hemuli .• . 

la "Tizulazí5n dr 1-",..rpne 

A C rom-1..mento apli-

anri-Nueleares". 

Existen muchas determinaciones relacionadas con los compo-

nentes del complemento, que por ser más específicas no han 

quedado incluidas en este manual. 

IV. Linfocitos.- Comprende la Inmunocitoadherencia, la Se 

paración de Linfocitos T y B en Sangre Periférica y la Cuan 

tificación de Células Formadoras de Anticuerpo, todas deter 

minaciones que requieren ser dominadas por el alumno, para 

facilitar su comprensión de la importancia que tienen estos 

aspectos de la Inmunología. 

Y. 
	 In n.r. ,mnrruan se 

tratan metodología' de precipitación y aglutinación. Quedan 

aquí incluidas, la Contrainmunoeléctroforsis, La Electro-

inmunodifusión y la Nemaglutinación Indirecta. La técnica 

de Precipitación Cuantitativa no ha sido desarrollada en es 

te manual, debido al tiempo nue requiere su ejecución. sin 

embargo, seria conveniente discutirla 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 para la 

determinación de las Reacciones Febriles, >a Preparación de 

una Autovacuna Bacteriana de aplicación terapéutica, la Fa-

gocitosis de Nitroazul de Tetrazolio para el diagnóstico de 

Mononucleosis Infecciosa. Cada una de estas pruebas enfocan 

importantes aspectos de la respuesta inmune v su utilidad 

diagnóstica. 

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

des de los modernos inmunoaallisis que utilizan reactivos 



marcados con compuestos fluorescentes, radioactivos y enzi 

míticos, que por requerir equipo y reactivos muv sofistica 

dos, aün no están a disposición del laboratorio de enseñan 

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

sitas a instituciones dende se llevan a cabo estas pruebas, 

para que el alumno pueda familiarizarse con la instrumenta 

ción y les procedimientos empleados. 

VIII. Organización de un Laboratorio de Inmunología Clíni-

ca.- En este capitulo se describe como debe funcionar un la 

boratorio de Inmunología Clínica moderno, qué determinacio 

nes deben quedar incluidas en cada área del mismo, y se sub 

raya la importancia del control de calidad en este laborato 

rio, analizando algunas dificultades que presenta este con-

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

En la selección de los tesas y su numero, se ha tomado 

en consideración la duración semestral del curso, y el tics 

po de cuatro horas semanales del cual se dispone para llevar 

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

rando un grupo de cuarenta alumnos, pero coso esta cifra es 

tí sujeta a variaciones, la formación de equipos de trabajo 

con un determinado número de alumnos, se debe establecer de 

acuerdo al criterio del profesor, en cuanto a la cantidad 

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

boratorio. 

En ciertas técnicas, por indicación del profesor, el 

alumno debe dedicar tiempo extra para preparar previamente 

ciertos reactivas y condiciones de trabajo, o para realizar 

lecturas posteriores de las pruebas que así lo requieren. 

Es importante hacer notar que este ■anual no está res-

tringido en su uso como ejercicios del laboratorio de Inmu-

nología Aplicada, ya oue las técnicas incluidas en él, pue- 
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den aplicarse en laboratorios clínicos y de investigación, 

proporcionindose bibliografía para quienes deseen profundi 

zar más: en los temas expuestos. Estamos concientes de que 

el manual debe estar sujeto a una revisión constante, para 

tener un manual actualizado. 



- 

PRINCIPIOS FUNDAMENTALES DEL TRABAJO 1E LABORATORTo 

Además de realizar lo mejor posible los distintos anl 

lisis de laboratorio, el alumno debe recordar constantemen 

te las posibles causas de accidentes, los eventuales peli-
lt.:ha y las maúllos más eficaces para disminuir las probabi 

lidades de lesiones y daños materiales. 

Los posibles peligros en el trabajo de laboratorio son: 

a) incendio o explosión 	al utilizar solventes infle 

1 
	

sables. 

f. 
	 b) Reactivos venenosos, corrosivos y cáusticos. 

e) Quemaduras y escaldaduras, incluyendo choques elét 

tricos. 

d) Laceraciones por vidriería rota, cuchillas de mi-

crotomo, etc. 

e) Infe¿ciomes, virosis o parasitosia. 

f) Mordeduras de animales. 

g) Peligros de radiación. 

Por lo tanto, deben tomarse medidas de seguridad al res 

pacto. dependiendo del tipo de material, reactivos y técni-

cas que se van a utilizar ea determinada práctica. 

El alumno debe cumplir los siguientes requisitos para 

realizar el trabajo de laboratorio con precaución: 

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

lavada después de cada 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 laboratorio, lavar las 

manos con jabón o solución, desinfectante. 
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4. 	No colocar en la boca ni dedos, ni plumas y lápices; 

las etiquetas se mujan Lora agua, no con saliva. 

]. 	No se deben introducir ni alimentos. ni  bebidas al la 

bordtorio y no se debe fumar. 

6. El área de trabajo debe estar libre de materiales ex-

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

equipo o material de vidrio no necesarios. 

7. El área de trabajo que pueda presentar contaminaci6n 

biológica, se debe desinfectar al iniciar y finalizar el 

experimento, para no contaminar accidentalmente a otros que 

utilicen el laboratorio después. 

8. Los frascos de solvente que permanezcan sobre la ■esa 

del laboratorio, deben contener la menor cantidad posible 

para les necesidades del trabajo. 

9. Antes de abrir un frasco de cualquier solvente inflama 

bis, se verifica que no se encuentre en un radio de tres ■e 

cros ningún mechero prendido. 

10. Los solventes inflamables no deben usarse en lugares 

cerrados, en donde los vapores pueden acumularse hasta for 

mar con el aire mezclas explosivas. 

11. Las soluciones que contienen solventes, nunca deben ca 

lestarse sobre mechero Bunsen. 

12. El mechero Bunsen debe estar limpio, pues de lo contra 

rio pueden producirse incendios en caso de inflamarse el cho 

rro interno de gas, fundiéndose el tubo de hule y prendiéndo 

ad P1 rsni ne  de :at _ 

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

fuga, la cual se puede localizar usando agua jabonase. 

14. Los bitios de agua de acero inoxidable con calentamiento 

eléctrico, deben trabajar preferentemente con agua destilada 

para evitar los cortos circuitos por oxidación. 
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15. Al verter ácidos tuerces para nacer di -IuLiuneb, jrIrcu 

usarse guantes de caucho; para evitar quemaduras se debe 

verter lentamente, empleando frascos con picos vertedores. 

Para transferir ácidos fuertes, a forma más adecuada es em 

plear alguna de las distintas bombas de plástico que exis-

ten en el mercado. Siempre debe añadirse el ácido al agua, 

mezclando frecuentemente. 

16. Para preparar soluciones de bases fuertes, deben tomar 

se las mismas precauciones que para los ácidos fuertes. 

17. Todos los frascos de laboratorio deben rotularsecorrec 

Lamente, particularmente en el caso de soluciones de compues 

tos venenosos. 

18. Cualquier manipulación que produzca un vapor tóxico. de 

be realizarse bajo la campana. 

19. Nunca se debe manejar cristalería u otros objetos con 

las manos desnudas sino tiene la certeza de que estén fríos. 

Se debe disponer de equipo para un manejo seguro de los uten 

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 evitar una proyección. El verter 11 

quidos calientes en recipientes fríos, puede provocarla rup 

tura del vidrio y derrame del líquido. Cuando se utilizan 

frascos con pared delgada, siempre debe utilizarse una tela 

metilica con asbesto. y para disminuir el peligro de provee 

cidn por ebullición violenta, deben agregarse canicas de 

uuetzu U pírjtma je 	L 	el ie.-Allté.7.,Z€, ruca daca 

tentar. 

21. Cm aparato eléctrico nunca debe ser manejado con las asa 

nos mojadas, o estando de pie sobre un piso húmedo. Las co-

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 aparatode 

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

cho. En una centrífuga. los tubos soportan fuerzas conside 

rabies; ni 	h..ndiel^s o fisur2dos, ne rcmperán a ven, 

cidades muy pequeñas. Los tubos de centrífuga de todos ta-

maños deben ajustar lo mejor posible a los portatubos de me 

tal; los tubos de fondo redondo resisten mejor que los cd-

nicos y para velocidades muy altas se necesitarán tubos de 

plástico. 

23. Si se intenta transportar varios aparatos 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 microbfol6gico depende de la naturaleza dalos 

microbios y de lo depurado de le técnica. Algunas bacterias, 

por ejemplo las brucelas, tienen un poder infectante tan ele 

vado que aún con una buen& técnica persiste cierto peligro 

y pueden necesitarse ciertas precauciones adicionales como 

la vacunación.. En casi todos los casos, una buena técnica 

basta para garantizar la seguridad. 

25. No se debe tirar ningún residuo de material infectante 

en eI lavadero. El instructor de laboratorio debe proporcio-

nar recipientes para desechar dicho material, así como tam-

bién charolas para colocar pipetas r portaobjetos con mate—

rial contaminante. 

26. Si se derraman cultivos en la mesa o en el pi4o, 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. 



Si un animal ha sido inyectado con material patológicoy pro 

duce una lesión por mordedura o arañazo, debe reportarse de 

inmediato y tratarse como es debido, cualquier herida por 

veaurña que sea. 
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INMUNOHEMAIDLOGIA 

La inmunohematología es la subespecialidad más antigua 

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

dois observa que lob eritrocitos de especies animalesdistin 

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

dad donde se descubrió un mecanismo inmunológico implicado 

en la patología, fue la anemia hemolítica autoinmune. 

Las transfusiones sanguíneas, anteriores a 1900. gene-

ralmente ocasionaban la muerte de los receptores; Landsteiner 

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

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

conocimiento de los sistemas antígeno-anticuerpo del sistema 

sanguíneo, que se encuentran bajo control genético y tienen-

implicaciones bioquímicas. inaunológicas y antropológicas. 

Los tejidos de cada individuo en una población exoalmica 

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

nos, que hace imposible el trasplante de tejidos de una perro 

na a otra. cuando el receptor es inmunológicamente competen-

te. Afortunadamente la complejidad antigénica de los eritroci 

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

te la posibilidad de transfundirlos sin utilizar terapia inmu 

nosupresora. Se han descubierto cerca de 300 antígenos sanguí 

neos, de los cuales aproximadamente 50 estén presentes en gran 

des cantidades. 

En general. las aplicaciones prácticas de la aerología de 

los grupos sanguíneos, se puede clasificar así: 

i. 	Transfusión de sangre. 

a) Tipificación de grupos. 

b) Determinación de compatibilidad. 

c) identificación de anticuerpos encontrados en pruebas 

de compatibilidad. o después de reacciones transfu--

*tonales. 
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?. 	Dicg:Istico y itacamiento de la enfermedad hemolítica 

del recién nacido. 

3. 	Investigación d. rgeientes 

ca adquirida. 

La tipificación de sangre, las pruebas de corpatibili 

dad y los procedimientos inmunohematológicos son las técni 

caz mía usadas. En la mayoría de los hospitales, las nece-

sidades técnicas del servicio de transfusión están limita-

das a obtener sangre compatible para los pacientes. 



- 14  

IDENTIFICACION DE SECRETORES. DETERMINAC1ON DE 

GRUPOS SANGUINEOS 

Objetivo: 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 sanguíneos. 

Evaluar las propiedades de las lectinas, aplicándolas 

en la determinación de secretores por inhibición de la hes* 

glutinación, 

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

guineos no sólo se presentan en los eritrocitos,m:cha,atras 

células contienen estos antígenos en su membrana (8). Los 

antígenos A, B y H existen en dos formas: a) glicolipidos so 

lublea en alcohol que se encuentran en la membrana de los 

eritrocitos y otras células del organismo. con excepción de 

las del cerebro, y que no esti(n presentes en secreciones y, 

b) polisaclridos hidrosolubles, que se extraen fácilmentede 

los eritrocitos de secretores (6). 

Se presentan diferencias en la concentración de las sus 

tendías liposolubles en los distintos órganos. Las concentra 

clones más elevadas se han encontrado en las glándulas subma 

Jalares, en el esófago, en el estómago. en el páncreas y en 

la vesícula. Se encuentran cantidades menores en las glándu-

las parótidas, suprarrenales. pulmón. hígado y riñón. Final-

mente, se han observado trazas por ejemplo en testículos y 

en el bazo (7). 

Las sustancias A. IS y H de secreciones se han encontra-

do en secreciones normales como son la saliva, el jugo gás-

trico, bilis, orina, fluido amniótico y sudor, ami como en 

secreciones patológicas. como los fluidos pleural, perirar- 
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dial, de ascitis, hidrocele y fluido pseudomicinoso de quis 

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

El fenómeno de secreci6n es una característica mediada 

por el control directo de un par alelico de genes Mende:'.-

nos; Se es el gene secretor y se el gene no secreter. El g 

ne Se es dominante y cuando esta presente en estado homo-' 

gato o heterocigoto, presenta la capacidad de se ietar las 

sustancias A, B o h hidrosolubles , dependiendo del grupo san 

guineo del individuo (10). 

Los no secretores están representados por el grupo ho-

mocigoto con genotipo sese. 

Este es un sistema independiente de genes sin unión con 

los genes ARO, pero si con una intima asociación (4). 

Entre europeos y americanos, la frecuencia de los secre 

torea oscila entre un 77 y 78%, y los no secretores constitu 

yen un 22-231 de la población. La Gnica excepción son los in 

dios norteamericanos y los aborígenes australianos (8). 

Fue Schiff en 1927, quien demostró que la reacción de he 

teroaglutinación de eritrocito' humanos grupo A o A
l
8, absor-

bidos con suero bovino, se inhibía específicamente por sali-

va humana de secretores del grupo 0 (7). 

Watkins y Morgan en 1948 dividieron el antisuero de se-

cretores en dos grupos. Los que se inhibieron por las sustan 

cies probadas se designaron sueros anti-H, y la sustancia co 

rrespondiente se designó como sustancia H, para enfatizar 

que esta no era producto del gene O, y para establecer que 

era inmunológicamente distinta de cualquier sustancia entro 

citica (7). 

El estado de secretor se puede demostrar por )a precipi 

taci6n directa, que es un método relativamente insensible, 

no aplicable a pruebas de rutina por requerir de un antisue- 



ro muy potente, como sería el heteroantisue ro de conejo Tren 

te a eritrocitos humanos, o el 	h.,mano inmune 

(11). 

También se demuestra por la inhibición de la aglutina-

ción, que es una de las pruebas serológicas más sensibles al 

alcance del inaunólogo; permite perfectamente la demostra—

ción de las sustancias ABH en fluidos corporales y en extrac 

tos salinos de tejidos, pudiendo detectar desde 0.00025 a -

0.0005 Ab, especialmente sí se utiliza suero no inmune anti-

A o anti-B (S). 

Ciertas secreciones de personas del grupo A. como cl ju-

go g/strico, la saliva y el semen. contienen enormes cantida 

des de antígeno A, comparado con la actividad A de Ios eri—

trocitos del individuo (8). 

La saliva es el fluido de elección para determinar el 

estado de secretor, pues contiene grandes cantidades de es-

tas sustancias de grupo y es fácilmente accesible. Sf las sus 

tancias están ausentes de la saliva, lo estarán también de 

otras secreciones (7). 

Las lectinas son proteínas con sitios específicos de -

unión para carbohidratos, por lo cual reaccionan con glico-

proteínas o glucollpidos en solución o en membranas celula-

res. Producen variados efectos en sistema' biológicos, inclu 

yendo la aglutinación preferencial de eritrocitos A, 13 H, M, 

y de las células transformadas, malignas y embriónicats. 

Sirven como reactivo' para la detección. aislamiento y carac 

terización de materiales que contienen carbohidratos, inclu 

yendo a las sustancias de los grupos sanguíneos. Por sus pro 

piedades y la facilidad de purificación han estado sujetas 

a extensas investigaciones, en especial en esta Gltima déca 

Stillmark las descubrió en el año de 1888. al observar 

que los frijoles de castor, contenían un principio tóxico 

que aglutinaba eritrocitos humanes y animales. 



Las lectivas se encuentran ampliamente distribuidas en 

tre los organismos vivientes, pero se extraen con mayor ire 

cuencia de las semillas y otras partes de plantas legumino-

sas. Además se han encontrado en hongos, bacterias, inverte 

prados, peces, en mieloblastos de pollo y en la membrana 

plasaitica de células de conejo o hígado bovino (3). 

Es mejor trabajar con preparaciones puras de lectivas, 

porque los materiales crudos pueden contener aglutininas 

con especificidades de azúcares diferentes, o estar contami 

nados con cotillas u otros materiales que pueden interferir 

con la unión entre la lectina y su receptor de carbohidrato 

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

tinas en forma homogenea (3). 

Los antígenos ABH actúan como potentes antígenos de -

transplante en el hombre (9). 

Se han observado alteraciones del fenotipo de eritroci 

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

mia se ha observado supresión del antígeno A. Se ha reporta 

do que los individuos del grupo A son ■ás susceptiblesa al 

culos, cirrosis del hígado, tumore s de las glándulas saliva 

les. estómago, páncreas y ovario, infarto al miocardio y din 

betes ■ellitus. La úlcera duodenal es más común en los pose 

cretores (10). 

Fundamento: Al añadir lectina anti-H que tiene una fun 

cidn similar a la de un anticuerpo, a un tubo que contiene 

saliva, que es una secreción con un alto contenido de antí-

geno H en los secretores, se lleva a cabo una unión especí-

fica antígeno-anticuerpo, que inhibe la aglutinación que de 

biera producirse al añadir posteriormente eritrocito, grupo 

O que contienen también sustancia H. detectándose así el es 

tado secretor. Si la saliva de prueba pertenece a un no se-

cretor ■  se obtiene una aglutinación visible, resultado de 
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la reacción de la lectina ant1-H. con el entfgeno H de la 

superficie de los eritrocitos O. 

TÉCNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

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

paeus o semilla de enebro), 3 gotas. 

Suspensión de eritrocitos lavados tipo 0 al 2% en so 

luci6n salina isot6nica, 6 gotas. 

Saliva humana, 4 a 5 ■1. 

Soluci6n salina isot6nice, aproximadamente 20 al. 

Material: 

1 tubo de ensaye de 16 x 150 mm. 

8 tubos de ensaye de 12 x 75 mm. 

1 embudo. 

2 pipetas graduadas de 5 ml. 

4 tubos de ensaye de 13 x 100 am. 

8 pipetas capilares. 

1 gradilla. 

Equipo: 

Centrifuga. 

Zafio& temperatur- de 90-100.C. 

METODOLOGIA 

1. 	Colectar la muestra de saliva en el tubo de ensaye de 

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

mediatamente el tubo en un baño de agua a 9J-100°C durante 

10 minutos para inactivar la saliva, porque tanto la de se-

cretores como la de no secretores, contiene enzimas bacte—

rianas producidas por microorganismos de la familia antilla 

cace, que son capaces de descomponer las sustancias AER.Cen 
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trifugar unos minutos a 2500-3000 rpm. para separar el coá 

gulo que be fultilki 41 calentar; decantar el sobrenadarte que 

tiene el aspecto de un líquido opalescente y colocarlo en 

el refrigerador hasta el momento de realizar la prueba. Fa 

ra conservarlo por tiempo prolongado, puede congelarse. 

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

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

3.0 al de solución salina isotónica; llevar a cabo una dilu 

ci6n seriada, añadiendo al primer tubo 1.0 ml de saliva, mez 

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

segundo, repetir la operación al tercero y al cuarto; de cs 

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

1:64 y 1:256. 

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

12 x 75 mm., en el primer tubo colocar una gota de saliva 

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

de las diluciones anteriores; en el sexto tubo depositar una 

gota de solución salina isotónica, este tubo nos servirá co-

mo testigo de la aglutinación. 

4. Preparar una dilución de 1:4 de la lectina anti-H; para 

esto, en un tubo de 12 x 75 ■m., depositar tres gotas de la 

lectina y añadir 9 gotas de solución salina isotónica, 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 dejar 

los reposar a temperatura ambiente durante exactamente 10■i 

nulos. 

6. Añadir 1 gota de la suspensión 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 ninuto, a 3400 rpm 

durante 30 seg. 
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8. 	Agitar suavemente los tubos que contienen a los 1:r/-

trocitos sedimentados y observar si existe aglutinación ma 

cróscopica. 

Resultados: 

La saliva de un individuo contiene sustancias H si es 

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

t inhibe la aglutinación de los eritrocitos tipo O que son 

añadidos en la segunda parte de la reacción. Se toma como 

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

inhibición total de la aglutinación de los eritrocitos. El 

testigo deberá mostrar aglutinación franca. 

Sin 	diluir Aglutinación 

1:4 
.., 

1:16 

1:64 

1:256 

Testigo 

- - No hay aglutinación. 

+ • Aglutinación dudosa. 

(+)- Trazas de aglutinación: pocos algutinados finos 

que comprenden menos del 50: de las células. 

+ • Aglutinación ligera: muchos aglutinados finos sin 

células libres. 

++ • Aglutinación moderada: varios aglutinados de peque 

ños a regulares sin células libres. 

+++ • Aglutinación fuerte: pocos aglutinados grandes sin 

células libres. 

++++ • Aglutinación ■uy fuerte (elzima): un acumulo sóli- 

do de células. 

Por lo tanto. eI individuo estudiado es: 
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CUESTIONAkI0 

1. ¿Culi es la composición química de las sustancias A, 

8 y H? 

2. ¿Qué diferencias existen entre los grupos sanguíneos 

Al  y A
2
? 

3. Explique el fen6meno Bonbay. 

4. Henclpne 3 lectinas que son utilizadas en la tipifica 

cién de grupos sanguíneos. 

5. ¿Por qué no debe utilizarse goma, dulce o drogas salí 

vatorias para obtener la nuestra de saliva? 

6. ¿Cual es el objetivo de hacer diluciones de la saliva? 

7. ¿En la prIctica. que finalidad tiene el uso de lecti—

na anti-H? 

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

nadas? 

9. Explique el significado de panaglutinaci6n. 

10. ¿Cunee serían las aplicaciones médico-legales de esta 

prueba? 

DISCUSIOM 

La técnica de inbibición de la aglutinación aplicada 

en la determinación de secretores, es sencilla y económica; 

el material y los reactivo* son muy accesibles. Requieres. 

yor tiempo de elaboración, en comparación con la tipifica-

cié': de grupos sanguíneos por aglutinación directa, pero re 

guita mucho ale sensible. 

Los grupos sanguíneos A y 2. pueden ser determinados -

con el aismo procedimiento. pues la saliva contiene grandes 

concentraciones de estos iatígenos. 
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Es conveniente utilizar saliva en esta determinación, 

porque eb una secreci5n muy accesible, perc, deben cvncide-

rarse las precauciones de su procesamiento. 

La sensibilidad de la inhibición va a depender funda-

mentalmente de la fuerza del antisuero. Se utilizan lecti-

nias por la propiedad que presentan de combinarse con poli 

sactridos en forma muy específica. La lectiva que se va a 

utilizar en la técnica, debe ser titulada previamente, por 

que las aglutininas presentes en los extractos de lectina, 

pueden ser absorbidas por los eritrocitos y ocasionar aglu 

tinación inespecífica, lo cual representa una desventaja y 

por lo cual, es recomendable absorber el suero del pacien-

te con sus propias células de O a 5.C. 

Los eritrocitos que se usan en la prueba requieren ser 

frescos, para evitar el fen6neno de panaglutinación. 
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TECNICA DE ELLCION. IDENTIIICACION DE 

ANTICUERPOS 

Objetivo: 	Analizar el fundamento de la técnica de elu 

cidn y aplicarla en la separación (le anticuerpos anti-A del 

sistema ASO, presentes en un suero del prupo O. previa ab—

sorción con eritrocitos del grupo A. utilizando la elución 

por calor y la elución por precipitación con alcohol. Demos 

trar por aglutinación la presencia de anticuerpos en eleluf 

do. 

Señalar las aplicaciones de la técnica. y evaluar las 

ventajas y limitaciones de la misma. 

Generalidades: Se denomina elución, a la extracción del 

anticuerpo absorbido a los eritrocitos. transformándolo en 

variedad libre, en un medie de suspensión adecuado. Poste-

riormente. la  suspensión de elución puede estudiarse frente 

a una serie de eritrocitos testigo (1). 

La elución se lleva a cabo, para demostrar la presencia 

de anticuerpos, lograr su identificación, y poderlos liberar 

y recuperar, cuando ya han formado un complejo antígeno-anti 

cuerpo con los eritrocitos (b). Es una herramienta vallosfai 

ma para la identificación de cada anticuerpo. en una mezcla 

de anticuerpos con especificidades diferentes. y para el es-

tudio de sus propiedades, como es la capacidad de combina—

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

te útil para la recuéeración de anticuerpos provenientes de 

eritrocitos que se han sensibilizado "In vivo", en lactantes 

con anemia hemolftics del recién nacido, en pacientes con en 

fermedades autoinmunes y también se lleva a cabo para la de-

mostración e identificación de variantes débiles de los gru-

pos A y S (1). En la aerología de la medicina forense. ha si 

do empleada con éxito para el descubrimiento de attforenos en 

tinciones de sangre (7). 



Existen varics métodos para liberar al anticuerpo del 

antlpeno. L1 mIto...ft: de eieLuién depende del sistema de gru 

pos sanguíneos que esté siendo estudiado (3?. 

Hughes Iones y col. investigaren t.n 1963, la eficien-

cia de di'ersas técnicas para la elución de antic;:erpc,  iy( 

y anti-D (4). Su modificación de la técnica de Rubin, en la 

cual se incuba una mezcla de éter-eritrocitos a 37'(.. duran 

te 30-60 minutos, resulta ser tan útil como lo es el méto-

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

eritrocitos, bajo condiciones de pH reducido (E). 

Los anticuerpos del sistema A80 son eluídos con facili 

dad. empleando un método de elución por calor, que ha sido 

desarrollado a partir del método oriwianl de Landstein•r y 

11cr (i9:3) ti). Este método también es adecuado para --

e)uir anticuerpos anti-P., y debido a su simplicidad, ame-

nudo constituye la técnica de elección para todos tipos de 

anticuerpos (1). 

In la técnica de elución por calor, los eritrocitos la 

vados con los anticuerpos insertados. se  colocan en un ba-

ño de agua durante 5-10 minutos con una pequel.:a cantidad de 

solución salina, añadida de 	poca proteína. For lo gene-

ral se selecciona una temperatura de 55.C, pero la tempera-

tura óptima para la elución está irfluenciada considerable-

mente. por el tipo de ineunoglobulina 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 antígeno y el anticuerpo, afecta 

la captación del anticuerpo por el antígeno y por ende su 

elución, que está también influencilúa por el número y acce 

so de los sitios antIgénicos, y por el equilibrio dela reac 

ción. Es necesario determinar la proporción óptima de suero/ 

eritrocitos en los experimentos de elución; a menudosor 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 hav recuperación comple-

ta del anticuerpo absorbido aI efectuar la elución. Nuevas 

elucions a partir de los mismos eritrocitos sensibilizados. 

a menudo porporcionan eluados segundos, terceros y hasta 

cuartos, que contienen anticuerpos activos (7). 

Funciamento: Al hacet temiLLiunat cl sucio de un indivl 

duo perteneciente al grupo 0, con eritrocitos del grupo A. 

estos absorben a las aglutininas anti-A, que pueden sepa-

rarse mediante la técnica de elución en calor, que se reali 

za suspendiendo los eritrocitos en solución salina. calen-

tando, y centrifugando par■ separar los eritrocitos del eluí 

do que contiene los anticuerpos libres; también pueden ser 

separados por eluci6u con precipitación en alcohol. donde 

los eritrocitos sensibilizados se congelan y descongelan, 

añadiendo etanol frío para precipitar completamente los an 

ticuerpos presentes, centrifugando finalmente para separar 

los anticuerpos precipitados, que quedan adheridos al tubo. 

Finalmente los elufdos se prueban con los eritrocitos del 

grupo correspondiente, demostrándose por aglutinación la 

reacción antígeno-anticuerpo. 

ELUCION POR MEDIO DE CALOR 

(Método de Landsteiner Miller) 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Iteectiv,J1  

Suero procedente de sangre del grupo 0, 5.0 ml. 

Eritrocitos del grupo A, lavados v centrifugados, 1.0 
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Suspensión al 2% de eritrocitos del grupo A, previa-

mente lavados, 0.5 ml. 

Suspensión al 2Z de eritrocitos del sprunn R 

mente lavados, 0.25 ml. 

Solución salina isotónica, 50 ml. 

Material: 

2 tubos de ensaye d. 12 x 75 mm. 

4 pipetas capilares. 

1 tubo para centrífuga de 10 ml, graduado. 

Equipo: 

Baño a temperatura de 56'C. 

Centrífuga. 

METODOLOLIA 

1. 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 minutos a 1000 rp■ y desechar el so-

brenadante. Lavar el sedimento de eritrocitos y 3 veces con 

solución salina iaotdnica para eliminar todo eI suero que 

pudiera estar presente. Cuando se trabaja con eritrocitos 

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

te utilizar de 0.5 a 1.0 ml, cuando menos de eritroclros, 

para tener una cantidad suficiente de anticuerpos en el eluf 

do. 

3. Después del último lavado coa solución 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 eritrocitos, 

de solución salina. 

5. 't.c_k_idL perfectamente y colocar el tubo en un baño de 

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

mezcla. 

6. Transladar inmediatamente el tubo a una camisa que con 

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

se enfríe durante la centrifugacidn. 

7. Centrifugar irial..ellet”ente a alta velocidad para agru 

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

centrifugar a la mayor velocidad poziblz durante 5 minutos. 

6. 	Retirar inmediatamente el sobrenadante, en donde se en 

cuentran los anticuerpos elufdos. 

9. 	!:armar dos tubos de ensaye de 12 x 75 met, ur.c 

y otro como "II" y colocar en cada uno de ellos, una gota 

del elufdo. Añadir una gota de la correspondiente suspen-

sión de eritrocitos lavados. ajustada a una concentración 

del 2Z y mezclar perfectamente. Dejar reposar las 	 

durante 15 minutos a teuperatura ambiente y centrifugar am-

bos tubos durante un minuto a 1000 rpa, o bien a 3400 rp■ 

por medio minuto. Remover suavemente los eritrocitos sedi-

mentados y observar las reacciones que se han producido. 

ELLCION POR PRECIP1TACIO1 CON ALCOHOL 

(Método de Weiner) 

TÉCNICA 

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 suspensión al 2: de eritrocitos del gru 

po A, previamente lavados. 

0.5 ml de una suspensión al 2:4 de eritrocitos del gru 

po B, previamente lavados. 

50 ml de solución salina isotónica. 

20 ml de etanol al 50:. 

Material: 

2 tubos de ensaye de 12 x 75 mm. 

1 tubo de centrifuga de 10 ml de capacidad. graduado 

y con tapón de hule. 

4 pipetas capilares. 

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

Equipo: 

Lstufa ion temperatura de 37 .C. 
Congelador. 

Centrífuga. 

bETODOLOCIA 

1. Lavar 3 veces con soluciAn salina isotónica, la sus--

peusiSu je elli.tut.lkue, ueá Irupv A, pera eiimiud: el exceuu 

de suero. Después del último lavado con solución saline,eli 

minar tanta solución salina como sea posible. del paquete 

de eritrocitos. 

2. Colocar el tapón al tubo que contiene el paquete de ert 

trocitos y someterlos a congelación hasta que estén laquea-

dos, aproximadamente de 30 a 60 minutos. Sacar el tubo del 

congelador y dejar descongelar los eritrocitos a temperatu-

ra ambiente. 

3. Manir 	10 volúmenes de etanol al 50% previamente en 

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

etanol en el congelador, para emplearlo a medida que se va 

4. Volver a tapar inmediatamente el tubo y colocarlo de 

nuevo en el congelador, dejarlo ah1 durante unos 30 a 60 

minutos para que se precipiten completamente los anticuer 

pos presentes. 

5. Sacar el tubo del congelador y centrifugarlo a 3000 

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

forma es denso y muchas veces queda firmemente adherido a 

las paredes del tubo. Desechar completamente el sobrenadan 

te y llenar el tubo con agua destilada. Separar el precipi 

tado de las paredes del tubo mediante una varilla de vi--

drio terminada en punta. tapar el tubo y mezclar vigorosa-

mente su contenido. 

6. Volver a centrifugar a 30G0 rpm durante 5 minutos y 

desechar el sobrenadante. Agregar un volumen igual al que 

ocupa el sedimento de solución salina isotónica y disper-

sar el sedimento con la varilla de vidrio y mezclar perfec 

talmente. 

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

minutos. 

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

nutos y recuperar el sobrenadante con una pipeta capilar. 

Coa este sobrenadante se llevarán a cabo las pruebas deiden 

'ificación como se describen en los pasos número 7 y 8de la 

técnica de eIucign por calor. Estos eld1U., 

varee, si se desea, en congelación para pruebas posteriores. 

Resultados: 

Al reaccionar los elufdos aglutinando eritrocitos del 

grupo AA". queda demostrada la existencia de las aglutini- 
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nas anti-A en los elu£dos, y al no producirse reacción po 

altiva en los tubos que contienen a los e rírr,:,itcz d e l 

grupo 8, se prueba que efectivamente se llevó a cabo la se 

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

ro procedente de una sangre del grupo O. 

ELUCION POR CALOR: 	 ACLUTINACION 

Reacción del eluido con eritrocitos 
del grupo A 

Reacción del eludo con eritrocitos 
del grupo 

ELUCION POR PRECIPITALION CON AUCOHni: 

Reacción del eludo con eritrocitos 
del grupo A 

Reacción del eluído con eritrocitos 
del grupo 

CUESTIONARIO 

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

esta técnica? 

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

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

4. ¿Por qué es conveniente añadir proteína a la solución 

salina en el proceso de elución? 

5. ¿Cuál método se aplica más convenientemente en la sepa 

ración de aglutininas calientes y cuál para aglutininas - -

frías? 

6. ¿Qué prueba seria recomendable realizar antes de prac-

ticar la eluciót? 

7. ¿Cuál es el objeto de congelar los eritrocitos en la 

técnica de elución por precipitación con alcohol? 
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B. ¿Cen qué finalidad se realiza la aglutinación entre el 
&luido y los eritrocitos del grupo A y B? 

9. Mencione otro método que permita determinar la reactivi 
dad del eluído. 

10. Señale dos aplicaciones de la técnica de elución. 

DISCUSTON 

La elución es una técnica fácil de elaborar, pero requie 

re mucho tiempo en su ejecución. 

Es una técnica muy útil desde el punto de vista cualita 

tiro, por sus múltiples aplicaciones previamente descritls. 

?u ptupurciuna Gatos 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 

del anticuerpo se desnaturaliza. 

El método de Weiner, de elución por precipitación con -

alcohol, es particularmente útil para estudiar anticuerpos de 

tipo caliente, mientras que el método de Landsteiner y Miller 

de elución por calor, es muy útil para el estudio de anticuer 

pos de tipo frfos, pero sirve también para algunos anticuer-

pos de tipo caliente. 
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PRUEBAS CRUZADAS. DETERMINACION DE LA 

COMPATIBILIDAD SANGUINEA 

Objetivo: Esraloa.7.1,  It iz.F.rtai.Lia de ia tipiticación 

de los grupos sanguíneos en los BerIrc.:7, de sangre. 

Analizar el fundamento de las pruebas cruzadas mayor y 

menor en solución salina y en un medio con alto contenido 

Proteico, y realizar las respectivas técnicas, evaluando la 

utilidad, ventajas y limitaciones de las mismas. 

Generalidades: El término grupo sanguíneo o tipo de san 

gre, se puede aplicar a todos los marcadores genéticos en la 

sangre. incluye-cid() a las proteínas séricas y a las enzimas 

eritrocíticas (7). Excluyendo a los antígenos privados raros 

(comunmente restringidos a una o dos familias), existen cer- 

ca de 	200 antígenos eritrocíticos 	detectables 	en 	forra direc 

ta o 	indirecta, 	mediante 	pruebas 	de 	aglutinación 	(4). 

La mayoría de estos antígenos 	pertenecen a 	uno de 	los 

quince 	sistemas que aparecen en el 	siguiente cuadro 	(8). 

Año de des- Ag de los Aparición 
cubrimiento Sistema Eritrocitos Natural 

1901 A110 A,B.H. Común 

1926 MINS& 11,..d,S,s. 

1926 P Pl,P Regular 

1940 Rbesus 	(111) Rho,D,C.E,c,e. 

1945 Lutheran 	(Lu) Lu
a 
 . 	Lu.

b  

1946 Keil KIIL.KP
a 
 , 	11)

b 
 ' 

1946 Levis 	(Le) 

C 	a 
lp 	,..11 	, 	Js

b
. 

b a
,Le Le Regular 

1950 Duffy 	(Fy) Fy
a
..Fy

b 
 

1951 

1955 

Kidd 	(JI) 

Diego 	(Di) 

Jkl, 	Jkb  
a 	b 

Di 	, 	Di 	. 
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1956 Cartwright (YO Yt a, Yr b. 

1962 Xg Xga  

igh5 Dombrock (Do) Dol, Dou. 

1967 Coiton 	(co) Co
a, Co. 

1974 Scianna (Sc) Scl, Sc2. 

La notación de los grupos sanguíneos no sigue un deter 

minado orden. En la mayoría de los casos, el nombre del sis-

tema se deriva del nombre del paciente en el cual se detec-

tó por primera vez el anticuerpo. El principal objetivo del 

andliaís de grupos sanguíneos en un banco de sangre, esti 

dirigido a obtener sangres compatibles para pacientes que re 

quieren una transfusión (9). 

Los donadores que van a proporcionar la sangre, deben 

tener mas de dieciocho y menos de sesenta y cinco años, y 

gozar de buena salud; los posibles donadores tienen que lle 

nar y firmar una autorirsción escrita, dc.-r..1z .11.,..iihwn las 

enfermedades que han padecido, incluyendo ictericia, paludis 

no, sífilis, tuberculosis, etc.; también deben mencionar sí 

han recibido sangre en alguna ocasión (1). Cualquier posible 

donador que ha recibido una vacuna con virus vivo los tres 

(Mimos meses, así como los candidatos con fiebre, erupcio-

nes no diagnosticadas o linfadenopatías, deben ser rechaza-

dos (1). Sólo se aceptan donadores que tienen sis de 12.5 g 

de hemoglobina/di. Cuando se ordena una transfusión, se en-

vían al laboratorio de 10 a 20 ml de la sangre del pacien-

te con la información adecuada (nombre completo del pacien-

te, 'Amero de historia, seso, edad, diagnóstico, medicamen-

tos, partos, transfusiones previas, reacciones adversas a 

la transfusión, y anticuerpos identificados previamente (8). 

Antes de efectuar las pruebas cruzadas, se realizan cima 

tro pruebas ea la sangre del paciente y del domador, que in 

cluysa(5): a) la tipificación A10; b) la tipificación 'boa»; 

c) la prueba directa de antiglobaliaa r d) la identificación 
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de anticuerpos que pueden presentarse en el suero. 

Existen dos tipos de pruebas cruzadas, que han sido de 

signadas como mayor y menor, de acuerdo a su importancia - 

(3). En la prueba mayor se hace reaccionar el suero del re-

ceptor con los eritrocitos del donador, o donadores. En la 

prueba menor se hace reaccionar el suero del donador con eri 

trocitos del receptor. Cuando las sangres del donador ydel 

receptor son compatibles, ambas pruebas dan un resultado ne 

gativo, observéndose que ambos individuos tinta el mismo eru 

po sanguíneo- En caso de que el donador y el receptor sean de diferen-

tes grupos sanguíneos, pero compatibles, 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 recomendable utilizar varios métodos, de pruebas cru-

zadas, para reducir los posibles peligros y facilitar la in-

terpretación. Una prueba cruzada completa debe incluir las 

siguientes pruebas. para descubrir tanto los anticuerpos con 

pletos, como los incompletos y loa atípicos (1): 

1. La prueba en tubo con solución salina a temperatura am 

biente, para detectar aglutinan incompletas o bivalentes, 

como son las anti-A,antS-3 y lis aglutíninas frías. 

2. La prueba anterior, pero incubando a 37.C, diseñada pa 

ra localizar aglítíninas calientes, como son las del siste-

ma 

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

(usando albémina), para detectar anticuerpos incompletos del 

sistema tb. Ea esta técnica se puede producir el fenómeno de 

prisma, que se evita empleando una centrifugación inmediata. 

La actividad de algunas aglutinisas (por ejemplo aati-A y as, 

ti-1), puede ser suprimida ea un medio con elbémiaa. 
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4. 	La prueba de la antiglobulina de Coombs indirecta, en 

solución salina para detectar la mezcla de anticuerpos sa-

linos e incompletos presentes en el suero y la directa pa 

ra demostrar anticuerpos fijados a 1r 	pritrnrirme 	: - 

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

pacientes con anemia hemolítica adquirida. 

1. 	LZ5 1..1C.iLmw 4o iLmiamicuiv de critrocivos con enzimas 

tales como papaína, ficina y bromelina, que son extrekada-

'ente sensibles para la localización de varios anticuerpos, 

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

Los pacientes que reciben grandes cantidades de sangre, 

tienen una mayor probabilidad de producir anticuerpos y 

adeals, existe la posibilidad de que ocurran reacciones en-

tre el plasma y los eritrocito, 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 las pruebas cruzadas (4). 

El laboratorista debe recordar que la vida del pacien-

te o la futura familia de una mujer, puede depender dei cui 

dado con que se lleva a cabo una prueba cruzada, por lo cual 

debe brindar toda su atención a la técnica, teniendo también 

mucho cuidado en la identificación de las nuestras, para evi 

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

res (2). 

Finalmente, Una unidad de sangre sólo se puede utilizar 

sí (e): 

1. La prueba cruzada es compatible. 

2. La fecha de caducidad no ha pasado. 

3. Las pruebas serológicas para sífilis son negativas. 

4. El plasma sobrenadante no muestra datos de hemólisis ni 

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

fusión se prueba contra eritrocitos provenientes del donador 

en ia prueba mayor. mientras que en ira prueba menor, los eri-

trocitos del paciente se prueban con suero del donador; ambas 

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

pr‘5tZlzo, ,Ion objeto de detectar tanto anticuerpos 

completos como anticuerpos incompletos. La presencia de aglu-

tinación o hemblisis en la reacción, indica que existe incoe 

patibilidad de grupos sanguíneos entre el paciente y el dona-

dor estudiados. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos:  

Anticoagulante EDTA al 10Z, 2 gotas. 

Sangre venosa del receptor, 5 mí. 

Sangre venosa del donador. 5 ml. 

Solución salina isotónica, 30 ml. 

Albúmina bovina al 30Z, 2 gotas. 

Material: 

2 jeringas hipodérmicas de 10 ml, estériles. 

2 agujas 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 as. 

Etiquetas. 

Equipo:  

Centrifuga. 

PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO SALINO. 

METODOLOCIA 

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

dio de una jeringa de 10 ■1 con aguja hipodérmica némero 20 



- 39 - 

de dos pulgadas. y colocarla ty. un tubo de 13 x 100 am. que 

deberé contener una gota de anticoagulante (EDTA); agitar 

suavemente para evitar la coagulación. 

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

3. Centrifugar las muestras, separar el plasma y colocar-

lo en tubos de 12 x 75 a», debidamente etiquetados para su 

identificación. 

4. Lavar los eritrocitos con solución salina isotónica. Pre 

parar con ellos suspensiones al 4-52 en solución salina. Pa-

ra simplificar la preparación do estas suspensiones, utilizar 

sangre total: adicionar dos gotas de sangre total a 1.0 ml de 

solución salina isotónice, así se obtiene una suspensión de 

aproximadamente el 42. 

5. Marcar un tubo de 12 x 75 mm, "SR/ED"; depositar en él 

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

pensión de eritrocitos del donador. Esta seré la prueba ma-

yor. 

6. Marcar otro tubo de 12 z 75 as como "SO/ED"; depositar 

una gota del suero del donador y añadir una gota de la sume■ 

'iba de eritrocitos del receptor. Esta es la prueba menor. En 

caso de estudiarse mis de un donador para el mismo receptor, 

se debe anotar también un número para la identificación 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 

36 segundos. 

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

servar sí se ha producido la aglutinación macroseépica. 

9. SI la prueba mayor muestra aglutinación, las sangres so■ 

incompatibles; en caso de obtener resultados negativos o du-

dosos, incubar de 50 a 60 minutos a 37"C y realizar la prue-

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

C0. 

METODOLOCIA 

1. Marcar dos tubos de ensaye de 12 x 75 am con "albúmi-

na" y "sin albúmina", 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 total del 

donador, suficiente para dar una concentración final en la 

mezcla, de aproximadamente 2-4Z de eritrocitos. 

3. Agregar al tubo marcado con albúmina, dos gotas de. la 

albúmina bovina al 30Z. 

4. Mezclar perfectamente el contenido de lo■ tubos. e in-

mediatamente centrifugar a 1000 rpm durante un minuto, o a 

3400 rpm por 30 segundos. 

5. Remover suavemente el sedimento de eritrocitos • obser 

var sí ha ocurrido la aglutinación macroacópica. Si la reac 

ci6a e■ positiva, les ;angra* son incompatibles; en caso de 

obtener una aglutinación dudosa o negativa, resuspender los 

eritrocitos e incubar los tubos durante 10 minuto, a 37`C. 

Cuando se utiliza sangre total ea estas pruebas, no se debe 

incubar por mas de 15 mientas, pues puede producirse una -

aglutinación inespecífica. 

Resultados: 

La presencia de algutiaeción o hemólisis„ ea cualquiera 

de ambas pruebas, indica que hay incompatibilidad entre do-

nador y receptor; y por lo tacto debe buscarse otro donador 

para poder realizar la transfusión. 

Sombre del receptor: 

Nombre del donador: 

Prueba cruzada ea medio salino: 

Prueba mayor 	 Prueba Menor 
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Prueba cruzada en medio con alto contenido protéico: 

Albómina: 	Sin AlbInina 

CUESTIONAR° 

1. ¿Desde el punto de vista médico, cuál es el sistema 

sanguíneo mis importante? 

2. ¿Por qué las aglutininas IgM tienen la capacidad de 

aglutinar eritrocitos en suspensión salina? 

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

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

eritrocitos? 

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

superficie de los eritrocitos? 

6. ¿Culi es la función de la albúmina bovina en la reac-

ción de aglutinación? 

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

albúmina, para aumentar la actividad antígeno-anticuerpo? 

8. ¿A qué temperaturas reaccionan mejor los anticuerpos 

completos e incompletos. respectivamente? 

9. ¿Qué efecto tiene la administración de sangre incompa 

tibie en un paciente? 

10. Mencione tres indicaciones para realizar una transfu-

sión. 

DUSCUSION 

Las pruebas cruzadas son sumamente importarte', y deben 

ser realizadas antes de administrar una transfusión, pues -

nunca deben mezclarse sangres "in vivo", sin tener la seguri 

dad de que existe compatibilidad. 

Por meticuloso que haya sido efectuada la titpificación 

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

la bésqueda de anticuerpos atípicos en el suero del pacien-

te, no debe ~tire^ 1,..me lsri~.11hz =„17tr,  que permite ex- 

cluir la presencia de anticuerpos potencialmente peligrosos 

con un título significativo. 
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La prueba menor no se realiza tan frecuentemente por con 

siderarse que el plasma del donador con los anticuerpos que 

pueda contener, se diluye considerablemente cuando se trans-- 

funde al paciente, aunque es recomendable hacer esta prueba. 

Las pruebas cruzadas requieren de aproximadamente 2 a 3 horas 

para ser ejecutadas, y en una urgencia este tiempo no puede 

ser desperdiciado. 
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PRUEBAS DE LA ANTICLOBULINA DE COOFBS.DETECCION 

DE ANTICUERPOS FRENTE AL FACTOR Rh(D) 

Objetivo: Analizar el fundamento de las pruebas direc 

ta e indirecta 	de la antiglobulina de Coombs, utili-

zando ambas técnicas, en la detección de anticuerpos incoe 

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

jas y limitaciones de la técnica. señalando otras aplica-

ciones de la misma. 

Generalidades: El principio de la reacción de la anta 

globulina, fue descrito por primera vez en 1908 por Mores-

chi. pero fue redescubierto y desarrollado independiente-

Mente como un método para demostrar anticuerpos incomple—

tos de los antígenos de eritrocitos, por Copiaba, Nourant y 

Serte en 1945 (2). 

En los estados de isoinmunizacidn, con frecuencia se 
forman anticuerpos que no son capaces de aglutinar a su an 

tígeno específico. solo se fijan a él; a este tipo de anta 

cuerpos se les denomina incompletos o univalentes (5). Los 

anticuerpos incompleto* son lemunoglobulinas, del tipo IgG 

generalmente. aunque también se han encontrado del tipo --

igA o IgM (8). 

Los anticuerpos incompletos fallan en la producción de 

aglutinación con eritrocitos homólogos en suspensión salina. 

aunque se combinan firmemente con los antígenos de los eri-

trocitos; permanecen firmemente unidos a la membrana celu—

lar, sí las células se lavan con solución salina para remo-

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

manifiesto la existencia de estos anticuerpos cuando estilo 

recubriendo a su antígeno. se utiliza la prueba de la anti-

globulina, que es un procedimiento serológico simple para 

demostrar las globulina* firmemente unidas a las células. y 

Ose se basa en el empleo de otro sistema antígeno-anticuer- 
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po (6). Como el anticuerpo incompleto ,stá constituido por 

gamma-globulina humana, al 	añadir un suero anta-gamma-

globulina humana a los eritrocitos recubiertos por él, se 

llevaré a cabo la aglutinación, al efectuarse la reacción 

entre la gamma-globulina y el suero anti-gamma-globulinahu 

mana, actuando el eritrocito únicamente como sov..rt¿ acLá-

nico (8). 

El suero antiglobulina humana se prepara inyectando 

animales, genet.Imente conejos o cabras, con plasma o glo-

bulina humana, y recibe el nombre de antiglobulina de 

Coombs (3). 

Con la reciente caracterización de la especificidad an 

tigémica de las diferentes inmuuoglobulinas, puede preparar 

se un suero antiglobulina específico y selectivo para las 

diferentes clases de inmunoglobulinas (5). No obstante, co-

mo en ciertos procedimientos de inmunización se forman anti 

cuerpos que no residen precisamente en la fracción gama-

globulina, sino en otras fracciones globulfnican, es neceser 

rio realizar la prueba con el suero anti-gamma-globulins, y 

con el suero anti-no gamma-globulina, para lograr a.I la de 

tección de ciertos anticuerpos no constituidos por gama-

globulina y que pueden dar lugar a una reacción post-trans-

fusionan (8). 

La prueba de la antiglobulina puede efectuarse en dos 

formas (3): 

1. 	La prueba directa que se utiliza para detectar a los as 

ticuerpos que se han fijado a los eritrocitos "in vivo"; es 

un procedimiento corto que se emplea en el diagnóstico de la 

enfermedad bemolftica del recién nacido, o en la anemia be-

molftica adquirida, donde se prueban. células tomadas del pa 

ciente, con suero antiglobulina. En la eritroblastosis fe--

tal, al nacer el niño, sus eritrocito. pueden estar recubier 
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tos por anticuerpos incompletos elaborados por la madre. 

En la anemia bemolftica adquirida, por un fentImeno de au-

toinaunización, los eritrocitos del paciente pueden estar 

recubiertos por anticuerpos incompletos formados por eI 

propio organismo del paciente. En los pacientes que han -

recibido mültiples transfusiones, también puede presentar 

se este fenómeno. 

2. 	La prueba indirecta es un procedimiento empleado pa- 

ra examinar un anticuerpo incompleto del suero y 	cons- 

ta de tres etapas: i) sensibilización de los eritrocito.; 

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

de los eritrocito; lavados con antiglobulina humana. Este 

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

va; embarazadas, cuando el padre es Rh positivo y existe 

la posibilidad de que ocurra la sensibilización de la ma—

dre; también se realiza como prueba de rutina en las trans 

fusiones y para detectar las variantes débiles del factor 

Rh y del sistema ASO. así como para la identificación de 

los grupos raros. 

Las pruebas de Coombs pueden realizarse en placa o en 

tubo (8). Es muy importante recordar que cualquier huella 

de suero. por las globulina@ que contiene. neutralizaré el 

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

Fundamento: la 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 aglutimima de 

Coombs, y se produce la aglutinación, que indica la presea 

cia de anticuerpos incompletos. En la prueba indirecta, los 

eritrocitos del posible donador, son mezclados con el suero 

del receptor (que contiene anticuerpos de los antígenos ert 

trocfticos del donador) con objeto de sensibilizarlos, se 

lavan con solución salina para eliminar las globulinas que 

mo se unieron a los eritrocito'. y finalmente se mezclan 
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con la antiglobulina de Cooebs que debe producir aglutina-

ción, demostrándose así la reacción de los anticuerpos in-

completos con sus antígenos eritrocfticos "in vitro". 

TECNICA 

PRUEBA DIRECTA EN TUSO. 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivas: 

3 gotas de suero antiglobulina je Cooabs. 

1 gota de una suspensión al 2Z de eritrocitos del pa-
ciente (lavados). 

1 gota de una suspensión al 2t de eritrocitos de una 
persona normal (lavados). 

1 gota de una suspensión al 2% de eritrocitos Rh posi 
tivos, sensibilizados con suero anti-Rh (lavados). 

50 ml de solución salina isotónica. 

Material: 

6 tubos para centrifuga de 20 al de capacidad, gradua 

dos. 

6 pipetas capilares. 

4 tubos de ensaye de 12 x 75 un. 

Equipo: 

Centrifuga. 

Estufa a temperatura de 37.0 

METODOLOGIA 

1. 	Lavar los eritrocitos en estudio, por lo memos 4 veces 
con *elucide salina isotónica, para eliniaar cualquier tra-
ta de proteicas séricas no absorbidas a los eritrocito.; pre 
parar con los eritrocitos lavados, una suspensión al 22. 



2. Depositar en el tubo que contiene una gota de eritro 

cito*, una gota de suero de Coombs (antiglobulina humanal 

3. Mezclar perfectamente el contenido del tubo y centri 

fugar a 1000 rpm durante un minuto, o bien a 3400 rpm du-

rante 30 segundos. Remover suavemente el sedimento,y ob—

servar sf ha ocurrdo aglutinación macroscópica. 

4. Ea muy conveniente hacer la reacción al mismo tiempo 

con testigos constituidos por: 

a) Una gota de eritrocitos del paciente, lavados y 

ajustados al 2%. que se mezclará con una gota de suero de 

Coombs; servirá para detectar una aglutinación inespecfji 

ca. 

b) Una gota de eritrocitos normales. lavados y ajus-

tados al 2%, que se mezclará con una gota de suero de - -

Cacimba; servirá como testigo negativo. 

c) Una gota de eritrocitos sensibilizados que servirá 

como testigo positivo. Este testigo puede prepararse aña—

diendo a una gota de una suspensión de eritrocitos Rh posi 

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

lb, diluido 1:16 e incubado a 37.0 durante 15 minutos; cen 

trifugar y lavar cuatro veces con solución salina isotóni-

ca y preparar una suspensión al 22. Una gota de esta sus--

pensión, se mezcla con una gota de suero de Coombs. 

PRUEBA DIRECTA EN PLACA 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Los mismos que se utilizan en la prueba anterior, pero 

las suspensiones se preparan al 50.. en lugar de aI 2%. 
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Material: 

El mimo que el anterior. 

4 portaobjetos excavados. 

Aplicadores de madera. 

Equipo: 

Centrífuga. 

Lámpara. 

METODOLOCIA 

1. Centrifugar los eritrocitos, por lo menos seis veces 

con solución salina isotónica, ya que se requieren canten 

traciones mayores de eritrocitos, y por lo tanto hay que 

tener la completa seguridad de haber eliminado cualquier 

traza de proteína plasmitica no absorbida. Con estos eri-

trocitos lavados, preparar suspensiones en solución sali-

na isotbnica al 50%. 

2. Colocar una gota de esta suspensión, en un portaobje 

tos excavado perfectamente limpio. 

3_ 	Depositar junto a la gota de eritrocito*, una gota de 

suero de antiglobulina de Coombs. 

4. Mezclar ambas gotas con un aplicados de madera; colo 

car la placa encima de una fuente luminosa, Declinándola 

suavemente de lado a lado. 

5. Preparar los testigo■ en la misma forma que se ¿escri 

bió para la técnica en tubo, .610 que ajustados al 50%. 

So debe omitirse este paso, si se quiere tener seguridad 

en los resultados. 
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PRUEBA INDIRECTA EN TUBO 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivos: 

2 gotas de suero problema. 

2 gotas de una suspensión al 4-5% de eritrocitos 1th po 

sativos (lavados). 

1 gota de suero antiglobulina de Coombs. 

30 ml de solución salina ixoténica. 

Material: 

2 tubos de ensaye de 12 x 75 as. 

2 tubos de 'suave de 13 u 100 as. 

4 pipetas capilares. 

Equipo:  

Centrífuga. 

Estufa a temperatura de 37'C. 

METODOLOGIA 

1. Depositar 2 gotas de la suspensión de eritrocito, al 

4-5Z, en un tubo de ensaye de 12 x 75 as. 

2. Añadir 2 gotas del suero ea estudio. 

3. Mezclar perfectamente y centrifugar a 1000 rpm duran-

te un minuto. o bien a 3400 rpm durante 30 segundos; lacen 

trifugaci6a inmediata puede poner de manifiesto a los anti 

cuerpos que de otra manera. producirían el fez:limen° de pro-
zoma. 

4. Agitar suavemente los eritrocito. sediaentados y obser 
ver si existe aglutinación, lo que indicaría la presencia 
de anticuerpos incoapletoiSi la reacción es negativa, débil 
•ente positiva o dudosa, colocar el tubo a 37.0 durante 30 
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a 60 minutos. Cuando se está determinando la oregeria de 

un anticuerpo cuya potencia se desconoce, se recomiendaque 

el periodo de incubación no sea mayor de 60 minutos. 

5. Volver a centrifugar a 1000 rpn durante un minuto. o 

bien s 3400 rpe durante 30 segundos. 

6. Agitar suavemente los eritrocitos sedimentados, y obaer 

var si ha ocurrido aglutinación nacrosc6pica. Si la reac--

ci6n continúa siendo negativa o dudosa. se  debe proceder de 

la siguiente adinera: 

7. Lavar los eritrocitos por lo menos cuatro veces con so 

lucidn salina isotiSnica, después del Glti.o lavado, decan-

tar la mayor cantidad posible de solución salir'' 7 recua--

pender los eritrocitos en la gota que queda después de de-

cantar. 

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

bo que contiene los eritrocitos. 

9. Mezclar perfectaaente y centrifugar a 1000 rpm durante 

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

10. Agitar los eritrocitos sediaentados suavemente,yobser 

var si ba ocurrido aglutinación macrosc8pica. 

PRUEBA INDIRECTA EP PLACA 

TECNICA 

REACTINOS Y MATERIAL. 

leactivos: 

Los mismos que en la técnica anterior, pero la suapen- 

sión de eritrocitos se prepara al 50%. 

Material: 

El mismo que en la récnica anterior. 

1 portaobjetos. 

Aplicador de cadera. 
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Equipo: 

Centrífuga. 

Estufa a temperatura de 37'C. 

Límpara. 

METODOLOG1A 

1. Preparar una suspensión de eritrocitos que contengan el 

aglutinógeno. cuyos anticuerpos correspondientes se investí 

guen en el suero problema. 

2. Depositar dos gotas de la suspensión de eritrocitos en 

un tubo de ensaye de 12 z 75 iza. 

3. Añadir cinco gotas del suero en estudio. 

4. hezciar perfectamente e incubar a 37"C durante 30 a 60 

minutos. 

5. Lavar los eritrocitos por lo menos cuatro veces con so-

lución salina isotbnica; después del último lavado, decantar 

perfectamente el sobrenadante y añadir al paquete celular un 

volumen igual de solución salina isotiSnica. para tener una 

suspensión de eritrocito, al 50%. 

6. Depositar una gota de la suspensión de eritrocitos en un 

portaobjetos perfectamente limpio. 

7. Depositar justo a la gota de eritrocitos, una gota de sus 

ro de Coombs. mezclar con un aplicador de madera. Sostener el 

portaobjetos sobre una fuente luminosa inclinfndolo suavemen-

te de un lado a otro. 

8. Los eritrocitos completamente recubiertos de anticuerpos, 

dan una aglutinación aacroscópica en unos cuantos segundos. -

Lea reacciones els débiles. pueden requerir de 1 a 2 minutos, 

pero la lectura deberá hacerse antes de que la gota comience 

a secarse. 
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Resultados: 

ACLUTINACION 

PRUEBA DIRECTA EN TUBO: 

Problema 

Testigo positivo 

Testigo negativo 

Testigo de aglutinación 
inespecífico 

PRUEBA DIRECTA EN PLACA: 

Problema 

Testigo positivo 

Testigo negativo 

Testigo de aglutinación 
Inespecífico 

PRUEBA INDIRECTA Ele TUBO: 

Problema 

PRUEBA INDIRECTA EN PLACA: 

Problema 

CUESTIONARIO 

1. ¿C6ao se prepara el suero con antiglobulina de Cooabs? 

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

prueba de Coombs? 

3. ¿Uno se preparan las suspensiones de eritrocitos al 2 

y al 52? 

4. ¿En qué forma puede evitarse la aglutinación laespect-

Uta, en taso de presentarse en la prueba? 

5. ¿Qué características tienen los anticuerpos incomple—

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

directa de Copaba,  

7. ¿Qué ventaja tiene la prueba e' tubo. sobre la prueba 

en placa? 

8. Mencione otra técnica útil para identificar anticuer-

pos incompletos. 

9. ¿Cuál es la técnica de Rose-Waaler? 

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

noglobulina de Coombs. 

DISCUSION 

La prueba de la antiglobulina de Coolabs, es muy Gtil 

para detectar anticuerpos incompletos que son incapaces de 

producir aglutinación con una suspensión salina de eritro-

cito. homólogos; aprovecha la firme unión de los anticuer-

pos a la membrana celular. que peralte lavar lo. eritroci-

tos en solución salina para eliminar las proteínas no ad-

sorbidas y tener especificidad. 

Es un método aerológico sencillo que tiene su mayor 

aplicación en eI diagnóstico de la anemia hemolítica del re 

cién nacido, detectando anticuerpos incompletos del factor 

lb, en la tipificación de grupos sanguíneos, y en la llaves 

tigación de anemia hemolítica adquirida. 

El suero antiglobulina puede prepararse específica y se 

iectiva•ente para las diferentes clases de insunoglobulinas. 

Es habitual referirse a la prueba en la cual los eritro 

CICOS son sensibilizados con anticuerpos "in vitro", como la 

prueba de la antiglobulina indirecta. mientras que la etapa 

de sensibilización que se ha efectuado "in vivo". constitu-

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

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

añadir aibGaina en la etapa de sensibilización, ya que es-

ta produce un aumento en la aglutinación final. Se ha en-

contrado que algunos anticuerpos trabajan efectivamente, 86 

lo si se usan eritrocitos previamente tratados con una en-

zima. 

Un punto importante que debe apreciarse al añadir anta 

glbulina a las células sensibilizadas, es que un exceso de 

anta-Ige, puede inhibir la aglutinación de los eritrocitos 

sensibilizados con IgG„ por efecto del fenómeno de prozona. 

En la actualidad, existe equipo automatizado diseñado 

para realizar la etapa de lavado y de la adición de antiglo 

bulina a la prueba, ambos pasos tediosos, cuando se anali-

zan muchas muestras. 
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COMPLEMENTO 

En la sangre de los vertebrados se han reconocido va-

rios sistemas de activación esenciales en la sobrevivencia 

del animal. Estos sistemas incluyen a el complemento, de--

pendiente de la activación secuencial de una serie de rimó 

genos proteoliticos. El complemento es el sistema más com-

plejo, y tiene interés por varias razones: 

En primer lugar. como se reconoció hace aproximadnmen 

te 80 años. el sistema del complemento es el responsable de 

1. destrurc 4 In • eliminación de material externo del cuer-

po, especialmente de bacterias y virus. Comenmente esto su 

cede después de la interacción de anticuerpos con organis-

mos o substancias externas, siendo el complemento un meca-

nismo efector de la defensa inmune contra la infección. El 

complemento puede actuar también activado por polisacári--

dos complejos, antes de la reacción con anticuerpos, produ 

tiendo una defensa inmediata antes del desarrollo de la in 

m'anidad. 

Segundo. los receptores para las proteínas del comple 

mento activado. como es el caso del componente C3, estén 

presentes es los linfocitos, ■acrófagos y algunas otras cé 

lelas. y existen evidencias de que estos receptores en los 

linfocitos, tienen un papel importante en la interacción en 

tre diferentes clases de ellos o de sus células precursoras. 

Tercero, se ha encontrado que varias proteínas del con 

plemento son codificadas por genes estructurales que apare-

cen en el locus mayor de histocompatibilidad en el hombre y 

el ratón. El significado biológico de estos hallazgos es aun 

incierto, pero se ha sugerido que pueden 1:aplicar que cier-

ta proteína del complemento tiene un papel como proteína de 

superficie. al igual que las otras proteínas codificadas por 

ese gen complejo. 
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Por codo Io enterlot. el interéa del sistema del con-

plemento se ha incrementado mucho, y el progreso en el els 

lamiento y caracterización de varios componentes, ha permi 

tido determinar su estructura y los mecanismos bioquímicos 

del sistema de activación. Se ha enfatizado la importancia 

biológica de este sistema, al observar que el mismo se en-

cuentra presente en invertebrados y se ha consevado duran-

te la evolución. 

Al reconocerse las múltiples funciones del complemen- 

to, se han desarrollado técnicas que miden diversas propia 

dados del mismo. Existen pruebas que miden la actividad he 

molltica del complemento, pruebas que cuantifican las p'ro-

temnas del complemento y pruebas que miden la capacidad del 

suero de neutralizar la actividad del componente tI' 
entre 

otras. También los antlisis de inmunocitoadherencia, guiado 

taxis y snafilotoxinas, son útiles para evaluar el estado 

del sistema del complemento. Los depósitos de complemento 

"in vivo" se reconocen utilizando métodos de inmunofluores 

ceacia en tejidos congelados. 

La medición d•1 	r14.11. utilidad diagnósti-

ca, puede establecer la actividad de determinadas enferme-

dades. y sirve también para evaluar el tratamiento. 

Las propiedades del complemento como amplificador lomo 

~lógico, se han aprovechado en la evaluación de antígenos 

y anticuerpos. aplicando la propiedad que tiene dP fijarse 

a complejos antígeno-anticuerpo y producir citolisis. 
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DLi'Lld'INACION CUATI1ATIVA DEL COrULEITU 7C.TA1. 

HEI_OLITICO 

ubletivo: Realizar la determina,- i6n cuantitativa ('.el -

complemento 507. hemolítico. Analizar la prepiedad del cc,m,- e 

mento como indicador de la reacción antípftno-anticuerpo. sus 

mecanismos de acción y la ventaja -lile representa esta deter 

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

Familiarizarse con los ruidade 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 sucnner en -18E9, al notar que el sue 

ro sanguíneo ejercía una acción destructora sobre las bacte-

rias, y Nuttall encontró que este poder decrecía a medidaque 

el suero envejecía, o se perdía rápidamente por calentamien-

to a 56'C (11). 

Por definición del V.H.O., el término corplemento. se 

aplica a un sistema de factores presente en el suero normal, 

que se activan por la interacción antígeno-anticuerpo, y ac-

túan en un número significativo de interacciones biológicas 

(2). 

Estos factores del complemento. son globulinas ccr ,> 4 y-- 

sos 	movimientos electroforéticos y coeficientes de sedi 

~nación, presentes con ciertas variaciones, en los vertebra 

dos (10 ). 

Los factores del complemento se activan en una sucesión 

de reacciones enriaíticas, al estar presente una reacción an-

tígeno-anticuerpo (Igh e IgG generalmente). pudiéndose hacer 

una analogía con los factores de la coagulación, en el senti-

do de que sus distintos componentes, presentan una sucesión 

de interacciones para la función global (9). 

La activación parcial c• completa del coaplesento. ademas 



de estar causada por una gamma-globulina agregada, puede - 

efectuase por veneno de cobra, proteasa tisular, ciertas 

enzimas lisosomales, tripsina, pIasmina y endotóxina (2). 

En el caso de la aciivaLiCin 	por anticuerpos, la fijación 

es una función de la región Fc de la molécula del antieuer 

po, por medio de activación alostérica (II). La concentra-

ción de complemento no aumenta después de una estimulación 

antigenica (11). 

Se han desarrollado numerosos nétodos para la titula-

ción de la actividad hemolltica del complemento. La mayo--

ria cuantifican la dilución requerida de suero, para lisar 

una determinada cantidad de células indicadoras bajo condi 

cintita estandarizadas, utilizando distintos amortiguadores, 

condiciones de reacción. volúmenes, células indicadoras, 

puntos finales y formas de cuantificar la hemólisis (2). 

Por conveniencia. se  ha considerado que una uridad dr 

complemento (C'H50), es la cantidad de suero requerida pa-

ra provocar la tisis del SOZ de los eritrceitos, puestoque 

el 100% de Tisis da una curva sigmoidal, requiriéndose in-

crementos relativamente grandes de complomento, para produ 

cir la lisia del último 5-10% de los eritrocitos (12). 

Para la descripción matemática de la curva sigmoidal 

de la reacción hemolltica. se  utiliza la ecuación de Von - 

Krogh (5): 

lin 

x 1(t) 
1-y 

Donde: 

x - cantidad de complemento (ey7resado en n1 de suero 

diluido de cobayos. 

K . constante correspondiente a la unidad del comple-

mento 507. hemolítico. 
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l/n 	exponente que determina la forma de la curva si/ 

moidal. 

La unidad "-zIr'' a dei complemento del 50';. es una 

unidad arbitaritaria, ya que su magnitud depende de la con—

centración de los eritrocitos, de la fragilidad de laq célu 

las, de la cantidad de anticuerpo usado para la sensibiliza 

ción, de la naturaleza de este anticuerpo, de la fuerza i6-

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

nes Ca
++  

y Mg
++

, del pH, del tiempo de reacci6n y de la ten 

peratura (5). 

La prueba sirve para cuantificar el complemento, en la 

cvaluaci6n*de pacientes, para detectar principalmente indi-

viduos con niveles deficientes del mismo, para determinar 

la presencia. as~-21r. y ...rsecuencias de procesos inmunes, 

y sirve como indicador de la respuesta terapéutica, así co-

mo para detectar individuos con deficiencias innatas de los 

coxponentes del complemento, o la presencia de inhibidores 

del mismo (7). 

El complemento se encuentra aumentado en el suero de pa 

cientes con irfprto agudo al miocardio, dermatomiositis, pe 

riartritis modosa,fiebre reumática aguda, poliartritis agu-

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

enfermedades tales como patologías hereditarias, como sería 

el caso del edema angioneurátíco hereditario y la agmamaglo 

bulinemia (2). Existen anormalidades también por el aumento 

de su consumo, como en el caso del lupus eritematoso disesi 

nado, glomerulonefritis, anemia hemoiftica autoinmune y - -

otras (2). 

Fundamento: Al incubar diluciones seriadas del suero de 

coyabo, cuya concentracidn de complemento se requiere deter 

minar. con eritrocitos sensibilizados con una cantidad 6pti 
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ma de hemolisinas. se  determina la capacidad hemollticadel 

complemento por la via clásica, graficando la relacidn en-
tre los purLeut.ajes de bem6iisis obtenidos espectrofotome-
tricamente y la cantidad de suero diluido en cada tubo, pa 
ra calcular las unidades hemollticas del suero de cobayo. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

I. Sangre de carnero estéril. conservada en solucidn 
de Alsever. 

2. Solución de bemolisina con título conocido. 

3. Solucidn amortiguadora de trietanolamina salina 

(TES) con pH de 7.3 - 7.4. 

4. Suero de cobayo, cuya concentración de complemento 
se requiere determinar. 

5. Agua destilada. 

Material: 

3 pipetas de 10 ■1. 

4 pipetas de 5 ml. 

10 pipetas de 1 al. 

3 pipetas de 0.2 ml. 

20 tubos de 13 x 100 ■m. 

5 tubos de 16 x 150 ■s. 

1 gradilla. 

1 matraz Erlensayer de 50 mi. 

Equipo: 

Colorloetro Coletas Jr. 

Estufa a temperatura de 37'C. 

Lisio de hielo. 
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METODOLOCIA 

1. Preparar una suspensión al 2% de eritrocitos de car-

nero (GRC) en 'FRS. Volumen de 5 al. 

2. Ajustar espectrofotométricamente la suspensión de CRC: 

Ln un tubo de ensaye se mezclan 0.3 al de la suspensión de 

GRC + 1.7 ml de agua destilada. Leer la D.O. en un Coleman 

Jr. a 550 nm, utilizando como blanco agua destilada. Ll 

100% de hemólisis debe dar una D.O. = 0.50. Si no se obtie 

ne esta lectura. corregir el volumen aplicando la siguien-

te ecuación: 

D.0.
1 
 x V

1 
 = D.C.

2 
x V

2 

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

volumen de 5 ml. 

4. Mezclar volúmenes iguales de hemolisina y GRC; añadir 

lentamente y agitando el matraz, 5 al de la solución de be 

molisina a 5 al de la suspensión de GRC. 

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

lacar el matraz sobre hielo. 

6. Preparar 3 diluciones del suero de cobayo (1:200, 1:250 

y 1:300) a partir de una dilución inicial 1:50 con 0.03 ml 

de suero + 1.47 ml de TES (dilución 1:50). 

Suero 1:50 	TES 

0.4 ml 	1.2 ml (dilucido 1:200) 

0.3 ml 	1.2 ml (dilución 1:250) 

0.3 mi 	1.5 al (dilución 1:300) 

~atener los tubos en frío, sobre hielo. 

i. 	Ea una gradilla sobre hielo, colocar una serie de 4 ta 

boa para cada dilucida (12 tubos), ate 2 tubos controles -

(testigos positivo y negativo). 

S. 	Repartir el volumen de cada dilucida ea los 4 tubos co 
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rrespondientes. pipeteando cantidades diferentes a cada tu 

bo. Luego añadir TBS hasta completar un volumen final de 

0.9 ml para cada tubo. 

Tubo 1 2 	— 3 4 — -1T -T 

Suero diluido 

al 
0.5 0.35 0.25 0.15 - - 

TBS al 0.4 0.55 0.65 0.75 - 0.9 

9. Añadir a cada tubo 0.6 al de la suspensión 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 s intervalos de 10 minutos. 

12. Al terminar la incubación, añadir 0.5 ml de TBS frío 

a todos los tubos menos al control positivo. al  cual se le 

añade 1.4 al de agua destilada. Agitar nuevamente. 

13. Centrifugar a 1500 rpo durante 5 minutos. 

14. Decantar a una cubeta y leer en un Coleman ir. a 550 

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

co el control negativo. 

Resultados: 

Dilución 	1:200 
	

1:250 
	

1:300 

Tubo D.O. 	.7. D.O. 	Z D.O. 	2 

1 

2 

3 

4 

T+ Ion 

Sobre un papel semilogarftmico de probitas, se grafica 
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la relación entrP 1nQ pcsrcentzjes úc healjlísis y la canti-

dad de suero diluido que se añadió a cada tubo Se hace es 

to con las tres diluciones utilizadas. Se unen los puntos 

con una linea recta y se determina para cada dilución, el 

volumen de la misma que produce un 507. de hemólisis. La uni 

dad 504 hemolftica es: 

de suero diluido 1:200. 

de suero diluido 1:250. 

de sum 	 3  co 

Expresar las unidades 50% hemolfticas/m1 de suero de 

cobayo no dilufdo: calcular por una regla de tres cuantas 

unidades 50% hemolfticas contiene 1 ml de suero diluido, y 

luego multiplicar este valor por el denominador de la dilu 

cién: 

 

■1 de suero diluido 

 

1 Unidad C'H
50 

   

1 mi de suero dilufdo 	X 

1 	Unidades de C'11
50

/m1 de suero de cobayo diluí 
do. 

1 de 1:200 	1 de 1:250.. 	X de 1:300- 

Unidades de C s i1
50

/151 de suero de cobayo. 

Y de la dilución 1:200..1 de 1:200 x 200 

Y de la dilución 1:250..1 de 1:250 x 250 

de la dilución 1:300-1 de 1:300 x 300 * 	  

Idealmente, los tres resultados deben ser iguales. 

CtESTI0111110 

1. ¿Qué son las bemolisinas? 

2. ¿Para qué se utiliza el suero de cobayo con el comple-

mento titulado? 

3. ¿Qué efecto tiene la concentración de bemolisinaa en la 

prueba? 

ml 

ml 

ml 
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4. ¿Por qué se requiere la presencia de los iones calcio 

y magnesio para que se efectúe la reacción? 

5. ¿Cuál es el objeto de utilizar TBS frío con pH de 7.4? 

6. ¿Por qué se realiza una incubación a 37'C por 30 minu 

tos? 

/. 	¿Qué cuidados y precauciones requiere la determinaci6W 

8. ¿Cuál es la ecuación de Von Krogh. y qué utilidad tie-
ne? 

9. Esquematice la fijación de complemento desde la unión 

antígeno-anticuerpo, hasta la producción de hemólisis. 

10. ¿Con qué objeto se realiza esta determinación en suero 
humano? 

DISCUSION 

La técnica de la determinación cuantitativa del C'H
50) 

tiene como ventaja fundamental su alto grado de sensibili-

dad. Es Gtil tanto para la dtterminación del complemento.co 

■o con ciertas modificaciones. para la determinación de an-

tígenos y anticuerpos. Esta técnica no requiere de mucho tie■ 

po para su ejecución, ni de aparatos sofisticados. Es una téc 

nica muy sencilla en su elaboración. y el suero de cobayo ya 

titulado, sirve como fuente de complemento en múltiples de--

terminaciones. 

Entre las desventajas que presenta esta técnica. podría 

mos mencionar la necesidad de utilizar reactivos frescos, de 

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 si puede conseguirse liofilizada. 

Es muy importante considerar la cantidad de anticuerpo 

requerida para una sensibilización óptima. y hay que tomar 

en cuenta que existen hemolimina« nnn r1 1.1 	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 hemolftica del complemento, varia inver 

samente con la fuerza i6nica del diluyente, por lo cual es 

conveniente verificar la concentración del amortiguador. 

El calcio y el magnesio son imprescindibles en la reac 

ci6n. pero una alta concentración de complemento inhibe la 

fijacidn de complemento. 

La reacción hemolítica di títulos más altos a 30'C, pe 

to requiere por lo venos tres horas para alcanzar el punto 

final. 

En humanos esta determinaci6n es importante desde el 

punto de vista clínico. porque detecta anormalidades rela-

cionadas con el complemento. 
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TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-NUCLEARES Pon 

FIJACION DE COMPLEMENTO 

Objetivo: Analizar el fundamento de la técnica de fi-

jación de complemento, y aplicarla en la titulación de anti 

cuerpos antinucleares. Determinar la importancia de le téc-

nica de fijación de complemento, por las múltiples aplica--

ciones de la misma. Señalar las propiedades de los anticuar 

pos enti-nucleares, reconociendo otras técnicas útiles para 

su identificación, así como las patologías en que estén invo 

lucrados. 

Evaluar las ventajas, desventajas y limitaciones del mé 

todo. 

Generalidades: En la práctica anterior ya quedaron esta 

blecidas algunas características del complemento y su fija—

ción. 

La propiedad que tiene el complemento de fijarse a con 

plejos antígeno-anticuerpo. se ha utilizado como un indica-

dor indirecto de la reacción antígeno-anticuerpo. aún cuando 

no hay manifestaciones visibles de esta reacción (precipita-

ción, aglutinación, etc.). La prueba de fijación de comple-

santo, representa una técnica muy GtiI para determinar anti-

geno* o anticuerpos. y su amplio uso se debe a su alto grado 

de sensibilidad en relación a otros métodos (10). Para que 5111 

manifieste la fijación de complemento. bastan de 0.05 a 0.1 

11: da ttitr=6...m 	anticuerpo/al (6). 

La fijación de complemento se ha utilizado por años pa-

CIL estudios cualitativos y cuantitativos ea microbiología e 

inmunología (8). Esta técnica es de gran utilidad para este-

(liar antígenos de transplante, usándose en la tipificación de 

ELS en varios substratos, coso son las plaquetas y linfocitos 

entre otros (10). Casi todas las infecciones vitales pueden 
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diagnosticarse mediante la fijación de complemento. que es 

la prueba de primera elección para los siguientes virus: 

Adenovirus, Varicella-Zoster, Cytomegalovirus, Arbovirus, 

Influenza, Sarampión, Viruela, tubeola, Hepatitis del sue-

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

mo son las del grupo de la fiebre Q y del tifo. Detecta en 

tígenos mic6ticos de Blastomyces dermatitides e Histoplas- 

■a capsulatum. En las enfermedades autoinmunes es una herra 

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

tipo de antígenos. solubles o particulados. proteínas carbo 

hidratas o lípidos (8). 

Los anticuerpos anti.aucleares (factores anti-nucleires 

dPAN), son anticuerpos dirigidos contra uno o mis compenen 

tes del núcleo celular. Pueden estar dirigidos contra lame■ 

brama nuclear, el DNA de doble hélice o simple, la desoxinu-

cleoprotelna en forma soluble. el RMA. las histonas, la pro-

teína ribonuclear, la proteína ribonuclear citoplésmica, SS-A, 

SS-11. Ma. el antígeno proliferante del núcleo celular y con-

tra el antígeno nucleolar (6). 

Los anticuerpos anti-nucleares. pueden descubrirse me—

diante varias técnicas inmunitarias como son la fijación del 

complemento, la bemaglutinaci6n pasiva. la  precipitación por 

doble imaunodifusidn en agar, la inmunofluorescencia indirec 

te. la  contrainmunoelectroforesia, o la prueba de las célu-

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

torees anti-nucleares, es fagocitado por los leucocitos poli-

merfonucleares (3). 

El primer método utilizado para detectar anticuerpos en 

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

de Margrave'. Se encontró que los factores anti-nuclearespre 

sentes inducían tal fenómeno (1). 

La inmunofluorescencia es una técnica empleada comunmen-

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

como substrato, es muy utilizada, observándose la presencia 

de anticuerpos mediante fluorescencia intranuclear. Esta prue 

ba detecta la presencia de muchos anticuerpos anti-nucleares, 

y por lo tanto tiene un valor limitado en la identificación 

de los anticuerpos importantes v patogénicos en el Lupus tri 

tematoso Diseminado, pues la característica de esta enferme-

dad, es la presencia de cantidades significativas de anticuar 

pos anti-DNA y anticuerpos antinucleoproteína solubles; tiene 

la ventaja de ser una prueba sensible, reproducible y relati-

vamente fácil de elaborar (6). 

La fijvción de complemento, es un método mediante el cual 

la amplificación natural de la vía clásica del complemento es 

utilizada como un sensible mecanismo de detección para la reac 

ción antígeno-anticuerpo de los factores anta-nucleares (7). 

Fundamento: Para determinar los anticuerpos antinuclea-

res en el suero del paciente. se  utilizan núcleos 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 

couplemento, se añade al sistema, y tras una incubación adecua 

da para que se efectúe la fijación. se agregan eritrocitos de 

carnero sensibilizados. como sistema indicador de la fijación 

de complemento. La ausencia de bemillisis. indica la fijación 

del complemento al complejo antígeno-anticuerpo. 

TECRICA 

REACTIVAS Y MATERIAL. 

Reactivo.: 

Timo de ternera. Suspensión dr n6cleos de timo. 

Solución fría de sacarosa-CaCl2. 

Asida de sodio. 

Solución amortiguadora de trietanolamina salina (T2S) con 
p2 de 7.3-7.4. 

Suero del paciente inactivado a 56.0 durante 30 minutos. 
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Suero control positivo. 

Suero de cobayo (complemento). 

Sistema indicador. eritrocitos de carnero al 2%, sen- 

sibilizados con hemolisin2n- 

Material: 

1 tijera. 

1 matraz aforado de 1 1. 

1 vaso de precipitado de 500 ml. 

1 mortero. 

1 gasa. 

1 franela. 

2 tubos estériles de 16 x 150 mm. 

2 pipetas estériles de 10 ml. 

12 pipetas de 1 al. 

12 tubos de 12 x 75 mm. 

3 tubos de 13 A :CC mm. 

1 portaobjetos. 

2 tubos de centrífuga. 

Equipo:  

Baño de hielo. 

Centrifuga. 

Loll,r11.,etre COle140 ir. 

Microscopio. 

Estufa a temperatura de 37.C. 

METODOLOG1A 

PREPARACION DE LA SUSPENSION DE NLCLEOS DE TIMO. 

1. 	Suspender un timo de ternera (melleja) de 50 g., fina- 

mente cortado con tijera, en una solución fría de sacarosa-

cloruro de calcio: 

Sacarosa 85.5 g(0.25 l). 

caci2. 1120 0.441 g (0.005 PI). 

Agua destilada 1 litro. 
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2. Desmenuzar con mortero o licuar durante 4 minutos. 

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

fragmentos de tejido. 

4. Centrifugar a 2400 rp■ durante 10 •inutos. 

5. Descartar el sobrenadante. 

6. Suspender el sedimento en 400 al de la solución de saca 

rosa-CaC1 2. 

1. 	Filtrar nuevamente a través de una franela. 

8. Añadir asida de sodio, la cantidad necesaria para una - 

concentración final de 0.11. 

O. 	Repartir la suapenelln de n6cleos en allcuotas, en tubos 

estériles y guardar en el refrigerador. 

La suspensión debe prepararse bajo condiciones de asepsia, 

con material estéril y siempre sobre hielo; la centrffuga debe 

ser refrigerada. Se puede conservar refrigerada a 4"C. sin pér-

dida de propiedades. 

DETERMINAN LA ANTICOMPLENENTARIDAD DE LA SUSPENSION DE 
NUCLEOS. 

1. Nacer diluciones progresivas módulos 21. con volumen fi-

nal de 0.25 ■1 para cada tubo. de la suspensión de nUlees en 

TIS (tubos 1-10). 

2. Al control negativo (tubo 11). añadir 0.5 ml de TAS. 

3. Al control positivo (tubo 12). añadir 0.25 ■l de TU. 

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

de modo que 0.25 ml contenga 3 unidades 502 bemoliticas. 

5. Añadir a todos los tubos menos al número 11, 0.25 ml de 

la dilución de suero de cobayo (3 unidades C•150). 

6. Incubar a 37.0 durante 30 'dauco,. 

7. Centrifugara 2000 rps 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 

al. de una suspensión de eritrocitos de carnero al 21,sen 

sibilizados con heaolisina comercial (1:2000) + 0.9 ml de 

TES. 

9. Incuhnr n 37*C durante 30 minutos. 

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

a 550 mm, utilizando coso blanco el control negativo. 

11. Calcular el 1 de heaólisis para cada tubo. consideran 

do el control positivo coso el IZO: de hem6lisis. 

12. Observar en cual tubo aparece primero la headlisis to 

tal; se considerará que a esa dilución los núcleos de timo 

no son anti-complementarios. Tomar una gota de esa dilución 

de la suspensión de núcleos, y observar al microscopio con 

objetivo de 40 diámetros; en el campo deben aparecer entre 

10-12 núcleos. 

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Dil.NT„ml .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 - - 

TES, al 
.._ 

C', al .25 .25 .25 .25 .25 .25 .25 -75 .25 .25 - .25 

incubar 	37'C x 	30', 	centrifugar 	2000 rpm x 	LO' 

sobreuad. 
+ 

r 

GRCS, al .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 .6 

TES, al .9 .9 .9 .9 .9 .9 .9 .9 .9 	1.9 .9 .9 
i 

incubar 	37"C 	x 	30'. 	centrifugar 	1500 	rpm 	x 	3' 

1 	I D0
550 

na 	1 	1 

T 	1 
1 	1 

I 
I 

1 1 	1 I 1 1 
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PASOS PARA LA FIJACION DE COMPLEMENTO 

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

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

ro control positivo, y suero del paciente, previamente inac 

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

usar TBS como diluyente, dejando un volumen final de 0.25 

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

0.25 
	

0.25 
	

0 25 
	

0.25 	De la dlti 
■a dilucido 
descartar 

1:2 1:4 1:8 	0.25 	ml 
1:16 

2. 	Preparar un 	tubo de 	suero 	control 	negativo, 	con o.25 

■1 de una dilución 	1:1 	de un 	suero negativo conocido y 	un 

tubo control 	para calcular 	la anticomplementaridad 	del 	sue 

ro problema, con 0.25 ■1 	de 	la 	primera dilución de 	este sue 

ro. 

3. Preparar un tubo control negativo, agregando 	0.1 	■1. 

de suero positivo, para determinar la anticomplesentaridad 

del mismo. 

4. Se requieren dos tubos para testigos positivo y negati 

vo respectivamente. a los cuales no se lea agrega nada enes 

te paso de la reacción y permiten valorar la actividad beso 

lítica del complemento sobre 	los Cae sensibilizados con be- 

molisinas; es necesario también un tubo control que aa a ser 

vir como testigo para calcular el 1002 de bemólisis. 

5. Aiadir 0.25 al de la dilución anti-complementaria de n6 

cleos de timo a cada uso 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 37'C durante 30 minutos, agitando los 

tubos a intervalos de 10 minutos. 

[Sueroproblema  
Ac 

37"C 
Ac - Ag. 

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

sobrenadante y lavar el sedimento. aEadiendo 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 antígeno o anti-

cuerpo que no fueron utilizados en la reacción. 

II. ARADIR COMPLEMENTO. 

1. Preparar ene dilución de complemento (suero de cobayo), 

previamente titulada que contenga 20 unidades SOZ bemolfticas 

por ml y añadir 0.25 ml de esta dilución a cada tubo, menos a 

los dos controles negativos, al testigo negativo. y al control 

posit ivo. 

2. Añadir 0.65 al de TBS. completando un volumen de 0.9 ml 

para cada tubo. 

3. Incubar a 37'C durante 30 minutos, agitando los tubos ca 

da 20 minutos. 

4. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos; decantar los 

sobrenadantes a otra serie de tubos y descartar el sedimento 

(núcleos-anticuerpos-complemento fijado). 
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III. PREPARAR EL SISTEMA INDICADOR. 

1. 	Los eritrocitos sensibilizados se preparan según los 

pasos 1-5 de la técnica para la determinación del comple-

mento total 501. heeolltico. 

IV. AÑADIR EL SISTEMA INDICAR (ERITROCITOS DE CARNERO-HE 

MOLISINA) 

1. A los 0.9 ml de sobrenadante que resta en cada tubo, 

añadir 0.6 al de la suspensión de eritrocitos sensibiliza-

dos. 

2. Agitar para que se mezcle bien el contenido de los tu 

bos, e incubar a 37'C durante 10 minutos, agitando constan 

temente. 

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

rima durante 5 minutos. 

4. Leer la D.O. de cada tubo en el Culcrímetro Coltmah Jr. 

a 550 nm. 

Sobrenadante 

La el sedi 

mento queda 

Sistema indicador de 

eritrocito: sensibi- 

lizados con bemolisi 

mas. 

La ausencia de 

bemdlisis, in-

dica que el com 

plememto quedó 

fijado al com-

plejo As-Ac. 

Resultados:  

El titulo de anticuerpos anti-nucleares corresponde a la 

mínima dilución donde no aparece bemólisis. Cuando aparece 

bemillisis ea todos los tubos, el suero probado no tiene fac- 
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teres anti-nucleares, y la fijzlet6a de complemento se efec 

tira con el sistemaindicadordeeritrocitos de carnero sensi 

bilizados con hesolisinas, por haber quedado libre el con-

pleaento en el sobrenadante, al no ser fijado en el sedi--

mento por la unión 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 activa 

dad del complemento, así como el funcionamiento del siste-

ma indicador, determinando en caso de existir, la autólisis 

y factores capaces de producir hemolisis inespecIfica o ihhi 

bici6n de la misma. 

TITULO DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES = 

CUESTIONARIO 

1. ¿Por qué se prepara la suspensión de núcleos de timo 

en condiciones de refrigeración? 

2. Mencione otra población celular que puede ser utiliza-

da como fuente de antígenos nucleares en esta determinación. 

3. ¿Qué es la anticomplementaridad, y describa tres subs-

tancias que pueden producirla? 

4. ¿CuIl es el objeto de las incubaciones a 37'C, a lo lar 

go de esta determinación? 

5. ¿Por qué se determina el 100% de hemólisisen la prácti-

ca? 

6. Explique el objeto de cada uno de los tubos controles 

utilizados en la prueba. 

7. ¿Qué inmunoglobulina es mía comunmente detectada con la 

prueba de fijación de complemento? 

8. ¿Por qué se debe calentar el suero del paciente a 56.0 

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

10. Señale dos aplicaciones clínicas de la prueba de fila 

ción de complemento. 

D1SCUSION 

La prueba de fijación de complemento es una prueba sen 
sable, que detecta aproximadamente 0.01 ikg de nitrogeno del 

anticuerpo/al, resultando más sensible que la aglutinación 

y la precipitación, pero menos que el radioinmunoanálisis. 

la  inaunofluorescencia o el ELISA. No se requiere material 

y equipe sofisticado en esta determinación. 

Teóricamente, la fijación de complemento es un procedí 

miento sencillo. pero se complica en la práctica. porque los 

resultados exactos dependen de la acción del complemento y 
w e  cualquier factor que puede afectar su acción, incluyendo 

el número de eritrocitos. la calidad y cantidad de la hemo-

lisina, y ciertos parámetros del sistema de reacción que in 

cluyen fuerza cónica, el pH, la concentración de Ca 	y --

Mg
4.4. 

el tiempo de incubación y la temperatura. 

Un exceso de bemolfsina causa hemaglutinación, y poca 

cantidad de como resultado anticuerpos insuficientes para -

efectuar la lisia celular completa; se debe titular cada nue 

vo lote de bemolfsinas, de aritrocitos y de complemento. 

La concentración de antígeno debe ser controlada, por--

que para una fijación de complemento óptima, debe existir una 

equivalencia aproximada entre el antígeno y el anticuerpo. 

Si los reactivos involucrados en la reacción están impu 

ros, la reacción puede quedar afectada. por lo cual se utili 

zam controles para todos los componentes, permitiendo detec-

tar factores anticomplementarios, hemólisis no específicas, 

la fuerza del complemento y la autólisis de los eritrocito*. 
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La desventaja de esta técnica es fundamentalmente el 

tiempo requerido para la determinación y para la titula—

ción de cada reactivo implicado. Se requieren grandes can 

tidades de reactivos, por lo cual esta prueba no es econó 

mica. Se han desarrollado técnicas comerciales de microti 

tulación. 

Los factores anti-nucleares se encuentran comunmente 

en otras enfermedades, además del Lupus Eritematoso Dise-

minado y enfermedades reumáticas. por lo cual su específi 

cidad diagnóstica es baja, pero útil para hacer la exclu-

sión de pacientes con sospecha de Lupus Eritematoso Dise-

minado, siendo recomendable realizar determinaciones de an 

ticuerpos anti-nucleares específicos, para diferenciar las 

patologías. 
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LINFOCITOS 

Los linfocitos se clasifican en dos categorías mayores:  

los linfocitos T derivados del timo, responsables de la in-

munidad celular, y los linfocitos B derivados de la médula 

ósea, responsables de la inmunidad humoral. La autonomía de 

estas dos divisiones no es completa, porque frecuentemente 

las funciones de los linfocitos 'I y B son interindependien-

tes. 

Entre los linfocitos existe una gran diversidad en cuan 

to a sus propiedades biológicas y químicas, como son el tatua 

ño, la densidad, la carga, la estructura superficial y lafun 

ción. En años recientes se han realizado muchas investigacio 

nes de la estructura superficial y función de los linfocitos, 

con objeto de definir su papel en la respuesta inmune, y de-

sarrollar métodos con pruebas "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 mar..adamente 

distintas. Como evidencia quedan incluidas las observaciones 

clínicas de niños nacidos con deficiencias de cada población, 

observaciones directas de las estructuras superficiales en-

contradas en cada grupo, diferencias de movilidad electrofo-

rética, funciones claramente diferentes en los análisis "in 

vitro". localización de las células en las distintas áreas 

de los órganos linfáticos primarios y secundarios. y la de-

mostración de marcadores de superficie aparentemente (micos 

de cada tipc 	;ue trz per-itiAc: AiviA'r :1 ler. 

tos en varias subpoblaciones. 

Se ha encontrado que los linfocitos 15 típicos, tienen 

inmunoglobulina mlg detectable en su membrana, antígenos 

dos tipos de receptores para el complemento y más de crear' 

pos de receptores para las regiones Fc de IgG. IgY e I,E. - 
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Los linfocitos T no tienen antígeno Ia, receptores de con 

plemento y de la región Fc de IgE, detectables; se recono 

can por la formación de rosetas con eritrocitos de butte-

go, propiedad que no tieueu los linfocitos B. Se han en--

contrado otras subpoblaciones de linfocitos, como la que 

está caractEzlzida por tener receptores para Fc, ausencia 

de nig y de la propiedad de formar rosetas"E7 y como la - 

subpoblación caracterizada por no tener ningún marcador de 

tectable y cuyos linfocitos se denominan células nulas. 

Para detectar cada una de estas subpoblaciones se han 

desarrollado métodos especiales, y su elección depende de 

las demandas de la investigación o de sus requerimientos 

prácticos en un laboratorio clínico. 

Estas determinaciones son útiles para conocer la pre 

Reacia de una proliferación maligna en los linfocitos san 

guineos; el carácter de las células D o T determina la di 

versidad clínica del grupo de linfomas y sarcomas del re-

tículo celular y Con la evaluación de ellas, puede seguir 

se la respuesta terapéutica; son útiles para la investiga 

cién de una deficiencia primaria del sistema inmune, y se 

usan también para estudiar una gran variedad de enfermeda 

des agudas y crónicas asociadas con alteraciones del sis-

tema inmune. 

Entre las técnicas más utilizadas para distinguir y 

cuantificar las diversas poblaciones de linfocitos, estén 

la formación de rosetas y la inmunofluorescencia. 
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INMUNOCITOADHERLNCIA. 	 RnSIITAS "" 

Objetivo; realiza( la formación de rosetas "E" con lin 

focitos T de un ratón inmunizado previamente con eritroci-

tos de carnero. Analizar el fundamento de la inmunocitoal4-

herencia. considerando la utilidad que tiene en la cuanti-

ficación de los linfocitos T y B y los avances que propor-

ciona en la investigación de la respuesta irmune. 

Evaluar las condiciones y el criterio a seguir, en la 

elaboración y cuantificación de rosetas. y reconocer las 

ventajas y limitaciones del método. 

Generalidades: Los linfocitos humanos. se  han dividi-

do en dos poblaciones principales B y T. por anslogfa con 

los llofo,ltr..« de otras especies de mamíferos y aves (i). 

En la década de los cincuentas, se encontró la presen-

cia de receptores específicos en los linfocitos, expresados 

en forma de aglutinación de superficie. y fue Biozzi y cola-

boradores en 1964, quienes mostraron las rosetas formadas 

por eritrocitos alrededor de células linfoides de ratón. sen 

sibilizadas previamente con eritrocitos de borrego (7). 

La interfase de la superficie celular. es  una cotpleja 

estructura móvil, que funciona reconociendo ciertos materia 

les extracelulares y que transmite información generada por 

el reconocimiento por parte de los organelos subcelulares 

(8). Estas caractarfsticas de las superficies celulares de 

los linfocitos. determinan el camino mediante el cual los -

materiales extraños se reconocen. influyendo en la genera--

cién de la respuesta inmune ante estos materiales. Los recen 

toree antigénicos de los linfocitos T y 8. son esenciales pa 

ra generar respuestas inmunes espeLífl‘gs (55. 

Los linfocitos T, son aquellos que han sido procesados 

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

los nódulos linfáticos y en la pulpa blanca del bazo (2). 

Los linfocitos B, tienen su origen en sitios extra-

tImicos (médula roja e hígado fetal), y no son procesados 

por el timo; se encuentran en. o cerca de centros permina 

les de tejidos extratfmicos linfoides y sirven como pre-

cursores de células efectoras; maduran originando células 

plasmíticas productoras de anticuerro 	(2). 

Mediante la formación de rosetas, se detectan en los 

linfocitos B receptores para el complemento "EAC". en tan 

to que para los linfocitos T. se detectan receptores para 

eritrocitos de borrego "E" (9). 

Para estut.iar íos recepLoles je 	han de 

sarrollado varias técnicas, entre las cuales cabe mencio-

nar las que utilizan antisuero heterólogo, marcado radioac 

tivamente o con fluoresceína (8). 

La formación de rosetas es una técnica que ha sido uti 

lizada para identificar y cuantificar las células linfoi-

des en la investigación de enfermedades (9). Estos estudios 

se utilizan principalmente en enfermedades linfoprolifera-

civas, como es el caso de la leucemia linfocftica crónica, 

donde la mayoría de los linfocitos en sangre son células 

(2). También se utiliza en inmunodeficiencias, ejemplifica 

do con la deficiencia innunolórica tipo Erutan, donde se - 

encuentran generalmente un nGnero pequeño de células 	cir 

culantes (9). En enfermedades infecciosas se usa esta téc-

nica, como en el caso de mononucleosis infecciosa, donde 

un gran panero de linfoblastos tienen marcadores de célu—

las T. y un pequeño cimero de marcadores de células B (3). 

Se aplica también para la investigación de enfermedades au 

talismanes, donde se tiene al Lupus Eritematoso Diseminado 

(3). Podemos citar además por su particular interés. la  en 
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fermedad de Hodgkin,lai.ucemlalinfocftica aguda, el síndro 

me de Sezary. y el cáncer entre otros (1). 

prucb= dz 	dz .-.„a. "E". 	un stLV 

do para cuantificar el nImerr, d 	rg1 -1.. linfnide5  t, que 

tienen receptores específicos de eritrocitos en su superfl 

cle, siendo útiles las rosetas come marcadores de las célu 

las T. Se han usado diferentes clases de pruebas "E" y -

muy probablemente. la  marcada divergencia de resultados pu 

blicados, se debe a diferentes técnicas y criterios para 

seleccionar rosetas positivas. 

En general, el criterio y lee precaucienee que deben 

establecerse para la validez de un marcador, incluyen los 

siguientes puntos de interés que han sido publicados por el 

W.11.0. (2): 

1. Utilizar eritrocitos que no tengan nis de dos semanas 

de colectados, en solución Alsever, alaacenados a 4*C. 

2. Es necesario tener una proporción entre eritrocitos y 

linfocitos de 50:1. y es recomendable la proporción 100:1. 

La reacción se debe llevar a cabo en tubos redondos de plés 

tico o vidrio siliconizado. no cónicos. Las células pueden 

ser suspendidas en una variedad de soluciones salinas (bank, 

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 reproducibles. incubando a 

37.0 seguido de centrifugación a 230 g., durante 5 minutos 

e incubación a 4*C durante la noche. Parece sin embargo. -

que el periodo de incubación en frío puede ser acortado a 

1 o 2 horas; se utiliza también un método usando centrifuga 

cid% e incubación a temperatura ambiente durante una bora. 

Es recomendable que los diferentes métodos se comparen y la 
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técnica que de resultados sós reproducibles y mayor número 

de células positivas, sea adoptada. 

5. La resuspensión final de rosetas para tonteo, no debe 

ser muy vigorosa. Golpear ligeramente el tubo con el dedo 

es suficiente y pipetear Luidadosamente con una pipeta Pas 

teur ancha. 

6. El número de eritrocitos adheridos a los linfocitos va 

ría. Bajo condiciones óptimas, la gran mayoría de células 

T normales, se unen a 3 o más eritrocitos y el número delta 

focitos con uno o dos eritrocitos unidos es pequeño. Ahora 

bien, como este último grupo puede estar aumentado en algu 

nos pacientes, se recomienda registrar las lecturas de ro-

setas Cun milis de í eritrocitos adheridos, o con uno o dos 

separadamente. 

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 cambio; recopilándose 

día a día mayor información, obteniéndose mejores condiciones 

de trabajo, y encontrándose una amplia variedad de marcadores 

que están siendo muy útiles en el aspecto diagnóstico de en-

fermedades linfoproliferativas (6). 

Fundamento: La formación de rosetas "E" se lleva a cabo 

mezclando en un medio liquido. células de bazo (ricas en lin 

focitos T) de un animal inmunizado previamente con eritroci-

tos de carnero, con el antígeno innunizante (eritrocitos de 

carnero); tras una incubación adecuada. se ceJenta el 

de células linfoides con eritrocitos adheridos a los recemto 

res de superficie, que demuestran la sensibilización de los 

linfocitos. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Material bio16/ico: 

1 ratón inmunizado por vía intraperitoneal, practicando 



- 89 - 

la primera inmunización con 0.5 ml de eritrocitos de 

carnero al 4.01, y la segunda. con por lo menos 5 días 

de intervalo entre la primera, aplicando 0.5 ml de -

eritrocitos de carnero al 201, 3 días antes de reali-

zar el experimento. La inmunización se debe efectuar 

por los alumnos. 

1 ratón de control, inyectado al mismo tiempo con 0.5 

nl de suero fisiológico estéril. 

Reactivos: 

?tedio mlniÑo tsrucíai de Eagie (rEm) o solución de Hank. 

Eritrocitos de carnero. 

Amortiguador salino de fosfatos con pH 7.4, 0.15 N. 

Material: 

2 cajas de Petri. 

2 tubos de cestrffuga (no cónicos). 

2 tubos de ensayo de 12 x 75 mm. 

2 pipetas de 1 ml. 

2 pipetas de 10 nl. 

2 portaobletos con cubrarobj.tty.. 

1 jeringa de 1 ■1. con aguja del 21 el 23. 

1 bemocitémetro. 

1 tijeras finas. 

2 agujas de disección. 

Equipo: 

Microscopio. 

Cemtrituga. 

METODOLOGIA 

1. Lavar los eritrocitos de carnero 3 veces en amortigua 

dor salino de fosfato. con pH 7.4. 

2. lbesuspesder los eritrocito* lavados, 0.2 m1 en 1G al 
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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 Petri, con 2 mldeEEM 

o solución de Hank y picarlo finalmente cúú laa tijeras 

Ai . 	 An 	trozo; grandls Fui. óruje 4C diuección. 

Romper los racimos de células, aspirindolas a través 

de jeringa y aguja, procurando no maltratarlas. 

5. Colocar la suspensión en un tubo de centrífuga, dese 

chando los trozos grandes que sedimentan, y centrifugar 

el sobrenadante a 400 rpm. 

6. Resuspender el paquete de células en 3 ml de ME$ o - 

Bank. 

7. Contar en hezocitózetro, ajustando la concentración a 

10
6 

células/0.1 al. 

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

un tubo de centrífuga. 

9. Aáadir a dicho tubo 0.1 al de células de bazo (paso 7). 

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

mii a 401) o 51)45 rpm, 15 minutos (paso optativo). 

11. Si se omite el paso 10, colocar el tubo 1 hora a 4'C. 

12. Con una pipeta capilar, suspender el paquete de célu 

las y colocar una pequeña alícuota en el hemocit6metro. Con 

tar las células formadores de rosetas (linfocitos con 3 o 

nés eritrocitos adheridos), que estén presentes en las 4 es 

quinas grandes de la cámara. 

Resultados: 

	 Células forzador** de rosetas en la la. esquina. 

	 Células toreadoras de rosetas en la 2da. esquina. 

	 Células forzador*, de rosetas en la 3a. esquina. 
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	 Células formadoras de rosetas en la 4a. esquina. 

	 Células formadoras de rosetas en las 4 esquinas. 

Multiplicar el número anterior por 2500 (factor de di 

lución) • 

 

número de células positivas por 106 célu 

las de bazo. 

 

Conservar la suspensión 12 horas a 4.0 y volver a con-

tar. Si se observa baja concentración de eritrocitos decar 

nero. repetir desde el paso número 8. aumentando la concen-

tración de eritrocitos. 

CUESTIONARIO 

1. ¿Cuál es el objeto de inmunizar al ratón en esta prác-

tica? 

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

esta técnica? 

3. ¿Por qué se utiliza el bazo como fuente de linfocitos? 

4. ¿Cómo puede inhibirse la formación de rosetas y por 

qué? 

5. ¿Qué efectos tiene la temperatura en la formación de 

rosetas? 

6. ¿Cuál es el objeto de conservar la suspensión 12 horas 

a 4'C y volver a contar? 

7. ¿Por qué se deben contar únicamente linfocitos con 3 

G iis rciLtutítos auneridos? 

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

recubiertos los eritrocitos para la formación de rosetas. 

9. ¿Por qué la resuapensi6n final de rosetas para costeo no 

debe ser ■uy vigorosa? 

10. Mencione otros marcadores de la superficie celular y ex 

plique alguna otra tícnica empleada para su estudio. 

1 



- 92 - 

DISCUSION 

Dentro de las ventajas de esta técnica, podemos men-

cionar que se requiere poco material. que la elaboración 

es sencilla. es  de bajo costo, los reactivos son fácilmen 

te accesibles y tiene importancia por su aplicación en in 

vestigaciones de la respuesta inmune. Entre los inconve—

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 heterogenicidad en los resul 

tados que reportan las diferentes referencias. 

Existen otros métodos mls sofisticados y sis e'r'"'"4  

cos coso es el caso ae la inmunofluorescencia, que requie-

re de reactivos e instrumentación especiales. 

Es conveniente enumerar los linfocitos T. expresindo-

los en porcentaje así como también, en números atsolutos. 

Se ha observado que los resultados obtenidos dependen 

del progreso de la respuesta inmune; varían con la tempera 
tura, con el grado de agitación, cambio de digmetro de los 

tubos de centrífuga y otras variables como serian también 

la concentración de eritrocitos y de linfocitos; así como 
el volumen del medio, que pueden alterar significativamente 
el t'amero y la morfología de las rosetas. 

Mediante ciertas técnicas, coro es la de velocidad de 

sedimentacl6n, pueden separarse las rosetas de otras célu- 

las es base a su tamaño. permitiendo aislar a los linfoci-

tos para estudlel 1”0 7-.1,--4 -,--cnte deseen realizarse. 

En general, la fácil aplicación de las observaciones 

experimentales en el estudio de enfermedades humanas, es su 

lealmente importante, y por lo tanto el anlifsis de subpobla-

cioces de linfocitos, es un necesario aspecto de la medici-

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

Objetivo:  Realizar la separaci6n de linfocitos T y B 

de la sangre periférica, mediante la 	ziiíurifula 

cidn por densidad con Ficoll-Hypaque, y posteriormente res 

liza:-  la formación de rosetas, para estudios cuantitativos, 

analíticos y funcionales de ambas poblaciones. Analizar las 

diferencias que existen entre las dos poblaciones de linfo 

ritos, ardiente las cuales es posible separarlos y enumerar 

los. Co aparar con otras metodologías usadas y evaluar las 

limitaciones de esta técnica a desarrollar, asfronclasven 

tajas que ofrece. 

Generalidades: Algunas propiedades fundanentalesde los 

linfocitos 15 y T, que deben tomarse en cuenta para una me- 

jor comprensión de la práctica, son las siguientes 	(1): 

Características 
	

Linfocitos B 
	

Linfocitos T 

Origen Médula 	osea 	1 Médula osea 	1 

Sitio de proce 
san tinto 	1 3:.=S

Localización 

La bursa en 	las I Timo 

	

en 	T 
el nódulo 	linfl 
tico. 

Folículo 
Cordón medular 

Paracortex 
(cortes profundo) 

Funciones Célula 	efectora en 
la síntesis de an- 
ticuerpos. 

Célula efectora en 
la inmunidad celu- 
lar. 	• 

Célula reguladora 
(ayuda o supresión) 

Subtipos identi 
ficados 

Célula 	del 	centro 
folicular. 

Linfocitos del 	corCélula _ 
dón medular. 

Célula supresora 
citotóxica. 

inductora 
de ayuda. 

% de células san 
iluíneas periférí 
C411. 

f 
10-1.57. de 	linfoci- 
tus pequeños. 

75-805 de 	linfoci-
tos pequeños. 

Marcadores de su _ 
perfície sis con 
fiables. 

Iamunoglobulinas 
de superficie. 

Formación de rose-
tas espontáneas con 
GRC 	(Rosetas NEN) 



iritrocItos de 
carnero 

10 Componentes actl 
vados del compIe 
mente. 

culliornmunoglobullsa 
Ig 

linfocito 8 

	

receptor C1 	receptor 
	1IN 	 

Roseta "LA" 
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RECEPTORES EN LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS B(6). 

Ea la practica anterior, quedó ya establecido el fun-

damento para la formación de rosetas "E", en la identifica 
cidn de linfocitos T. 

Los linfocitos 3, tienen receptores de membrana para 
C 3. La técnica de formación de rosetas "EA", depende de la 

capacidad de los linfocitos 8, de formar rosetas con eritro 

catos recubiertos de rey;:.nte 

ras son eritrocito, de carnero tratados con anticuerpos Tren 
te a ellos, y complemento humano. También los MI y los mo 

notitas pueden formar rosetas "EAC" (2). Pero las células I, 

aparece= pequeñal., con una capa simple de eritrocitos adhe-

ridos (3). 
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La formación de rosetas puede ser inhibida agregando 

antiglobulina, indicíndose con esto, que les receptores 

son Ig (7). 

Cualquier partícula que contenga en su superficie o 

que pueda ser recubierta con determinantes antigénicos, pue 

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

Los linfocitos B pueden ser identificados también. de 

mostrando inmunoglobulina en la superficie de su membrana. 

utilizando suero antihumano con inmunoglobulina marcada con 

fluoresceina o utilizando un suero con inmunoglobulina no 

marcada, en una especie animal particular, seguido por un 

suero antiespecie marcado con fluoresceina (11). Ademisde 

los dos marcadores ya mencionados. existe una amplia varíe 

dad que han sido utilizados. con la finalidad de identifi- 

car, wanuornr 	inc 	ft 	T (O\ 

Para que un marcador tenga validez, deben tomarse en 

cuenta los siguientes puntos 12): 

a) Debe determinar la expresión del marcador en II, T. 

u otra población o subpoblaci6n celular. 

b) El sistema mzrcador. debe ser titnlable hasta un -

punto de saturación, que defina las distintas poblaciones 

o subpoblaciones. 

c) Bajo ciertas condiciones, como es la rápida prolife 

ración, habré diferencias en la expresión del marcador. Si 

es posible la expresión del marcador en células 11 y T norma 

les, bajo condiciones similares deberé ser verificada. 

Algunos marcadores no son exclusivos de células línfoi 

U... La .ayer diiicuitad práctica, es ocasionada por los mo 
nnritese 1..1.Am^ 

   

1 	dr. 	• 	• I • _ 
arpa 

   

Para aislar linfocitos de la sangre, se han reportado 

numerosos métodos. Entre ellos, el método mía comunmente utl 



5. Tipo de células activa 
das fluoreacentemena 
ej. 

Anti-Ig. 
Anti-T 
Anti-11 

Alta 
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lijado. es  el de Ficoll-metrizoato de sodio, descrito por 

Boyum (2). 

Ninguna técnica de separación. tiene una eficacia ma 

yor del 901. En el método de Ficoll-Metrizoato de sodio. 

existe una pérdida preferencial de células T (4). 

Estas preparaciones. contienen una alta proporción de 

monocitos; estos, acarrean algunos marcadores en camón con 

las células linfoides pero pueden ser fácilmente distinguí 

dos por su morfología general (11). 

A continuación se muestran algunos métodos usados en 

1 

la separación de linfocitos 11 y T humanos (2): 

A) Utilizando marcadores de  
sup. definidos. 	 Eficacia 

   

1. Antisuero citotóxico ej. Anti-lg 
	Alta 

Ant i-T 
Anti-11 

I 

i 

2. Sedimentación de rose- 	E 
tas. 	 EA 

EAC 

3. Columna de fraccionanien Degulan anti- 

to. ej• 	Ig 
De aulas anti- 
Ig+Ig 
Sephadex anti- 
Ig 
Sephadex espa- 
ciado anti-Ig 

Variable. pero 
puede ser alta. 

Moderada 

Alta 

4. Monocapas absorbentes. 	 Alta 

II) Usando propiedades generales 	Eficacia 

1. Electroforesis 	 Un grado de sepa 
ración es posi— 
ble. 
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2. Gradiente de dentd..1 

3 	V-1--"-1 - 	.111u 
tación a 1 g. 

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

Los linfocitos 
B son efectiva 
mente removí--
dos. Eficacia 
moderada. 
(25-70%). 

Entre los métodos mis usados se encuentran las columnas 

de adherencia con fibra de nylon. 

Fundamento: En esta práctica, se efectuar[ la aclarecida 

de linfocitos de la sangre, en base a la centrifugación de --

densidad, utilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque, y poste-

riormente se procederá a identificarlos y enumerarlos, utili-

zando la propiedad de formación de rosetas "E" y rosetas - - 

"EAC" (3). 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

keactivos: 

Ficoll 400 (Fh 400 000 sigma), 6.48 g en 72 ml de agua 

destilada, con Hypaque al 502 (21 m1). 

Amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2. 

Eritrocitos de carnero. 

Sangre humana heparinizada. 

Solución net nuevo azul de metileno al 0.55. 

Material: 

$ tubos de 13 x 100 mm. 

5 pipetas de 1 ml. 

3 pipetas de 5 m1. 

2 pipetas de 10 ml. 

6 pipetas Pasteur. 



E1

F-H  

&Eritrocito; y Leucocitos.   

Plasma 

Linfocitos 
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2 tubas d¿ ceüillfuga. 

1 hemocitilmetro. 

Equipo:  

Estufa a temperatura de 37°C. 

Centrifuga. 

lacroscopio. 

NETODOLOGIA 

1. Obtener 4-5 al de sangre humana heparinizada (0.35 ml 

de heparina) y diluirla 1:2 con amortiguador salino de fos 

fetos. 

2. Pasar por Ficoll-Hypaque la sangre diluida. colocando 
en un tubo de centrifuga 3 al de Ficoil-Hypaque y 4 m1. de 

sangre diluida; centrifugar a 1 700 rpm durante 45 minutos. 

La densidad del Ficoll-Hypaque debe encontrarse en un ran-

go de 1.07-1.08. 

Estratificar la sangre. deslizíndola lentamente por 

las paredes del tubo sin mezclar. 

3. Separar la imterfase cuidadosamente con una pipeta ras 
teur v lavar los linfocitos tres veces co: amortiguador sa-

lino de fosfatos con pa de 7.2 (4-5 ml en cada lavado). ce:a 
trifugando a 1 700 rpm por 7 minutos. 

4. Ajustar la concentración de células viables a 4 x 106/ 

ml. (En el segundo lavado dejar + 1 ml. ai:.adir un ml. de la 
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solución del nuevo azul de metileno y contar un cuadro pa 

ra lecucocitos en el hemocit6metro. El resultado se multi 

plica por 20 000 para conocer la concentración obtenida). 

5. 	Tomar 1 ml del paquete de eritrocitos de carnero pre 
servados en solución de Alsever v/v (por lo menos durante 
Una semana. 

6. Lavar el paquete tres veces con amortiguador salino 

de fosfatos con pH de 7.2. centrifugando a 1 500 rpa (pre 

parición previa). 

7. Hacer una suspensión al 1% con amortiguador salino de 

fosfatos con pH de 7.2. 

8. Mezclar 0.25 al de linfocitos y colocar 0.2 ■1 en dos 
tubos. 

9. Incubar en 	la estufa 	a 37.C. por 15 minutos. 

10. Centrifugar a 800 rpa, durante 5 minutos. 

11. Incubar en baño de hielo, 2 horas. 

12. Hacer lectura al microscopio, contar rosetas de linfa 

cltos con 3 o más eritrocito, de carnero adheridos. 

Leer el primer tubo después de dos horas de incubación. 

Leer el segundo tubo después de cuatro a cinco horas de in—
cubación. 

ROSETA E 

i. 	Seguir basta el paso 6. 

2. nacer una suspensión de eritrocito, de carnero al S% 
en hemolisinas con dilución apropiada. 

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

2 veces. 

4. Añadir un volumen igual al inicial de complemento fres 

co, dilufdo 1:200 en amortiguador salino de fosfatos con 01 
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 ■1 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. Resuspender suavemente los paquetes. 

12. Observar al microscopio. Leer directamente. 

Nota: Los eritrocitos de carnero tratados, pueden uti 

lizarse al dta siguiente. 

Resultado: 

Renortar el I dr linfnrirna f^TriArb,,,.. A. rn--•.— ',roe 

en relación con toda la población presente en el benocitó-

metro. Es recomendable contar 100 células, para obtener da 

tos más precisos. 

de linfocitos T. 

Reportar el % de linfocitos formadores de rosetas - 
m EAC., ea las mismas condiciones que se siguieron cala cueza 

ta de linfocitos T. 

2 de linfocitos B. 

Según comunicación del WHO, los resultados oscilan en-

tre 50-702 para los linfocitos T y 20-302 de linfocitos B. 

En México existe discrepancia en los resultados reportados, 

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

CUESTIONARIO 

1. 	¿Culi es la composición del reactivo Ficoll-Hypaque,y 
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zou que objeto se utiliza en esta práctica? 

2. ¿Por qué deben ser preservados los eritrocitos en so 

lucián de Alsever. por lo senos una semana antes de su uti 

lizac 16n 

3. ¡,Qué utilidad tendría el uso de azida de sodio en la 

prIctica?. 

4. ¿Por qué seria conveniente tratar los eritrocitos con 

neuraminidasa previamente? 

5. ¿Cómo debe calcularse la cantidad de hemolisina que re 

quiere utilizarse en la formación de rosetas "EAC"? 

6. ¿Cómo se efectda la formación de rosetas » EA"? 

7. Mencione otros tres marcadores de linfocitos diferen-

tes a los mencionados previamente. 

8. Actualmente ¿se considera que las células forzadores 

de placa, y las células formadores de rosetas "EAC" son una 

misma población? ¿Por qué? 

9. ¿Culi es el papel del nacr6fago en la inmunidad humo-

ral e inmunidad celular? 

10. Explique alguna contribución de los marcadores de super 

ficie en medicina. 

DISCUSION 

Esta técnica de centrifugación por densidad, permite se 

parar a las células linfoides de los demás componentes sangui 

meos; posteriormente se procede a realizar las técnicas de - 

foraacidu de rosetas, con objeto de separar y cuantificar la. 

doe poblaciones: los linfocitos 11 y T. 

Esta es una prueba con las ventajas de ser económica y 

requerir relativamente poco tiempo en su elaborarles. Presea 

ta un alto grado de sensibilidad, lo resultados son bastante 

reproducibles y permite medir posteriormente la actividad fue 

cional de la fracción celular obtenida. 
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La identificación y enumeración de los linfocitos B y 

T en sangre y otros tejidos, tiene particular valor en el 

estudio de las enfermedades linfoproliferativas, en inmuno 

deficiencias, en enfermedades autoinmunes e infecciosas y 

la separacidn de ambas poblaciones es muy utilizada para -

realizar estudios y tipificaciones de los antígenos HLA en 

el campo de la inmunología de transplantes. 

El reactivo de Ficoll-Hypaque es económico, no es tó-

xico ni interfiere con las funciones de las células proba-

das, y es inerte, por lo cual no altera la carga de las 

proteínas en la superficie de membrana. 

Los reactivo, utilizados son delicados. El pH de las 

soluciones amortiguadoras debe ser vigilado, poroue los er1 

trocitos son ■uy sensibles. Se pueden espitar eritrocito, 

de distintas especies animales, pero varían los requerimien 

tos, teniéndose que cuidar las condiciones de almacenamien 

to e isotonicidad, para su utilizacidv en las rosetas. El 

radio óptimo de eritrocito' por célula nucleada, la concen-

tración. el volumen y la fuerza de centlifugaci6n, deben ser 

estandarizados. 

Algunas rosetas son inestables y se disocian en minutos 

después de ser resuspendidas; al agregar anida de sodio se 

previene la disociaciéq que puede ocurrir también por la ces 

trifugacidn. 
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CUANTIPICACLON DL CEInAS FOR1ADORAS DE ANTI-

CUERPO. r1JDIFICAClUI 1)IE LA TLCNICA DE JERNE 

Objetivo:  DeKcstrar la capacidad individual de las cé 

hilas linfoideas dt un animal inminizado recientemente con 

tra un antígeno, de secretar anticuerpo especifico al me--

dio, usando células blanco en presencia de complemento, 

utilizando una modificación de la técnica de „Terne. 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 inmunología experimental y clínica, con-

siderando las limitaciones y ventajas de su aplicación. 

Generalidades: En 1963, .terne y Nordin desarrollaron 

una técnica con la cual las células formadoras de anticuer 

po (CFA), pueden determinarse funcionaliente "in vitro", 

rediante la propiedad que tienen los anticuerpos producidos, 

de fijar compleNento después de haberse unido a un antíge-

no (2.3). 

Este método original es solamente adecuado para deter 

minar la formación de IgM, y se conoce con el nombre de téc 

alca directa (9). 

Cuando se requiere determinar alguna otra inmunoplobu-

line, 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 técnica sirve para evaluar directamente la respues-

ta humoral contra cualquier antígeno capaz de adherirse a 

la e.embrana de los eritrocitos de cualquier especie, tal co 

mo se hace en la hemaglutinacidn pasiva, a reserva de que 

el procedimiento de acoplamiento, deje al eritrocito sensi-

ble a la lisis. Esta modificaci6n proporciona mayor versati 

lidad al método por en cuanto a los antI/enos que pueden pro 

harte, habiéndose desarrollado técnicas para unir casi cual- 
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quien antígeno a los erftrocitos, incluyendo proteínas, po 

lisacáridos y haptenos. 

Esta técnica permite evaluar directamente la respues-

ta humoral desde su inicio; es capaz de medir los anticuer 

pos circulantes que mediante otras técnicas se detectan has 

ta que se ■cumulan en mayor concentración (5). Permite reví 

sar grandes poblaciones celulares, por lo cual es muy utili 

rada a nivel experimental en múltiples estudios de la res-

puesta inmune, en un gran número de vertebrados que inclu-

yen además de mamíferos, anfibios, reptiles, aves, peces, 

etc. (8). En la actualidad se aplica principalmente en es-

tudios a nivel humano. 

Como herramienta de experimentación. esta técnica ha 

permitido estudiar múltiples facetas de la respuesta humo-

ral que incluyen la relación de esta última con la respues 

ta celular (6); se ha podido seguir la alteración de la fun 

ción de las células 8 por diversos factores tales como los 

fármacos. los virus. parésitos, etc. (8); se ha estudiado 

la evolución de la respuesta inmune en función del tiempo, 

llegándose a conocer así el intervalo requerido para obre-

Witr una respuesta inmune óptima (6); ha hecho posible laob 

servación de los experimentos "in vivo", "in vitro" (7); 

las CFA han podido ser reconocidas y recuperadas para obte 

ner un crecimiento subsecuente en cultivos (5); ha podido 

seguirse la respuesta primaria y la secundaria (6); ha ser 

vado en la investigación de las propiedades del complemento 

y del factor anticomplementario (4); ha facilitado la compa 

ración inmunológica entre pacientes, permitiendo la detec—

ción de las diferencias individuales en la capacidad de res 

ponder a un antígeno, así como las diferencias del sistema 

inmune entre especies y edades (8); ha ayudado en la com—

prensión de la inmuno-supresión (6). 

Existen múltiples modificaciones de la técnica. en las 
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que cabe mencionar la de Cunningham, donde las células lin 

foides y los eritrocitos, se incuban sin soporte de gel. 

utilizando una cámara de monocapa; es útil en estudios que 

implican micromanipulación de las células vivas bajo micros 

copia de luz. para no distorsionarlas (1). 

Nossal desarrolló una modificación utilizando carboxi 

metilcelulosa, que binda excelentes condiciones ópticas y 

una monocapa ■uy delgada que favorece la detección de peque 

ñas placas de lisia(?). Lacarnoximetilcelulosa favorece la 

acumulación local de proteínas alrededor de la célula secre 

tora, por su viscosidad y por la unión reversible de protel 

nas. Es un cultivo abierto que permite el intercambio de-pa 

sea con la atmósfera (7). 

Fundamento: Las células llnfoideas provenientes de un 

animal inmunizado con eritrocitos de carnero. se  mezclan con 

loa eritrocitos de carnero en un soporte semisólido de aga-

rosa. donde son inmovilizadas. Al cabo de 45 minutos de in-

cubación. los anticuerpos específicos producidos se unen a 

los eritrocito; de carnero y al agregar complemento. se pre 

senta una lisie de los eritrocitos. observiodose macrosc6-

picamente la formación de pequeñas placas Micas, en cuyo 

centro se encuentran las células linfoideas productoras de 

anticuerpo. 

TECNICA 

REACTIVAS Y MATERIAL. 

l'activos: 

Agar noble. 

Agarosa. 

Reparina. 

Solución de Hank. 

Solución salina isotónica. 

Suero de cobayo fresco. 
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Eritrocitos de burro o carnero. 

Amortiguador salino de fosfatos con pi: de 7.2 

Material biológico: 

1 ratón inmune. 

1 ratón control. 

Material: 

1 gradilla excavada de plástico para portaobjetos. 

1 jeringa de i al. con aguja del neiwero 27. 

2 tubos de centrifuga graduados estériles. 

3 pipetas Pasteur. 

4 pipetas de 10 al. 

3 pipetas de 1 al. 

3 pipetas de 0.2 al. 

1 caja de Petri. 

4 tubos de ensaye de 13 x 100 um. 

4 tubos de ensaye de 12 x 75 mak. 

1 matraz Erlenpayer de 100 ml. 

4 portaobjetos. 

1 pipeta cuenta glóbulos (leucocitos). 

1 hemocItómetro. 

Equipo: 

Equipo de disección. 

Caja para gradillas. 

laño de hielo. 

Centrífuga. 

Microscopio. 
Estufa a temperatura de 37 y 43.C. 

METODOLOCIA 

1. 	Inocular un ratón inmune, cinco días previos a la prue 

ha. con 0.2 al de una suspensión de eritrocito, de burro o 

carnero al 4%, previamente lavados. Utilizar un rat6a con--

trol sin inocular. 
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Sacrificar a los ratones por decapitación y extraer el 

bazo. 

3. Colocar cada bazo en una caja de Petri. conteniendo 6 

ml de solución de Hank. 

4. Disgregar los bazos con dos pinzas de punta roma. 

5. Colectar la suspensión en un tubo de ensaye. 

6. Dejar reposar de 3 a 5 minutos en baño de hielo. 

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

grumos depositados en el fondo. 

8. Centrifugar la suspensión a 1000 rpa durante 10 minu-

tos y decantar. 

9. Lavar el paquete celular dos veces en solución de Hank 

o amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2. centrifugan 

do a la misma velocidad. 

10. Resuspender las células en 5 ml de Hank o solución salí 

ni' balanceada, y hacer diluciones 1:10 y 1:20. Contar en el 

hemocitómetro el número de linfocitos/ml, de cada dilución. 

Es conveniente determinar el número de células viables (ver 

paso némiero cuatro de la técnica de separación de linfocitos 

en sangre periférica. 

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

carnero, en solución salina isot6nica. 

	

12. 	Preparar una suspensión de agar noble al 0.15 en solu— 

ción salina isotónica y barnizar con ella los portaobjetos. 

	

111, 	Preparar una suspensión de agarosa al 0.5% en solución 

de Rault; filtrarla y colocar 0.4 ml en tubos de ensaye de 

12 a 75 me.; mantener los tubos en estufa a temperatara de 43.0 

	

14. 	Agregar a cada tubo 0.05 al de la suspensión de eritro 

citas de burro o carnero, sin sacar los tubos del baño. 



- 110 - 

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

1:20) de la suspensión de células de bazo. 

16. Mezclar bien y vaciar cada tubo sobre un portaobjetos 

barnizado y marcado previamente. 

17. Colocar los portaobjetos en las gradillas de plástico, 

e incubar dentro de unaebtufa húmeda a 37.0 durante una ho 

ti. 

18. El complemento de cobayo se diluye 1:10 en solución de 

Hank y se ponen 6 ml. de tal solución en una gradilla exca-

vada. 

19. Invertir los portaobjetos con las células sobre la gra 

dilla, de tal forma que queden en contacto con el complemen 

to. 

20. Incubar a 37'C durante dos horas ■ás. 

21. Contar el número de placas de lisis obtenidas. observan 

do con el microscopio. 

Resultados: 

i 
Placas 

linfocitos/ 
ml. 

linfocitos/ 
ml. 

- 

No. 	de 
placas 

‘ 

Z de 
CFA 

INhUNE  
dil. 	1:10 

CONTROL 

INELNE 
dil. 	1:20 

CONTROL  

CUESTIONARIO 

1. Mencione otras fuentes de complemento que pueden utili-

zarse en esta técnica. 

2. :.Qué efecto peed• tener una incubación prolongada antes 

de añadir complemento. y por qué? 



3. Explique los factores que originan la formación de pla 

cas falsas. 

4. ¿Cómo se puede determinar la dilución óptima de anti--

suero para obtener un número adecuado de placas Micas? 

5. ¿Por qué se incuba la placa una hora, antes de añadir 

complemento? 

6. ¿Cuál es el objeto de añadir antiglobulina de Coombs, 

en la ■edición de una reacción secundaria (1gC)? 

7. ¿Qué finalidad tiene el gel, y por qué hay modificacio 

nes en las que ha sido sustituido o eliminado? 

8. ¿Cómo pueden fijarse las placas con CFA, para estudios 

posteriores? 

9. ¿Qué rango de CFA es conveniente tener. y cómo puede 

ser expresado el nómero de las •ismas7 

10 . Describa la técnica de recuperación de las CFA. 

DISCUSION 

Esta técnica para la determinación de células toreado-

ras de anticuerpos, tiene la gran ventaja de monitorizar la 

respuesta inmune en forma sensitiva y cuantitativa; evalua 

directamente la respuesta huaoral desde su inicio; es una -

técnica muy sencilla y costeables, y requiere la inversión 

de poco tiempo para examinar grandes poblaciones celulares. 

Existen •Gltiples modificaciones de la técnica origi-

nal de Jerne, que han proporcionado una enorme versatilidad 

para su aplicación en un amplio campo de la inmunología. De 

be tenerse cuidado en la estandarización de reactivo, y po-

blaciones celulares, asé como en el tiempo requerido de in-

cubación. para evitar problemas tales coso la obtención de 

placas falsas, placas pequeñas y otros. 
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Es recomendable determinar el número de células via-

bles para obtener datos cuantitativos mis precisos. 
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INTERACCION ANT1GENO-ANT1CLIERPO. 

La característica más notalbe de la in teracc 	antí- 
geno-anticuerpo, es su especialidad. Como e jempo, tenemos 

el ca so del anticuerpo contra la albúmina sér ica de cone-

jo, que reacciona in tensamente con la albúmina de cone jo, 

pero es inerte frente a la albúmina de otras especies. 

Los estudios experimentales de Land stainer con antí-

genos artif iciales, mostraron que la especif ic idad de la 
reacc ión desde el punto de vista f isicoquímico, depende -

principalmente de la presencia de cadenas laterales seme-

jantes sobre la s moléculas de antígenos v de anticuerpos. 

Se cree que lag cadenas laterales presentan una d sposi-- 
iSn es par 	de tal naturaleza, 	CRS le da lugar a coinc idencia  

fís ica cuando se acercan una a otra. 

La aglut inac ión e s la reacción más senc illa para de-

mostrar la interacción antígeno- anticuerpo. Esta reacción 

entre el antígeno y el anticuerpo, forma agregados de pro-

teína bastante grandes nue pueden perc ib ir se a simple vis 

ta. Los anticuerpos rue pueden demostrarse por las técni-

cas de aglutinación se denominan aglut in inas, y los antí-

genos correspondientes, aglutinogenos. La prec iritación es 

un proceso semejante a la aglutinación, donde los anticuer 

pos correspondientes se denominan precipitinas. El resul-

tado de la reacción antígeno-anticuerpo en este caso, con 

giste en la apar ic ión de un precipitado granular fino, aue 

tiende a permanecer suspend ido en la soluc 

Y Cli sieuvt 	amo la aglutinación, 
pueden presentar el fenómeno de proxona, Que suele deber se 
a un exceso de antígeno, aunoue menos frecuentemente pue-
den obedecer también a un exceso de anticuer po.  
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CONTRAIMILi,.GEEELIKul-oRESIS. INVESTIGACION PE ANTI 

CUERFOS FRENTE A ENTAMOEBA HISTM.YTICA 

Objetivo: Realizar la técnica de CIEF para demostrar la 

presencia de anticuerpos contra Entanoeba histolytica en sue 

ro. Analizar el fundamento de este método, evaluar la sensi-

bilidad y especificidad que presenta para la detección de an 

ticuerpos. y determinar las limitaciones del mismo, recono--

ciendo las fLentes de error que pueden afectar los resultados. 

Analizar el problema de salud que representa la amibia-

sis humana, y la utilidad de las pruebas serológicas en la epi 

demiologla y diagnóstico de la amibiasis invasiva. 

Generalidades: El patógeno amibiano prevalente en elhom 

bre es Entamoeba histolytica, que tiene distribución mundial, 

encontrándose en todas las latitudes y afectando aproximada--

mente el 10: de la población total, llegando algunasveces has 

ta un 801 en regiones tropicales, dependiendo ettc. principal 

mente de factores higiénicos (4). 

En la República Mexicana la amibiasis tiene carácter en-

démico, sin tener relación alguna con el clima; existe un 27% 

de población inft,tada, entre la cual una gran proporción es-

ta constituida por portadores sanos y sólo una minorta enfer-

ma como consecuencia de la invasión tisular por el parásito. 

La mayoría de estudios sobre la frecuencia de la amibiasis„se 

han realizado investigando la presencia de quistes de E. bis- 

tolytica en heces. condición CU! 110 AA ~101mm..-11... 

  

  

     

invasora (1). La amildasis es una de las principales causas 

de muerte en el pala, y la enfermedad parasitaria más impor-

tante (2). 

Los estudios realizados sobre la Inmunología de la amibia 

sis comprenden los aspectos siguientes: 1) Inmunidad humoral; 

2) Inmunidad celular; 3) Inducción de Inmunidad experimentaly 

4) Inmunización humana postinfección. 
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E. histolytica provoca la formación de anticuerpos es-

pecíficos. serológicasente detectables cuando invade los te 

jidos humanos o animales (5). 

En la década de los 60's. gracias a los cultivos axéni 

cos de E. histolytica (Diamond), se desarrollaron varias 

técnicas serológicas. entre las cuales. caben mencionarse la 

inmunofluorescencia. la fijación de complemento, los geles 

de difusión. la  aglutinación de partículas de látex. la  he-

maglutinación indirecta y la contrainmunoelectroforesis (6). 

Estas dus Giiimrs sum las plutbab alá6 específicas y muestran 

una gran similitud de resultados. excediendo el 90% de reac 

clones positivas, aunque la hemaglutinación indirecta ce la 

prueba mis sensible (6). Hemos adpatado finalmente la contra 

inmunoelectroforesis, por la mayor rapidez y facilidad en su 

ejecución y la cual depende de IgG, donde se encuentranprin 

cfpalmente estos anticuerpos, aunque se localizan también en 

Igr. que interviene en la reacción de henaglutinlción.itdt- 

recta (7). La IgA aparece también la amibissis invasiva, pe- 

ro aún no se conoce su papel en la reacción imunitaria. 

La aerología de la amiblasis a llegado al punto de que 

debe ser usada rutinariamente para la detección de anticuer 

ros específicos en pacientes sospechosos de invasión asible 

na, así cono para las encuestas epidemiológicas (2). 

La contrainmunoelectroforesis es una técnica inmunológi 

ca de difusión en gel, similar a la doble difusión, seg6nel 

método de Oucbterlony. El antígeno y el anticuerpo se colo-

can en pozos diferentes, en el medio de gel de agar conamor 

tiguacior, sometiéndoue simultáneamente a la acción de un cam 

po eléctrico y es los puntos donde se unen al difundir, se 

forman insunoprecipitados (3). 

Los antígenos proteicos se mueven bacía el ¡nodo en el 

campo eléctrico, y los anticuerpos específicos se mueven ha 

cia el cátodo, debido al fenómeno electroendosmótico; cuando 
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los dos se unen, bt forman una o varias lineas de precipita 

cidn visibles en el medio de soporte (agarosa, gel de arar). 

En comparación con el método de Ouchterlony. la contrainmu-

noelectroforesis se caracteriza por una mayor rapidez en la 

formación de los precipitados (45-60 minutos), y por su ma-

yor grado de sensibilidad (concentra a todos los componentes 

inmunológicos en un solo lugar) (3). Obviamente, este método 

no es Gtil para antígenos con carga positiva o neutra. 

La contrainaunoeIectroforesis es adecuada para la deter 

wittación cuali y semicuantitativa, de los antígenos protéi-

cos presentes en el plasma o en otros fluidos del organismo 

en ciertos padecimientos, cuando su movilidad electtoforéti-

ca es contraria a la movilidad de los anticuerpos. 

Eata técnica es muy empleada pero la investiraci6n del 

antígeno asociado a la hepatitis (antígeno Australia)} de los 

anticuerpos frente a este antígeno, para la investigación de 

los productos de la dearadación del fibringgprin (n 7  E). a21" 

como para la investigación de la O( -fetnproteina y anticuer 

pos frente a E. histolytica (7). 

REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO EN LA PLACA DE CON-

TRAINMUNOELECTROPORESIS 

   

Ac. de E. histolytica 
en el suero del pací, 
te. 

11> 

".• 4 m" 

g. de E. his 	.tica. 
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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 cátodo, y el antígeno de E. histolytica en el ánodo. Tras 

.caliza: el ,uiLimieuio eiectrotorético adecuado con un amor- 

tiguAdelr  	per el feug'_:meno de eiectroosmotorests, 

el antígeno y el anticuerpo difunden con sentido opuesto uno 

del otro en el gel, hasta que se unen y forman una línea de 

precipitación visible, resultado de la reacción antígeno-anti 

cuerpo. 

TÉCNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Antígeno de E. histolytica para contrainmunoelectrofore 

jw 	cztenidos en cultivo axénico (E. 

histolytica cepa HK-9). El antígeno liofilizado después de - 

rehidratado, contiene 1 me/m1 de antieeno amihLino específi-

co, y como conservador se debe agregar 1 ng/w1 de azada de so 

dio. 

Suero control positivo de E. histolytica, obtenido de ca 

bras inmunizadas con antígeno purificado de E. histolytica, 

con 1 mg/m1 de asida de sodio coso conservador. Se presenta 

liofilizado. 

Amortiguador de dietilbarbiturato-acetato con un pR de 

8.2 y una fuerza Jónica N - 0.05. 

a) 	Para la tástara de electroforesis (amortiguador concentra 

do): 

13.38 g de barbita' sódico (5.5-dietilbarbiturato de so- 

dio), 8.E3 g de acetato de sodio t r4h4A,..,2d c, 	:.5 

1 con agua destilada y añadir HC1 0.1 % hasta tener un pa de 

8.2 (aproximadamente 180 m1). la fuerza Jónica de elite amor-

tiguador es 0.1; para su empleo diluir este amortiguador con- 
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centrado con agua destilada en la proporción 

u f 
	

Para la preparación del gel de agarosa: 

Mediante la dilución del amortiguador concentrado en la 

preparación 1:10 de agua destilada, se llega a la fuerza i6-

nica de 0.01. Como conservador añadir 0.1 ml de solución al 

10% de timerosal de sodio, a 100 ml de la solución de aRaro-

sa. 

1.5 g de agarosa. 

Eaterial: 

Aplicad ores de mader.. 

Pipetas capilares. 

1 pipeta de 10 ml. 

1 tubo de ensaye de 16 x 150 mm. 

1 horadador de 4 *a de diámetro. 

1 plantilla. 

2 placas de vidrio. 

Tiras de papel filtro. 

Equipo: 

Usara de electroforesis. De preferencia con sistema de 

enfriamiento. 

Mesa norizontal. 

Zafio a temperatura de 90-100'C. 

WETODOLOGIA 

1. 	Para preparar las placas de gel de altar, se mezclan 1.5 

g de agarosa y 100 ml de amortiguador y se calientan hasta -

ebullición en babo de agua. Una vez que la solución esti com 

pletamente clara, ...e deja entriar a au-c aproximadamente y 

se vacía el lfquidn raíl.... tchr::: :as 	.i¿rio que 

deben estar colocadas en una superficie perfectamente hori—

zontal. La maniobra se hace mediante una pipeta precalentada. 

o lotee, vaciando directamente desde un tubo de ensaye que coa 
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tenga la cantidad ya medida. Para tener las placas de vidrio 

perfectamente niveladas, se utiliza una mesa horizontal ajus 

table. 

Tamaño de la placa 	Volumen del gel 

10.0 X 10.0 cm. 	20.0 ml. 

20.; X II .n 
	

45.G mi. 

En la capa de gel solidificado por enfriamiento. horadar 

3 filas dobles de pozos, con una distancia aproximada 1.5 cm 

entre ellas, con 6-8 poros cada una; la distancia entre los -

centros de los pozos pares debe ser de 1.0 cm. Esto se puede 

hacer con el horadador de 4 ■m y guiándose por la plantilla. 

Retirar con cuidada el gel de agar de los cortes. 

2. El antígeno de, E. histolytica se tiene que rehidratar an 

tes de su uso, en el volumen de agua destilada indicado en la 

etiqueta. Si se conserva en refrigeración, 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 --

+6.C, puede ut!lizarse 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 po 

zos de las filas Z (cátodo), se coloca el antígeno (ver el es 

quema siguiente): 
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FLACA DE coNTRAINNUNnELFCTRAFnRES1S 

ANnno + 

CATODO — 

5. 	Condiciones de la electroforesis:  

A-sitios de apli 

caci6n para los 

sueros de los pa 

cientes. 

Ba.sitios de apli 

caci6n para elat 

tfgeno de E. bis 

tolytica. 

+suero control 

positivo de E. 

histolytica. 

a) Amortiguador para la electroforesis: dietilbarbituratn. 

pa 8.2.1• 0.05. 

b) Voltaje: 130-160 V. 

c) Potencial: 4.5 Y/cm. 

d) Intensidad por cimeras: 30 mi, para la placa de 10 X 10 

cm, y 60 aA para la placa de 20.5 X 11 cm. 

El contacto entre el amortiguador de la cámara y la pla 

ca de gel de arar se establ ece 	 rIrmc A. p2pe1 lag.rz  

de 1 mm de grueso. Si el voltaje se ajusta (cerca de 130-160 

V). de tal manera que el potencial en el gel sea de 4-5 V/ca. 

por ejemplo. La electroforesis se lleva a cabo empleando de 

preferencia el sistema de enfriamiento con agua durante 45 mi 

untos. 
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Resultados: 

En los casos positivos, al término de la electruEorcsis 

se forman una o más líneas de precipitación, en la zona com-

prendida entre los pozos en que se colocaron el antígeno y 

el suero del paciente. Estas líneas deben aparecer siempre 

con el suero control positivo de E. histolytica. Los precipi 

tallos débiles deben intensificarse mediante tinción con algún 

colorante para proteínas. 

ANTICUERPOS FRENTE A E. HISTOLYTICA: 	 

Fuentes de error: 

Las posibilidades de error més frecuentes se enumeran a 

continuación: 

1. Formación de precipitados poco definidos por condensación 

de agua en la superficie del gel. 

Causas posibles: Diferencias notables de temperatura en-

tre la placa de gel y la timara de electroforesis (temperatu-

ra amblente),y alto prado de humedad. 

Corrección: Dejar la cubierta de la rimara ligeramente 

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

2. Los precipitados no se forman paralelamente con dirección 

a la corriente. 

Causas posibles: 

a) Contacto deficiente entre el papel filtro y la superficie 

-2:1 :el. 

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

te debido a sobrecalentamiento). 

c) Colocación oblicua de las placas. 

d) Colocación del papel filtro muy adentro. en la superficie 

del gel. 
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3. 	No hay formación de precipitados. 

Causas posibles: 

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

zos. 

b) Exceso de antígeno o de anticuerpo. 

c) Se equivocaron los polos. 

d) Contacto deficiente entre los puentes de papel Y la su 

perficie del gel de agar (cuando no hay paso de la corrien-

te, se observan anillos de difusión). 

4. 	Excesiva agua de condensación en la parte inferior de 

la tapa de la cémara de electroforesis. 

El agua de condensación se forma por la evaporación del 

agua contenida en la capa del.gel durante la electroforesis, 

debido al sobrecalentaniento. 

Causas posibles: 

a) Corriente ■uy alta. 

b) El agua que se utilizó para la preparación del amorti-

guo. no fue pura, debe verificarse el pH y la conductividad. 
c) Enfriamiento insuficiente. 

CUESTWOARIO 

I. 	¿Cómo puede obtenerse el antígeno de E. blatolytica? 

2. ¿Por qué deben nivelarse perfectamente las placas del 

gel de agar? 

3. ¿Qué es el fenómeno electroendosmótico? 

4. ¿Por qué un exceso de antígeno o anticuerpo, no permite 

la formación de precipitado? 

5. ¿Qué características debe■ tener los antígenos y anti--

cuerpos usados en esta técnica? 
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1 
b. ¿Cuál es la utilidad de esta prueba en la seroepidemio 

logra? 

7. Explique el fundamento de alguna otra técnica empleada 

para determinar anticuerpos frente a E. histolytica. 

8. ¿Qué desventajas presenta la contrainmunoelectrofore--

sis? 

9. ¿Existe algún equipo comercial para realizar esta prue 

ba? 

10. Mencione allunas enfermedades parasitarias, en las cua 

les se utiliza como ayuda diagnóstica, la intradermoreacción, 

la reacción de floculacién en látex, la hesagiutinación, la 

fijación de complemento y la inmunofluorescencia. 

Discusión: 

La contrainnunoelectroforesis en la investigación de an 

ticuerpos frente a E. histolvtica. es  una técnica de las al: 

sensibles y es-e ecíficas, presentando adeals las ventajas de 

rapidez y facilidad en su ejecución. Se obtienen resultados 

cualitativos o semicuantftativos. requiriéndose ea este caso 

en particular, conocer solamente si existen o no, anticuer—

pos presentes en el suero humano. 

Los reactivos deben estar preparados de acuerdo a las 

especificaciones, pues son costosos. El equipo requerido no 

es sofisticado. pero debe tener un funcionamiento perfecto, 

pues de lo contrario todo el trabajo resulta inútil. Cono--

ciendo la variedad de fuentes de error que pueden ocurrir, 

es posible evitarlas. 

Es fundaaental no tener excesos de antígeno ni de asta 

cuerpo, requiriéndose repetir la técnica con diluciones apio 

piadas, si se presenta el caso. 
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ELECTRO1NMUNODIFFSION. CU!.NTIrICACION 

DE SEROALBUMINA HUMANA 

Objetivo: Utilizar el método de electroinmunodifusión 

para cuantificar la seroalbilmina humana. Analizar el funda 

mento de este método y distinguir las ventajas que propor-

ciona su empleo en comparación con la inmunoelectroforesis 

y la innunodifusi6n radial. Determinar y considerar las po 

sibles fuentes de error en el desarrollo de la práctica. 

evaluando las ventajas y desventajas del método. Señalar 

las posibles aplicaciones de esta técnica. 

Generalidades: La electroinsunodifusi6n (EID) esur aé 

todo para cuantificar proteínas, desarrollado por Laurell 

y por KerrIll 	cn igOo (1,3). donde se combi 

nan el rápido análisis inmunoelectroforético y la especifi 

cidad de la inmahnodifo.lAn 	páfa obtener resultados 

más precisos en un tiempo menor (4-5 horas. comparado con 

días) (4). 

En esta técnica de EID,e1 antígeno se desplaza median 

te electroforesis hacía un soporte, en este caso gel de - 

agarosa. otio r^noti=== a. .uti/uerpo monovalente. La versa-

tilidad del métodoba permitidorealizar ciertas modificacio 

nes. para superar aliinus problemas técnicos que se presea 

tan; se utilizan varios tipos de soportes. entre loscuales 

los más empleados son los geles de azarosa con amortiguado 

res adecuados para cada proteína, o bien tiras de acetato 

de celulosa básicamente (7). Como condición de la prueba. 

los anticuerpos no deben migrar en el gel durante la clec- 

troforesis y los antígenos deben or»c•nrIT 	ejec-

truforética; por tal motivo se han desarrollado procedimiea 

tos que permiten modificar químicamente el anticuerpo o el 

antígeno. para alterar sus movilidades electroforéticas y 

tener así las condiciones adecuadas para el corrimiento. En 
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tre estos procedimientos, cabe mencionar la carbamilaci6n 

del anticuerpo y la cnpeliaerizaci5n de les antígenos con 

glutaraldehído (1). 

Dependiendo de su movilidad electroforética, la pro-

teína a cuantificar, se coloca unas veces en el mundo y 

otras en ex cátodo 18J. Ai difundirse el antiÉeno enel 

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 

así imágenes de "cohetes" (3) 

dt antígeno migran. se presenta 

inicialmente tia, exceso de antígeno. y los pequeños cumple 

jos solubles formados con moléculas de antígeno, siguen mi 

grando a menor velocidad en el gel que contiene anticuer-

po. Continuando la electroforesis se alcanza la condición 

en la cual. el tamaño del complejo antígeno anticuerpo. 

causa precipitación. El 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 nueve aunque continúe la - 

eieccroforesis. encontrándose aquí el pubLu 	C4UíW.t1eii -

Zi.:I (2). E' tier.pc requeride per2 el corrinte mam,ctrofo 

rético varía entre 10 y 60 minutos; la intensidad decorrien 

te que debe aplicarse, varía entre 3 y 6 miliamperes por 

centímetro (mA/cm) (5). 

Es conveniente correr de 3 a 5 soluciones de concentra 

clones conocidas a la vez, y cuyos resultados servirán para 

trazar una curva de calibración (2). 

La distancia medida en milímetros entre el poro donde 

se colocó el antígeno y la punta del "cohete". es directa-

mente proporcional a la concentraci6n del antleeno. A par-

tir de la curva de calibrsci6n, mediante extrapolación y mil 
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tiplicando por el factor de dilución de la muestra, se ob-

tieneu finalmente los valores de la concentración de pro--

tefna en mg/100 ml de buen., problema 14). 

Si las bandas de precipitación son muy tenues.o se de 

sea fotografiar las placas. y siempre que se usen tiras de 

at_eLdto de reluloSa, se procederá a lavar para eliminarlas 

proteínas que no reaccionaron, y a teilir con cualquier co-

lorante para proteínas, entre los cuales se tienen el ne-

gro de asida, el rojo de Ponceau, el azul de bromofenol. 

la fucsina ácida. la  azocarmina, y la nigrosina. que son 

los más comunmente usados (7). 

Este método por su versatilidad, ha utilizado mucho pa 

ra la cuantificación en suero, plasma, líquido cefalorraqui 

deo y orina, de prealblaina. albúmina. 0.01
1 
 glicoproteína 

ácida, o« 	antitripsina, e< 1  antiqutmiotripsina, inhibí-- 

dor de intertripsina, ceruloplassina, haptoglobina, C3a, C4, 

transferrina, hemopexina, proteína C reactiva, inactivador 

de Cia, IgG, IgA, 	IgD, IgE, antígeno asociado al fac- 

tor de la coagulación VIII, y otras (5). 

La seroalbúmina humana, pequeña proteína con un peso no 

lecular de 69 000 daltons, que tiene como función principal 

en el plasma, conservar la presión osmótica de la sangre,se 

puede cuantificar por electrofnmunodifusión. 

Fundamento: La seroalblamina humana se difunde en un gel 

de agarosa que contiene anticuerpo anti-albúmina humana. tras 

realizar un corrimiento eIectroforético. produciéndose una 

precipitación mor la 	lAn 	.....,ucKyv con imagen 

de "cohete" al alcanzarse el punto de equivalencia. Al comp." 

rar la longitud alcanzada por la imagen que produce la mues-

tra, con las longitudes alcanzadas por las imágenes produci-

das por soluciones patrón corridas simultíneamente, es posi-

ble determinar la concentraci6n de albúmina en la muestra pro 

blema. 
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TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Amortiguador de fosfatos con nh de 7.4, 0.15 M. 

Agarosa (Azar purum). 

Suero problema. 

Suero anti-albúmina humana. 

Suero normal estandarizado. 

Medio: agarosa al 1.52 en amortiguador de fosfatos, 

agregando algunos cristales de fenol. 

Material: 

2 placas de vidrio de 6 x 8 ce. 

1 molde o plantilla: se diseñará sobre papel milimé-

trico, E pozos de 2.5 aw de diámetro, a una distancia 

de 4 ea uno de otro. 

Mechas de papel para electroforesis. 

1 jeringa para aplicación Haailton de un microlitro, 

con punta de tefl6n. 

1 capilar de vidrio de 2.5 mil de diámetro. 

1 pipeta de 1 ■1. 

1 pipeta de 10 ml. 

1 regla mitit20r,4 ,,. 

Equipo: 

Cámara de electroforesis. 

Fuente de poder de corriente estabilizada que manten 

drá una potencia de 6 mA, con un voltaje de 100-200 

volts. 
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Agitador magnético. 

Baño a temper,ltura de 45-55.C. 

hETODOLOGIA 

1. Colocar 19 ml de agarosa al 1.5; (en amortiguador de 

fosfatos) en baño de agua de 45-55.C, asf como una pipeta 

de 1.0 al. 

2. Utilizando agitación magnética, agregar un ml de sue 

ro antialbamina humana, previamente calentado en baño de 

agua a 45-55.0 (para tener la proporción de 1:20), así co 

mo algunos cristales de fenol cono conservador. Mantener 

la agitación y la temperatura indicada, a modo de que que 

den perfectamente mezclados. 

3. Mediante una pipeta de 10 ml igualmente calentada,va 

ciar rápidamente 7.5 ml de la mezcla anterior en el centro 

de cada placa de vidrio, previamente nivelada y sellada -

con agarosa. (Es muy importante el perfecto control de 45-

55.C, así como la rapidez con que debe trabajarse en este 

paso). La temperatura puede ocasionar la desnaturalización 

del suero, o la solidificación prematura de la agarosa. 

4. Cuando ya ha endurecido la placa de agarosa, cortar -

los 8 pozos de 3 me de diámetro, utilizando la plantilla 

hecha sobre papel milimétrico, y el tubo capilar. Ledir en 

4 pozos el suero estándar en diluciones: 1:64, 1:128,1:256 

y 1:512. Los 4 pozos restantes se llenan con los eneros pro 

blema. 

5. La intensidad de la corriente eléctrica se ajusta apI1 

caudo 6 mA por cada placa con las medidas especificadas en 

esta técnica, o bien 1 mA/cm. lineal, según el ancho de la 

placa o placas colocadas dentro de la cámara de electrofo-

res1s. 

6. La albúmina corre del polo negativo al polo positivo; 
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por consiguiente, los pozos cargados deben colocarse del la 

do del cátodo, El corrimiento se efectúa durante iü-LO ml-

nutos aproximadamente. 

Resultados: 

Las longitudes de las áreas de precipitación, se miden 

con una regla allimétrica. Se traza una curva patrón en pa-

pel ailimétrico a partir de los datos obtenidos con las so-

luciones de concentracioneb conocidas, graficando en la lí-

nea de las abscisas las concentracicnes de los sueros están 

dar, y en las ordenadas la longitud (en as) de los "cohetes": 

Interpolar los valores obtenidos por los problemas. 

DIAGRAMA DE LA ELECTROINMUNODIFUSION 

Cancel:arraclán del problenad. 

albUlae. 

 

mg/100 ml de alero- 
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Fuentes de errnrT 

1. Aplicación incorrecta de la nuestra, por poner volú-

menes incorrectos de muestra, por derrame fuera de los po 

ros de la liana, o bien por ruptura de loa pozos que pue-

de originar la formación de "cohetes" secundarios. 

2. 	Por un largo periodo entre la aplicación de las suca 

tras y el inicio de la electroforesis, se pueden obtener 

pequeños "cohetes" de base ancha. 

3. Al pagar mucha corriente, o por un enfriamiento Insu-

ficiente durante la electroforesis, se puede producir seca 

do o distorsión del soporte de agarosa. 

4. 	Cambios en el pH de la solución amortiguadora. 

5. Un mal contacto entre la agarosa y las aechas de papel, 

que causa una precipitación en ondas. 

6. No alinear los soportes adecuadamente en la cámara de 

electroforesis, produce "cohetes" torcidos. 

7. El desnivel en el soporte de azarosa, da como resulta- 

do diferencia en el grosor, y por lo tanto se obtienen da--
tos inconsistentes. 

8. Un tiempo de electroforesis muy corto produce "cohetes" 

sin punta. 

9. 	Diluciones incorrectas. 

16. Cu enfriamiento diferente entre la superficie superior 

e inferior del soporte de agar, origina mayor movimiento del 

antígeno cerca de una superficie que de la otra. 

11 . Evaporación y secado de los soportes durante el almace-

namiento. 

CUESTIONARIO 

1. 	¿Por qué corre la albúmina en un pR de 7.4, del cátodo 

al ¡nodo' 
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2. ¿Cual es la importancia del amortiguador, que propie 

d'Idea dphe tener y pnr qué? 

3. Explique un método que permita modificar el wovimien 

to electroforético del antígeno o el anticuerpo. 

4. ¿Cuál es el objeto de tener un estricto control de la 

temperatura en la preparación del gel usado en la electro-

inmunodifusidn? 

5. ¿Por qué debe tenerse mucho cuidado con la corriente 

eléctrica en esta practica? 

6. ¿Cómo es posible determinar la dilución apropiada del 

antisuero? 

7. ¿Qué debe hacerse en caso lde que los "cohetes" resul-

ten ■uy pequeños para poderlos medir exactamente, o cuando 

no presenten picos? 

6. ¿Qué ventajas presenta la electroinsunodifusidn sobre 

la inmunodifusidn radial? 

9. Explique la microtécnica dirtilada para realizarla clec 

troinmunodifusidn y las ventajas que presenta. 

10. Señale otras dos aplicaciones de la técnica de electro 

Inmunodifusidn. 

DISCUSION 

La electroinmusodifusidn es una técnica útil para cuan 

[Mear un gran número de proteínas. que tiene la ventaja 

de ser una prueba de rápida ejecución, que proporciona re—

sultados en un tiempo corto (4-5 horas), en comparecido con 

la iomunodifusidn radial que requiere varios días para que 

enfilada el antígeno. Resulta mío precisa que la inmunodifu-

sida radial. porque es más fácil medir exactamente la longi 

tud de un "cohete". que el ¡rea de un círculo. 
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Los reactivos empleados son económicos, requiriéndose 

rantidhael muy pequeñas de antígeno (0-5-2.0 as), e inclu-

sive existen microtécnicas con soportes comerciales. 

La técnica proporciona versatilidad, que se ha incre-

mentado por el desarrollo de métodos químicos, que permiten 

alterar el movimiento electroforético tanto del antígeno co 

mo del anticuerpo. El equipo que se utiliza es de fácil ac-

ceso en un laboratorio y debe estar en perfectas condicio-

nes para combatir las posibles fuentes de error. La electro 

inaunodifusión es de gran utilidad para realizar análisis 

seriados. 

En esta prueba, deben estandarizarse y controlarse ■i-

nuciosamente las variables, como son la corriente, el tiem-

po de corrimiento y la temperatura. Ea requisito indiepensa 

ble, conocer la movilidad electroforétics de la protefnaque 

se va a cuantificar y es obligatorio usar siempre en estas 

determinaciones, un antígeno patrón. 

Cualquier descuido en la preparación de los reactivos, 

de la placa o el corrimiento, origina resultados falsos. 
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HEbACIUTINACION INDIRECTA. TITULAC1ON DE ANTI 

CUERPOS FRENTE A TIROCLOBULINA 

Objetivo: Definir el fundamento del método de hemaglu 

tinaci6n indirecta, con previo tanado de erftrocitos, y re 

conocer la versatilidad que proporciona el mismo en la in-

vestigación de anticuerpos. Demostrar lA presencia de anti 

cuerpos frente a tiroglobulina en suero. interpretar los re 

sultados. valorar las limitaciones. y evaluar la utilidad 

de la técnica de hemaglutinación indirecta en comparación 

con otras técnicas empleadas con la misma finalidad. 

Generalidades: La hemaglutinación indirecta o pasiva. 

consiste en la aglutinación de eritrocitos recubiertos con 

antígenos solub:es. en presencia de anticuerpo (9). Loa eri 

trocitos de carnero. o los humanos del tipo "O", se usan co 

■o soportes o acarreadores pasivos de los antfgenos o anti-

cuerpos. porque son fáciles de obtener y conservar en el la 

boratorio baso ciertas condiciones durante 15 a 30 días (7). 

Los antígenos que pueden fijarse espontáneamente a su super-

ficie, son casi todos los polisacáridos y ciertas proteínas 

antigénicas.absorbidos físicamente o unidos covalentemente 

a la membrana critrocítica (9). Entre las proteínas que son 

convenientemente reactivas para la prueba de aglutinación, 

tenemos la tiroglobulina. el PPD, el toxoide de Clostridium 

tetani, la tóxina de Corynebacterium diphteriae, la albúmi-

na humana y sérica bovina, y numerosas hormonas (8). 

Boyden desarro116 la técnica de erftrocitos tratados 

con aeido tinico, que aumenta la cantidad de antígeno unido 

a la célula por atracción electrostática.confiriendo mayor 

sensibilidad al método y por lo cual su empleo se ha difun-

dido ampliamente en el diagnóstico de un gran número de en- 
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fermedades, permitiendo cuantificar anticuerpos humorales 

por aglutinación. (1) 

Además del ácido tánico, se han utilizado también tril 

sina, glutaraldehido, cloruro cr6mico y otros reactivos -

(5,8). 

La estabilidad durante el almacenamiento de las célu 

las tanadas y recubiertas con el antígeno (sensibilizadas), 

se logra por formalinizaci6n de la suspensión final (2). 

Como algunos sueros contienen anticuerpos heter6filos 

capaces de aglutinar eritrocitos de carnero, se debe incluir 

un control de eritrocitos de carnero tanados sin sensibili 

zar (testigo negativo). Si existe aplutinaci6n, la prueba 

se repite con el suero previamente absorbía° con eritroci-

tos de carnero tanados (7). La prueba de hemaglutinacién 

indirecta, puede realizarse mediante una l'aerotécnica cn tu 

bo, o una microtéenica en placa (7). 

Las enfermedades autoinnunes, son aquellas condiciones 

en las cuales el daño estructural o funcional, o ambos, son 

producidos por reacciones humorales y reacciones mediadas 

por inmunidad celular, hacia los componentes normales del -

cuerpo. 

La tiroiditis autoinmune está definida por la presen-

cia de anticuerpos circulantes y/o, células inmunocompeten 

tes que son capaces de reaccionar con el tejido tiroideo 

(6). 

Les propiedades funcionales y estructurales exclusivas 

de la glándula tiroides, predisponen el desarrollo de lares 

puesta autoinmunitaria. El principal constituyente del folf 

culo es la tiroglobulina, que es una glucoprotefna con uu 

alto P.M. de 65C 000 daltons, representando la forza de al-

macenamiento de las hormonas tiroxina y triyodotironina,que 

afectan la velocidad del metabolismo en todas las células 

del cuerpo (4). 
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La incidencia de la tiroiditis autoinmune es de apro-

ximadamente 7% de la población (1) la incidencia está gran 

demente aumentada en parientes cercanos de gente con enfer 

■edad de la tiroides. Más del 80% del hipotiroidismo está 

relacionado con tiroiditis autoinmune (3). 

La tiroglobulina puede ser extraída de la glándula ti 

roides humana, por las técnicas de precipitación con sales 

neutras y abaorbida a eritrocitos de carnero tanados; pro-

porciona un reactivo para la prueba de hemaglutinación in-

directa, en la detección de anticuerpos frente a tiroglobu 

line. Esta técnica fue inicialmente aplicada por Witebskyy 

hose en 1957 (10), para cuantificar anticuerpos contra tiro 

globulina, que pueden ser también demostrados por otros pro 

cedimientos cono son la precipitación en altar, la inmuno--

fluorescencia indirecta, la fijación de complemento, eI ra-

dioinsunoanAlisis y el ELISA (8). 

Las pruebas ole comunwente utilizadas son la henagluti 

nación pasiva y la innunofluorescencia indirecta (8). 

La hemaglutinación pasiva con eritrocitos tanados, otra 

tados con cloruro cr6alco es muy sensible (.02-.04 Ii(g de an 

tícuerpo), y detecta anticuerpos frente a tiroglobulina, en 

una variedad de enfermedades además de las de tiroides, que 

es una desventaja desde el punto de vista diagnóstico (6). 

La inaunofluorescencia indirecta es menos sensible. pe  

ro puede detectar anticuerpos no aglutinantes como el CA2 

(8). 

La bemaglutinacifin indirecta alcanza un 80% de resulta 

dos positivos en la tiroiditis de Hashimoto, y un menor por 

centaje en la enfermedad de Graves (6). 

Para diagnosticar la patología autoinmune de la glindu 

la tiroides, se demuestra la presencia del autoanticuerpo 

principal contra tiroglobulina y en menor grado el antígeno 
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microsomaI (3). Se pueden encontrar autoanticuerpos frente 

a estos constituyentes de la glindula tiroides, en: tiroidi 

tis aguda, subaguda, fibr6tica, cr6nica (enfermedad de Has-

himoto), hipotiroidismo primario (sixedesa en el adulto), 

hipertiroidismo (tirotoxicosia o enfermedad de Graves), y 

carcionoma de tiroides, haciéndose la diferenclAci6n de e5 

toa padecimientos. de acuerdo a sus manifestaciones clíni-

cas, el estudio histológico y otras pruebas de laboratorio 

(4). 

Los anticuerpos frente a la tiroglobulina pueden pre-

sentarse en otro tipo de padecimientos como: anemia perni-

ciosa, gastroenteritis atr6fica, insuficiencia renal idio-

pética, insuficiencia paratiroides, insuficiencia adrenal, 

diabetes mentol', síndrome de Sjogren, y también se encuen 

trae en sujetos aparentemente sanos (8). Los pacientes con 

tiroiditis de Hashimoto„ presentan títulos de tiroglobuli-

na desde 650 hasta varios millones (4). 

Fundamento: Para cuantificar la tiroglobulina humana 

presente en suero. se hacen reaccionar diluciones seriadas 

de dicho suero. con cantidades constantes de una suspensidn 

de ellirocitos Lanados, y sensibilizados con el antígeno es 

pecifico; la mayor dilución que determina una clara besaglu 

tinaci6n se considera coso punto final de la reacción y re-

presenta el título de anticuerpos (6). 

PRIMERA PARTE 

TARADO Y SENSISILIZACION DE LOS ERITROCITOS. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL 

Reactivo': 

Citrato de sodio al 3.81 

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, U.I5 1. 

Acido tinico diluido 1:20 000. 

Formaldebidu al 40%. 

Antígeno: tiroglobulina humana purificada. 

Suero normal dp rnnein. inatrIvado A sF.er duranta 

minutos, o a 63'C durante 3 minutos. 

ftitrocitos de carnero. 

Material: 

4 tubos de ensaye de 13 x 100 R. 

3 pipetas de 5 ■1 (1/10). 

2 pipetas de 1 ■1 (1/10). 

1 pipeta Pasteur. 

1 gradilla. 

ui : 

..cuas atusa'. 

Estufa a te=peraturp de 37.C. 

Zafio a temperatura de 56.C. 

TALADO DE LOS ERITROCITOS 

NETODOLOGIA 

1. Lavar 3 veces los eritrocito, suspendidos en citrato de 

sodio al 3.8%, con amortiguador salino de fosfatos con pH de 

7.2, centrifugando a 2 000 *psi durante 5 minutos. 

2. Medir el paquete celular y hacer una suspensión al 2.5%, 

agregando 4 ■1 de amortiguador salino de fosfato* con pf! de 

7.2, por cada 0.1 ■1 del paquete de eritrocito,. 

3. En un tubo de ensaye, tomar 4 al de la suspensión de eri 

trocitos al 2.5Z (procurando homogeneizar perfectamente la 

suspensión). 

4. Agregar un volumen igual de Leido 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 minutos. retirar el 

sobrenadante con pipeta Fasteut y tesuspender er amortigua 

dor salino de fosfato con pH de 7.2. volviendo a centrifu-

gar 5 minutos. 

7. Retirar el sobrenadante y resuspender el paquete de 

erttrociyuel „i 4  ,1  di 	cAiino de fosfatos con 

pH de 6.4, para tener la suspensidn nuevamente al 2.51. 

SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS CON ANTICENO 

1. Sensibilizar los eritrocitos cariados, agregando un vo-

lumen igual de la dilución óptima de antígeno en amortigua-

dor salino de foafttos con pH de 6.4: (tomar 2 ml de la sus 

pensión de células tanadas al 2.5% y agregar 2 ml de la di-

lucido óptima de antígeno tiroglobulina humana). 

2. Guardar los otros 2 al de células tanadas. 

3. Ií."1": 	0Qrtsfa a teul.eratura de 1;7.c. du-

rante 15 :minutos. 

4. Retirar las células del baño de agua y centrifugar du-

rante 5 minutos a 2 000 rpm. 

5. Decantar el sobrenadante y lavar las células dos veces. 

por centrifugaci6n a 2 000 rpm por 5 minuto' con suero nor—

mal de conejo al 11. diluido en amortiguador salino de insta 

tos con pa de 7.2. 

6. Ajustar el paquete de células al 1.5%, resuspendiendo en 

3.3 ml de suero normal de conejo al 1%, diluido en amortigua 

dor salluu d 	:Z:..f.ttc2 c^!' nu  do 7-2. 

7. Los 2 al de eritrocitos tanados sin sensibilizar. ajus-

tarlos a uaa suspensión al 1.51. en suero normal de conejo al 
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1%, dilufdo en amortiguador salino de fcsfatos con pH de 7.2 

(centrifugar, retirar el sobrenadante y agregar 3.5 ml de 

suero normal de conejo al IZ, dilufdo en amortiguador sali-

no de fosfatos con pH de 7.2). 

FORMALINIZACION DE LOS ERITROCITOS. 

1. Aüadir a los eritrocltos sensibilizados y sin sensibi-

lizar, lentamente 2 ml, gota a gota, de foradijellidu di 4GZ 

por cada 10 ml de suspensión (a cada uno de los tubos agre-

gar 0.2 ml de formaldehido al 40%). 

2. Dejar reposar lE horas a 4°C. 

3. Agregar otros 0.2 ml de formaldehido al 40%. a cada uno 

de los tubos. 

4. Cuando las células han sedimentado (después de 2 o 3 

días), retirar el sobrenadante y resuspender las células en 

su volumen original de suero normal de conejo al IX, en amor 

tiguador salino de fosfatos con pH de 7.2. 

5. Agitar nuevamente las células, y añadir una gota (0.05 

al) de formaldehido al 4Z. 

DETERMINAC10N DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE ANTIGENO. 

1. Preparar 4 diluciones del antígeno de tiroglobulina hu 

mana en amortiguador salino de fosfatos ton pH de 6.4, 1:20, 

1:40, 1:80 y 1:160. 

2. Sensibilizar los eritrocitos con cada dilución de antí-

geno, como se indicó anteriormente. 

3. Probar con un suero positivo y otro negativo, cada una 

de las diluciones. La dilución alisa baja de antígeno que pro 

yua‘imuc ci 4.4,Luly Mi.; elevado con el suero inmune y no reac 

clame con el suero negativo, se considerarl la 6ptima. 
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SEGUNDA PARTE 

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE HEMACLUTINACION PASIVA. 

TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivos: 

Suero control positivo. 

Suero control negativo. 

Suero problema. 

Suero normal de conejo en amortiguador salino de tos 

Latos con pH de 7.2, 0.15 M. 

Eritrocito. sensibilizados con antígeno de tiroglobu-

lina. 

Material: 

Equipo para microtitulación. 

Pipeta de 0.025 al. 

Placas de microtitulaci6n con fondo en "U". 

Equipo: 

chao a ienperatura de 56.0 o 63'C. 

Rotor. 

METODOLOCIA 

1. Inactivar los sueros problema a 5b.0 durante 30 minu-

tos. o a brC, 3 minutos. 

2. A todas las excavaciones con fondo en "U" de la placa 

de mítrotitulaci6n, agregar con una aicropipeta 0.025 mide 

suero normal de conejo al 12 diluido en amortiguador salino 

de fosfatos con pR de 7.2. 

3. Cargar el microdilutor coa 0.025 mil de suero problema 

y colocarlo en la primera poza; mezclar completamente y tune 
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ferir 0.025 •l a la poza siguiente. repitiendo este proce-

so hasta la última poza de la hilera donde se descarta - -

0.025 •1. 

4. A cada dilución de suero, agregar con una •icropipeta 

0.025 ■l de la suspensión de eritrocitos al 1.52 sensibili 

zedas. 

5. Colocar la placa en el rotor de 1 a 3 minutos. 

6. Dejar reposar la placa a temperature ambiente durante 

2 a 3 horas, cubriéndola; hacer la lectura. 

Controles Requeridos: 

a) Control del diluyente: 

1. 	Depositar 0.025 al de suero normal de conejo ■l 12 en 

»ibli hilera de pozas, y agregar 0.025 ■1 de la suspensión de 

células sensibilizadas al 1.52. Esta reacción deberá sato, 

gat iva. 

b) Control de Sueros: 

1. Probar las ciscas diluciones del suero problema, con 

eritrocitos sin sensibilizar. 

2. Racer las mismas diluciones del suero control positi-

vo, y agregar 0.025 al de eritrocitos sensibilizado* a ca-

da una de las poza*. 

3. Realizar la misma operación con un suero negativo cono 

c ido . 

Resultado: 

Una fuerte hemaglutinación da una ruede uniforme en el 

fondo de la placa. Se reporta como (+). Las reacciones débi 

les de hemaglutinsción, presentan muestras en forma de dona 

y se reportan como (±). Donde no se presenta bemáslutima—

ción aparece un botón compacto de células en el centro de La 

poza, y se reporta como (-). 
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REPORTE 

Control 	Control 
Positivo 	Negativo 	Diluyente 	Proble=z 

La dilución más alta que presenta una clara bemaglutina 

ci6n, se considera como punto final de la reacción y repre—

senta el titulo de anticuerpos. 

Título de anticuerpos del suero problema 

El titulo de tiroglobuline en pacientes normales es -
C 1:32. 

CUESTIODARIO 

1. Mencione otras partículas que pueden ser utilizadas co-
mo soporte en la reacción de aglutinecido pasiva. 

2. ¿Cuál ea el objeto de calentar los sueros antes de egre 

lar los eritrocitos? 

3. ¿Culi es la finalidad de utilizar suero de conejo en es 

ta práctica? 

4. Lths4 son los anticuerpos beter6filos' 

5. Describa la clasificación de los métodos de aglutleacile 

existentes. 
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6. Esquematice la reacción de bemaglutinaci6n indirecta. 

7. ¿Qué produce la degradación proteoIftica de la tiro-

globulina? 

6. „iC6mo se realiza la prueba de inaunofluorescencia pa-

ra determinar los anticuerpos microsomales? 

9'. 	¿Cu/1 es el objeto de realizar una formalinización de 

los eritrocitos tanados Y sensibilizados? 

1p. Mencione otros 5 anticuerpos que se investigan parade 

tectar patologías autoinaunes. 

DISCUSION 

La prueba de heaaglutinaci6n indirecta para la determi 

nación de tiroglobuline tiene la ventaia rfi, 

ble. pudiendo detectar cantidades tan pequeñas ccuo son -

0.02-0.04 Ahl de proteína en el 't'ere. La elloln ra,íAn A =  I:  

técnica es sencilla, no requiere equipo sofisticado y una 

vez que se tienen los eritrocitos tanados y sensibilizados 

ya formalinizados, la prueba es muy rápida. Aplicando la al 

crohemaglutinación se tiene la ventaja de utillt.r -ami pttea.  

cantidad de reactivas. La solución de antígeno para sensibi 

lizar a los eritrocitos puede usarse repetidamente. basta 

por més de 4 veces, sin afectar la sensibilización. Por ser 

una técnica tan versátil. se utiliza en múltiple: determina 

cianea. 

Debe tenerse mucho cuidado para controlar las reaccio-

nes no específicas, evitando contaminación batterianade eri 

trocitos y otros reactivas y realizando controles positivos, 

negativos y del diluyente. Si existen anticuerpos beterófi-

los, deben ser wilninadosmediante absorción con eritrocito,. 

antes de la prueba. 

La concentración del antígeno, el tiempo, la temperatu 

ra, el diluyente y los eritrocitos deben estandarizarse. 

.ar 
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Puede suceder que la reproducción de resultados no se 

obtenga usando diferentes lotes de eritrocitos, o después 

del alma5enamiento de las células. Esto se elimina utilizan 

do eritrocitos frescos o formalinizados. 

Una fuente de error muy importante es la que se produ-

ce por la evaporación, que se elimina cubriendo las placas. 

La desventaja de utilizar esta técnica para determinar 

tiroglobulina, consiste en que cs tan sensible que detecta 

anticuerpos en una variedad de condiciones además de la ti-

roditis, por lo cual deben r.lalizarúe estudios clínicos pa 

ra confirmar la enfermedad. 
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APLICACION DE DIFERENTES TECNICAS INMUNOLOG1CAS COMO 

AUXILIARES DI,IGNOSTICOS 

Desde la década pasada, la inmunología clínica se ha 

convertido en un ingrediente esencial de muchas áreas de 

la medicina clínica. 

A finales del siglo pasado y principios de este si-

glo. muchos bacteriólogos ya ofrecían sus servicios a mé-

dicos. para proporcionar pruebas serológicas en la tdenti 

ficación y cuantificación de anticuerpos bacterianos en el 

suero de pacientes. 

Durante la segunda era de oro de la inmunología, que 

empezó en 1960. muchos de los trabajos de aerología, con-

tinuan dirigidos hacia el campo de la inmunología antimi-

crobisna. Se ha reconocido también que el fenómeno inmu-

nol6gico, se encuentra involucrado en diversas enfermeda-

des humanas, en rechazo de transplantes y en la progresión 

de tumores. 

En la actualidad ya se han explotado nuevas técnicas 

para detectar la inmunidad de tumores. para medir con pre 

cisión las capacidades inmunoldgicas de pacientes con en-

fermedades malignas. así como de los que se sospecha pede 

cen enfermedades autoinmunes, innunodeficiencias congéni-

tas o adquiridas, así como de enfermedades virales de lar 

ga duración. 

Í 
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F1JACION DE SUPERFICIE Y AGLUTINACICN EN PLACA. 

REACCIONES FEBRILES 

Objetivo: Analizar el fundamento y aplicar las técni-

cas de fijación en superficie y de aglutinación en placa, 

en las reacciones febriles. Evalu.gr la impertancia diagni5s 

tica de las reacciones febriles. Interpretar los resulta-

dos obtenidos. valorando las ventajas y limitaciones de las 
técnicas. 

Generalidades: La infección por microorganismos de di-

versas especies, conduce a una marcada elevación de la tem 

peratura. lo cual dificulta el diagnóstico de la enferme-- 

dad 	(6). Tal es el caso de la fiebre tifoidea causa da por 

Salmonella typhi, las paratifoideas causadas por Salmonella 

paratyphi A y B. la fiebre de malta causada por Brucella me 

litensis y el tifo causado por Rickettsia prouaseki (5). 

El diagnóstico etiológico de las infecciones. se  realiza -

por el aislamiento del patógeno en el espécimen que lo con 

tiene y se confirma la identidad del microorganisto.trplean 

do métodos sorn1.5.riro y hicqu!=iccs 10‘ 
	

rrecutuat emente , el 
aislamiento del patógeno no es posible; en tal caso el diai 

néstico etiolégico se realiza, al identificar la presencia 

y título de anticuerpos en el suero del sujeto, que son re-

sultados de la respuesta humoral inducida por el microorga-

nismo (6). La aglutinación de bacterias con un antisuero es 

pecIfico, se efectúa por presencia en el antisuero de anti-

cuerpos dirigidos contra el mosaico de antígenos que forman 

la superficie celular, la cápsula o flagelos del microorga- 

nismo (5). 

Las reacciones de aglutinación se utilizan por labora-
torios de investigación, para estudios básicos de la compo-

sición actigénica de las bacterias, por laboratorios clíni-

cos en el diagnóstico de enfermedades infecciosas, así como 
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para seguir la evolución del proceso, en aquellos casos que 

eixsta una correlación entre el título de anticuerpos y el 

cuadro clínico. y por taxonomistas en la clasificación de - 

bacterias 	(4). 

Un título 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 proceso infeccioso involucrado; por esto, a 

las determinaciones de anticuerpos frente a los microorga—

nismos previamente mencionados, se les denomina reacciones 

febriles (1). 

La prueba de Widal, es la prueba serol6gica clásica usa 

da en el diagnóstico de intección por Salmonella (6). El gé 

nero está dividido en 5 serotipos (A, El, C. D. E) en base a 

los antígenos O (somáticos), y en más de 1200 serotipos en 

base a los antígenos H (flagelares) (S). Los antígenos pre-

parados a partir de organismos que contienen cada uno de los 

subgrupos o serotipos. son utilizados en la prueba de Widal 

para detectar anticuerpos en el suero del paciente (6). 

Las aglutinaciones O, son de mayor importancia diagnós 

tica, porque aparecen cuando hay infección activa, y porque 

las aglutininas H, tienden a persitir mis tiempo después de 

la vacunación. y no se producen siempre en la infección ac-

tiva; los sueros que contienen tanto anticuerpos H. como anti 

cuerpos 0, tienen 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 entéricas (3). 

El método de elección para establecer el diagnóstico de 

infección por Brucella. es  el aislamiento. pero pruebas repe 

tidas de sangre pueden dar resultados negativos. La prueba 

diagnóstica ala utilizada, es la prueba de aglutinación (S). 

Un antígeno simple (comunmente de Srucella abortus), se uti- 
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liza para prepar el reactivo para detectar Brucella (6). - 

Los anticuerpos se detectan usualmente en la segunda sema-

na de la enfermedad aguda. alcanzando el máximo título, en 

trz IQ cuarta y octava semana. 5, sibt.i,“,. 	a -

zadas con anticuerpos de Francisclla tularensis y Vibrio 

cholerae. Algunos antígenos de Brucella son idénticos a los 

de Yersinia enterocolica. y es imposible distinguir estos 

des organismos por aglutinación (4). Para el diagnóstico de 

brucelosis, se han utilizado también las pruebas de heme--

glutinación pasiva. el análisis de rosa de bengala y el ELI 

SA (5). 

El diagnóstico de una enfermedad por Rickettsia. depen 

de del reconocimiento clínico, exposición reciente al artró 

podo apropiado y/o un viaie n rpsidenria en Iroaq enchRisicas 

(4). Las pruebas serológicas se utilizan para confirmar el 

diagnóstico (I). 

En peneral los Ac frente a Rickettsia. aparecen al fi-

nal de la primera semana del padecimiento clínico (6). La 

prueba más utilizada para la detección de la enfermedad es 

la prueba de Weil-Félix. basada en la reacción del Ac de Ric 

kettsia, con el Ac frente a Ag polisacáridos (O somáticos) 

presentes en ciertas cepas de Proteus. encontrándose el OX 

19 y el OX2  en cepas de P. vulgaris, y OXK en cepas de P. ni 

rabilis (4). Rutinariamente se emplea solamente el antígeno 

OX
19 

(6). 

El término fijación de superficie, se refiere a legue 

ocurre cuando se produce reacción antígeno-anticuerpo, al 

aplicar sobre una mancha antigénica colocada en papel. un 

suero que contiene los anticuerpos correspondientes; el pa-

pel se suspende en un recipiente que contiene solución sali 

ea isotónica, la cual en su ascenso por adsorción, arrastra 

al aatlgeno hacia la parte superior del papel. Para tener 
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idea de la intensidad de la fijación del antígeno. se  usa 

un suero control (7). La característica de la tira de pa-

pel filtrc, adecuada para la prueba de fijación de super-

ficie, es la de absorber por capilaridad ascendente, a una 

velocidad 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. abortus. 5. typhi y proteus OX
19 

(7). La Brucella re cul 

tiva en los medios tripticase o albimi, incubAndose 48 ho 

ras. La Salmonella y Proteus pueden cultivarse en medios 

menos estrictos, como son el LNDO o el Lib. por 24 horas. 

El antígeno de Brucella se recoge en solución salina 

formolada y se tiñe con hematoxiIina. El antígeno de Salmo 

n.11. ■a r..... ars lers1.riXn ..14n. a. rw.r. ^nn 	da 

tetrazolio y con alcohol. para inactivarla y destruir los 

flagelas. El antígeno de Proteus se rezege también en ...,-

lucido salina. se  tiñe con tetrazolio rojo. y se trata con 

alcohol etílico. Se ha demostrado que estos métodos de co-

loración son los ■ás adecuados (7). 

Las suspensiones bacterianas se centrifugan, y el se-

dimento se mezcla con sacarosa. con el ^►,i.*r. d. ..itmy •1 

contacto directo de las bacterias con el papel. que impedi 

ría practicar la reacción antígeno-anticuerpo (7). En el 

papel se imprimen círculos de aproximadamente 4 mm. de diá 

metro, a un cm. de la orilla y con una separación de un cm. 

entre cada círculo y se aplica el antígeno. El papel impre 

SO con antígeno, puede servir durante periodos de mis de 

un año, siempre que se conserve en luxar seco y protegido 

contra la humedad y los insectos. En las zonas tropicales 

el papel debe mantenerse en aparatos desecadores o protegí 

dos en envases impermeables (2). 

La prueba de aglutinaci6n en placa se basa en el prin 

cipio de que la bacteria en presencia de sus anticuerpos 
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correspondientes, se agregará a sus determinantes antigéni 

cos. Es una prueba muy fácil de efectuar, sin embargo es 

conveniente confirmar los resultados con la prueba macros-

cópica en tubo, que permite determinar la concentración re 

lativa del anticuerpo (4). Cuando se obtienen reacciones 

francamente negativas, deben ser reportadas como tales (6). 

Una sola muestra analizada, en ausencia de un cuida-

doso estudio de la historia del paciente respecto a la in-

munización e infección previas, da una limitada informa—

ción, porque la presencia de anticuerpos puede indicar una 

previa infección o une histeria de infkuniZia:iin contra el 

patógeno en cuestión (1). Por lo tanto es muy importante ti 

tular el suero en la etapa temprana de la enfermedad y coa 

pararlo con la vuestra obtenida en la etapa tardía de la 

enfermedad (6). 

Fundamento:  El suero de pacientes con accesos febriles. 

se  aplica sobre las manchas antigénicas impresas en papelde 

Salnonella. Brucella y Proteus. Al suspender el papel sobre 

un recipiente con solución salina isot6nica, esta asciende 

por adsorción, arrastrando a la parte superior el antleeno. 

Cuando están presentes anticuerpos específicos en el suero, 

el antígeno queda sujeto al papel en el sitio de su impre-

sión. o sube distancias que son inversamente proporcionales 

al contenido de anticuerpos en el suero. Un suero control -

permite conocer por comparación, la intensidad de la fija—

ción. 

La aglutinación en placa se realiza con los mismos an-

tígenos utilizados en la fijación de superficie. En caso de 

existir los anticuerpos correspondientes en el suero, se ob 

tiene una agrupación visible. 
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TECNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivas: 

Suero proulema, 2 ml. 

Suero Lonttel con anticuerpo& frente a bruce-

lla, Salmonella y 01(19. 2 al. 

Solución salina isotónica. 

1 papel filtro que contiene las manchas coloreadas de 

los antígenos: brucellai S. typhi y OX
19 

(de izquierda 

a derecha). 

Material: 

1 asa de alambre de 3 mm de diámetro. 

1 pipeta capilar. 

3 pipetas Pasteur. 

1 pinza o soporte. 

2 pipetas de 1 ml graduadas. 

2 portaobjetot. 

1 caja de Petri. 

Cinta adhesiva. 

Aplicadores. 

1 regla o escuadra. 

111.1112:  

Limpara. 

METODOLOCIA 

I. 	REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE (};.RUIZ CASTAREDA) 

Papel filtro con manchas antigénicas 

Br 	T 	OX
19 

• • 	• • • .• 

Sr-Ag de Brucella 
(violeta) 

T...Ag de S. typhi 
(azul) 

01(19.mAg de Proteus 
(rojo) 

D-Suero desconocido 
C-Suero control. 

LC D C 
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1. Colocar una gota de suero problema con una asa de 

3 mm. de diámetro o con una pipeta capilar, en las manchas 

correspondientes al suero desconocido. 

2. En las manchas coloridas para el suero control, co 

locar una gota con el asa o pipeta capilar, de cada uno de 

los controles correspondientes. 

3. Sumergir el extremo inferior del papel, colocándolo 

en posición vertical (por medio de un pedazo de cinta adhe-

siva que se adhiere a cualquier soporte), ea s.oluctán sali-

na antes de que se sequen los sueros; debe cuidarse que el 

líquido no llegue a Ios antígenos. La reaccidn se va a ■ani 

festar al pasar el líquido por capilaridad. 

4. El tiempo de corrimiento debe ser de 15 a 20 ■inu--

Los. 

II. AGLUTINACION EN PLACA. 

Er•Ag de Brucella. 

T.Ag de S. typhi. 

OX
19

,E,Ag de Proteus. 

1:$Suero desconocido 

C.aSuero control. 

1. Colocar 0.04 al del suero del paciente para cada uno 

de los antígenos que se utilizan, y 0.04 ml de suero control 
para les antígenos investigados, en el lugar correspondiente 
(ver esquema). 

2. Añadir una gota de cada antígeno al suero problema y 

control, ea el lugar adecuado. 

3. Mezclar con aplicadorea diferentes cada muestra. 

4. Observar la agIutinacidn con ayuda de una lámpara. 



- 156 - 

Resultados: 

Fijación de superficie: 

La reacciiSnes negativa cuando las manchas se diluyen 

hacia arriba, hasta el nivel del liquido, después de 15 a 

20 minutos. 

La reacción es positiva cuando el antígeno que reac-

ciona. no sube a los límites superiores y queda retrasado 

o completamente filo. Si una ■ancha queda completamente fi 

ja. la reacción ea 100% positiva. 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 252, y la intensidad de la reacción es inversa a la -

longitud recorrida por la mancha. 

En la brucelosis. cualquier título es significativo pa 

ra todas las edades. indicando solamente presencia de anti 

cuerpos. En caso de obtener un título mayor del 50%. signi 

Pica que existe una infección activa. 

Para el antígeno de Salmonella, un titulo del 100% in 

dice tifoidea actual. el 75% es signifiCativo coso sospecha 

en todas las edades. un título del 50% sólo debe considerar 

se coso indicación posible de infección en menoreA de 14 -

años, y el 25% debe considerarse en los tres primeros anos 

de vida. 

En el tifo,s6lo tienen valor títulos muy altos que con 

cuerdan con la clínica, aunque se han encontrado casos de 

tifo con reacciones débiles. Es conveniente confirmar los 

resultados con antígenos de Rickettsia. 

REACCION DE FIJACION En SUPERFICIE: 

A;77,;7;;77 	TITULí'l DE 41471- ix-itisru 1.1.P 	tftIERraciliCiúb 

Uncen.; 

Salsonella typhi 

01
19 
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ACLUTINACION LN PLACA: 

ANTIGENOS 
	

RESULTADOS (1. O -) 	INTEPRETACION 

Brucella 

Salmonella typhy 

OX
19 

Cualquier aglutinación en placa debe ser confirmada 

con la prueba en tubo antes de reportar el resultado. 

CLESTIONARI0 

1. 	¿Cuál es la diferencia entre las reacciones de preci 

pitacidn y aglutinación? 

¡Cómo se define la concentración de un anticuerpo 

aglutinante? 

¿Qué objeto tiene el empleo de colorantes en la prepa 

ración de los antígenos bacterianos? 

4. ¿Cómo se preparan el antígeno flagelar y el antígeno 

somítico de Salmonella? 

5. Cite las especies de Brucella que pueden ser detecta-

das empleando el antígeno de B. abortus. 

6. Mencione los antígenos de Proteus. utilizados para di 

ferenciar las distintas especies rickettsiales. 

7. ¿Cuál es el objeto de mezclar con aplicador los antíge 

nos y anticuerpos colocados en la placa? 

8. ¿Cuáles son las fuentes de infección por Salmonella? 

9. ¿Cuánto tiempo persisten los anticuerpos somíticos de 

Salmonella en los individuos inmunizados activamente? 

10. Mencione el fundamento de una prueba comercial, emplea 

da en la determinaci6n de las reacciones febriles. 
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DISCUSION 

Tanto la prueba de aRlutinación en placa, como la prue 

ba de fijación en superficie, son pruebas sumamente senci—

llas en su elaboración, requieren de pequeñas cantidades de 

reactivos y poco tiempo de ejecución. En el caso de Salmone 

Ila, la prueba de Wfdal es útil en el diagnóstico. si  se de 

muestran aglutininas O en presencia de síntomas clínicos, re 

quiriéndose el cultivo del microorganismo, para tener una 

conclusión final. En la prueba de fi'ación de superficie, una 

prueba positiva debe juzgarse teniendo en cuenta la intensa 

dad de la fijación y la edad del paciente. En niños es fre-

cuente observar pruebas negativas a la aglutinación, con reac 

ción de fijación en superficie, francamente positiva. 

En el caso de Brucella, la prueba más utilizada en el 

diagnóstico, es la aglutinación,pero produce reacciones cru 

radas con anticuerpos de Francicella tularensis y de Vibrio 

cholerae, y en algunos casos, los antígenos de grucella son 

1,411,ticos a los de Yersinia enterocolica, siendo imposible 

discriminar entre ambos microorganismos. La intensidad dela 

prueba de fijación en superficie, puede servir de base para 

juzgar sobre el estado actual de la infección. La prueba es 

por si sola, índice práctico para el diagnóstico de la bru-

celosis humana y frecuentemente la primera evidencia de que 

un paciente sufre esta Infección. Un resultado negativo des 

carta la posibilidad de una infección activa por brucen*, 

pero no elimina la posibilidad de que la infección pueda --

existir tanto en su fase aguda cómo crónica. 

Para Rickettsia. el antígeno usado rutinariamente es el 

OX19. La reacción de Weil-Félix no debe considerarse come -

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 sí,- 
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nificativos y sólo tendrán valor presuncional, cuando sean 

francamente positivos, requiriéndose la confirmación con 

antígenos de Rickettsia. 
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PREPARACION DE UNA AUTOVACUNA BACTERIANA 

Objetivo: Llevar a cabo la preparación de una vacuna bac 

ter iana, familiarizándose con las precauciones de manejo, cui-

dados y pruebas que requieren realizarse, para que pueda ser 

empleada satisfactoriamente sin ocasionar problemas, en c ier--

tos padecimientos donde otra terapéutica no ha tenido éxito. 

Analizar las ventajas, desventajas y limitaciones de su aplica 

ión. 

Generalidades: Una autovacuna es una suspensión bacteria-

na, preparada a partir de las bacterias derivadas de la lesión 

de un paciente eue tiene infección (11). Se utilizan en tera-

pecitica cuando el tratamiento con antibióticos ha fracasado y 

se re qu iere obtener una res puesta inmune del organismo infec-

tado (6). Es unpaso a seguir para despertar la respuesta inosu 

ne contra la bacteria cue está ocasionando la inf ecc ión. 

Con c ier ta frecuenc la se sol ic ita a los laboratorios bac 

ter iológ ico s. la preparación de una autovacuna, especialmente 

en casos de enfermos con furunculo sis o abscesos recurrentes, 

acné vulgar is, o stiomieli ti s, incisiones operativasinfec ta-

das, piel it is, cistitis, otitis media zubaguda, gonorrea cró 

nica. reumatismo gonorreico, bronquitis crónica, asma bron—

quial de origen bacteriano, y en las infecciones de los senos 

nasales accesorios (5) . Los mejores resultados se han obteni-

do con S. aureus, oue e r la actualidad esta presentando una 

alta resistencia a la antib io tico tara pie (8). Las infecciones 

por rneumococo„ estreftococo y los bac ilos intestinales, oca-

s intuir:ente responden sa tildar teriamente (10). 

Las r izara s vacuna s, y afin muchas actuales, estén pre-

parada s con el microbio entero, inac t ivado de d *ver aa s mane-

ras (calor, fenol, formol, beta-propiono lec ton*, lus ultra-

violeta, alcohol, acetona, etc) (4). Esto nos da la acial de 

ase seo hay idea a prox imada de f ac torea importantes en la in- 



- 161 - 

munogenicidad profiláctica y se decide emplear al microbio -

completo, como en el caso de V ibrio cholera, las rickettsia 

micoplasma y otros (1). Pero hay que considerar que en la in 

«Ionización contra algunas enfermedades, la al ta toxicidad de 

los microorganismos representa una dificultad. debiéndo se a i s 

lar el componente antigénico de menor toxicidad, o destoxif 

car un componente tóxico. Esto va a de pender del tamaño com 
p lejidad del antígeno (10). 

El pr incipio de inmunización e s una masa antiglnica pre 

formada. La introducción generalmente rarenteral de los micro 

organismos muertos no produce infeccifin, pero estimula la pro 

ducción de anticuerpos, en particular de IgC humoral, con una 

duración corta de la inmunidad. Se ha pensado que probable--

mente se produzca un estímulo antigénico más efectivo oue el 

microorganismo infectante vivo y virulento, debido a una reac 
c ión del organismo, al introducirle una sustancia extraña a 

manera de pro tea no terapia (6). La ef icacia profiláctica de la 

au tovacuna con si ste en eliminar la i nf eczión y la enf ermedad, 

o disminuir la gravedad del cuadro clínico (7). 

En cuanto a las rrecauc ion. s y mane jos re ouer idos en la 

preparac ión de la autovacuna, se debe tomar en cuenta casé me 

dio de cultivo es el adecuado para un buen desarrollo del m i 

croorganismo infectante; se debe tener la certeza de ene la 

cepa aislada está para y hay que evitar su contaminac ión. 

A cont armee ióm debe ef ec tazar se el rroc e so de es ter al iza-

r iiSta, teniendo cu idado de no sobrepasar las cond ic iones de e 

ter ilizac ión, que pueden oca sionar daño en la fracción ant 
génica (II). 

La vacuna debe estandarizare, pudiendo realizar este pa 

so antes o después de la esterilización. Para esta finalidad 

existen diversas técnicas como son el método nef elométr ato de 

Plc Farland, el método beque i tomé tr ico, el mé todo de centrifu- 
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gación en tubo de Hopk ins, y el método de Wright en per taob je-

tos, basado en la comparación de la cantidad de bacterias con 

la de eritrocitos de un volumen igual (5). 

Se deben tener cuidados en la dilución para evitar con ta 

minación. Las concentrac ione s usuales para vacunas de S. au-

reu s son de 1000 t'ilion, s/cm3
, y para la ma yoria de las otras 

bac ter la s de 100 millones/cm3 
(8). 

Deben realizarse controles biológ ices de la au tovacuna ter 

minada, con la finalidad de prevenir efectos adversos en el pa 

c iente, y fundamentalmente son: la prueba de esterilidad para 

conf firmar que todos los microorganismos han sido inactivados 

que no hay con tam 4 ración; y la prueba de seguridad rara dese- 

char la po si b 	de exis t e nc ia de sustancias tóxicas o r iraní 

nicas, y comprobar nue no exi :te peligro de inf ección y mucho 

menos de muerte. La vacuna debe guardar se en refrigerac ión y 

no se debe utilizar después de 4 ase ses d e su prepsrac i6n (9). 

Por ser la autovacuna no replica t iva, re ni iere la aplica-

c ión de varias dosis. En el caso de S. aureus, generalmente la 

primera dosis es de 50 sillones, y la dosis máxima es de (000 

millones. Para otras bacterias la primera do sis es de 5 a 10 

millones, y la dosis máxima de 100 millones (5). 

Se aplica la autovacuna una o dos veces a la semana; pue 

den aplicarse pe sueñas dosis los demi s días (3). Para obtener 

se mejores re sul tallos, pueden emplear se ad yuvantes (1). 

Las su tovacuna s están contraindicadas en infecc iones muy 

agudas, particularmente en acuellas co r intoxicación si stémi 

ca, donde la producc ión de anticuerpos llegó al límite (10). 

Fundamento: El microorganismo causante de una infección, 

se *isla de la lesión del paciente, en medios de cultivo ade-

cuados para su de sarrollo. Se pre para una suspensión del mi-

croorganismo aislado, la cual se esteriliza mediante la apli-

cación de calor, y mediante colometr la se obtienen los datos 
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para calcular la concentración recuerida de la autovacuna„ 

para su inoculación posterior al paciente. Finalmente se 

realizan las pruebas de esterilidad y seguridad, para tener  

la certeza de nue la autovacura cumple estos recuisitos, 

antes de utilizarla. 

TÉCNICA 

REACTIVOS Y MATERIAL. 

Reactivas: 

Medio de cultivo de infusión de cerebro-corazón-agar, 
6 tubos. 

Medio de cultivo de tioglicolato fluido, 2 tubos. 

Medio de cultivo de Sabouraud, 2 tubos. 

Solución salina isotónice estéril, 50 ml. 

Solución de sercuritiosalicilato de sodio al 102, 10 ml. 

Colorantes pera Grau. 

Material biológico: 

2 ratones blancos de 18 a 20 gramos de peso. 

Material:  

1 matraz Erlenmayer de 100 ml de capacidad, estéril. 

1 embudo de 6 cm de diámetro, estéril. 

4 capas de gasa, estéril. 

1 tapón de algodón y gasa, estériles. 

3 pipetas de 10 ml. graduadas en ml y en 1/10 ml, esté- 
riles. 

3 pipetas de 1 ml. graduadas en 1/10 ml, estériles. 

1 jeringa hipodérmica de 2 ml. estéril. 

1 aguja hipodérmica número 23 de 1 í/2 pulgadas, estéril. 

1 frasco de 30 ml con tapón de hule perforable, estéril. 

Equipo:, 

Estufa a 37*C. 

laño con temperatura de 55-60'C. 

Microscopio. 

Calorímetro. 

• 



Toma de la muestra:  

Siempre que esto sea posible, se procura hacer la toma 

de la muestra de un absceso cerrado, para evitar la presen-

cia de microorganismos contaminantes. El primer paso consta 
te en efectuar una asepsia en el sitio donde se va a tomar 

la nuestra, y en caso de ser un absceso cerrado, se drena 

éste; si se trata de una lesión abierta, la toma de la mue e  

tra se reali ra en la zona más profunda del absceso que sea 

posible. 

METODOLOGIA 

1. Utilizando un tubo con un medio de cultivo rico, en es 

te caso infusión de cerebro-corazón-agar, se siembra la enes 

tra tomada del absceso. Se incuba de 24 a 48 horas a 37 1t, 
y zl cabo de este tiempo se hace un frotis cue se tiñe con 

la técnica de Crea, para determinar la morfología y caracte 

rist iras t intor jales de 1 — .icroorgani amo s infectante s. 

2. Con el de sarrollo contenido en el tubo anterior, as sien 

bran otros cinco tubos con el mismo medio, procurando que 

el íra5culo sea denso, y oue el asa de platino recorra toda -

la su perf ic ie del med io, con objeto de obtener un desarrollo 

abundante. Se incuba en las mismas condiciones hasta tener un 

buen desarrollo, generalmente de 24 a 48 horas. 

3. A cada tubo con desarrollo bacteriano, se le añaden apro 

ximadamente 3 mI de solución salina isotópica estéril; está 

cantidad depende de la abundancia del desarrollo obtenido, si 

este e s esta so, el volumen será menor. 

4. Se ag itan cu idado samente los tubos para desprender el de 

sarrollo, que se recoge con uan pipeta de 10 mi, estéril. La 

suspensión obtenida se f iltra en el embudo a través de las 

capas de ga sm, se ret ira el embudo del matraz y este se c fie-

rra con un tapón de algodón y gasa estér il  

5. Se toma una muestra de exactamente I mil 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 I de transmitan 

cia para determinar la concentración de micoorganismos y 

se anota este dato, posteriormente se calcula la cartidad 

de solución salina isotónica oue debe añadirse para tener 

una concentración final de 1000 millones de microorganis-

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 antigé-

nica, por esto es importante regular cuidadosamente la tém 

reratura del baño. 

7. Al teráinar el periodo de calentamiento, se toma una 

muestra de 0.5 ml de la suspensión y se siembra en un tu-

bo con el mismo medio en oue se cultivó inicialmente elmi 

coorgandimo, y se incuba en las mismas condiciones durante 

72 horas, para cerciorarse de que no quedan bacterias vi-

vas. En caso de que se obtenga desarrollo, se adMinistra 

otro periodo de calentamiento y se realizaré nuevamente la 

prueba de viabilidad. 

8. Se mide el volumen que se tiene de la suspensión de - 

micrGorganismos. añadiéndole la cantidad de solución sali-

na isotónica 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 

concentración final de 1:10000, como conservador. 

CONTROLES RIOLOGICOS DE LA VACUNA TERMINADA 

Prueba de esterilidad: 

1. 	Tomar 4 ml de la vacuna terminada y sembrar 0.5 ml en 

cada uno de los tubos con medio de tioglicolato fluído y - 



dos tubos con medio Sabouraud. 

2. 	Incubar los tubos con medio de tioglicolato fluido a 

37°C durante 7 días, y los tubos con medio Sabouraud a 

temperatura ambiente por un periodo igual. Si la vacuna 

estI estériljno aparece ningún desarrollo en los cuatro 

tubos, 	la prueba se considera satisfactoria. 

Prueba de seguridad: 

1. 	Inyectar 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 observación durante 7 días. No debe 

producirse absceso en el sitio de la inoculación y el ani-

mal no debe presentar síntomas de estar infectado, ni mo-

rir. 

Cuando la vacuna ha pasado satisfactoriamente estas 

pruebas, se procede a envasarla en frascos estériles con 

tapón de hule perforable y se conserva en refrigeración 

entre 2 y 10°C_ 

La dosis que se utiliza es generalmente de 0.1 ml y 

se aplica por vía intradérmics. 

Resultados: 

Si el microorganismo no ha sido identificado por su obser-

vación microscópica y colonial, deben seguirse los procedí 

mientos bacteriológicos usuales para su total identifica-

ción. 

La concentración de la autovacuna, que debe ser de aproxi 

madamente 1000 millones/ml., se obtiene a partir del da-

to que se tiene al interpolar en una curva patrón, el va-

lor de transaitancia leido, y se multiplica por la dilu-- 
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ción que se hizo con solución salina isotónica (9 m1.) Pa 

ra 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 resulta de la suma de un ■l. 

de la suspensión inicial de microorganismos mis la canti-

dad de solución salina isot6nica v.ze debe  eadirse para 

tener la concentración deseada. 

REPORTE 

Paciente: 

Lesión: 

Microorganismo identificado: 

Fecha de preparación de la autovacuna: 

Concentración inicial y final de la autovacuna: 

F--h- A = 1.  pr=ct: d= .cap.---- 

Fecha de la prueba de esterilidad: 

Resultado de la prueba de esterilidad: 
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CUESTIONARIO 

1. ¿Desde el punto de vista inmunológico, cuál es el obje 

to de la aplicación de varias dosis de la autovacuna? 

2. ¿Cuáles son las medidas de conservación y almacenamien-

to de las vacunas v porly111 9  

3. ¿Porqué se requiere una determinada concentración de 

la autovacuna, que sucedería si aplicaramos un exce-

so o una baja concentración de microorganismos? 

4. Mencione 5 reactives 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 diferir la concentración terapéutica en 

distintas bacterias? 

7. De 5 ejemplos de vacunas preparadas a partir de inmu 

nógenos puros. 

8. ¿Qué son los extractos microbianos inmunogénicos 	- 

mencione 5 microorganismos usados en su elaboración? 

9. ¿De que depende el efecto terapéutico de las vacunas? 

10. ¿Por qué se emplean el medio de tioglicolato y de la-

bouraud de la prueba de esterilización? 

D1SCUSION. 

La práctica 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 práctica 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 problemática que repre-

senta no es sólo la de seguir una técnica al pie de la le 

tra, debiéndose profundizar en las condiciones existentes 

para que el resultado cumpla la finalidad deseada. 
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En un determinado no de padecimientos, donde no hay -

otro camino a seguir aparece la autovacuna, que permite -

tener la seguridad de que se esti induciendo respuesta en 

contra del microorganismo infectante. 

Tiene la ventaja de cue el material empleado es muy 

accesible y puede montarse en un laboratorio sencillo,pues 

to que no requiere de equipo sofisticado. 

La desventaja de esta técnica nerapéutica se presenta 

fundamentalmente, por cuanto al tiempo que requiere de de-

dicación, porque solo tiene aplicación individual, porque 

solo es utilizada cuando otras técnicas fallan, como berra 

mienta secundaria; no se han realizado estudios suficien—

tes para carie ■syui .plizazi5n. los resultados no siempre 

son satisfactorios y no se ha podido llegar a una estanda-

rización, pues aún se desconocen los mecanismos precisos 

de acción; tiene limitación terapéutica y es costosa_ 

Actualmente son muv utilizadas las preparaciones de 

alergénos para el diagnóstico y tratamiento de pacientes 

alérgicos. Estos extractos de alergenos a6n no se han es-

tandarizado en base a su potencia y se definen generalmen-

te como unidades de nitrógeno proteico por ml de extracto, 

o bien como una relación peso/volumen. 
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FAGOCITOSIS DE NITROAUL DE TETRAZOLIO. 

Objetivo:  Evaluar la fagocitosis, explicando la varíe 

dad de factores que están involucrados en ella, y relacio-

nar las diversas patologías que originan o botivan los de—

fecto» fasocIticoa, demostrando la capacidad de fagocitosis 

de los leucocitos polimorfonucleares mediante la reducción 

de NAT. explicando el fundamento bioquímico de este método. 

Interpretar los resultados que se obtienen y analizar las 

limitaciones de la técnica. 

Generalidades: La endocitosis es el mecanismo mediante 

el cual la célula viva ingiere material externo y se puede 

dividir en dos categorías. de acuerdo al tamaño del mate—
rial ingerido; la piuocitosis que se refiere a la captación 

de material soluble y la fagocitosis que es la ingestión de 

partículas (9). 

En los mamíferos, la fagocitosis es la única función de 

ciertos leucocitos; en primer lugar se encuentran los leuco 

citos polimorfonucleares (neutrófilos) y el sistema mononu-

clear fagocftico que incluye promonocitos, sonocitos y ne-

crófagos tisnlares. También los eosinófIlos son capaces de 

fagocitar (10). 

Los procesos involucrados en la fagocitosis son la qui 

miotaxis, el reconocimiento, la ingestión, la desgranulación 

y finalmente la digestión del material ingerido (10). 

Las anormalidades de los 'eucocitos polimorfonucleares, 

fiel0.12",  A.Y 	rezulta.11c, 	bíznificativo aumento en laeus 
ceptibilidad a la infeccién, PATA A 	 

1!.7 

biológica completa, deben desarrollar 3 funciones mayores: 

a) movilizarse al sitio donde son requeridos, b) fagocitar y 

c) matar al agente infeccioso. Las pruebas de laboratorio pa 

ra valorar la función del neutrófilo, caen en categorías que 
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miden estas tres funciones básicas. Para medir la moviliza 

ci6n se han desarrollado las pruebas de (y): estimulaci6n 

con epinefrina que mide la habilidad de obtener leucocitos 

de la fuente marginal; el estímulo por 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 quimfotícticos que piden la capad 

dad de los leucocitos polimorfonucleares de responder a un 

estimulo quimiotíctico (lo). 

Para valorar la capacidad fagocItica, existen el meto 

do de fagocitosis de levaduras y la prueba.de formarán.  •n  

tre otras. 

Para conocer la capacidad de matar al agente infeccio-

so. se  utilizan bacterias. tales como S. aureus, E. coli, 

Listeria ■onocytogenes, etc. 

La prueba de formaz5n o rednect6r dm. NAT, f r f!eesirrn-

liada por Baehner y kathan en 1967, para medir la producción 

de NADIBM+ M+. en los neutrófilos de sangre periférica de pa 

clientes con granulomatosis crónica (2). Existen varias modl 

ficaciones de la técnica. de las cuales utilizaremos la d. 

UU.:n(1 y Malavista (4). 

La enumeración porcentual de los neutrófilos formazán 

positivos puede discriminar claramente entre los leucocitos 

de la población normal. y los procedentes de enfermos con 

granulomatosis crónica, en la cual los leucocitos polimorfo 

nucleares muestran una deficiencia casi absoluta en uno c va 

ríos pasos enzimIticos del ciclo colateral de los fosfato, 

de la pentosa (1). 

Al realizarse la fAc.-11...4..  te 	.- 

 

1 

 

tes eventos (1): Aumenta la producción de leido láctico y die 

sInuye el pR intracelular. Se estimula el ciclo colateral de 

los fosfatos de pentosa, que llegan a proporcionar hasta un 
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1()% de la energía disponible. Ausenta el recambio de los 

fosfolípidos de la membrana. 

Las microtécnicas con el procedimiento semicuantita-

tivo, han deaostrado que se encuentran porcentajes eleva-

dos de neutrófilos formazán -positivos en las infecciones 

bacterianas, en la tuberculosis millar, en las micosis ge 

neralizadas, en el paludismo, en condiciones no asociadas 

con patología infecciosa, tales como infarto al miocardio, 

la administración de anticonceptivos.- la osteteogénesis 

imperfecta, etc (8). 

Las condiciones en las cuales disminuye el porcenta-

je de leucocitos formaztn positivos. corresponde a la gra 

nolomatosis crónica, al síndrome de Job, administración 

de drogas antiinflamatorias (aspirina, indometazina, cor-

ticoesteroides) y enfermedades como el Lupus Eritematoso 

Diseminado. En tuberculosis pulmonar, en infecciones vira 

lea y en micosis superficiales no se han encontrado varia 

ciones significativas respecto a lo normal (9). 

La reducción de NAT se encuentra ausente en ciertos 

pacientes que pierden le actividad de la elucosa -6- fos-

fato deshidrogenasa. Los acarreadores heterocigotos de es 

ta enfermedad muestran sólo una menor conversión de la nor 

mal, por lo cual la prueba no es aplicable para determinar 

el estado de acarreador. 

La prueba puede utilizarse para diferenciar enfermeda 

des ftbriles bacterianas, de las no bacterianas. (3). 

Fundamento: En una gota de sangre capilar, los leucoci 

tos polimorfonucleares al mezclarse con un colorante de óxi 

do-reducción. el NAT, lo reducen produciendo prinulos de 

formazin de color azul obscuro que pueden observarse dentro 

del citoplasma de las células. 
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TEL 

MATERIAL Y REACTIVOS. 

Reactivos: 

Sangre capilar del paciente. 

Sulu‘...15u dn ul4r,,i.1.1 d. 	--- lit 

de solución salina isot5nica). 

Solución salina isotónica. 

Metano' absoluto. 

Safranina (0.5 g en 100 ml de agua destilada). 

Solución de trabajo de NAT (debe prepararse inmedia- 

tamente antes de la Unción): 

Suero humano fresco (de no más de 24 horas), 5 ml. 

Nitros:111 de tetrazclio al 0.28:, 6 ml. 

Súluci6s sallua isor5r.ica, 3 =1 

Incubar a 37.0 por 20 minutos. 

Material:  

2 cuentagotas. 

2 pipetas de 5 ml. 

1 portaobjetos. 

1 lanceta. 

i caja de Petri. 

Papel filtro. 

151.1121: 

Microscopio. 

FETODCLOGIA 

1. 	Colocar una gota de sangre capilar en un portaobjetos, 

incubarla en cámara húmeda a 37 .0 por 25 minutos para que 

Los granulocitos y los nonocitos se adhieran al cristal. Es 

rn 	o 	Ino 
O 
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conveniente realizar una biometrta hemática de la sangrees 

tudiada, para poder reportar el resultado como número abso 

luto de neutrófilos formaran positivos. 

2. Lavar suavemente la sangre restante con solución salí 

na usando pipeta, dejando caer gota a gota. secando el ex-

cedente de soluci6n salina isot6nica con papel filtro. 

3. Cubrir los leucocitos adheridos al vidrio con soluci6n 

de NAT. Incubar en cámara húmeda a 37'C por 25 minutos. 

4. Se lava nuevamente el portaobjetos y se deja secar a 

temperatura ambiente, 5 minutos. 

5. Para fijar las células se agrega a la preparación atta 

nol absoluto (1 minuto). lavar ron agua 17Arrithnte y secar al 

aire. 

6. Teñir con safranina por 5 minutos como colorante de con 

traste. Lavar con agua corriente y secar al aire. 

7. Observar al microscopio con el objetivo seco fuerte; con 

tar 100 granulocitos. buscando ac6mulos de formazén para con 

siderar células positivas. 

Resultados: 

El resultado se reporta como porcentaje de células NAT 

positivas. 

Granulocitos formazén positivos = 	 

Los valores de referencia son del 14 al 30Z. 

CUESTIONARIC 

n.215 PC dffil nitroso...1 A. 	 4. _ 

cas tiene? 

2. i Por qué debe prepararse inmediatamente antes de la tin 

ci6n, la solucidn de trabajo con NAT? 

3. iCull es el objeto de incubar una gota de sangre capilar 

del paciente en un portaobjetos, como primer paso de la téc-

nica? 
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4. ¿Por qué se debe teñir la preparación de neutráfilos 

con safranina? 

5. ¿Qué reacción bioquímica del neutráfilo evalüa la 

prueba de formarán? 

6. ¿Uzo pueden separarse los granulocitos y los monoci 

tos de la sangre? 

7. Mencione alguna otra modificación de la técnica de re 

duccién con NAT. 

b. 	¿Cuál es la prueba de nitroaiul de tetrazollo estimu-

lada' 

9. ¿Qué trastornos bioquímicos se presentan en la fagot¿ 

tosía por neutréfilos, en la enfermedad granulomatosis cr6 

cica? 

10. Señale otra prueba utilizada para valorar la capacidad 

fagocftica de los neutréfilos. 

DISCUSION 

La determinación de la capacidad fapocitica de los neu 

tr6filos, mediante el método de reducción de BAT. es  una --

prueba muy sencilla. rápida y-económica. Este tipo de estu-

dio es esencial para determinar las anormalidades de los fa 

gocitos que varían enormemente. 

Esta prueba es aplicable también a los monocitos fago-

citicos. 

La i5luebil esta sujeta a grandes variantes y por lo tan-

to para efectuar la técnica debe hacerse un número adecuado 

de determinaciones de control, debiendo ser conservador ea 

la interpretación de resultados. 

Se deben probar los sueros contra células control. por 

que los sueros pueden contener factores inhibidores de la -

función del neutrófilo. Es conveniente reportar el número ab 

soluto de neutréfilos YAT positivos, mediante la información 



que proporciona la biometría hemática. 

La prueba de NAT estimulada (con partículas de látex), 

presenta la ventaja de dar un rango dos o tres veces nayor  

de células formazán positivas, que permite hacer una mejor 

diferenciaci6n de la patología. 
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AGLUTINACION DE ANTICUERPOS HETEROFILOS EN PAPEL. 

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE MONONUCLEOSIS INFECCIOSA. 

Obletivo: Analizar el fundamento de la técnica de aglu 

tinaci6n de anticuerpos heterófilos en la determinación de 

mononucleosis infecciosa, y realizar una técnica de David--

sohn modificada en un suero problema, para el diagnóstico de 

la enfermedad. 

señalar otros métodos serológicos utilizados en el dial 

nóstico de mononucleoais infecciosa y evaluar las ventajas 

y limitaciones de la técnica a desarrollar. 

Generalidades. En la ■ononucieosis infecciosa, se pre-

sentan anticuerpos frente al virus Epstein Barr (EBV), que 

persisten por años. Estos son anticuerpos berer6flIns qu. se 

forman en respuesta a neo-antígenos, que aparecen en las cé-

luías infectadas con EBV, y que reaccionan con el antígeno 

de la superficie de eritrocitos de borrego. caballo y buey 

(1). Por definición, los anticuerpos heterófilos. son anti-

cuerpos que reaccionan con antígenos similares. que aparecen 

en dos o más especies relacionadas. Se producen en general, 

en respuesta a un antígeno de una especie, y reaccionan con 

el mismo antígeno proveniente de una fuente diferente (5). 

Los anticuerpos del sistema ASO y la reagina de la sífilis. 

son anticuerpos heter6filos. Todos pertenecen a la clase de 

inmunoglobulin■ 10 (8), 

La reacción de anticuerpos heterófilos. representan la 

base de la mayoría de pruebas diseñadas para el diagnóstico 

de ■ononucleo,ais infecciosa (3). Los anticuerpos heterófilos 

aparecen en el suero del 85 a 90Z de adolescentes y adultos 

con mononucleosis clIsica, y en un número menor de infantes 

con la enfermedad (9). 
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El titulo de anticuerpos heteredilos, alcanza general 

mente niveles significativos de diagnóstico, al final de 

la primera semana de la enfermedad y tiene 	 ftlylímn 

entre la segunda y tercera semana ( 2 ). 

Los anticuerpos heter6filos se presentan ocasionalmen 

te en el suero de algunos sujetos normales y en pacientes 

con la enfermedad del suero en diversas enfermedades reuní 

ticas. por lo cual en situaciones clínicas de prueba, es ne 

cesario diferenciar los anticuerpos heterófilos (1). 

Las pruebas tradicionales para el diagnóstico de mono-

nucIeosis infecciosa. fueron desarrolladas por Paul. Bunnell 

y Davidsohn (3). 

Lik prueba de Paul-Bunneil se realiza para detectar la 

presencia y titulo de anticuerpos heterófilos (7). Las prue 

has que resultan positivas con la prueba de Paul-Bunnell, se 

sujetan a la prueba diferencial de Davidsohn, que utiliza 

una absorción diferencial, lo que aumenta 	la precisión. 
aleliminar muchos anticuerpos no especfficos (3). 

En la prueba de Paul-Ounnell de título presuntivo, una 

suspensión de eritrocitos de borrego, se hacen reaccionar -

con diluciones del suero del paciente. La aglutinación irsdi 

ca la presencia de anticuerpos beteriSfilos (7). 

En la prueba diferencial de Davidsohn, el suero de pa--

ciente, que pueden tener monunucleosis infecciosa, se hacen 

reaccionar con antígeno de riñón de cobayo y con una suspen-

sión del estraza de eritrocitos de buey. El antígeno de ti--
ión de cobayo. absorbe el anticuerpo Forsaman y los anticuer 

pes de la enfer=edad del suero lambes anticuerpos beter6f1--

los),eliminando sólo parcialmente los anticuerpos de MOUOIlle 

cleosis infecciosa. El estroma de eritrocitos de buey. absor 

be los anticuerpos de la mononucleosis infecciosa y de la en 
fernedad del suero (4). 
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La absorción se mide por la pérdida de habilidad para 

.glutinar eritrocitos de borrego. Este es un método laborio 

so porque requiere diluciones seriadas de reactivos y va—

rias absorciones del suero (6). 

ANTICUERPOS HETEROFILOS ABSORBIDOS POR (5): 

Anticuerpo 	Riñón de cobayo 	Eritrocito, de buey 

Forzasen si no 

Nononucleosis 
infecciosa no si 

Enfermedad del 
suero. si si 

Se han encontrado ventajas al usar eritrocitos de ceba 

llo, porque son ato sensibles y especfficos que los eritro-

citos de borrego para el diagnóstico de nononucleosis infec 

ciosa (4). 

Se han desarrollado pruebas comerciales para medir los 

anticuerpos de la mononucleosis infecciosa, con objeto de 

obtener un diagnóstico rápido. entre las cuales existen el 

mono-test. el mono-diff, el mono-spot, el comfirmikit y otros 

que emplean eritrocitos de caballo. 

Es recomendable practicar la prueba de la mancha ea pa 

pel, que es un procedimiento sencillo, basado en la agluti-

nacido de células forealinizadas de caballo, después de la ab 

sorcidn con antígeno de riñón de cobayo y eritrocitos de --

buey (4). 

LA mononucleosis infecciosa es una enfermedad arruando.' 

sistema reticuloendotelial. cuyo agente causal es el virus 

Epeteln-larr (EIV). un berpeswirus con DNA de doble hélice, 

que tiene distribución mundial (8). En infantes la infección 

primaria es generalmente asintomática. Ciertos pacientes de-

sarrollan una enfermedad neoplásica asociada con ElY, en for 

ma de linfoma de Burkitt y carcinoma nasofaringeo (9). Exii- 
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ten firmes evidencias que sugieren una relación causal en-

tre el EBV y estos dos cónceres huranos; factores genéticos 

y ambientales influyen en la expresión de esta enfermedad -

(8). La transmisión de mononucleosis infecciosa se realiza 

por medio de células infectadas presentes en la saliva. El 

periodo de incubación de la mononucleosis infecciosa es de 

42-49 días (2). El diagnóstico de esta enfermedad, se reali 

za en base a tres criterios característicos: síntomas clín1 

cos, manifestaciones hematológicas y resutados serológicos 

(5). 

Se utilizan procedimientos serológicos en el estudio de 

esta enfermedad. por las siguientes razones (9): 

1. 	Para determinar la susceptibilidad o inmunidad frente 

■ononucleosis infecciosa. 

2. Para determinar la relación etioldgica de un síndrome 

de mononucleosis negativo, para anticuerpos beterófilos y el 

EST. 

3. Para determinar la implicación del EST como agente etio 

lógico en una variedad de síndromes clínicos con etiología 

indefinida. como son la hepatitis. la encefalitis,lapolíneu 

mitin infecciosa, la pdrpura troabocitopenica idiopática, la 

anemia hemolítica y otros asociados con la infección de este 

virus. 

4. Para determinar la susceptibilidad o inmunidad a la in-

fección, ea primates inoculados experimentalmente con EST. 

5. Para determinar la presencia de antígeno■ de la expre—

sión del EST en linear» --'-'a-Q; 1-111flzhlaztzldcz. 

O. 	GOZO herramienta epidemiológica en poblaciones específi 

cas. se  han empleado en particular métodos seroepidemiológi-

cos, para distinguir pacientes con tumores asociados con el 

EST, que tienen una infección inaparente. 
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Fundamento: El suero de pacientes de los cuales se sos 
pecha tienen mononucleosis infecciosa, se hace reaccionar 
con una gol,' A. suspensiones de antígenos de riñón de coba-

yo y de estroma de eritrocitos de buey, separadamente en dos 

etiquetas de papel. El antígeno de riñón de cobayo, absorbe 

los anticuerpos Forssman y los anticuerpos de la enfermedad 

del suero, mientras que el estroua de eritrocitos de buey, 

absorbe lns anticuerpos de la enfermedad del suero y los an 

ticuerpos de la mononucleosis infecciosa. La absorción se 

demuestra por la pérdida de la capacidad del suero de aglu-

tinar eritrocitos de caballo, que reaccionan con los anti-

cuerpos beter5filos. La aglutinación de los erftrocitos-de 

caballo con el suero absorbido con antígeno de riñón de co-

bayo, se debe a la presencia de anticuerpos de nononucleo--

sis infecciosa, en tanto que la aglutinación de los eritro-

citos de caballo con el suero absorbido por estroua de eri-

trocito* de buey, indica la presencia de anticuerpos Forss 

ea e. 

TECIICA 

IEACTIVOS I MATERIAL. 

Reactivo,:  

Suero problema. 

~faeno de riadla de cobayo:  Se prepara suspendiendo -

dos riñones de cobayo ea suero fisioldgico, en una caja de 

Petri previamente enfriada y pesada para poder calcular pos 

terioruente el peso del tejido. Los r15 .)ches se lavan con sue 

ro fisiol6eico hasta aue el sobranadAnré. nn reintaiwom ...... c. 

y se muelen basta obtener una pulpa fina, con la cual se pre 

para una suspensión al 20% en suero fisiológico, que se hier 

ve una hora a baño Marfa, compensando el volumen perdido por 

evaporación con agua destilada. Se agrega fenol para obtener 

ue.a suspensión al 0.5Z y se guarda en refrigerador, donde pue 

de permanecer meses sin perdida de propiedades. 
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Estroma de eritrocitob de buey.-Se prepara agregando a 

los eritrocitos, cinco volúmenes de agua destilada enfriada 

en hielo seco. Se dejan reposar 30 minutos y se ultracentri 

fugan a 15000 rpm, lavando con agua destilada en frío, las 

veces necesarias para eliminar rastros de hemoglobina. 	Se 

suspenden en poco volumen de agua destilada y se sonifican. 

Se lavan una vez con amortiguador salino de fosfatos 0.15 M 

a pH de 7.2, volviendo a centrifugar y resuspendiendo en el 

amortiguador. Si presentaran grumos. pueden centrifugarse len 

temente. Esta suspensión puede utilizarse satisfactoriamen-

te por seis meses. sí se mantiene en congelación. El día de 

la prueba, se lavan tres veces con solución de NaCl al 0.9%. 

Eritrocitos de caballo.- Se preparan colocando cinco -

partes de sangre de caballo, en seis partes de citrato al 

3.8%. Es conveniente utilizar los erftrocitos de caballo en 

vejecidos, de dos a tres meses después de su preparación. 

El día de la prueba se lavan tres veces con solución de NaC1 

al 0.9% (la solución nunca queda limpia). 

Material: 

2 etiquetas de papel adberibles. 

2 pipetas Pasteur. 

2 micropipetas dr 3011. 

1 sicropipeta de 1040. 

Palillos. 

Equipo: 

Cronómetro. 

Lámpara. 

NETODOLOGIA 

TECIMICA DE DAVIDSONN MODIFICADA. 

1. 	Ea el extremo de cada una de las dos etiquetas de papel 

de 1 x 3 pulgadas. se coloca una gota de 10A0 de eritrocitos 

de caballo al 20%. 



Antígeno 
de riñón  
de cobayo 

(10%) Suero del 
paciente. 

Eritrocito, de 
caballo (202) 
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2. Lo la esquina de una etiqueta, se pone una gota con mi 

cropipeta de 30.1, de la suspensión de antígeno de riñón de 
cobayo al 10Z. 

3. En la segunda etiqueta. se  coloca una gota de 301 de 

estroma de eritrocitos de buey al 10Z. 

4. Se aplica una gota de suero cerca de cada antígeno usa 

do en la absorci6n. 

ETIQUETAS DE PAPEL 

o 
Est roma 
de eritro 

----cito, de-
buey. 

(ID%) 

5. Con un palillo se mezclan el suero y los antígenos. con 

cuidado de no rayar el papel. 

6. Después se mezclan con los eritrocito, de caballo y se 

esparcen uniformemente sobre toda la superficie. 

7. Se utiliza un cronómetro, con el cual se miden dos ninu 

tos y se anota el tiempo exacto en el que ocurre la aglutina 

ción. En caso de no presentarse aglutinación a los dos minu-

tos, se considera la reacción negativa. 

Tiesultádu: 

Después de la absorción con antígeno de riñón y cobayo 

y estroma de eritrocitos de buey respectivamente, las agluti 

alpes de caballo muestran una clara diferenciación entre sue 

ros de pacientes con aononucleosis infecciosa y sin mononu—

cleosis infecciosa. 
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En caso de tener el suero problema estudiado, anticuer 

pos heterófilos de mononucleosis infecciosa, la etiqueta de 

papel con la suspensión de riñan de cobayo. presentará aglu 

tinación visible antes de dos minutos, mientras que la eti-

queta que contiene la suspensión de estros& de eritrocitos 

de buey, resulta positiva si existen anticuerpos heterófi--

los de Forssman presentes en el suero. 

SUERO ABSORBIDO CON 

ANTIGENO DE 

TIEMPO DE AGLUTINACION 

ERITROCITOS DE CABALLO: 

CON 

Riñón de cobayo 

Estroma de 	eritrocitos 

de buey. 

PRUEBA: 

CUESTIONARIO 

1. ¿Por qué es recomendable realizar la técnica de David-

sohn modificada, tras obtener un resultado positivo con la 

prueba de Paul-Bunnell? 

2. ¿Qué hallazgos hematológicos indican una posible mono-

nucleosis infecciosa' 

3. ¿Cuales son los anticuerpos heterófilos? 

4. ¿Qué es el antígeno Forssman? 

5. ¿Cómo se prepara la suspensión del estroma de eritro-

citos de buey? 

6. ¿Por qué se ha preferido utilizar eritrocitos de caba-

llo en lugar de eritrocito, de borrego? 

7. ¿Cuáles son las ventajas de utilizar etiquetas de papel 

en la prueba? 

S. 	¿Con qué objeto se mezcla primero el suero problema com 

la suspensión de estroma de eritrocitos de buey. y con esti- 
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geno de riñón de cobayo, respectivamente en cada etiqueta, 

y posteriormente se hace reaccionar con eritrocitos de ca-

ballo? 

9. Mencione el fun¿amento de alguna prueba comercial di-

señada para detectar anticuerpos heterófilos. 

10. Señale otras técnicas empleadas en la identificación 

de anticuerpos que aparecen en la ■ononucleosis infecciosa. 

D1SCUSION 

El número de pruebas solicitadas para el diagnóstico 

de mononucleosis infecciosa, en general no es alto, por lo 

cual se ha requerido desarrollar una prueba simple, pero 

útil. La reacción de anticuerpos heterdrilo4 e: la base de 

la mayoría de pruebas usadas en el diagnóstico de mononu-

cleosis infecciosa. Esto■ anticuerpos aparecen en el suero 

del 85 al 902 de adolescentes y adultos jóvenes con mononu-

clensis cléiica yen un pequeño némero de infantes enfermos. 

La aparición de anticuerpos beterófilos en pacientes que 

presentan datos clínicos y hematológicos típicos de esta en 

fermedad, proporcionan una fuerte evidencia de infección. 

La modificación de Davidaohn para los anticuerpos beta 

rófilos. es  una prueba de répida y sencilla ejecución, el 

resultado es flcil de leer y puede ser archivado. Es una -

prueba que ofrece mayor sensibilidad que los equipos comer-

ciales accesibles. 

Esta técnica requiere de varios reactivo* biológicos -

en pequeñas cantidades. que tienen la ventaja de poderse al 

sacenar bastante tiempo en condiciones adecuadas. 

En esta prueba se han utilizado eritrocitos de caballo. 

Iclique detectan anticuerpos en ue periodo mayor de tiempo. 

durante el curso de la enfermedad, en comparación con los - 

eritrocito* de borrego. que se utilizan en la prueba de Paul 

iunaell y son menos sensibles. 
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IECNICAS ESPLLIALts 

Los inmunoanálisis que utilizan isótopos radiactivos, 

enzimas o compuestos fluorescentes, permiten adquirir una 

gran cantidad de información acerca de los mecanismos de 

la patología y actividad funcional del sistema inmune. 

Al irse desarrollando mejores reactivos para estastéc 

nicas especiales recientes. va  surgiendo un mayor entendi-

miento de cono funciona el sistema inmune, tanto en condicio 

nes de salud como de enfermedad. 

Al incrementarse el desarrollo de estos inmunoanálisish 

muchos procedimientos actuales caerán en desuso, debido /a las 

ventajas que tienen la inmunoflorescencla, el radioinaunoani 

lisia y el 	enzimuldwunoanaiisis 	sobre ellas. 

Estos inaunoanálisis no serán solamente importantes en 

el laboratorio de inmunología sino que tendrán aplicaciones 

sumamente útiles, en los laboratorios de química. hematolo-

gla y microbiología, entre otros. utilizándose con finalida 
des diagnósticas, principalmente. 

La inmunofluorescencia se usa ampliamente en la detec-

ción de anticuerpos y antígenos en enfermedades infecciosas 

y autoinsunes, mientras que el radioinmunoanélisis ocupa un 

lugar especial en el análisis de hormonas y drogas. El en- 

zimoinmunoanélísis, 	es el método que emplea reactivo. mar 

cados ras reciente, y tiene aplicaciones en las áreas cubier 
tal previamente por la inmunofluorescencia y el radfoinmuno-

análisis. 
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INNUNOFLIJORESCENCIA (1F) 

La inmunofluorescencia es una técnica que fue creada 

por Coombs y colaboradores en 1942, para el estudio de los 

antígenos bacterianos en los tejidos (8). Es una técnica - 

histoquímica que consiste en conjugar ciertos colorantes 

fluorescentes con anticuerpos (es lo mis común), o con an-

tígenos (en raras ocasiones), exponiendo después el conju-

gado a los antígenos o anticuerpos correspondientes, en cor 

tes o impresiones de tejido, frotis de microorganismos o de 

células, o cultivo de tejido en monocapa; se observa una -

fluorescencia en el foco de interacción antígeno-anticuer-

po (2). 

En los últimos años, la inmunofluorescencia, donde un 

compuesto fluorescente se utiliza como marcador, ha sido re 

comendado como método alternativo del radioinmunoanálisis. 

Se han desarrollado análisis de hormonas, drogas y proteí-

nas con importancia diagnóstica. En la actualidad, la sensi 

bílidad de los métodos de inaunofluorescencia, permiten de-

tectar sustancias presentes en concentraciones de 10
-12 

M,o 

menos (8). Los avances que se han alcanzado, se deben al de 

sarrollo y mejoramiento de la instrumentación utilizada, y 

a la selección de diferentes sustancias fluorescentes para 

marcar los anticuerpos o antígenos (1). 

La fluorescencia, es la capacidad que tienen ciertos -

compuestos naturales o sintéticos, para absorber luz de cier 

tas longitudes de onda y emitir luz de mayor longitud de on 

da, en alrededor de 10
-8 

segundos (5). La longitud de onda 

emitida, es característica de cada compuesto fluorescente, 

y cada uno tiene una eficiencia de quantum, o radio de ener 

gía luminosa emitida por la energía absorbida, que es típi-

ca para cada fluorocromo. 

Entre los fluorocromos que se utilizan para realizar 

la inmunofluorescencia están la fIuoresceína, el ácido 1- 
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ciimetilaminonaftalen 5-sulfónico (DANS), y la rodamina B de 

lisamina (R8 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 mayor absorción varían, pero emite luz con lougi-

tud de onda de C20 nm, que 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 área de 

máxima sensibilidad visual, y segundo, la autofluorescencia 

verde amarillenta es rara, por lo cual las lecturas falsas 

de este fenómeno disminuyen (1). 

La fluoresceina debe ser conjugada a un anticuerpo-an-

tes de poderse utilizar en la técnica de inmunofluorescen-

cia. Este paso va acompañado de la przparación de isotiocia 

nato de fluoresceína (FITC), un compuesto fluorescente que 

tiene afinidad para proteínas, por vía de su componente cia 

nato (2). El FITC puede ser agregados una preparación de 

anticuerpos, y el complejo o conjugado resultante, es capaz 

dereaccionar con el antígeno para el cual se preparó el anti 

cuerpo. La pureza y especificidad del anticuerpo, determina 

la especificidad de reacciones subsecuentes con el conjuga-

do fluorocromo-proteína (6). 

Es conveniente realizar la purificación del conjugado 

fluorocromo-proteína, antes de utilizarlo en la prueba. Pa 

ra tal efecto se ha empleado la diálisis, que elimina las 

sales del amortiguador y el solvente del fluorocromo, y la 

extracción con carbón o filtración en columna de Sefadex, 

para eliminar la sustancia fluorescente que no reaccionó 

(8) 

Debe efectuarse una absorción del conjugado fluorocro- 

■o-proteína, con polvos de tejidos. antes de utilizarlo en 

la reacción de inmunofluorescencia, con objeto de eliminar 

los anticuerpos inespecífico' 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 la rgo juLaiLiron en todas sus fases (liofili-

zado o liquido), sí es mantenido a temperaturas de lE 4'C. 

Se han desarrollado varias técnicas que utilizan los con 

jugados fluorescentes, a partir de la prueba original de Coons 

y colaboradores, entre las cuales se incluyen (b); 

La técnica directa, donde se usa un anticuerpo conjuga-

do para detectar la presencia de su antígeno correspondien-

te. Aunque es una técnica fácil de realizar, requiere el uso 

de muchos controles para asegurar la especificidad del conju 

gado fluorocromo-proteína. Con este método pueden identificar 

se anticuerpos o antígenos de microorganismos y de tejidos. 

La técnica indirecta, que tiene la ventaja de aprovechar 

la capacidad de los anticuerpos de actuar como antígenos en 

algunas especie animal diferente. Es una técnica útil, porque 

un conjugado puede ser usado para identificar muchos comple- 

jos antígeno-anticuerpo, y por 
nica directa, aplicándose en la 

frente a muchos microorganismos 

que es mis sensible que la téc 

investigación de anticuerpos 

asociados con enfermedades bu 

sanas, y para detectar autoanticuerpos. 

La técnica del complemento, donde se produce la reacción 

antígeno-anticuerpo capaz de fijar complemento, • los compo-

nentes de este último, unidos al complejo, son detectados -

utilizando un antisuero conjugado para el complemento. La tic 

nica del complemento es más sensible que la técnica indirec-

ta, por la amplificación que origina el sistema del complemen 

to, pero al añadir un reactivo extra (complemento), se requie 

ren más controles. 

La prueba de inhibición, que está basada en la teoría de 

que el grado en que un suero desconocido puede bloquear la - 
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reacción entre un antígeno conocido y su anticuerpo conjugado, 

esta en relación equivalente del contenido de anticuerpos en 

dicho suero. La presencia de anticuerpos en una muestra desco 

nocida, da como resultado una disminución o desaparición de la 

fluorescencia. Es una técnica mucho menos sensible que la téc 

nica indirecta. 

La técnica del sandwich, donde un anticuerpo presente en 

el tejido es identificado, al hacerlo reaccionar con un antí-

geno conocido y posteriormente marcar ese antígeno con un an-

ticuerpo conjugado. 

El equipo de microscopia de fluorescencia, es esencial 

para la observación de laminillas preparadas con las técnicas 

previamente descritas. Los microscopios para fluorescencia va 

rían en sus componentes necesarios, pero en general son los 

siguientes (5): 

17—«'• 

Fuente Diafra/ Fil;ro Filtro Conden- Especi Filtro Ojo 
de 	ma de 	de 	prima- 	sador 	men 	Secun- 

Energía Iris Calor rio 	 rio 

Las principales dificultades que aparecen en la mícrosco 

pía por fluorescencia, incluyen la fluorescencia no específi-

ca, la autofluorescencia y las reacciones cruzadas (7). La au 

tofluorescencia es producida por materiales biológicos sin mar 

cae. incluyendo un amplio rango de longitudes de onda; este fe 

n'Unen° puede ser eliminado, realizando aFropiadamente la rrue 

ba, controlando la dilución, el pH y otras variables (7). 

La tinción no específica, o el teñido de materiales sin 

la unan antígeno-anticuerpo, es generalmente mínima cuando se 
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trabaja con bacterias o hongos, y aumenta cursado se observan 

protozoarios o cultives do tejidos; pc,siblemente este fen6me 

no es ocasionado por el efecto de carga ácida-básica entre 

las proteínas (7). 

Las reacciones cruzadas pueden ocurrir, cuando estánpre 

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 desa-

rrollados con sensibilidad equivalente o mayor, que en cier-

tos procedimientos de radioinmunoanálisis, para hormonas, dro 

gas y proteínas de importancia diagnóstica (2). 

Algunas ventajas de la inmunofluorescencia, son las si-

guientes (3): 

1. Los reactivos que se utilizan en la determinación, tie-

nen una vida media más larga, en comparación con reactivo. 

marcados radioactivamente. 

2. El método puede ser automatizado, obteniendo gran veloci, 

dad y precisión en loa anílisis. 

3. Se puede desarrollar un sistema homogéneo de inmunofluo 

rescencia, para antígenos proteicos complejos. El sistema ho 

mogéneo, eliminaré el paso de separación de unión y desunión 

del antígeno con el anticuerpo. Se pueden realizar análisis 

homogéneos similares por latécnica de ELISA, pero son muy di 

fíciles de elaborar. 

4. Los sistemas de inmunofluorescencia pueden desarrollar 

se para cuantificar múltiples constituyentes rápidamente en 

una sola muestra. 

Entre algunas desventajas de la inmunofluorescencia se 

tienen, el alto costo de la instrumentación especial utiliza 

da para el desarrollo del análisis, y que el anticuerpo mar- 
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cado con el fluorocroao, debe estar purificado y estandariza 

do, para obtener la sensibilidad especifica y precisión re-

queridas (b). 

La inmunofluorescencia se ha utilizado para estuidos de 
rnYnr1 25,!!, t!'ep'=.nt=2., dcp5 ;itoadeanticrp.sergiñón, anti 
cuerpos antinucleares, para enumerar poblaciones de linfoci-
tos y en dernatologla para estudios de vasculitis y liquen 
plano, entre otros (3). 

CUESTIONARIO 

1. ¿Qué tipos de filtros pueden ser utilizados en un micros 

copio de inmunofluorescencia? 

2. Describa un método de conjugación, y la purificación del 

conjugado obtenido. 

3. ¿Además de la fluorescelna, que otros fluorocromos se uti 

lizan en la inmunofluorescencia? 

4. Explique el fundamento de la determinación de un antígeno 
en fase sólida por inmunofluorescencia. 

5. Esquematice la técnica de immunofluorescencía con comple-
mento. 

6. ¿Qué fijadores se utilizan en inmunofluorescencia de teji 
dos? 

7. ¿Cunea son los componentes de un microscopio para immuno 

fluorescencia? 

8. ¿Qué técnica de inmunofluorescencia se utiliza en el diag-

nóstico de la sífilis? 

9. Mencione una aplicación de la inmunofluorescencia en el 

dliagaó:ticc, de enferaedades de origen bacteriaao, vitral y ay-

tOilIMUM. 

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 

ve: en 1959 íGi val_ 	y úci SUlt , dpiiLadv 	Id Ludnlifica- 

ción de insulina, haciendo uso de los radiois6topos para 

marcar el antígeno y aumentar la sensibilidad en la medi-

ción dela reacción antígeno-anticuerpo (1). Pertenece a un 

grupo de análisis basados en el principio de zompetencia en 

tre un ligado, marcado radieactivamente y un ligando sin -

marcar, por una proteína de unión. En este caso la proteí-

na de unión es un anticuerpo específico y el ligando, el -

antígeno correspondiente. La concentración de reactivas es 

tá controlada al alcanzarse el equilibrio (7): 

AC 	Ag 	AC 

Este análisis es extremadamente sensible y específico 

para atLeiát tracciones antígeno-anticuerpo; en algunos -

casos pueden medirse hasta picograras (10-12g) (7). Su sen 

sibilidad deriva de la radioquímica y su especificidad de 

la reacción serológica (2). 

En la realización del radioinmunoanálisis, se requie-

re utilizar un material marcado radiectivamente de calidad, 

que aumenta la sensibilidad y precisión del análisis (2). 

Las sustancias radioactivas son únicas en su emisión de 

partículas, en su vida media, y en el sistema usado para de-

tectarlas. Se pueden clasificar como emisores de partículas 

cac f • y (7). 
Para el ~.aje raciiu0cLivo se utilizan diferentes ra- 

d íoi ab to pos. Los que se u t 	whow^, 

el 131 y el 125 (8). En ciertos procedimientos se han mar 

cado taubien los piptidos con 
3
H, 

14
C y 

35
5 (10). 

La intensidad de la emisión de partículas radioactivas 

A! puede medir en t;rwinor de partículs4 rrrithiriol*., 4 e 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 radioac 

tividad es el Curie (Ci), que es una medición del número de 

desintegraciones radioactivas por segundo. Un Curie es igual 

a 3.7 X 10
10  

desintegraciones/segundo, lo que corresponde a 

la radioactividad de un gramo de radio. Cono esta unidad es 

demasiado grande para fines prícticos, se divide en miliCu-

rie (mCi), que es igual a 3.7 x 10
7 
desintegraciones/segundo, 

y mitroCurie (1(Ci), que es igual a 3.7 x 10
4 

desintegracio-

nesísegundo. Se utilizan tanbien unidades como son las desin 

tegraciones por minuto (dpm), donde 2.2 x 10
6 

dpm es igual a 

aLCi, y las cuentas por minuto (cpm), que equivalen a dpm 

x eficiencia del conteo. La Comisión Internacional de Unida-

des Radiológicas (ICR0), define a la unidad de radioactividad 

del Sistema Internacional (qI), como el becquerel (lig), que 

es igual a 1 desintegración/segundo. 	x 10
10 Bq. Co, 

mo el beckerel es una unidad ■uy pequeña, se utilizan mílti- 

plos, como son el kílobeckerel (kit') 	10
3 
desintegraciones/ 

segundo, el megabecquerel (Nig) : 10
6 

desintegraciones/segun 
o 

do y el gigabecquerei (Mi) 	10' desintegraciones/segundo. 

Cuando se devine la radioactividad en iunciZu 4w apu 

específica, la radioactividad se expresa en las unidades pre-

viamente descritas, y la cantidad de compuesto en gramos, mo-

les o sus correspondientes submultíplos (9). 

Para medir la radioactividad se emplean contadores - - 

Ceiger, detectores de centelleo, y detectores del estado só-

lido (5). 

L1 delarrciio 	raálviumumeanáii » » poIá 

cia específica, depende del acceso a un antisuero que conten-

ga anticuerpos con una adecuada afinidad, título y especifici-

dad. Para producir el antisuero deben inmunizarse animales con 

la sustancia en cuestión, que puede emplearse sin modificar o 

modificada, con objeto de aumentar la inmunogenicidad (10). 

El conejo y el cobayo son los animales mis utilizados para 

prepararlo (81. 
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En el radioinmunoanálisis de una hormona. ésta, para inyectarse, 

no requiere ser completamente pura (en algunos casos ex-

tractos glandulares producen los mejores resultados). Por 

regla general, de 0.25 a 1 mg de hormona o su extracto, 

es in.yettzda cn un zzdis:, t:omo es la solución de 

Freund. La vía de administración varia, pero por lo gene-

ral se utiliza la vía subcutánea, en varios sitios del ami 

mal, cada 2 o 3 semanas. 	La obtención de un buen antisue- 

ro puede tomar de 3 a 6 meses, o más (8). 

Una vez obtenido el antisuero. es  necesario determinar 

el título de dilución ideal. 

[raciones progresivamente crecientes 

badal con concentraciones constantes 

En forma gráfica, se obtiene así una 

parte superior corresponde a una gran 

concen 

de antisuero, son incu-

de hormona radioactiva. 

curva sigmoidal, cuya 

concentración de anti- 

Para esto,diluciones en 

cuerpos y que por estar en exceso, se unirán a toda la homo 

na marcada. Al otro extremo de la curva el antisuero muy -

diluido tiene un poder de conjugación muy bajo. El título de 

dilución del antisuero ideal para la prueba, es aquel con el 

cual se obtiene una ligadura de 30 al 50% de la hormona ra—

dioactiva, o un cociente ligado/libre de 0.7 a 1.5 (1/1) - -

(10). Lo que se trata de obtener, es una concentración de -

anticuerpos tal, que tanto la hormona a medirse como la mar-

cada, compitan por igual por los anticuerpos presentes en el 

antisuero (8). 

Un paso fundamental de la técnica, consiste en marcar - 

radioactivamente los peptidos y proteínas. Para tal efecto 

se han desarrollado varios métodos químicos, entre los cua-

les están el método con cloramina-T, el método con el reacti-

vo de Eolton-Hunter, la electrolisis con corriente constante 

el método entimítico con lactoperoxidasa y glucosa-oxidara 

(10). Es obvio queel material marcado radioactivas:ente debe 

tenerse en forma pura, y es conveniente almacenarlo en solu-

ciones amortiguadoras isotónicas a un pH que proporcione es- 

tabilidad Í&' 
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Debe utilizar se la determinac ión de inatunoreactiv idad 

de las proteínas rad ioiod inada s, usando dos diluciones del 

antisuero: con un exceso de anticuerpo y con la dilución de 

trabajo. La act iv idad e spec 1f ica puede ser estimada, cono--

c iendo la ma sa de la hormona y las cuentas por minuto de 

1251, introducida en la mezcla de reacción (3). 

En general, la técnica consiste en lo siguiente: se pr e 

paran simultáneamente los tubos de ensa ye que servirán de - 

estánder y los que llevarán la muestra a determinar se ( sea - 

pla sala. or ina, etc. preparadas en formaespec ial), todos en 

duplicado o triplicado. A todos los tubos se agrega una so-

lución amortiguadora. A los tubos que constituirán la curva 

estándar, se agregan concentraciones crecientes de la hormo-

na estándar eue se de sea medir, y al resto un volumen constan 

te de las muestras. 	Finalmente, a ambas series de tubos se - 

agrega la mi mea concentración de hormona rad ioact iva y del - 

ant isuero. 	Se inic la luego la incubac ión a 4 ° C por un t iewpo 

determinado, que puede durar de uno a cinco días depend iendo 

de la hormona, de las características del anti suero, etc. -

Por regla general, mientras menor es la cantidad de marcador 

radioactivo y mas alto el título de diluc ión del ant isuero.-

mayor deberi ser el per iodo de incubac ión. Se procede f inal-

mente a la separac ión de las fracc iones ligada y libre de la 

hormona radioactiva, tanto en los tubos estándar, como en los 

que cont ienen la muestra (8). 
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REACCION DEL RADIOINMUNOANALISIS (8). 

     

Ag 47%)Ac 

(B) 

      

     

     

     

Ag 	Ac 

     

     

Ag* «, Antígeno marcado. 

Ag - Antígeno no marcado. 	(F) - Fracción Libre. 

Ac 	Anticuerpo. 	 (E) 	Fracción Ligada. 

Despiís de realizar la reacción competitiva, es necesa-
ria la separación de las fracciones ligada y libre del antí-
geno marcado radioactivamente, para poder determinar el co-

ciente de equilibrio entre ambo*. Este procedimiento debe 

realizarse ripida y completamente, para establecer un co-
ciente exacto (7). Los nétodtp5 utilizados con este fin, a-
provechan la diferencia de: tamaño molecular, carga, adsor-

ción o solubilidad del complejo formado (9). Los radioimmn-

noanálisis varían en la forma en como se realiza esta sepa-

ración.Algunos métodos usados en la separación del antíge-

no marcado libre y ligado ea el radioinmunoanalisis inclu-
yen (2): 

1.- Separación por carga: cromatoelecrroforesis, electrofo-

resis, resinas de intercambio jónico, fraccionamiento - 
en *ales. 

2.- Separación por su tamaño molecular: cromatografía en gel, 

filtración en microporo. 

3.- Sistemas de anticuerpos en fase sólida: pre-precipitado 

del anticuerpo doble, anticuerpo polimeríaado, unión co 



va lente del anticuerpo al poliestireno, celulosa, absorción 

del anticuerpo en la superficie de tubos de poliestireno o 
polietileno. 

4.- Separación por propiedades irounológica s: doble anticuer 

po y segundo anticuer po de fa se sólida. 

5.- Separación por ad sorción en superf ic ies: talco, sil ica 

sicroprec i pitada, celulosa, nitrato de celulosa, gel -

de fosfato de zirconilo. 

6.- Separación por solubilidad en solventes orginicos: eta-
no, d ioxano. 

7.- Técnicas 	scelSneas: pro teoli si s enzialtica. 

La elección de la técnica de pende de varios factores que 

incluyen: el efecto del procedimiento en el equilibrio de la 

reacción irounológica, interferencia de las sustancias pre-

sente s en el plasma, como sales. urea, proteína plasialtica 

y complemento, efectos en la var iac ión de la concentración 

de proteína y el volumen que puede ser manejado. También 

el tiempo y el costo son consideraciones nue afectan la e-

lección del sistema. 

Loa procedimiento* de separación ■as empleados. son los 

del anticuer po doble. cromatoelectrofor es i s. absorción de 

sílice. y las técnica■ de anticuerpo en fase sólida (9). 

Luego de separadas, las fracciones ligadas y libre se 

‘uectima sepairaciaisenLe durante un tiempo fijo (generalmente 

un minuto), en un contador automitico de centelleo de ra-

diación gamma, comunmente. 

Los valores obtenidos tanto para la solución estándar 

como para las muestras, son registrados tanto en papel arit 

m'ético como semilogarltmito y logit, y se obtiene aal la -

curva estlndar, en la cual la radioactividad o el cociente 

de antígeno ligado/libre deiminuye en función de la con- 
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centrac ián de la hormona en la muestra. Finalmente, la co n-

c entrac i6 n de la hormona en cada una de las muestras anal i-

zada s, se obtiene al comparar la relación de antígeno 1 iga-

do/ 1 ibr e d e cada muestra, con el coc iente del antígeno 1 iga 

do/libre obtenido con la soluc i6n estándar (8). 

CURVA DE RADIOINMCNOANALISIS (8). 

is 

COCIENTE 

AG MARCADO 

LIGADO/LIARE 

(9,  

25 

CANTIDAD DE ANTIGENO. 

NO MARCADO (I0-12R 1_  

Un pa so importante en el rad io i num noa nil i si s, ea la toma 

y el manejo d e las muestra s. En c ier tos análisis se pueden -

obtener resultados erróneos por besó]. i sis, Upes ia y por ad i 

ción de ciertos anticoagulantes (9). 

Para preparar soluciones de los reactivo a, se requiere 

un equipo volumg tr íco con gran precisión y exactitud, en el 

rango de volumenes en que se emplea cada pieza. Los reac ti-

vo s deben mezclar se en forma efectiva pero no destructiva. 

(10). 

esencialEa 	comparar las patear ias del radioirunoanál i  

sis y el b iot náli sis de patrones conocidos y desconocidos -

de muestras biológicas, rara determinar si el radio iemiu no--

anal i sis mide 6nirament e el material biológico activo, o -

tambien material insunolágico que da reacc ión cruzada ( 5). 

Durante los 61 timos ve in te silo s, los mí todos ue radio in-

su to a ni 1 isi s y la pir if icac ión de las sus tanc ia s marcadas - 

- 
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se han desarrollado enormemente, contribuyendo el progreso 

de la medicina y en esrec ial de la endocrinología (8). 	-
Existen muchas variaciones del clásico sal todo del rad ioin- 
wuut,a 	S; estas incluyen la yur li icacion y marcado del 

ntieuer 	Ins- ai del auiliseuu, u adición secuencia' del 

a ong eno marcado, despees de alcanzar el e quilibr io del --

anticuerpo y el antígeno desconocido (5). 

El rad ioirsaunoaolli si s se he aplicado al análisis de -

hormonas11,1 ipéptidas, otras hormonas no polipépt icas,dro-

gas, vitaminas, nucleátidos cíclicos, enz imas,viru s, ant ig e 

nos tumorales, proteínas séricas y otras proteínas y hapte-

nos , tanto en el hombre, como en otras especies (11). 

A continuación se e nli stan algunas sustanciasmedida s  
oor radio irmiu noa 	ai • ( 1 I ) • 

Hormonas pituitarias (hormona de crecimiento). 

Hormonas coricrnicas (ganado tro pina, coritrnica humana). 

Hormonas pa nc r ef t ica ( in salina) . 

Hormonas calci trópica (calcitonina). 

Hormonas gastrointestinales (ga str ina) 

Hormona* de tejidos va soac tivo s (angiotensinas). 

Hormonas tiro id 	tirox ina) . 

Esteroides (cor tico steroid e s) . 

Am int s biológica s ( ser° ton iza) . 

Drogas (depresivos del sis tema nervioso central). 

Vitaminas (ciamocobalateíma). 

E az ima o ( tr p no). 

Viras (antígeno asociado a la he ptti ti s). 

Antígenos tumorales (antígeno carci noembriogínico) 

Proteínas s‘r ic a s (inmunoglobulina s) . 

arra it (entero telx ria e stof or¿Cr ira ) 



2n5 - 

CUESTIONARIO. 

1.- Explique un método empleado para marcar proteínas radio-

activamente. 

2.- Describa la reacción de iodinación de una rroteína. 

3.- ¿Qué problemas se presentan en la producción del anti-

suero empleado en el radioinmunoanálisis7 

4.- ¿Cuál es el criterio a seguir para elegir la especie a-

nimal adecuada en la producción de anticuerpos? 

5.- Señale algunas proteínas empleadas como acarreadoras, 

conjugadas con el hapteno. 

6.- ¿Qué precauciones deben tenerse con el material radioac 

tivo? 

7.- ¿Cómo puede evitarse el daño producido en los reactives 

involucrados en et radioinmunoanélisis, durante la in-
cubac ión? 

8.- ¿En qué consiste el análisis inmunoradiométrico? 

9.- Explique la prueba radioinmunoabsorbente ea papel. 

10. Mencione algunas disslitutalis de la. té‘ui‘d Uel réaluita- 

mumnaelli 
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ENZI9{1 1N111:tii}ANALISIS 	(E1A) 

Fnaval 1 	Pprlmann rIpcarr.-, 1!.qrn ,,  Pn 1 0 71 . 	rn rniZ lorin 

inmunolágico que utiliza el anticuerpo un ido a una enzi-

ma, con objeto de localizar una gran variedad de su stan-

c ias antigénica s, en te iido3 o fluidos corporales (3). 

Los análisis que utilizan antígenos, haptenos o an-

ticuerpos marcados con enzimas, se han aplicado reciente 

mente en la sedición de sustancias en fluidos biológicos. 

A estos análi sis se le han dado varios nombres como son: 

enzimo-inmunoanálisis 	(EIA), inmunoanáli si s de unión 

enziultica, inatunoanilis is de marcador enzialtico, itau-

noarali sis de enzima acoplada, anlli sis inmunoenzimitico 

y análisis utilizando inmunoabsorbente y enzima unida -

(ELISA). Existe un tipo de inmunoanéli sis ensillé tico ho-

mogéneo, donde a diferencia de otros ti pos de elan si e, 

no se requiere separación- 	del material marcado, libre y 

unido, al cual se le ha llamado técnica de inisunoanáli sis 

de enz ima mul ti pl icada (EMIT), o inmunoaníli si s de inhibí 

ción enzimítica (10). 

A continuación se hace referencia a la técnica de 

ELISA, que es la mí s ut il izada en la ac tualidad y oue se 

basa en la capacidad aue tienen los anticuerpos o antige 

nos de unir se a una enzima, manteniendo el complejo forma 

do tanto la actividad inmunológica como la enz imí t ice -

siendo indispensable que el antígeno o el anticuerpo pue-

dan acoplarse a un soporte de fa se sól ida, para facilitar 

la separa.-..i..5ü cuia c ava acaa,e.3vva YY iVVO y aiYacs 1,J, 

Después de formar un cogerle jo por incubación de los reac-

tivo s que par t ic j pan, se agrega un sustrato mimético es 

pecif ico, qne da como resultado un produc to soluble de 

reacción, suscepítble de ser :sed ido por su densidad 6p ti- 
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ca, lo que proporciona el dato de la cantidad de anticuerpos 

o antígenos es pecif ico s en el fluido de prueba (6). 

El ELISA se ha clasificado en análisis 	 G.. y 1- é- 

terogéneos, de acuerdo a la separación de los reac tivos que 

participan. En los análisis homogéneos, la enzima se conjuga 

con un hep temo, y cuando este conjugado reacciona con un an 

ticuerpo, se mod if ica la act ív idad enz iza tica. Este tipo de 

análisis presenta la característica de no reouer ir separa-- 

o ión entre la porción unida y la poro ión libre, y se restr in 

ge al análisis de sustancias con ba jo peso molecular. En el 

zis heterogéneo, un paso esencial consiste en la sepa-

rac ión de react ivot unidos con enzima s, de los reac tivos Ii 
brea de marca (i). 

Existen una gran variedad de análisis elaborados a par 

tír del fundamento del ELISA (2,10). 

Para de terminar anticuerpo s, se han clasificado Io s si 

guientes métodos (5): 

I. Método Indirecto.- Se utiliza para medir conjugados -

con enzimas marcadas con antiglobulina humana. El procedi-

miento consiste en: absorber el antígeno al plato, lavar, 

agregar suero con cualquier anticuerpo esrecif izo que se 

acopla al antígeno, lavar, agregar la enzima marcada con 

antiglobulina nue se acopla al anticuer po„ lavar y agregar 

sustrato. La cantidad de sustrato hidrolizado, es e ou iva- 

zr.:.¿ al 	pu presente. 

II. Método Competitivo.- El antígeno se aplica a la f ame. 

sólida; el conjugado de anticuerpo esp-cif ico unido a una 

enzima se mezcla con la nuestra problema Que puede conte-

ner anticuer pos y se incuba con la fa se sólida, oue se la 

va posteriormente, y se agrega el sustrato. La diferencia 

entre el sus tra to degradado y el conjugado solo, ala la 

muestra, es rroporc ional a la cantidad de anticuerpo en la 

mae stra.  
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III. Método Anti-IgM.- Este método es dtil cuando el anti-

cuerpo IgM se encuentra en una gran proporción en sl suero. 

Se efectúa,recubriendo la fa se sólida con la globulina de 

un a nt isuero frente a IgM, el suero de prueba se incuba con 

la 	fa CP a 1irli ...r. r . 	 'a  ,Q , a , 	así cg& el &fin- 

gen:, marcado con enzima y a continuación se añade eI su atrio 

to enzimético. La degradación del sustrato, es pro porcional 

a la cantidad de anticuerpo IgM en la nuestra. 

En la d eters inac iS n de a nt íg eno s, se tienen los sign ien 

tes métodos (5): 

I. Método Competitivo.- En este antlisis el anticuerpo es 

p telt ico se une a la fa se sólida, el con jugado antíg eno- en-

zima se mezcla con la muestra oue pos iblemente contiene an-

tígeno, la mezcla se incuba e n la fa se sólida, se lave y se 

agrega el sustrato enzialtico. La dif erencia entre el austro 

to degradado con el conjugado solo, y el conjugado mla la 

mue atta, es pro pote jallo' a la cantidad d e a ntlgeno en la 

muestra. 

II. Método del Emparedado (sandwich) con doble Anticuer 

El anticuer po e specíf ico se une a la fa se sólida, la mues—

tra d e prueba se incuba con la fa se sólida y se lava, el con 

jugdzdode anticuer po sopee íf ico unido a una enzima, se incu- 

ba, 	se lava, y se adiciona el sus tra fa e raiz/.  tico. La delira 

dac ión es por porcional a la cantidad de antígeno en la rones 

tra.  

III. Método de Inhibición.- El antígeno de referencia se une 

a la fa se sólida, el conjugado de ref erenc la de a nticuer po 

especifico con enzima Se mezcla co r la muestra nue cortiene 

a titrg timo y se incuba con la fa se en ida, me lava y sr agre-

ga el su etre to. La d if erenc la de la degradac ión entre las - 

muestra d el a nt íg eno de referencia con el conjugado solo, y 

el conjugado ala la muestra, es proporcional a la cantidad 

de matiz eno en la muestra. 



Tap.tO 1:` 1-  3 r.t11,:, icno 	c 	OS drt icuer11.5, 	pu ed y FI se r 
unidos covalent .anent e a la fa se 51:71 ida cconstituída por un 
material rar t iculaclo (8). Se u t 	izar Soportes de celulosa, 
de px)1 iacr ilam ida, de n ylon, de poliestireno, de propile- 
no, 	de po1 iv in il o, de v id r io ro icrocr is tal i ro, d e hule si- 
1 iconizado y otras pla -stico s (2). Se puede obtener una ad 
sorc ión pasiva satisfactoria e r tubos, discos o microrla-
cas y se ha observado ru e el poliestireno y el roliviril o 
proporcionan les so ror te s mí s ad ecuado s (9). 

Las co 	ic io res Óptima s rara recubrir la fa se sal ida 

( por ejem palo : concentrac i6n del r eac tivo, t iem pv , tea re-

ra tura y r11), se deben determinar cor titulaciones cae 

.m, • •CM, 9.{WV 	j/r ler Orli irik id ( 2). El exceso c' e reac ti 

vo ruede el mi nar se, mediarte lavado con Tween PBS; el ma 

ter ial se n s ib il izado puede usar se inmed ia tome ro e o alma-

cenarse en recipientes adecuados a 4'C por periodos de mis 

de un año (10). La enzima utilizada debe tener una elevada 

actividad, un precio económico y ser accesible en forma 

pura. 

Se han emrleado una gran variedad de enzimas, entre -

las cuales se incluyen la ace til-col irestera se, la -D ga-

lactosídasa del c itocroao C. la glucoaaila sa, la glucosa-

oxida sa, la 0-D glucuron ida sa, la lacta to-de sh idrogenasa, 

la glucosa b-fosfato deshidrogenara, la fosfatasa alcal i-
na, la 1 i so z isia y la reroz ida sa de rebano (1D). De ellas, 

la fosfa ta sa alcalina y la rerox ida u d e rebano, son faro 
r íta s, y en es per ial la al t 	por su ba jo co sto , porque 

es fácil de conjugarse, por mi estabilidad, y por out ac túa 

	

sobre una gran variedad d 	ser, v,  (9). 

Para pr e parar lo s co n jugado s, se u til izar agentes de 

u ni6n cruzada, d e los cual es los nes ro pilar es son el glu 

tarald eh ido y el per iod a to de sodio (5) . Los conjugado s'  
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se conservan establ es por mucho s me se s y ha sta por año s,d e 

Fr ef er enc la en forma conc entrada (8). Para pur if icar lo s 

realiza' Ita precipitación por sales, o 
tr a e 	gel (9). 

La el ecc iSn del sustrato en este inmuroann isis es cri 

tico. Debe ser estable y buluble entes y después de la d egra 

dac i6n, r eco ier e ser barato, seguro y fácil de usar. Se em-

plean sustratos cromogénicos eue son incoloros inicialmente 

y fuertemente coloreados después de la degradación. En algu 

nos casos se emplean sustratos fluorogínico s que dan un pro 

dur tn fluorescente, y tienen la ventaja de proporcionar un 

análisis de alta sensili il idad, como es el ca so de la met i-

lumbelif er int (5) 

Un su 

 

pieza la ; I. a va en alual 2il5 , e5  el 

 

fosfato de p-ni trof enol . Para la peros ida sa se emplean la 

o- tolu id ina y la o-fenilendismina, que es el sus tra tc na s 

adecuado (9). 

Con ob jeto de detener la reacción, se carlea general—

mente NaOH, aun eue se usan tamb ién 112504, formalina, Piali 

9
2

0
2 y etanol absoluto, entre otros reactivo s. d e acuerdo 

al sustrato empl cado (2) .  

El re sol cado de una prueba d e ELISA, puede de terminar 

se visualmente o por wedici6n fo tométrica. 

Cuando se realiza una lectura visual, el resultado rue 

de reportar se como positivo o negativo. Para análisis cae 

re,* ier en una al ta pr ec i sidn, el r e sul tado debe leer se f o-

tométr icament e. Los r eaul tado s obtenidos rued en r e portar se 

de las siguientes formas (9): 

1. Cono positivas o negativas d e acuerdo a un niv el de ter 

minado previamente con muestras negativas. 

2. Como un valor de absorbancia ba jo condicioncs def ini-

das, incluyendo muestras de referencia. 

3. Como un cociente del valor de absorbancia de la muestra 

entre un grupo de muestras negativas conocida s. 
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4 	Como punto final de la titulación, al realizar dilucio 

nes seriadas de la muestra, y probarlas por ELISA. 

5. 	Como una unidad ,  .1.1,,,r.nde una curva patrón con mues-
tras conocidas. 

Las ventajas del ELISA incluyen bajo costo, estabili-

dad de los reactivos, seguridad, sensibilidad, rapidez, una 

manipulación simple especificidad, equipo de ficil acceso, 

la posibilidad de realizar aióItipIes anilisis simultinea•en 

te, permite automatización y no representa peligros de ra-

diación (10). Detecta rangos de nanogramos/•1 (4). 

La ténica de ELISA se encuentra en una etapa inicial 

de desarrollo, pero esta logrando mucha popularidad e inte 
g 

Es de suma importancia definir los conjugados enzima-

anticuerpo, en términos de la actividad enzimitica y de las 

propiedades inmunoIégicas, como son las especificidades y 

afinidades de los anticuerpos; los sustratos deben comparar 

se rigurosamente con materiales de referencia (7). 

Se ouede obtener reacciones falsas positivas por la -

presenciad, factores no específicos en el suero, que acunas 

a componentes de la preparación cruda de antígenos (5). 

Inicialmente, este inmunoanélisis se utilizó principal-

mente en el área de enfermedades infecciosas (9). 

Se han estudiado anticuerpos frente a bacterias COMO 

Salmonella, Vibrio cholerae, Eschtrichia, coli, Brucen* 

abortus, Yersinia enterocolítica, Neisseria gotorrhoeae, Xei 

sseria •eningitidis, Elehsiella pneumoniae. Mvcobacterium tu 

berculosis, Mycobacteríum Ieprae y Ch/amidiae. Se han deter-

minado antígenos de Sterptococcus pneumoniae, de Naemophilma 

influenzae, de Neísseria meningitidís, y los antígenos "Cr' 

de Srucella y Salmonella. El ELISA a permitido medir la res 

puesta humoral a la vacunación de difteria y tétanos; se han me 
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dido también las enterotoxinas estafilococcicas y el Tre-

ponema pallidum (9). 

En miclogia esta técnica se ha utilizado para deter-

minar anticuerpos frente a Aspergillus y Candida; se ha 

aplicado en el diagnóstico de micetóma y para determinar 

aflatóxina B (9). 

El ELISA se empieza a usar en el inmunodiagnósticode 

enfermedades virales, y ya se han realizado estudios para 

virus de rubeola, citomegalovirus, grupo herpes, rotavi--

rus, virus de la influenza A y /1„ virus sincitial respita 

torio, virus de la parainfluenza, adenovirus, virus de va 

ricella-zoster, virus del sarampión. arbovirus. virus de 

la hepatitis B y otros (1). 

Se han desarrollado eztuidos de enfermedades parasita 

rias tales como la malaria. la  esquistosomiasis, la leilh- 

uaniasis, la toxoplasmosis. la  amibiasis invasiva, la on 

cocercosis, la enfermedad del quiste hidatiforme, la equino 

cocoaís alveolar, la triquinosis y la toxocariasis (6). 

En el área de hormonas, se ha aplicado el ELISA en la 

determinación de gonadotropina coriónica, el lactógeno pla 

cental humano, la insulina. las hormonas tiroideas y los 

estr6genos entre otras (10). 

Esta técnica se ha empleado en la detecci6n•de drogas 

tales como el metrotexato, la digoxina y drogas antiepilép 

ticas (9). 

Se han estudiado nor el ELISA. componentes del suero, 

con son los anticuerpos 18C. IgN e IgE, la ferritina. La 

co(..2  haptoglobina, el factdrVIII, el fibrinogeno y otros 

ic, *--"In se han medido los niveles de proteínas oncofe 

tales, como es el caso de la c(—fetoproteina y del antíge 

no carcíno-embriogénico (10). 

En el campo de las enfermedades autinmunes, ha sido 

utilizado el ELISA en la medición de complejos 'inmunes del 

factor reumatoide, anticuerpos anti-actina y otros (8). 
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Otras aplicaciones del ELISA se han desarrollado en el 

área veterinaria y agrícola (9). En veterinaria se han estu 

diado por este método la tuberculosis, triquinosis, brucelo 

sis, cisticercosis, enfermedad del virus de Newcastle, tri-

panosomiasis y otras enfermedades (6). En el emer4:,  agrícola 

se han analizado gran cantidad de virus. como son el virus 

mosaico de la 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 

rí para investigar también alimentos contaminados por toxi-

nas y contaminación ambiental (9). 

CUESTIOMAII0 

1. ¿Cómo puede separarse la fracción inmunoglobulina del 

antisuero, con objetc de utilizarla en el ELISA? 

2. Explique como se efectGa la unión, en la preparación de 

Un conjugado. 

3. ¿Cómo debe realizarse la determinación de la fuerza del 

conjugado? 

4. ¿Qué variables de la fase sólida deben ser evaluadas? 

5. Describa el procedimiento que debe seguirse para evitar 

que ciertos materiales presentes en la muestra se adhieran a 

la fase sólida en forma inespecífico. 

b. 	Mencione dos sustrato' sobre los cuales actúa la enzima 

peroxidasa. 

7. ¿Qué parámetros críticos deben vigilarse en la realiza-

ción del ELISA? 

8. Esquematice la técnica del método competitivo para antí 

genu dei ELISA. 

9. ¡Qué ventajas presenta el ELISA en comparación con el 

radioinmunoanílisis? 

10. ¿Cull es la importancia de la aplicación del ELISA en 

el campo agrícola? 

1 
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ORCANIZACION DE UN LABORATORIO DE INNUNOLOCIA CLINICA 

El campo de la inmunología ha progresado notablemente 

durante los útLimos años, y se han efectuado avances signi 

ficativos, no salo en la comprensión de los mecanisav5 bl-

sicos de la respuesta inmune, sino también en sus aplicacio 

nes en la práctica médica. 

Históricamente hablando, 11; aplicaciones de la inmuno 

logía a nivel de laboratorio, se desarrollaron inicialmente 

en las áreas de aerología 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 áreas clínicas que inclu 

yen: reumatología, dermatología, nefrología, enfermedades 

alérgicas y de hipersensibilidad, cardiología, neurología, 

pediatría, gastroenterología, y finalmente otros dos campos 

mayores que son: transplantes e inmunología del cáncer. Los 

laboratorios clínicos, se enfrentan con problemas crecientes 

para proporcionar servicio en las creas 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 área, esta -

dando lugar a la aparición de un grupo de científicos y téc 

nicos de laboratorio, con interés primordial en las pruebas 

inmunol6gicas. Por ahora, estos individuos y las pruebas in 

munológicas se encuentran en muy diferentes laboratorios clí 

nicos, como son el de microbiología, aerología, bantú de --

sangre, hematología, química clínica e histopatología. Se es 

ti tratando 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 organi 

ración. 
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ORCAtilZACION PROPUESTA 

Las pruebas generalmente consideradas, en el lahorato 

rio de inmunología clínica, incluyen varias técnicas de in 

munoprecipitaci6n, inmunomictoscopía, técnicas de aglutina 

ción, pruebas para proteínas séricas, incluyendo 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 laboratorios de Inaunología, pueden ser dividi 

das en la siguiente forma: 

a). Area de Inmunología General. 

b). Area de Inmunología Celular. 

c). Area de Pruebas de Nistocompatibilidad o Tipifi- 

cación de Tejidos. 

d). Area de Trabajo con Material Radioactivo. 

Posiblemente, la mis iroortante consideración en el ■a 

mejo de estas áreas, está relacionada con el control de ca-

lidad, que Incluiría la calidad de los reactives e iostrumen 

tos, la selección del procedimiento para determinada prueba, 

especímenes de control positivos y negativos, estándares, co 

lección y conservación de muestras, procedimientos de seguri 

dad, procesamiento de datos, interpretación y reporte, dis—

tribución de las ¡reas de trabajo, y contabilidad de costos. 

ÁREA DE INNUNOLOCIA GENERAL 

Esta írea, debe ser designada para realizar pruebas ta-

les como son las técnicas de insunoprecipitación, inmunomi-

croscopía comprendiendo reactivos fluorescentes y enzima, -

marcadas, anllísis de proteínas séricas, incluyendo aquellas 

para los componentes del complemento, y las pruebas y proce-

dimientos de aglutinación. El espacio, equipo y personal de 

esta unidad, va a depender de las necesidades de determinada 

institución. 
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En esta área pueden realizarse otras pru'"s serol6gi 

cas, para diagnosticar enfermedades infecciosas. ro infec-

ciosas. Entre las más comunes están aquellas relacionadas 

con la detección de anticuerpos circulantes en varias enfer 

medades autoinmunes. 

La prueba de inmunofluorescencia indirecta, se incluye 

para varios anticuerpos antinucleares, anticuerpos mitocon 

driales, anticuerpos de músculo liso, anticuerpos localiza 

dos en la membrana basal de la piel, y varios otros autoan 

ticuerpos. 
• 

Las pruebas de inmunoflucrescencia directa, se realizan 

en biopsias de tejidos, y son importantes en el estudio de 

enfermedades renales, de hígado y de piel. 

Las técnicas de inmunoprecipitación, incluyen la deter 

minación de inuunoglobulinas en suero, determinación de los 

componentes del complementn, medición de varias proteínas 

séricas como son la ceruloplasmina, la 	o( 1-antritripsina, 

la proteína C reactiva y muchas otras. Las técnicas'aefele 

métricas estén reemplazando gradualmente las técnicas de in 

munodifusión radial; en muchos laboratorios clínicos, los 

procedimientos iumunoelectroforéticos se realizan principal 

mente para caracterizar las gamopatías monoclonales. 

Un prototipo de las técnicas de aglutinación, es la 

prueba de aglutinación con eritrocitos tanados, para los an 

ticuerpos frente a tiroglobulina y los anticuerpos microso-

males. 

AREA DE INNUNOLOCIA CELULAR 

plisrpAn ny rnurve ne Tunos) 

En el Eres de Inmunología Celular, se realizan pruebas 

relacionadas con la evaluación de la inmunidad mediada por 

células. Incluye la prueba de la transformación blastoide 

del linfocito con mitógenos y antígenos apropiados, la - -

prueba de inhibición del factor de migración, cuantificación 

de célula, 'I y E en sangre periférica y en tejidos linfoide, 

pruebas "in vitro" para estudios de la citotozicidaa del lin 
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focito contra varias células blanco, pruebas de le quimota-

xis del monocito. y otros procedimientos tales como la prue 

ba de inhibición de la adherencia del leucocito evaluada en 

la detección de inmunidad humorali y las pruebas de rosetas 

para identificar marcadores característicos de los linfoci-

tos, y poderlos sepmrar para investigaciones posteriores. 

Esta área requiere de un cuarto de esterilidad adecua-

do para el cultivo de tejidos involucrados en el trabajo. 

Para evitar peligros de contaminación, este cuarto de-

be tener algún sistema como sería la luz U.V. sobrecalenta-

da, un sistema de presión de aire positivo con filtros ade-

cuados y flujo laminar. Debe tener también, incubadoras de 

cultivos, y otro equipo estándar para esas operaciones. - -

Idealmente, el crea de cultivo de tejidos. debería dividir-

se en dos partes: una para estricto trabajo estéril y otra 

para realizar cultivos rápidos, preparar reactivos y proce 

sar muestras para evaluaciones finales, que no requieren es 

terilidad rigurosa. 

El estudio de la Inmunidad Celular es importante en la 

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 siguen un programa de inmunotera-

pie y pacientes con transplantes, cuya inmunosupresiín debe 

ser monitoreada. 

ALEA DE PRUEBAS DE RISTOCOMPATIBILIDAD O TIPIFICACION 
DE TEJIDOS. 

Las pruebas de histocompatibilidad, son un servicio de 

tipo especializado esencial para instituciones que llevan a 

cabo programas de transplantes. Otro importante campo de ac 

tividad para esta área del laboratorio, es el estudio de aso 

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 antígeno 

de linfocitos, se encuentra en el campo de las pruebas de 

paternidad. En años próximos, esta será definitivamente im 

portante aplicación de las pruebas de histocompatibilidad. 

AREA DE TRABAJO CON MATERIAL RADIOACTIVO 

Los análisis que utilizan material radioactivos, tales 

CO20 el radioinmunoanálisis para varias hormonas y otras sus 

tancias, como el antígeno de la hepatitis B, la inmunoglobu 

line E. el antígeno carcinoembriogénico. la 	OK -fetoprotel 

na y muchas otras, representan un área de rápido crecimiento 

en el laboratorio clínico. 

En muchas instituciones, estas técnicas se realizan en 

varios departamentos de laboratorios clínicos que incluyei 

tndocrinología, química clínica y radiología. Como estas téc 

nicas son esencialmente inmunológicas por las reacciones an-

tígeno-anticuerpo que involucran, se deben considerar como 

parte integral del laboratorio de Inmunología. Por ser estas 

técnicas reproducibles, muy sensibles, específicas y permi-

ten el análisis de un gran némero de muestras, estén reempla 

raudo Los bioanilisis normalmente empleados, Actualmente se 

han automatizado varias técnicas de radioinmunoanálisis y es 

posible conseguir el equipo necesario para efectuar dichas 

determinaciones. 

En años recientes, se han desarrollado inmunoanélisis -

con enzimas ■arcadas para la determinación de varias sur an 

cies, y actualmente se están establecie.tdo para reemplemmpar 

te de los radioinmunoanálisis a nivel de un laboratorio clí-

nico. 



CONTROL DF CALIDAD 

Cada laboratorio de inmunología, debe en cualquier momen 

to estar capacitado para demostrar v documentar su habilidad 

en la realización de las pruebas que proporciona como servicio 

de laboratorio clínico. Se saliere, que aproximadamente un 20 

a 25% del esfuerzo total del laboratorio, debe estar dirigi-

do a realizar pruebas de control de calidad, de especímenes, 

tales como los estándares, controles positivos y negativos. 

En la segunda Conferencia de Pruebas de Control de Cali-

dad, llevada a cabo por el Consejo Nacional de Servicios de 

Laboratorios de la Salud, se delinearon algunas característi-

cas del laboratorio de inmunología clínica, que afectan direc 

tanente el control de calidad. Estas incluyen: 

1. Inaccesibilidad de estándares físicos requeridos para la 

mayoría de las prácticas en este cupo. 

2. Muchos de los datos generados por estas pruebas, son cua 

litativos y no dimensionales. 

3. La marcada necesidad de educación para entender y aplicar 

los datos obtenidos por estas pruebas, especialmente a nivel 

clínico. 

4. El amplio rango de diversidad en esta árete, que se extien 

de desde las pruebas serológicas de la sífilis, hasta estudios 

funcionales de células T y B. 

El control de calidad en el laboratorio de inmunología -
sirve no solamente para conocer requerimientos reuglatoríos, 

sino también como herramienta de educación. 
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2a. edición. U.S.A. Ed. American Society for Microbiology. 
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EQUIPO MINIMO REQUERIDO EN UN LABORATORIO 

DE PRACTICAS DE INMUNOLOCIA. 

Baño a Temperatura Constante. 

Címare de Electroforesis. 

Fuente de Poder de Corriente Estabilizada (baA y 100-200 

Volts). 

Centrifuga (hasta 4 000 rpa). 

Coloríaetro Coleman Jr. 

Estufa con Temperatura Constante. 

Microscopio de Luz (con objetivos de 10X, 401 y 1001), 
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL MANUAL. 

Ac. 	Anticuerpo. 

Ag. 	Antígeno 

C'. 	Complemento. 

-CPA. 	Células formadores de anticuerpos. 

C'HSO. Complemento total 50% hemolítico. 

CIEF. 	ContrainmunoeIectroforesis. 

E. 	Receptores para eritrocitos de borrego en los 
linfocitos T. 

EAC. 	Receptores para el complemento en los linfoci-
tos 1. 

EIA. 	Enzimoinmunoanílisis. 

EID. 	Electroinmunodifusi6n. 

ELISA. ~jai' utilizando inmunoabsorbente y enzima 
unida. 

PAR 	Factores auti-nucleares. 

CRC. 	Eritrocito, de carnero. 

IF. 	Immumoflmoreseencia. 

Ig. 	Immunoglobelisa. 

MEM. 	Medio ■Imimo esencial de Eagle. 

Nl. 	Mononecleosis iafeccioasa. 

SAT. 	Mítroaaul de tetrazolio. 

MT. 	MGcleoa de timo. 

itadioismusoaallisis. 

TES. 	Solución amortiguadora de trietanolamina salina. 

1110. 	Orgauizacién Mundial de la Salud. 
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