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INTRODUCCION

La Inmunoclogia ha avanzado en tal forma en las dos dlty
mas décadas, que son pocos los campos en los cuales no puede

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

rial cientifico se acumula en esta frea, es dificil estar al

corriente de todos los progresos en las investigaciones desa
rrolladas.

Este manual ha sido disetiado con el objetivo de que el

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

varias técnicas inmunolfgicas bksicas, cuyo dominio es impor
tante por los miiltiples avances y aplicaciones que estf te--
niendo este campo en la actualidad, en diversas institucio--
nes hospitalarias y de investigacién, y por su estrecha rela
cifn con otros cursos que se imparten en la licenciatura, ta
les como Inmunologia General, Hematologfa, Anflisis Clinicos
Bacteriol8gicos, Virologia, Qufmica Legal y Vitaminas y HBor-
monas entre otros donde quedan imclufdas varias determinacio
nes inmunolSgicas. Ha sido desarrollado como 21 2252010 prig
tico del curso de Inmunologi{a Aplicada. Se describen aquf,

técnicas que son producto de la contribucifn y experiencia -

de los profesores que han impartido e imparten los cursos.

Las pricticas establecidas en este manual incluyen va-

rios puntos que han sido desarrollados con objeto de facili

tar el trabajo, comprensifin, aprovechamiento v desarrcllo de

' habilidades té#cnicas y cientfficas por parte del alummo. Eg
tos puntos son:

El objetivo, que porporciona al alumno informacidn sobre

las finalidades que se persiguen con la prictica a desarro-
llar.

Las generalidades, que introducen a3l alumno en el tema

a tratar. Aqufl se establece el orizen 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 ejecucidn, se ana-
iiza su sensibilidad comparindola con otros métodes inmuno-
16gicos que se usan con la mismwa finalidad, se describen las
aplicaciones que tiene, v se sefialan las principales carac-

teristicas de los compuestos y funciones que se investigan

con el método.

El fundamento, que es un resumen de la t&cnica, donde
se orienta al alumno sobre los pases aue se requleren reali

zar en la prueba.
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vos, material, equipo v metodologfa, cada uno tratado seia-
radamente para agilizar el trabajo en el laboratorio. El
alumno antes de empezar la prilctica, conoce el material que
Tequiere para elaborarla, v puede solicitarlo con anticipa-
cidn; el profesor repasa tlpidamente qué reactivos se nece-
sitan, y reconoce aquellos que requieren preparacidn previs
y ¢1 personal encargado del equipo, lc tiene listo para su
uso 2utes de que los alumnos realicen la pricticsa. Ls meto-
dologfa explics en forma crdenads, cada uno de los pasos que
deben llevarse a cabo, snalizando con esquemsas y tablas, los
puntos que Tepresentan aayor dificultad, para facilitar la

comprensifn y evitar errores.

Los resultados, que especifican cémo deben reportarse
los datos obtenidos, qué cirterios se deben seguir para tal
efecto, y dfnde se proporcioman cuande es posibles, cuadros

para reportar en forma ordenada los mismos.

El cuestionario, que permite ejercitar y enfocar la aten
¢ién del alumno en la técnica desarrollada, pues contiene -
preguntas que requieren para su respuesta, anfilisis, criterio
¢ iovestigacibn previa del tema tratado, el cuasl necesitas ac-

tualizarse perifdicamente.




La discusidn, que analiza las ventajas, desventajas

v limitaciores de la técnica, cliertas condiciones v cuil-
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as! como la utilidad do sus zplicacicone:

La biblicgrafia, que permite profundizar en los te-
mag tratados, al proporcionmar informacién general v espe
ficia para realizar investigaciones posteriores. Como comns
tantemente se editan nueves articulos v ediciones de li--
bros donde se tratan los diferentes temas. es convenmiente
revisar cada cierto tiempo este nuevo material, para utili

zarlc en la continua actualizacidn del manual.

Este manual comprende ocho capftulos, entre los cusles

han quedado convenientemente distribuidas las pricticas, e

incluyen:

I. Principios Fundamentales del Trabajo de Lakoratorio.-
Aqui se estahlecen lasn condiciones para desempefiar el trabs
jo en el laboratorio, evitande los posibles peligros de ac-

cidentes, vy realizar las pricticas correctamente.

II1. Inmunchematologia.- Comprende la Pruebs de Identifica-
cifn de Secreteres, la Técnica da Elucidn, las Pruebas Cru-
zadas y la Prueba de la Antiglobulina de Coombs, todas uti-
lizadas en los bancos de sangre, de ahf el enfoque que se
les ha dado, sin embargo su uso no estd restringido a este
Campo, ¥y que tienem otras aplicaciones. En este capftylo
deben quedar inclufdas tambi&n las tipificaciones de ios gru
pot sangufneos ABO, Rh y otros anticuerpos irregulares, pe-
ro en la actualidad estas determinaciones se realizan en los
laboratorios de Inmunologia Genmeral v Hematologfa, por lo

que no se incluyen en este laboratorio gue comprende temas

tan variados.



1T Complemente Fste capitule comprende dos pruebas ba
s1cas gque son la Determinaci1dn Cuantitativa del Complemen-
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véda en 1 2c:f8n de Lnticuernne anti-Nucleares". -
Existen muchas determinacicones relacionadas con los compo-
nentes del complemento, que por ser mis especif:cas no han

quedado inciuidas en este manual.

IV. Linfocitos.- Comprende la Inmunocitoadherencia, la Se
paracifn de Linfocitos T v B en Sangre Periférica y la Cuan
tificacifn de Células Forwadoras de Anticuerpo, todas deter
minacioues que requieren ser dominadas por el alumno, para
facilitar sy comprensidu de la importancia que tienen estos

aspectos de la Tamunologia.

v. Inletactcivou Avilgiuy Antizuzzgs. To azra ranfruln se
tratan metodologias de precipitacidn v aglutinacidn. Quedan
aquf inclufidas, 1a Contrainmunoeiectroforasis, La Electre-
inmunodifusidn y ia Hemagliutinacidén Indirecta. La técnica
de Precipitacifn Cuantitativa no ha sido desarrollada en es
te manual, debido al tiempo aue rasouiere su ejecucidn. sin

embargo, serfa conveniente discutirla en un seminarioc.

VI. Aplicacidon de Diferentes Técnicas IomunolSgicas como -
Auxiliares Diagndsticos.- Se han colocado aquf las técmicas
de Fijacidn de Superficie y Aglutinacidn en Placa para la
determinacidon de las Reacciones Febriles, da Preparacién de
una Autovacuna Bacteriana de aplicacidn terapéutica, la Fa-
gocitosis de Nitroazuyl de Tetrazolio para el diagnlstico de
Mononucleosis Infecciosa. Cada una de estas pruebas enfocan

importantes aspectos de 1la respuesta inmune v su utilidad

diagnéstica.

VI1. Técoicas Especiales.- Aqui se analizan las generalida-

des de los modernos 1nmunoauflisis que utilizan reactivos



marcados con compuestos fluorescentes, radioactivos v enzi

mdtices, que por requerir equlpo v reactivos muv sofistica

dos, adn no estdn a disposicién del laboratoric de enseﬁaﬂ
za de Inmunologfa, v por lo cual se recomienda realizar vi
sitas & instituciones deonde se llevan a3 cabo estas pruebas,
para que el alumno pueda familiarizarse con 13 instrumenta

cién vy los procedimientos empleados.

VIII. Organizaciln de

un Laboratorio de Inmunciogia Climi-
ca.- En este capitulo se describe como debe funcionar dn la
boratoric d: Inmunologia Clinica moderno, qué determinacio
nes deben quedar incluldas en cada &rea del mismo, v se sub
raya 1a 1mportancia del control de calidad en este lasborato
rio, analizando algunas dificultades que presenta este con-

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

En la seleccifin de los temas y sy nimerc, se ha tomado
en consideracifn la duracifn semestral del curso, y el tiem
po de cuatro horas semanales del cual se dispone para llevar
a cabo cada uno. Las précticas ham sido elaboradas, conside-

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

tdi sujeta a variaciones, la formacidn de equipos de tradbajo

con un determinado niimero de alumnos, se debe establecer de

acuerdo al criterioc del profesor, en cuanto 2 la canctidad

de reactivos, miaterial y equipo con los cuales cuenta el la
boratorio.

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

lecturas posteriores de las pruebas que asf lo requieren.

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

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



den aplicarse en laboratorios clinicos y de investigacidn,

proporciondndose bibliografia para quienes deseen profundi

zar mdc en los temas expuestos. Estamos concientes de que

el manual debe estar sujeto a una revisidn constante, para

tener un manual actualizado.



PRINCIPIOS FUNDAMENTALES DEL TRABAJC LE LABORATORIO

Ademds de realizar Jo mejor posible los distintos anf
lisis de laboratorio, el alumno debe recordar constantemen
te las posibies causas de accidentes, los eventuales peli-
Bi0S y la» medidas mids eficaces para disminuir las probabi

lidades de lesiones y dafios materiales.

Los posibles peligros en el trabajo de laboratorioc son:

8) Incendio ¢ explosiSn a] utilizar solventes inflé

| mables.
f b) Reactivos venenosos, corresivoes y clugticos.

¢) Quemaduras y escaldaduras, incluyendo choques eléc

tricos.

¢} Laceraciones por vidrieris rota, cuchillas de mi-

crotomo, etc.
e) Infedciones, virosis o parasitosis.
f) Mordeduras de animales,

[ g§) FPeligros de radiacife.

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

C&8 que se van & utilizar en determinada priictica.

El alumno debe cumplir los siguientes requisitos para

realizar el trabajo de laboratorio con precaucibo:

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

lavada después de cada experiments.

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

al profesor para tratamiento.

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

=anos con jabSn o soluciSn desjnfectante.

-



[ No colocar en la boca ni dedos, ni plumas y lipices;
ldas eilqueilas se mojan (ol agua, nNo con saliva.,
3. No se deben introducir ni alimentos, ni bebidas al la

boratorio y no se debe fumar.

6. El &Srea de trabajo debe estar libre de materiales ex-
tranos; como son papeles, libros, ropa v bolsas y cualquier

equipo o aaterial de vidrio no necesarics.

7. El frea de trabajo que pueda presentar contaminacidn

btol&gica, se debe desinfectar al iniciar y finziizar el

experimento, para no contaminar accidentalmente a otros que

utilicen el laboratorio después.

8. Los frascos de solvente que permanezcan sobre la mesa
del laborarorio, deben contener la menor cantidad postble
para las necesidades del trabajo.

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

tros ningiin mechero preandido.

10. Llos solventes inflamables no deben usarse en lugares

cerrados, en donde los vapores pueden acumularse Lasta for

mar con el aire mezclas explosivas.

iIl. Llas scluciones que contienen solventes, nunca deben ca

lentarse sobre mechero Bunsen.

12. E1l mechero Bunser debe estar limpio, pues de lo contra
rio pueden producirse incendios en caso de inflamarse el cho

rro interno de gas, fundifndose el tubo de hule y prendiéando

ne £ ranaue da esx
£: tanque 42 =a=

13. E1 olor del gas suele ser suficiente para detecrsr una

fuga, la cual se puede localizar usande agus jadbonosa.

i4. Los bafios de agua de acero inoxidable cor calentamiento

eléctrico, deben trabajar preferentemente con agua destilada

pafa evilar ios cortos circuitos por oxidaciém.



15. Al verter 3cidos tuertes para hacer diiucivnes, decbei
usarse guantes de caucho; para evitar quemaduras se debe

verter lentamente, empleando frascos con picos vertedores.
Para transferir 8cidos fuertes, a forma mfs adecuada es em
plear alguna de las distintas bombas de plisticc que exis-
ten en el mercado. Siempre debe anadirse el dcido al agua,

mezclando frecuentemente.

16. Para preparar soluciones de bases fuertes, deben tomar

se las mismas precauciones que para los &cidos fuertes,

17. Todos los frascos de laborztcrio deben rotularsecorrec

tamente, particularmente en el caso de scluciones de compues

Los venenosos.

18. Cualquier manipulacisn que produzca un vapor téxico, de

be realizarse bajo la campana.

19. Nunca se debe manejar cristalerfa u otros objetos con
las manos desnudas sino tiene la certeza de que estdn frios.
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 criscles.

20. No se debe calentar la parte inferior de un liquido en
un tubo de ensayo, para evitar una proyecciSo. El verter 11
quidos calientes en recipientes frfios, puede provocar Ja rup
tura del vidrio y derrame del !Tgquido. Cuando se utilizanm

frascos con pared delgada, siempre debe utilizarse una tela
metflica con ashesto, y para disminuir el peligro de proyec
cifn por ebullicién violenta, deben agregarse canicas d

Custzv v piedims dr cbuliividu <o 1
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lentar.

21. Un aparato eléctrico nunca debe ser manejado con lasma

nos mo jadas, o estandoc de pie sobre un piso himedo. 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 eléctrTicos sin antes desconec

tarlos.

22. No debe emplearse mucha fuerza al wmontar un aparvratode
cristal, ni al conectar tubos de vidrio en tapones de cau-

cho. En una centrffuga, los tubos soportan fuerzas conside

rables; <i ectfin hendidos o f

e

LT
2

A
LT3lC

5, se rompovin & velo-
cidades muy pequefias. Los tubos de centrf{fuga de todos ta-
matios deben ajustar lo mejor posible a los portatubos de me
tal; los tubos de fondo redondo resisten mejor que los cé6-

nicos y para velocidades muy altas se necesitarfn tubos de
plistico,

23. 51 se intenta transportar varios aparatos de cristal

a2l mizmo tiempo, es posible que se rompan. Los artfculos de

vidrio mal colocados pueden romperse.

24. El grado de peligro para el laboratorista que trabaja

con material wicrobiclfgico depende de la naturaleza de los
microbics y de lo depurade de la técnica. Alguoas bacrerfas,
por ejemplo las brucelas, tienen un poder infeciante tan ele
vadce que aln con una buens técnica persiste cierto peligro

Y purden nevesitarse ciertas precauciones adicionales como

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

basta para garantizar la seguridad.

25. Ko se debe tirar ningdin residuc de material lafectante
en el lavaderc. E] instructor de laboratorioc debe proporcio-
nar recipientes para desechar dicho material, asf comsoc tam-

bi&n charolas para colocar Pipetas v portacbjetos con mate--

rial contaminante.

26. 51 se derraman cultivos en la mesa o en el piso, se de-
be dar aviso inmediato a2 los alumnos cercanos, v notificar

al instructor para que el Srea de contaminacibn sea desinfec

tada convenientemente.

27. La mejor forma pars aprender a BANejar correctacentr los

animales de laboratorio, es la inmstruccién prictica directa.




$1 un animal ba sido inyectado con material patolfgicoy pro
duce una lesidn por mordedura o araiszo, debe reportarse de

inmediato y tratarse como es debido, cualquier herida por

prauriia  que sea.
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INMUNOBEMATOLOGEIA

lLa inmunohematologfa es la subespecialidad mids antigua
de la inmunclogfa. Su origen s remonta a 1875, cuando Lan-
dols observza que lo» eritrocitos de especies animales distin
tas, aglutinan al mezclarse "in vitro"; la primera enferme-
dad donde se descubrif uo wecanismo inmunolégico implicado

en la patologia, fue la anemia hemolftica autoinaune.

Las transfusiones sanguineas, anteriores a 1500, gene-
ralmente ocasionaban la muerte de los receptores; Landsteiner
explicé el motivo de este fenbmeno, al descubrir el sistema -
ABO. El gran aumento de la terapia de transfusibn, se debe al
ccoocimiento de los sistemas antIgeno-anticuerpo del sistema
sanguireo, que se encuentran bajo control genético y tienen -

implicaciones bioquimicas, inmunciégicas y antropoidgicas.

Los tejidos de cada individuo en una poblacifn exoglmica
(como la del humano), poseen una composicin Gnica de antf{ge-
nos, que hace imposible el trasplante de tejidos de una perso
na a otra, cuando el receptor es inmunolSgicamente competen-—
te. Afortucadamente la complejidad antigénica de los eritroci
tos humancs, ec menor que en los demfs tejidos, y esto permi-
te la posibilidad de transfundirlos sin utilizar terapia inay
nosupresora. Se han descubierto cerca de 300 antfgenos saocgul

neos, de los cuales sproximadamente 50 estén presentes en gran

des cantidades.

En general, las aplicaciones préicticas de la serologiade

los grupos sanguineos, se puede clasificar asg{:

i. Transfusifn de sangre.

a) Tipificacibn de grupos.
b) Determinacién de compatitilidad.
c) Identificacifn de anticuerpos encontradcs en pruebas

de compatibilidad, o después de reacciones transfu--
sionales.
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o y itatamiento de la enfermedad hemolitica

&
del recién nacido.

3. Investigacifn ds pacientss guz suf

......... JuUT Su

Ten aucmia nemoifti
ca adquirida,.

La tipificacibn de sangre, las pruebas de comwpatibili
dad y los procedimientos inmunchematolSgicos son las técni
cas mfs usadas, tn la mayorfa de los hospitales, las nece-
sidades técoicas del servicio de transfusifr estfn limjra-

das a obtener sangre compatible para los pacientes.




IDENTIFICACION DE SECRETORES. DETERMINACION DE
GRUPOS SANGUINEOS

Objetivo: Aplicar el fundamento para la {dentificacidn
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 sangulneos.

Evaluar las propiedades de las lectinas, aplicfndolas

en la determinacifn de secretores por inhibicién de la hema

glutinacién.

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

guineos no sflo se presentan en los eritrocitos, m-chax dtras
cflulas contienen estos antigenos en su membrana (B). Los -
antfgenos A, B y H existen eu dos frrmas: a) glicolipidos so
lubles eo alcohol que se encuentran en ia meémbrana de los -
eritrocitos y otras células del organismo, con excepcibn de
las del cerebro, y que no estAn presentes en secreciones vy,

b) polisacfridos hidrosclubles, que se extraen ficilmente de

los eritreocitos de secretores (6).

Se presentan diferencias en la concentracién de las sus
tancias liposolubles en los distintos Srganos. Las concentra
ciones mfs elevadas se han encontrado en las gléndulas subma
xilares, en el esSfago, en el estfmago, en el plncreas y en
la vesfcula. Se encuentran cantidades menores en las glindu-~
las parStidas, suprarrenales, pulmén, hfgade y riadn. Final-

sente, s¢ han observado trazas por ejemplo en testiculos y
en el bazo (7).

Las sustancias A, B y H de secreciones s$e han eéncontra-
do en secreciones normales como son ia saliva, el juge gis-
trico, bilis, orina, flufdo amnidtico y sudor, asi comc en

secreciones patoldgicas, como los flufdos pleural, pericar-
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dial, de ascitis, hidrocele y flufdo pseudomicinoso de quis

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

El fenfmeno de secreelfn es una caracterfstica mediada
por el control directo de un par alelico de genes Mendel’ .-
nes; Se es el gene secretor Y se el gene no secretcr. E1 4
ne Se es dominante y cuando esta presente en estado homor:
goto o heterocigoto, presenta la capacidad de se. (erar jas

sustancias A, B o H hidrosolubles, dependiendo del grupo san
gulneo del individuo (l0Q).

Los no secretores estSn representados por el grupo ho-

mOCigoto con genotipo sese,

Este es un sistema independiente de genes sin unifn con

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

EotTe europeos y americanos, la frecuencia de los secre

tores oscila entre un 77 y 781, ¥ los no secretores constitu

yen un 22-231 de la poblacifn. La Gnica excepciSn son los in

dios norteamericancs y los aborfgenes australianos (8).

Fue Schiff en 1927, quien demostrd que la reaccidn de he

tercaglutinacifn de eritrocitos humanos grupo A o All.

se inhibfa especificamente por sali-
va husana de secretores deil grupo 0 (7).

absor-
bidos com suero bovino,

Watkions y Morgan en 1948 dividieronm el antisuero de se-

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

cias probadas se designaron sueros anti-H, v la sustancia co

rrespondiente se designd como sustancia H, para enfatizar

que €512 no era producto del gene O, Y para establecer que

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

El estado de secretor se puede demostrar por la precipi

tacibe directa, que es un método relativamente insensible,

00 aplicable a pruebas de rutina por requerir de un antisue-




ro muy potente, como serfa el hetercantisuero de conejo fren

te a eritrocitos humanos, o el {snantisuweros humano
(1),

nIune -

[y

También se demuestra por la inhibicién de la aglutina-
cién, que es una de las pruebas serolbgicas mfis sensibles al
alcance del inmunblogo; permite perfectamente la demostra--
cién de las sustancias ABH en flufdos corporales y en extrac
tos salinos de tejidos, pudiendo detectar desde 0.00025 a -

0.0005 qg. especlalmente sf se utiliza suero nc inmune anti-
A o anti-B (B).

Ciertas secreciones de personas del grupo A, como €l ju-
go gdstrico, la saliva Yy el semen, contienen enormes cantida
des de antfgeno A, comparado con la actividad A de los eri--

trocitos del individuo (8).

La saliva es el flufdo de eleccién para determinar el
estado de secretor, pues contiene grandes cantidades de es-
tas sustancias de grupo y es flcilmente accesible. ST las sug
tancias estdin ausentes de la saliva, lo estardn tambifn de

otras secreciones (7).

Las lectinas son protefnas con mitios especfficos de -
unifn pars carbohidratos, por lo cual reaccionan con glico-~
protefinas o glucolfpidos en solucifn o en membranas celula-
res. Producen variados efectos en sistemas biclégicos, inclu
yendo la aglutinacibn preferencial de eritrocitos A, B H, M,
N y de las células transformadas, malignas y embrifnicas.
Sirven como reactivos para la deteccifn, aislamiento y carac
terizacifén de materiales gue contienen carbohidratos, inclu
yendo a las sustancias de los grupos sangufneos. Por sus pre
piedades y la facilidad de purificaciSo tan estado sujetas
4 extensas investigaciones, en especial en esta Sltinma déca
de#. Stillmark las descubrid enm el apo de 1888, al observar
que los frijoles de castor, contenfan un principio téxico

que aglutinaba eritrocitos husanes y animales.
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las lectinas se encuentran ampliamcntc distribufdas en
tre los organismos vivientes, pero se éxtraen con mayor ire
cuencia de las semillas y otras partes de plantas legumino-
sas. Ademds se han encontradc en hongos, bacterfas, inverte
brados, peces, en mieloblastos de pollo y en la membrana -

plasmftica de c£lulas de conejoc o higado bovino {(3).

Es mejor trabajar con preparaciones puras de lectinas,
porque los materiales crudes pueden contener aglutininas
con especificidades de aziicares diferentes, o estar contaml
aados con enrimas u otros materisles que pueden f{oterferir
con la unifn entre la lectina y su receptor de carbohidrato
especffico. Hasta la fecha, se han aislado cerca de 50 lec-

tinas en forma homogenea (3).

Los antigenos ABH actian como potentes antfgencs de -

transplante en el hombre (9).

Se han cbservado alteraciones del fenotipo de eritroci
tos, en una variedad de condiciones malignas. En la leuce--
mis se ha observado supresisn del ant{geno A. Se ha reporta
do que los individuos del grupo A son afs susceptibles a cfl
culos, cirrosis del hfgado, tumores de las glfndulas saliva
les, estémago, plncreas y ovario, infarto al ajiocardio y dia

betes mellitus. La Glcera duodenal es mis comin en los nose

cretores (10).

Fundamento: Al afiadir lectina anti-H que tiene una fun
cifn similar & la de un acticuerpo, 8 un tubo que contiene
saliva, que es una secrecién com un alto contenido de antI-
geno H en los secretores, se lleva a cabo una unido especf-
fica antigeno-anticuerpo, que inhibe la aglutinacibn que de
biera producirse al afiadir posteriormente eritrocitcs grupo
0 que contienen tawmbifn sustascia H, detectindose asf el es
tado secretor. 5{ la saliva de prueba pertenece a un oo se-

cretor, se obtiene una aglutinacifn visible, resultado de
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la reaccidn de la lectina anti-H, con el antfgenoc H de 1la

superficie de los eritrocitos 0.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Lectina anti~-H (extracto de la semilla de LUlex euro-

Paeus 0 semilla de enebro), 3 gotas,

Suspensifn de eritrocitos lavados tipo O al 2X en so

lucidn salina isotdnica, 6 gotas.

Saliva humans, & a 5 ml.

Solucidn salina isotSnica, aproximadamente 20 ml.

Material:
1 tubo de ensaye de 16 x 150 mm.

8 tubos de ensaye de 12 x 75 am.

—

emnbudo.
pipetas graduadas de 5 wl.

2
4 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
8 pipetas capilares.

i

gradilla.

Equipo:
Centrifupa.

Banio a 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 ml. Colocar in
mediatamente el tubo en un bafio de aguaa 9u-100°C durance
10 minutos para inactivar la saliva, porque tanto la de se-
cretores coso la de no secretores, contiene enzimas bacte--
rianss producidss por microorgariseos de la familia Bacilla

ceae, que gon capaces de descomponer lasx sustancias ABH. Cen
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trifugar unos minutos a 2500-3G00 rpm, para separar el cod
gulo que se fviwd al calentar; decantar ¢l schrenadante que
tiene el aspecto de¢ un 1fquido cpalescente vy celocarle en

el refrigerador hasta el momento de realizar la prueba. Fa

ra conservarlo por tiempo prolongade, puede congelarse.

2. Preparar una serie de diluciones de la saliva; para -
ello depositar en cuatro tubos de ensaye de 13 x 100 mm.,
3.0 ml de solucifn salina isotdnica; llevar a cabo una dilu
cién seriada, atadiendo al primer tubo 1.0 ml de saliva, mez
clar perfectamente, tomar 1.0 wl de la mezcla y pasarlo al
segundo, repetir la operacifn al tercero y al cuarto; de vs

ta manera se tendrfn las siguientes diluciones: l:4, 1:16,
1:64 ¥ 1:256.

3. En una gradilla apropiada, colocar 6 tubos de ensayede
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 ¢l sexto tubo depesitar una
gota de soiucidn salina isoténica, este tubo nos servird co-

mo testigo de la aglutinacién.

4. Preparar una dilucifn de l:4 de la lectina anti-H;, para
esto, en un tubo de 12 x 75 mm., depositar tres gotas de la
lectina y afiadir 9 gotas de solucibn salina isotSnica, mez--
clar perfectamente y afladir una gota s 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 exactasente 10mi

nutos.

6. Afiadir | gota de la suspensifin al 2% de eritrocitos del

grupo 0, a cada unc de los tubos.

7. Mezclar y dejar reposar durante 5 minutos a temperatura

amsbiente. Centrifugar a 10C0 rpm durante ! niputg a 3400 rpm

durante 30 seg.




B. Agiltar suavemente los tubus que contl.eien o

trocitos sedimentados y observar si existe aglutinacifn ma

créscopica.
Resultados:

La saliva de un individuo contiene sustancias H si es
secretor; esta sustancia H neutraliza a la lectina anti-H,
t inhive la aglutinacidn de los eritrocitos tipo O que son
afadidos en la segunda parte de la reaccidn. 5e toma como
punto final, la dilucifn nfs alta de la saliva que muestre
inhibici6u total de la aglutinaci8édn de los erjtrocitos. El

testigo deberf mostrar aglutinacifn franca.

Sin diluir Aglutinacibn |
1:4

1:16

1:64

1:256

Testigo

- = No hay aglutinacién.
+ = Aglutioacién dudosa.

{+)= Trazas de aglutinacifu: pocons algutinados finos
que comprenden mencs del 502 de las cflulas.

+ = Aglutinacifo ligera: muchos aglutinados finos sim
células libres.

4+ = Aglutinacidn wmoderada: varios aglutinados de peque

fos a2 Tegulares sin c&lulas libres.

Aglutinacifn fuerte: pocos aglutinados grandes sin
cflulas libres.

444+ = Aglutinacibn muy fuerte (efixima): un aclaulo s61i-
do de cflulas.

Por lo tanto, el individuc estudiado es:




CUESTIONAKIOD

1. ;Culll es la composicién gqufmica de las sustancias A,
By H?

2. (Qué diferencias existen entre los grupos sangulneos

1
Al Y AZ‘

3. Explique el fenfmeno Bombay.

4. Henc'ne 3} lectinas que son utilizadas en la tipifica
cién de grupos sanguineos.

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

vatorias paras obtener la muestra de saliva?
6. iCufil es e} objerivo de hacer diluciones de la saliva?

7. i{En la prictica, que finalidad tiene el uso de lecti-
na anti-H?

B. iQué son las autocaglutininas, y como pueden ser elimi
nadas?

9. Explique el significado de panaglutinacifn.

10. (Cufiles serfan las aplicaciones médico-legales de esta
prueba?

DISCUSIOR

La técnica de inhibicifn de la aglutinacifn aplicada
en la determinaciln de secretores, es sencilla y econbmica;
el material vy los reactivos son muy accesibles. Requiere ma
yor tiempo de elaboracidn, en comparacifn con la tipifica-

cifn de grupos sangufoecs por aglutinacidn directa, pero re
sulta mucho mfis sensible.

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

concentraciones de estos antigenos.




- 22 -

Es conveniente yrilizaer saliva en esta determinacién,
pOTrque e» uua secrecifn cuy accesible, perc 2

rarse las precauciones de su procesamiento.

La sensibilidad de la inhibicifn va & depender funda-
mentalmente de la fuerza del antisuero. Se utilizan lecti-
nias por ls propiedad que presentan de combinarse con poll
saclridos en forms muy especf{fica. La lectina que se va a
utilizar en la técnica, debe ser titulada previamente, por
que las aglutinines presentes en los extractos de lectina,
pueden ser absorbidas por los eritrocitos y ocasionar aglu
tinacifén inespecffica, lo cual representa una desventajay
por lo cual, es recomendable absorber el suero del pacien-

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

Los eritrocitos que se usan en la prueba requieren ser

frescos, para evitar el fenSweno de panaglutimacifno.
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TLCNICA DE LLLCICK. IDENTIFICACION DE
ARTICUERPOS

Objetivo: Analizar el fundazento de la técnica de elu
ci6n y aplicarla en la separacifn ue anticuerpos anti-A del
sistema ALO, presentes en un suerc del prupo O, srevia ab--
sorcifn con eritrocitos del grupo A, utilizando la elucibn
por calor y la elucibn por precipitacién con alcohol. Demos

trar por aglutinacifp la presencia de anticuerpos en el eluf
do.

Sedalar las aplicaciones de la té&cnica, y evaluar las

ventaijas y limitaciones de la misma.

Ceneralidades: Se denomina elucifn, a la extracciba del

anticuerpo abscrbido a los eritrocitos, transformfndolo en
varjedad libre, en un medic de suspensifn adecuado. Poste-
ricrrente, la suspersidu de elucién puede estudiarse frente

a unas serie de eritrocitos testigo (1).

La elucibpn se lleva a cabo, pars demostrar la presencia
de anticuerpos, lograr su identificacidn, ¥ poderlos liberar
y recuperar, cuando ya han formado ua complejeo antiyenc-anti
cuerpo con los eritrocitos (6). Es una herramienta vnlios[sl
ma para la identificacibm de cada anticuerpo, en una mezcla
de anticuerpos con especificidades diferentes, y para el en-
tudio de sus propiedades, como es la capacidad de cowbinma--
ci6n de diversos tipos de aoticuerpos (3). Es particularwen-
te Gtil para la recuperacibu de anticuerpos provenientes de
eritrocitos que se han sensibilizado "in vivo™, en lactantes
con spemia hemolftica del recién unacido, en pacientes con en
fermedades autoinmunes y tapbién se lleva a cabo para la de-
mostracido e identificacibn de variantes d€biles de los pru-
pos Ay B (1). En la serologfa de la zedicina forense, ka si

do emplesda con &xito para el descubrimiento de ant{penos en

tinciones de sangre (7).




bxisten varics métodes para liberar al anticuerpo del

antipeno. 1l mfrode de ewlecvifn depende del sisteca de pru

pos sanpulneos gue €s1é€ siendo estudiado (31},

Hughes Jemes vy col. investigarcn on 1963, la eficien-

cia de di'vrsas técnicas para la elucién de antig:

vy anti-D {4). Su modificacién de la técnica de Rubin, en la
cual se incuba una mezcla de Eter-eritrocitos a 37°L duran
te 30-60 minutos, resulta ser tan GUtil como lo es el méto-
do de elucidn er el cual ¢l anticuerpce es recuperadode los

eritrocitos, bajo condicicnes de pH reducido (E}.

ios anticuerpos de]l sistema ABO son elufdos con facili

dad, empleando un cé€todo de eiucibdn por calor, que ha sido

desarrollado a partir del méteode origianl de landsteiner v

vy

™
) -
n

T {i3I3) &), Este métode tacbién es adecuado para --
elJuir anticuerpos anti-Rh, v debide a su simplicidad, aAme-

nudo constituye la t#cnica de eleccifn para todos tipos de

anticuerpos (1).

tkn la técnica de elucidn pecr calcr, los eritrocites ia

vados con los anticuerpos insertados, se colocan en un ba-
Bo de agua dursnte 5-10 tinutes con una pequera cantidad de

sclucifn salina, anadida de poca protefna. For lo gene-

ral se selecciona una temperatura de 55°C, pero la tempera-
tura Sptima para la elucifn esti irfluenciada considerable-

mente, por el tipo de incunoglobulina v por la especifici--

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

pacidad de cosbinacibn con el antigeno (2).

La proporcifn entre el antigenc y el anticuerpo, afecta
la captacién del anticuerpo por el antigeno y por ende su
elucifn, que estf tambifn influencisdca por el nimero y acce
$o de los sitics antigénicos, y por el equilibrio dela Teac
cifn. Es necesario determinar la proporcifn Sptima de suero/

eritrocitos en los experimentos de elucifn; a menudo scr ade




cuados cocientes de suvero/eritrocitos entre la gama de 2:1
vy 5:1 (1),

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

cuartos, que contienen anticuerpos activos (7).

fundamento: Al hacet teacvvionai el suero de oo indivi
duo perteneciente al grupo O, con eritrocitos del grupo A,
estos absorben a las aglutininas anti-A, que pueden sepa--
rarse mediante la técnica de elucidn en calor, que se Teal}l
za suspendiendo los eritrocitos en solucidn salina, calen-
tando, y centrifugando para separar los eritrocitos del eluf
do que contiene los anticuerpos libres; también pueden ser
separados por elucifa con precipitacifn en alcohel, donde
los eritrocitos sensibilizados se cong=lan y descongelan,
aiiadiendo etanol frio para precipitar completamente los an
ticuerpos presentes, centrifugando finalmente para separar
los anticuerpos precipitados, gque quedan adheridos al tubo.
Finalmente los elufdos se prueban con los eritrocitos del
grupo correspondiente, demostréndose por aglutinacidén la

reaccion antigenoc-anticuerpeo.
ELUCION POR MEDIO DE CALOR
(Método de lLandsteiner Miller)

REACTIVOS Y MATERIAL.

Suero procedente de sangre del grupo 0, 5.0 ml.

Eritrocitos de! grupo A, lavados v centrifugados, 1.0

ml.
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Suspensidn al 2% de eritrocitos del grupo A, previa-

mente lavados, 0.5 ml.

Suspensidn al 27 de eritrocitos del 2runo R, nprewt

mente lavados, 0.25 ml.

Solucidn salina isotdénica, 50 ml.
Material:

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

Il tubo para centrffuga de 10 ml, graduado.

Equipo:

Bafic a temperatura de 56°C.

Centrffuga.

YETODOLOULLA

l. Er un tubo de centrffuga mezclar 5.0 ml de suers pro-

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

A, lavados una vez con solucibo salina isotdnica. Dejar ac

tuar el suero durante 5 minutos; agitando suavemente de vez
en cuando.

2. Centrifugar unos minutos a (000 rpm y desechar el so-

brenadante. Lavar el sedimento de eritrocitos y 3 veces con

solucibn saiina isot8nica para eliminar todo el suero que

pudiera estar presente. Cuando se trabaja con eritrocitos

ez los que la absorcibém ha ocurride "in vivo"™, es convenien

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

para tener usa cantidad suficiente de anticuerpos en el eluf
do.

3. Después del Gltimo lavado con soluciéno salina, eliminar

tantz so0lucifn saliina ccmo sea posible del paquete de eri-
trocitos.
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4, Anadir un volumen ipual 8l que ocupan los eritrocitos,

de solucidén salina.

5. tecvidar periectamente y colocar el tubo en un bato 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 gue el tubo no

se enfrfe durante la centrifugacién.

7. Centrifugar inmedisramente 2 alta velocidad para agru

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

ceptrifugar a la mayver velocidad ¢ durante 5 minutos,

b. Ketirar inmediatamente el sobrenadante, en donde se en

cuentran los anticuerpos elufdos.

9. Farcar dos tubes de ensaye de 12 % 7Y m= uzms cozms AT
¥ otro como "B" y colocar en cada uno de ellos, una pota
del elufdo. Anadir una gota de la correspondiente suspen--
5i8n de eritrocitos lavados, ajustada a una concentracidn
del 23X y mezclar perfectamente. Dejar reposar las mez2clzs
durante 15 minutos &4 tewperatura ambiente y centrifugar am
bos tubes durante un minuto a 10060 rpm, o bien a 3400 rpa

por medio ainuto. Remover suavemente los eritrocitos sedi-

mentados y obsecrvar las reacciones que se han producido.

ELLCION POR FRECIPITACION CON ALCOHROL
(MEétodo de Weiner)

TECNICA
REACTIVGS Y MATERIAL.
freaclivos:

5.0 w1 de suero procedente de sanpgre del grupo 0.

1.0 ] de eritrocitos del grupo A, lavados ¥ centri-

fugados.
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0.5 ml de una suspensifn al 22 de eritrocitos del gru

po A, previamente lavados.

0.5 ml de una suspensiSn al 2% de eritrocitos del gru

po B, previamente lavados.

50 wl de solucidn salina iscoténica.
20 =] de etanol al 50%.

Material:

2 tubos de ensaye de 12 x 75 wmw.

1 tubo de centrifuga de 10 ml de capacidad. grsduado

[49
L

| S
i

5 con tapén

-
~

4 plpetas capilares.
1 varilia de vidrio delgada, de 20 cm. de largo.
Equipo:

Lstufa von tenperatura de 37°C.
Congelador.

Centrffuga,

EETODOLOGI A

1. Lavar 3 veces coan solucifn salina isotSnica, la sus--

peasida de erliturilus dei plupuv A, pats eliBive? 21 wicezo
de suero. Después del iiltimo lavado con solucién salina, eli
minar tanta solucidn salina como sea posible, del paquete

de eritrocitos.

2. Colocar el tapén al tubo que contiene el paquete deerd
trocitos y someterlos a congelacidn hasta que estén laguea-
dos, aproximadamente de 30 a 60 minutcs. Sacar el tubo del

congelador y dejar descongelar los eritrocitos a temperatu-
ra ambiente.

3. Abhaair 10 volimenes de etanocl al 501 previamente en

friado, por cads volumen de eritrocitos laqueados, mezclan-
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do rfpidamente. Para mayor ccmocdidad puede conservarse el

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

4. Volver a tapar inmediatamente el tubo vy colocarle de

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

poOB presentes.

5. 5acar el tubo del congelador y centrifuparlo 2 3000
rpm durante un rinimo de 5 minutos; el precipitado que se
forma es denso y muchas veces queda firmemente adheride a
las paredes del tubo. Desechar completamente el sobrenadan
te vy llenar el tubo con agua destilada. Separar el precipl

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

drio terminada en punta, tapar el tubo v mezclar vigporosa-

mente su contenido.

6. Volver a centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos y
desechar el sobrenadante. Agregar un volupen igual al que
ocupa ¢l sedimento de solucién salina isoténica y disper-

sar el sedimento con la varilla de vidrio y mezclar perfec

tamente.

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

8. Centrifugar & alta velocidad, 21000 rpm durante 10 mi-
Dutos y recuperar el sobrenadante con una pipeta capilar,
Con este sobrenadante se llevardn a cabo las pruebas Ce iden
*ificaci6n comc se describen en los pasos nimerc 7 3 8 de la
técnica de elucifn por calor. Estos elufdos pucdes voameci-

v
varse, si se desea, en congelacidn para pruebas posteriores.

Besultados:

Al reacciomar los elufdos aglutinando eritrocitos del

grupo "A", queda demostrada la existencia de las aglurini-
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nas anti-A en los elu

w
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4cs, y al no producirse treaccién po

sitiva en los tubos que contlenen a los eritrecitcs Jg}
grupo B, se prueba que efectivamente se llevd a cabo lase
paracifn de los anticuerpos anti-A que existlan en el sue-

To procedente de una sangre del grupo O.

ELUCION POR CALOR: AGLUTINACION

Reaccidn del eluldo con eritrocitoes
del grupo A

Reaccidn del ¢lufdo con eritrocitos
del grupo B

ELUCION POR PRECIPITACICN CONK ALCOROL :

Reaccibn del elufdo con eritrocitos
del grupo A

Reaccién del] elufdo con eritrocitos
del grupo B

CUESTIONARIO

iPor qué se utiliza suerc de una sangre del grupo O en
esta té&cnica?

2. iQué funcifn tiene la solucibn salina en ia prueba?
3. iPara qué se utiliza etanol en la elucién?
b.

iPor qué es conveniente anadir protefna & la solucién

ssalina en el proceso de elucifn?

5. iCufl m#todo se aplica mfs convenientemente en 1a sepa

racibn de aglutininas calientes y cukl pars aglutininas - -
frias?

6. iQué prueba serfa recomendable realizar antes de prac-

ticar la elucide?

7. iCulll es el objeto de congelar los eritrocitos en la

t#cnica de elucidn por precipitacibdno con alcohol?
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8. (Ccn qué finalidad se realiza la aglutinacifn entre el

elufdo y los eritrocitos del grupo A v B?

9. Mencione otro método que permita determinar la reactivi

dad del elufds.
10. Sefiale dos aplicaciones de la técnica de elucifn.

DISCUSION

La elucifn es una técnica féicil de elaborar, pero requie

re mucho tiempo en su ejecucién,

Es una técnica muy {til desde el punto de vista cualita
tive, por sus miltiples aplicaciones previamente descritas.
Ku preporcicoa gatos cuantitativos, porque no es posible ex-
traer el anticuerpo total absorbidce a los eritrocitos, ha--
bifndose obtenido varios elufdos activos con los mismos eri-

trocitos sensibilizados, y porque una determinada proporcifn

del anticuerpo se desnaturaliza.

El wétodo de Weiner, de elucifn por precipitacibn con -
alcohol, es particularmente iti] para estudiar anticuerpos de
tipo caliente, mientras que el wétodo de Landsteiner y Miller
de elucibén por calor, es muy @ti]l para el estudio de anticuer

pos de tipo frfos, pero sirve también pars alpunos anticuer-

pos de tipo caliente.
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PRUEBAS CRUZADAS. DETERMINACION DE LA
COMPATIBILIDAD SANKGUINEA

Objetivo: Estahlacar 12 ;zgpoiiaucia de 1a T1piticacibn

de los grupos sanguineos en los Rancos d

Analizar el fundamento de las pruebas cruzadas mayor vy
menor en solucidn salina v en un medio con alto contenido
proteico, y realizar las respectivas té&cnicas, evaluando la

utilidad, ventajas y limitaciones de las mismas.

Generalidades: E£1 tfrmino grupo sanguineo ¢ tipo de san

gre, se puede aplicar a todos los mercadores gen#ticos en la

]
[,}]

angre, incluyendo « ias proteinas séricas y a las enzimas

eritrocfticas (7). Excluyendo s los antfigenos privados raros
(comuomente restringidos a una ¢ dos familias), existen cer-
ca de 200 antfgenocs eritrocfticos detectables en forza direc

ta o indirectsa, wmediante pruebas de aglutinacién (4).

La mayoria de estos antfgenos pertenecen a uno de los

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

Afio de des-

Ag de los Aparicifn
cubrimiento Sistema Eritrocitos Natural
1901 ABO A.B. K. Comiin
1926 MAS s M_.i,S,s.

1926 P Pl,P Regular
1940 Rhesus (Rh) Rho,D,C.E,c,e.
1945 Lutheran (Lu) Lu., LuP
1946 Kell AR O
lpc,Js', Jsb
1946 Lewis (Le) Le.,Leb Regular
1950 Duffy (Fy) Fy',Fyb
1951 Kidd (JK) nt, b

1955 Diego (Di) pi*, 0i®.
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1956 Carturight (Yt) Ye*, ye>.
1962 Xg xg’

1965 Dombrock (Do) Do;, Dob
1367 Coiton {(Lo) Coa‘ ch
1974 Scisnna {Sc) Scl, Sc2.

La notacibn de los grupos sangufneos mo sigue un deter
minado orden. En la mayorfa de los casos, el nombre del sis-
tema se¢ deriva del nombre del paciente en el cual se detec-
t8 por primera ver el anticuerpo. El principal objetivo del
anflisis de grupos sanguineos en un banco de sangre, est
dirigido a obtenmer sangres compatibles para pacientes quere
quieren una transfusifno (9).

Los donadores que van a proporcionar la sangre, deben
tener sis de dieciocho y menos de sesenta y cinco aios, y

gozar de buena salud; los posibles donadores tienen gque lle
gar v firmar una sutorirzacifs escriva, 2cnde descrtiven las
enfermedades que han padecido, incluyendo ictericia, paludis
mo, sifilis, tuberculosis, etc.; tambifn deben mencionar sf
han recibido sangre en alguna ocasifn (l). Cualquier posible
donador que hs recibido una vacuna con virus vivo los tres
Gltimos meses, as{ como los candidatos com fiebre, erupcio-
nes no diagnosticadas ¢ linfadenopatfas, deben ser rechaza-
dos (1). S81lo se aceptan donadores que tiemenm mfs de 12.5 g
de hemoglobioa/dl. Cuando se ordena una transfusife, se em-
vian al laboratorio de 10 a 20 ml de la samgre del pacien-
te con la informacibn adecuada (nombre completo del pacien-
te, nfmero de historia, sexo, edad, diagnfstico, medicamen-

tos, partos, transfusiones previas, reacciones adversas a

la transfusifo, y anticuerpos ideantificados previamente (8).

Antes de efectuar las prucbas cruzadas, se realizae cma
tTo pruebas en la sangre del paciente y del domador, que inm
cluysa(5): &) la tipificaciSan ABO; b) la tipificacifu Rho (P);

¢) la prueba directa de antiglobulimas y d4) la identificacibn
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de anticuerpos que pueden presentarse en el suero.

Existen dos tipos de pruebas cruzadas, que han sido de
signadas como mayer 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 danm un resultado ne
gativo, observindose que ambos individuoz tinen el mismo gru
po sangufneo. Fn caso de que el demador y el receptor sean de diferen-

tes grupos samguinecs, pero compatibles, la prueba cruzads mayor serf -
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 mé#todos de pruebas cru-
zadas, para reducir los posibles peligros v facilitar la in-
terpretscidn. iina prueba cruzada compieta debe inciuir ias
siguientes pruebas, para descubrir tanto los anticuerpos com

pletos, como los incompletos y los atfpicos (1):

1. La prueba en tubo con solucién salina a temperatura am
biente, para detectar aglutiminas incompletas o bivalentes,

como son las anti-A,antf-3 y las aglutinminas friss.

2. La pruebs amterior, pero incubando a 37°C, disedada pa

ra localizar aglitininas calientes, como son las del siste-
s 1h.

3. La pruebs en yn medic con elevado contenido protéico -

(usando albéimina), parz detectar anticuerpos incompletos del
sistema Rb. En esta té#cnica se puede producir el fenSmeno de
prozomna, que se evita empleando una centrifugacido inmediata.
La actividsad de algumas asglutivnimas (por ejemplo anti-A y am

ti-B), pvede ser suprimida en un medio con albéimins.
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4. La prueba de la antiglobulina de Coombs indirecta, en
solucifn salina para detectar la mezcla de anticuerpos sa-

linos e incompletos presentes en el suerc ¥y la divecta pa

vo", como ocurre em nidos con eritroblastosis fetal, o en

pacientes con anemia hemolftica adquirida.
5. Lss5 tdinitas de lieiamirnicde eritrocitos con enrimas
tales como papafna, ficina y bromelina, que son extremada-
aente sensibles para la locslizacifn de varios anticuerpos,

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

Los pacientes que reciben grandes cantidades de sangre,
tienen una mayer probabilidad de producir anticuerpos v.-
ademfis, existe 1s posibiirdad de que ocurran reacciones en-
tre el plasma y los eritrocitos de los donadores, por lo cual
en caso de requerirse, se sugiere buscar cuidadosamente an-
ticuerpos en la sangre dcnadora, que no pueden ser reconoci

dos con las técnicas de las pruebas cruzadas (4).

El laboratovrista debe recordar que ls vida del pacien-
te o la futura familia de una mujer, puede depender del cui
dado con que se llefl a cabo una prueba cruzada, por lo cual
debe brindar toda su atenciSn a ls t#cnica, teniendo también
mucho cuidado en la identificacién de las muestras, para evi

LtarT errores con las sangres del paciente y de los donado--
res (2).

Finalmente, una unidad de sangre s§lo se puede utilizar

sf (6):

1. La prueba cruzada es compatible.

2. La fecha de caducidad no ha pasado.

3. Las pruebas serolégicas para sffilis son negativas.

4. El plasma sobrenadante no muestra datos de hemSlisis ni

de contaminacibn.
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Fundamento: El suero del paciente que requiere una trans
fusi8n se pruebsa contra eritrocitos provenieantes del donador
en la pruebs mayor, mienlras que en ia prueba menor, los eri-
trocitos del paciente se prueban con suero del donader; ambas
pruebas se realizan en medio salino y en un medio con elevads
Conicnidu pivi€ico, con objeto de detectar tanto anticuerpos
completos como anticuerpos incompletos. La presencia de aglu-
tinacifn o hem8lisis en la reaccibn, indica que existe incos

patibilidad de grupos sanguineos entre ¢l paciente y el dona-
dor estudiados.

TECNICA
REACTIVOS ¥ MATERIAL.

Reactivos:

Anticoagulante EDTA al 10, 2 potas.
Sangre venosa del receptor, 5 ml.
Sangre venosa del donador, 5 ml.
Sciucidn salina isoténica, 30 al,

Albimina bovica al 30T, 2 gotas.

Material:

2 jeringas hipodérmicas de 10 wl, estériles,

2 agujas hipodérmicas nimero 20 de dos pulgadas, esté#ri
les.

& pipetas capirlares.
6 tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
2 tubos de ensaye de 12 x 75 mm.

Etiquetas.
Equipo:
Centrifoga.

PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO SALING.
METODOLOCIA

i. Tomar aproximadamente unos 5 ml de sangre vemwosa por ne

dio de una jeringa de 10 ®l con aguja hipodérmica nfmero 20




de dos pulgadas, y colocarls ¢ un tubo de 13 x 100 am, que
deberf cootener una gota de anticoagulante (EDTA); agitar

suavemente para evitar la coagulacién.

2. Tomar ¢n la wmisma forma la muestra del donante.

. Centrifugar las mucstras, separar el plasma y colocar-

lo en tubos de 12 x 75 am, debidamente etiquetados paras su
identificacifn.

4. Lavar los eritrocitos con solucifn salina isotSnica. Pre

parar con ellos suspensiones al 4-51 en solucifn salina. Pa-
ra simplificar la preparacibfon ds estas suspensiones, utilizar
sangre total: adicionar dos gotas de saagre total a 1.0 wl de
solucibn salina isot8nica, asf se obtiene una suspensibn de
aproximadamente el 4X.

5. Marcar uo tubo de 12 x 75 mm, "SR/ED"; depositar en &1
una gota de suero del receptor y atadir una gota de la sus-

pensifn de eritrocitos del donador. Esta serf ila prueba ma-
yor.

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

una gota del sueroc del donador y adadir una gota de la suspen
sifa de eritrocitos del receptor. Esta es la prueba menor. Ea
caso de estudiarse mfs de un donador para el mismo receptor,

se debe anotar tambifn un nlimero para la identificacife de ca
da donador.

7. Mezclar el conteaido de cada tubo y centrifugar ismedia-
tamente a 1000 rpms durancte un mimuto, o a 3400 rpw duranmte
30 segundos.

8. Remover suavewente los eritrocitos del sedimeato, y ob-

servat si se ha producido la aglutinaciba macroscfpica.

9. ST laprueba mayor muestrs aglutinacifn, las ssagres som

incompatibles; en caso de obtener resultados negativos o dm-

dosos, incebar de 50 2 60 minutos a 37°C y realizar la prue-
ba de Coombs con los eritrocitos.




PRUEBAS CRUZADAS EN MEDIO CON ELEVADO CONTENIDO PROTE1

co,
METODOLOGIA

1. Marcar dos tubos de ensaye de 12 x 75 mm con "albGmi-

na®™ v "sin albfeina™, y depositar encada uno de ellos dos

gotas del suero receptor.

2. Afiadir a cada tubo, mediante un palillo de madera o
una pilpeta pequefia, una pequeia cantidad de sangre total del
donador, suficiente para dar una concentracifn final en la

mezcla, de aproximadamente 2-4T de eritrocitos.

3. Agregar sl tubo marcado con alblmina, dos gotas de la
aldmina bovina al 30X.

4. Mezclar perfectamente el contenido de los tuboes, e in-
mediatamente ceantrifugar a 1000 rpm durante un minuto, o a

3400 rpm por 30 segundos.

5. Remover suavemente el sedimento de eritrocitos v obser
var s{ ha ocurrido la aglutinacifa macroscldpica. Si la reac
cifn es positive 12z sacgres som incompatibles; em caso de
obtemer uaa aglutinaciSa dudosa o negativa, resuspender los
eritrocitos e incuoar los tubos durante 10 wmiautos a 37°C.

Cosndo se utiliza sangre total en estas pruebas, no se debe
imcabar por alis de 15 minutos, pues puede producirse una -

aglutinaciBn imespecifica.

Resultadoes:

La presencia de algutimaciSn o hemSlisis, em cwalguiera
de ambas pruebas, indica que hay incompatibilidad entre do-
nador y receptor; y por lo tamto debe buscarse otro donador

para poder realizar la tramsfusifn.
Rombre del recepter:
Nombre del donador:
Prueba cruzada em medio saliso:

Pruebas Nayor Prueba Menor




Prueba cruzada en medio con alto contenido protéico:

AlbGmina: $in AlbGoina
CUESTIONARO
1. iDesde el punto de vista mEdico, cufl es el sistema

sanguineo mis importante?

2. i¢Por queé las aglutininas IgM tienen 1la capacidad de

sglutinar eritrocitos en suspensién salina’
3. iCulll es la jmportancia de la prueba mayor?

4 . ¢Oué carga eléctrica tienen sobre su superficie, los

eritrocitos?

5. iA qu&é sustancia se debe la carga eléctrica sobre la
superficie de los eritrocitos?

6. iCufl es la funcifnr de la albfimina bovina en la Teac-
cifn de aglutinaciéa?

7. iQué otrras woléculas pueden emplearse en lugar de la

albGmina, para aumentar la actividad sntigeno-anticuerpo?

8. iA qué temperaturas reaccionan mejor los anticuerpos

completos e incompletos, respectivamente”’

9. iQué efecto tiene la administracidn de sangre inconpg
tible ea un paciente?

10. Mencione ttes indicaciones para realizar voa transfg-

sidn.
DUSCOSION

Las pruebas cruzadas son sumamente importartes, y deben
se¢r realizadas antes de administrar una transfusidu, pues -
aunca deben wezclarse sangres "in vivo™, sin tener la seguri

dad de que existe compatibilidad.

Por meticuloso que haya sido efectuada la dtpificaciba
del donador y del paciente, Y Por escrupulosa que haya sido

la blisqueda de anticwerpos atipicos en el suero del pacien-

te, 00 debe omitivres mumn 13 wrwaks ==257ST, GUE permite ex-

cluir la presencias de anticuerpos potencialmence peligrosos

com un tftulo significativo.
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La pruebz menor no se realiza tan frecuentemente por com
siderarse que el plasma del donador con los anticuerpos que
pueda contener, se diluye considerablemente cuando se trang--
funde al paciente, aunque es recomendable hacer esta prueba,
Las pruebas cruzadas requieren de aproximadamente 2 a 3 horas

PaATa ser e jecutadas, y en una urgencia este tiempo no puede

ser desperdiciado.
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PRUEBAS DE LA ANTIGLOBULINA DE COOMBS. DETECCION
DE ARTICUERPOS FRENTE AL FACTOR RhiD)

Objetivo: Analizar el fundamento de las pruebas direc
ta ¢ indirecta de la antiglobulina de Coombs, utili--
zaudo ambas técnicas, en la detecciSn de anticuerpos incom
pletos frente al factor Rh(D). Evaluar la utilidad, ventra-

jas y limitaciones de lsa t&caica, sedalando otras aplica--
ciones de ls sisma.

Generalidades: E1l principio de la reaccifn de la anti
globulina, fue descrito por primera ver en 1908 por Mores-
chi, pero fue redescubierto y desarrollado independience-
sente come un método para demostrar anticuerpos incomple--

tos de los antfgenos de eritrocitos, por Coombs, Mourant vy
Bace en 1945 (2).

En los estados de isoinmunizacifn, con frecuencia se
forman anticuerpos que no son capaces de aglutinar a su an
tigeno especifico, solo se fijan a E1; a este tipo de anti
cuerpos se les denomina incompletos o univalentes (5). Los
anticuerpos incompletos son immunoglobulinas, del tipo 1g¢G
generalmente, aunque tambifn se han encontrado del tipo —-
Igh o Ign (8).

Los anticuerpos incompletos fallan en la produccién de
aglutinacifn com eritrocitos homélogos en suspensifn salins
aumque se combisan firmemente con los antf{genos de los eri-
trocitos; permasecen firmemente unidos s la membrana celu--
l1ar, 8f las cflulas se lavan con solucifn salima para remc-
ver lss protefnas séricas no adsorbidas (3). Para poner de
sanifiesto la existencia de estos anticuerpos cuando estin
recudbriends » su sntigenc, se utiliza la pruebs de las snti-
globulinma, que es un procedimiento serolbgico simple para
demostrar las globulinas firmemente unidas a las células, y

que se basa ¢n el emplec de otro sistema ant{geno-snticuer-
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>0 (6). Como el anticuerpo incompleto «=td constitulde por
gaEma-globulinag humana, al atnadir un suverc anti-pamma-
globulina humana a los eritrocitos recubiertos por €l, se
llevard a cabo la aglutinacifn, al efectuarse la reaccidn
entre la ga-a—glgbulina y £l suero anti-gamma-globulina hu

mana, actuando e]l eritrocito Gnicamente cOMO SOPSTic wera~
nico (8).

El suero aantiglobulina humanz se prepara inyectando
animales, genersimenre conejos o cabras, con plasea o glo-

bulina humana, y recibe el nombre de antiglobulina de - -
Coombs (3).

Con la reciente caracterizacifo de la especificidad an
tigéaica de las diferentes inmunoglobulinas, puede preparar
se¢ un suvero antiglobulina especffico y selectivo para las
diferentes clases de inmunoglobulinas (5). No obstamte, co-
@0 en cliertos procedimientos de inmunizacibn se forman anti
Cuerpos que 0o residen precisamente en la fraccifun gamma-
globulina, sino en otras fracciones globulfnicas, es necesa
rio realizar la prueba con el suerc anti-gamsa-globulina, ¥y
con el suero anti-no gamma-globulina, para lograr asi la de
teccifn de ciertos anticuerpos no constitufdos por gamma-

globulina y que pueden dar lugar s una reaccién post-trams-
fusional (8).

La pruebs de la antiglobulina puede efectuarse en dos
formas (3):

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

ticuerpos que se han fijado a los eritrocitos “in vivo™; es
un procedimiento corto que se empléea en el diagnSstico de la
enfermedad bemolftica del recién nacide, o en 1a anemia he-
wmolftica adquirida, donde se prueban cflulas tomadas del pa
Ciente, con suero amtiglobulins. En la eritroblastosis fe--

tal, al nacer el aifo, sus eritrocitos puedec estar recubier
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tos por anticuerpos incompletos elaborados por la madre.
En 1s snemia hemclftica sdquirida, por un fendmenc de au-
toinmunizacidn, los eritrocitos del paciente pueden estar
recubiertos por anticuerpos incompletos formados por el
propio organismo del paciente. En los pacientes que han -

recibido mdltiples transfusiones, taxbién puede presentar

se este fenfwmeuno. .

2. La prueba indirecta es un procedimiento eapleado pa-
ra examjinar un anticuerpo incompleto del suero y cong--
ta de tres etapas: 1) sensibilizaciln de los zritrocitos;
2) lavado de los eritrocitos libres de suero, y 3) mezcla
de los eritrocitos lavados con antiglobulina humaca. Este
tipo de reaccifn se lleva a cabo en las mujeres Rh negati-
vas embarazadas, cuando el padre es Rh positivo y existe
la posibilidad de que ocurra la sensibilizacién de la ma--
dre; tambifn se realiza cowo prueba de rutina en las trans
fusiones y para detectar las variantes d&biles del factor

Rh y del sistema ABO, as! como para la identificacifn de
los grupos rarvos.

Las pruebas de Coombs puedern realizarse en placa o en
tubo (8). Es muy importante recordar que cualguier huella
de suero, por las globulioas gue contiene, neutralizarf el

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

Fundamento: En la prueba directa, los eritrocitos del
paciente que van a ser exaainados freaote al factor Rh, se
lavan en solucifn salina, se merclan con la aglutiaina de
Coombs, y 3e produce la aglutinaci6n, que indica la presen
cia de anticuerpos incomapletos. En la prueba indirecta, los
eritrocitos del posible donador, son mezclados coa el suero
del receptor (que contiene anticuerpos de los antfgenos er!
trocfticos del donador) con cbjeto de sensibilizarlos, se
lavan con golucibn salina para eliminar las globulinas que

w0 se uniercn a los eritrocitos, y finalmente se mezclan
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con la antiglobulina de Coombs que debe producir aglutina-
cifn, demcostrindose asf{ la reaccifn de los anticuerpes in-

completos con sus antfgenos eritrociticos "in vitro".

TECNICA
PRUEBA DIRECTA EN TUBO.
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:
3 gotas de suero antiglobulina de Coombs.

1 gota de una suspensiSn al 27 de eritrocitos del pa-
ciente {lavados).

| gota de ura suspensiSn al 21 de eritrocitos de una

perscna norsal (lavados).

I gota de una suspensifn al 2% de eritrocitos Rbh posi
tivos, sensibilizados con muero anti-Rh (lavados).
50 w1l de solucibn salina isotbmica.

Material:

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

6 pipetas capilares.

4 tubos de ensaye de 12 x 75 ma.

Esuigo:

Centrifuga.

Estufs a temperatura de 37°C

YETODOLOCGIA

1. Lavar los eritrocitos en estudio, por lo menos & veces

con solucifn salins isotbunica, para elimimar cuslquier tra-
ta de protelnas séricas no absorbidas a los eritrocitos; pre

parar con los erictrocitos lavados, uma suspensibm al 2%.
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2. Depositar en el tubo que contiene una gota de eritro

citos, una gota de suers de Coombs (antiglobulina huaana)

3. Mezclar perfectapente el contenido del tubo y centri
fugar a 1000 rpe durante un minute, o bien a 3400 rpm du-
rante 30 segundos. Remover suavemente el sedimento,y ob--

servar sf ha ocurrde aglutinacifn macrosc8pica.

4. Es muy conveniente hacer la reaccidn al mismo tiempo

con testigos constitufdos por:

a) Una gota de eritrocitos del paciente, lavados ¥y
ajustados al 2%, que se mezclarf con una gota de suero de

Coombsa; servir§ pars detectar una aglutinacifp inespecffi
ca.

b) Uoa gota de eritrocitos normales, lavados y ajus-
tados al 21, que se mezclar§ con una gota de suero de - -

Coombs; servirf como testigo negativo,

c) ﬁna gota de eritrocitos sensibilizados que servirsf
como testigo positivo. Este testigo puede prepararse afa--
diendo a una gota de una suspensiln de eritrocitos Rh posi
tivos, lsvados y ajustados al 2%, una gota de suero anti-
Rh, dilufdo 1:16 e incubado & 37°C durante 15 minutos; cen
trifugar y lavar cuatro veces con solucién salina isotdai-
€8 y preparar una suspeunsiln al 2X. Una gota de esta sus—-

pensidn, se metcla coo una gota de suero de Coombs.
PRUEBA DIRECTA ER PLACA
TECKHICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Los mismos que se utilizan en la prueba amterior, p=ro

las suspensiones se preparan al 505, en lugar de al 21,
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Material:
El miamo que el anterior.

4 portaobjetos excavados.
]
Aplicadores de madera.

Equipo:
Centrffuga.

Limpara.

METODOLOGIA

1. Centrifugar los eritrocitos, por lo menos seis veces
con solucifm salina isotfnica, ya que se requieren comncen
traciones mayores de eritrocitos, y por lo tantc hay que
tener la completa seguridad de haber eliminado cualguier
traza de protefna plasmitica no absorbida. Con estos eri-

trocitos lavados, preparar suspenaiones en solucién sali-
na isoténica al 50%.

2. Colocar una gota de esta suspensida, en un portachje

tos excavado perfectamente limpio.

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

suero de antiglobulina de Coombs.

4. Mezclar ambas gotas con un aplicador de madera; colo
car la placs encima de una fuente luminosa, iuclinfapdola
suavemente de lado a lado,

5. Preparar los testigos en la misma forsa que se {escri
bis psra la técnica en tubo, :8lo que ajustados al 56I.

5o debe omitirse este paso, si se quiere tener seguridad
et los resultados.
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PRUEBA INDIRECTA EN TLUBO
TECNICA

REACTIVOS Y PATERIAL

Reactivos:
2 gotas de suero problema.

2 gotas de unaz suspensifn al 4-5% de eritrocitos Rh po
sitivos (lavados).

1 gota de suero antiglobulina de Coombs.
30 ml de sclucifn salina iscténica.

Material:

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

Equipo:
CentrIfuga.

Estufa a temperatura de 37°C.
METODOLOGIA

1. Depositar 2 gotes de la suspensifn de eritrocitos al

4-51, ea un tubo de ensaye de 12 z 75 mm.
2. Afiadir 2 gotes de]l suyero en estudioc.

3. Mezclar perfectamente y centrifugar a 1000 rpm duran-
te un mimuto, o bien a 3400 rpm durante 30 segundos; la cen
trifugacifn jiomediata puede poner de manifiesto a los anti

cuerpos que de otra mamera, producirfan el fenbmeno de pro-
Tona.

L. Agitar suavemente los eritrocitos sedimentados y obser

var si existe aglutinacibfn, lo que indicarfa la presencia
de anticuerpos incompletosSi la reaccifn es negativa, d(bil

sente positiva o dudosa, colocar el tubo a 37°C durante 310
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a 60 minutos, Cuando se estd determinando 1a presennia de

un anticuerpo cuya potencia se desconoce, se recomlendaque

e] periodo de incubacién no sea mayor de 60 minutos.

5. Volver a centrifugar a 1000 rpws durante un wminuto, o

bien a 3400 rpe durante 30 sepundos.

6. Agitar suvavemente los eritrocitos sedimentados, y obset

var si ha ocurrido aglutinacifn macroscépica. Si la reac--

cifn continda siendo negativ:z o dudosa, se debe proceder de

la siguiente manera:

7. Lavar los eritrocitos por lo menos cuatro veces con 20

lucifn salins isotfunica, despufs del Gltimo lavado, decan-
tar ia mayor cantidad posible de solucifn salins > resus--

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

8. Abadir una gota de suero aotiglobulina de Coombs al tu

bo que contiene los eritrocitos.

9. Mezclar perfectamente y centrifugar a 1000 trpm durante

un minuto, © bien a 3400 rpm durante 30 segundos,.
10. Agitar los eritrocitos sedimentados sunvenentc.*yoblei

var si ha ocurrido aglutinacifa macroaclpica,

PRUEBA INDIRECTA EF PLACA
TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Los mismos que en la técnica anterior, perc la suspen-
sidn de eritrocitos se prepara al 50I.
Faterial:

E]l mism0o que en la réfcnica anterior.
1 portaobjetos.

Aplicador de madera.




Equipo:
Centrfifupa.

Estufa a temperatura de 37°C.

Lfmpara.

METODOLOGILA

1. Preparar una suspensidn de eritrocitos que contenganel

aglutinSgeno, cuyos anticuerpos correspondientes se investi

guen en el suero problema.

2. Depositar dos gotas de la suspensién de eritrocitcs en
un tubo de ensaye de 12 x 75 mm.

3. Afiadir cinco gotas del suerc en estudio.

4. Bezclar perfeciamente ¢ incubar a 37°C durante 30 a 60
ainutos.

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

lucibén salina {sotSnica; despubs del {ltimo lavadc, decantar
perfectamente el sobrenadante y anadir al paquete celular un
volumen i{gua)l de so0lucidn salina isotfnica, para tener umna

suspensidn de eritrocitos al 50%.

6. Depositar upma gotz de la suspensifn de erfitroctitos en un
portacbjetos perfectameénte limpio.

1. Depositar jumto a la gota de eritrocitos, uns gotade sue
ro de Coombs, mezclar con un aplicador de sadera. Sostener el

portaobjetos sobre una fuente luminosa ioclindndolo suavemen-
te de un lado a otro.

B. Los eritrocitos completamante recubiertos de anticuerpos
dan una aglutinaciép macroscépica en unos cuantos gegundos. -~
Las reacciones nis débiles, pueden requerir de 1 a 2 minutos,

pero la lectura deberd hacerse antes de que la gota comience

4 Secarse,




l.

1.

3.

4.

Resultados:

PRUEBA DIRECTA EN TUBO:

Problema
Testigo positivo
Teatige negativo

Testigo de aglutinacién
inespecifica

PRUEBA DIRECTA EN PLACA:

Procblema
Testigo positivo
Testigo negativo

Testigo de aglutinacifa
inespecifica

PRUEBA INDIRECTA EN TUBO:
Problema
PRUEBA INDIRECTA EN PLACA:

Problema

N CLESTIOKARIO

AGLUTINACION

iClmo se prepara el suero con antiglobulina de Coombs?

iEn que caso se rvrequiere utilizar complementoc en 1la
prueba de Coombs?

¢COlwmo se preparan las suspemsicnes de eritrocitos al 2
y al 517

iEn qué forma puede evitarse la aglutinacién inespect-

fica, en caso de presentarse en la prueha?

5.

tos ?

iQué caracter{sticas tienen los anticuerpos imcomple--

b
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6. ¢Cufl es ta diferencia entre las pruebas directa e in
directa de Coombs?

T. iQué ventats tiene la prueba en tuhby, sobre la prueba
en placa?

8. Mencione otra téfcnica Gril para identificar anticuer-

pos incompletos,
9. iCuBl es la técnica de Rose-Waaler?

i0. Senale otras dos aplicaciones de la prueba de la inmu-
noglobulina de Coombs.

DISCUSION

La prueba de la antiglobulina de Coombs, es muy Gtil
para detectar anticuerpos incompletos que son incapaces de
producir aglutinacién con una suspensién salina de eritro-
citos homSlogos; aprovecha ia firme unifn de los anticuer-
pos a la sembrana celular, que pereite lavar los eritroci-
tos en soluciSn salina para eliminar las protefras no ad-
sorbidas y tener especificidad.

Es un eftodo seroldgico senctllo que tiene su mayor
aplicacido en e] diagnéstico de la anemia hemolftica delre
cifn nacido, detectando anticuerpos incompletos del factor
RBh, eo la tipificacifn de grupos sanguineos, y en la ioves
tigacifn de anemia hemolftica adquiridas,

El suero antiglobulina puede prepararse especfficay se

lectivamente para las diferentes clases de inmunoglobulinas.

Es habitual referirse a la prueba en la cual los eritro
citos son sensibilizados con anticuerpos “in vitro™, come la
prueba de 1a antiglobulina indirecta, mientras que la etapa
de sensibilizacifn que se ha efectuado "in vivo™, constitu-
ye la prueba direcra.
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En la prueba indirecta, es muy importante tener la pro
porcifn Sptima de suero/eritrocitos. A veces es benéfico -
anadir aibdmina en la etapa de sensibilizacifn, vya que es-
ta produce uyn aumento en la aglutinacifn final. Se ha en-
contrado que algunos anticuerpos trabajan efectivamente, s

lo 81 se usan eritrocitos previamente tratados con una en-
rims .

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

sensibilizados con 1gGC, por efecto del fendmenc de prorona.

~

En la actualidad, existe equipo automatizado disenado
para realizar la etapa de lavado y de la adicifn de antiglo

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

zat muchas muestras.
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COMPLENENTO

En la saugre de los vertebrados se han reconocido va-
rios sistemas de activacifn esenciales en la sobrevivencia
del animal, Estes sistemas incluyen a el complemento, de--
pendiente de la activacifn secuencial de una serie de zimé
genos proteolfticos. £l complemento es el sistema wmis com-

plejo, v tiene interés por varias razones:

En primer lugar, como se reconociS hace aprozizzdamen
te 80 afios, el sistema del complemento e5 el responsable de
ia destruccifn v eliminacifn de material externo del cuer-
po, etspecislmente de bacterfas y virus, Comunmente esto su
cede despuls de la Iinteraccién de anticuerpos con orgamis-
#0838 0 Gubstaczcias externas, siendo el complemento un meca-
nismo efector de la defensa inmune contra la infeccifn. E1
complemento puede actuar tawbién activado por polisaclri--

dos complejos, antes de la reacciSo con anticuerpos, produ

ciendo una defensa ifnmediata antes del desarrollo de 1la io

munidad.

Segundo, los receptores para las protefnas del comple

mento activado, comoc es el caso del componente C estfn

3'
presentes em los liafocitos, macréfagos y algunas otras cé
lulas, vy existen evidencias de que estos receptores em los
linfocitoe, tienen un papel importante en la interacciln en

tre diferentes clases de ellos o de sus células precursoras

Tercerc, se ks encontradec que varias protefnas del com
Plemento son codiffcadas por genes estructurales que apare-
cen en el locus mayor de histocompatibilidad en el hombre y
el ratéan. El significado biolSgico de estos hallazgos es adn
incierto, peroc se hs sugerido que pueden implicar que cier-
ta protefna del complenento tiene un papel como protefna de

superficie, a2l fgual que las otras protefnas codificadas por
es¢ gen complejo.
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For todo luv anterior, €i jfoterés del sistema del com-
plemento se ha incrementado mucho, y el progreso em el als
lamiento y caracterizacibn de varios componentes, ha permi
tido determinar su estructura y los mecanismos biloqulmicos
de]l sistema de activacifn. Se hs enfatizado la importancia
biolSgica de este sistema, al observar que el sismo se en-

cuentra presente en laovertebrados y se ha consevado duran-

te la evoluciln.

Al reconocerse las miltiples funciones del complemen-
to, se han desarrollade técanicas que miden diversas propie
dades del mismo. Existen pruebas que miden la acrividad he
molitica del complemento, pruebas que cuantifican las pro-
tefnas del complemento y pruebas que miden la capacidad del
suerc de peutralizar la actividad del cox=pcnente by entre
otras. También los anflisis de iopmunocitoadherencia, quisio
taxis v anafilotoxinas, son fitiles para evaluar el est ado
del sistema del complemento. Los deplsitos de compliesmento
"in vivo™ se reconocen utilirando métodos de inmunofluores

cencls en tejidos congelados.

La medicifip del rcomnl

1L ]

wmento tiene utilidad diagndsti-
ca, puede establecer 1a actividad de determinadas enferme-

dsdes, ¥ sirve también para evaluar el tratamiento.

Las propiedades del complemento como amplificador insu
nolSgico, se han aprovechado em la evaluacifn de antf{gencs
y anticuerpos, aplicando la propiedad que tiene de fijarse

a complejos antfgeno-anticuerpo y producir citolisis.




DETERY INACTON CUANTITATIVA DEL COVELEM:LTU TOTAL "

HEXOLITICO

Ubietivo: Realizar la determinacidn cuantitativa del
complemento 507 hemolftico. Analizar !a propiedad del compie

mentc come indicador de la reaccifn ant{penc-anticuerpo, sus

mecanismwos de accifén v la ventaja ~ue representa esta deter
winacidn, tanto a nivel experimental, como a nivel c¢linico.

Familiarizarse con los cuidades que s+ reguieren en la ela-

boracifn de esta técnica, v las aplicaciones que tiene.

Generalidades: El descubrimientc del complemento surgib

de las observaciones de Buchner en 1889, al notar que el sue
ro sanguineo ejercfa una accifn destructora sobre las bacte-
rfas, v Nuttall encontré que este poder decrecia a medida que

€l suero envejecfa, o se perdfa rlpidacente por calentamien-
to a 56°C (11).
Por definicifn del ¥v.H.0., el térmirc complementeo, se

aplica a un sistema de factores presente en el sueroc norematl,

que se activan por la interaccidn antfgenc-énticuerpo, y ac-
9 P

tian en un mimerc significativo de interacciones biollgicas

(2).

Estos factores del ccmplemente, son globulimas cor

(A%

fvar

sos P.}., movisientos electroforéricos v coeficientes de sedi

mentacifa, preseates con ciertas variaciones, en los vertebrs
dos (10).

Los factores cel complemento se activan en una sucesidn

de reacciones enzimfticas, al! estar presente una reaccibn an-

ti{geno-anticuerpo {(Igh ¢ IgG generalaente), pudiéndose hacer
uns analegfa con los factores de la ccagulacién, en el senti-
do de que sus distintos componentes, presentan una sucesifn

de interacciones para la funcida global (9).

La activacidn parcial ¢ completa del complemento, adends
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de estar causada por una gawmma-glcbulina agregada, puede -

eielluarse por veneno de cobra, proteasa tisular, cliertas

enzimas lisosomales, tripsina, plasmina v endot8xina (2).

En el caso de la activacidn por anticuerpos, la fijacidn

¢5 una funcibfn de la regidén Fc de la mrlécula del anticuer

po, por medio de activacifn alostérica (11). La comcentra-

cifn de complemento no aumenta después de una estimulacidn
antigenica (11).

Se han desarrollado numerosos métodoe para ia titula-

cibfn de 1la actividad hemolftica del corplemento. La mavo--

ria cuantifican la dilucifn requerida de suero, para lisar

un2 determinada cactidad de células indicadoras bajo condi

ciones estandarizadas, utilirando distintos amortiguadores,

condiciones de reaccibn, volimenes, c8lulas indicadoras,

punatos finales y formas de cuantificar la hemw8lisis (2).

Por conveniencia, se ha considerado que una uridad de
complemento (C'Hso). es la cantidad de suero requerida pa-
ra provocar la lisis del 50X de les erizreccitos, puesto fue

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

crementos relativamente grandes de complemento, para produ

cir la lisis del Glcimo 5-102 de los eritrocitos {(12).

Para la descripcide matemltica de la curva sigmoidal

de la reaccifp hemolitica, se utiliza la ecuacidn de Vou
Krogk (5):
1;"{!
x = K _1_)
-y

x = cantidad de complemzento {¢» resado en nl de suero

Donde:

dilufdo de cobayol.

K = constante correspondiente a la unidad del ccomple-

mento 50% hewolfitico.
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A

~4— = 3 la unidad.
-y

I/n = exponente que determina la forma de la curva sig

moidal.

La unidad he=clfii a del complemento del 50%, &5 una

unidad arbitaritaria, ya que su magnitud depende de la con-
centracidn de Jos eritrocitos, de la fragilidad de las cé€ly
las, de 1la cantidad de anticuerpo usado para la sensibiliza
cifn, de la naturaleza de este anticuerpo, de la fuerza i8-
nica del sistema de reaccifn, de la concentracifn de los io

nes Cl++ y Hg++. del pH, del tiempo de reaccifin v de la tem
peratura (5.

La prueba sirve para cuantificar el complemento, en la
évaluacidn ‘de pacientes, para detectar principalmente indi-
viduos con niveles deficlentes del wismo, para determinar
la presencia. ausenciz 5 [vusecuencias de procescs inmunes,
y sirve como indicador de la respuesta terapéutica, as{ co-
mo para detectar individuos con deficiencias innatas de los
coxponentes del complemento, o la presencia de inhibidores
del miswmo (7).

El complemento se encuentra ausentado en el suero depa
cientes con irfarto agudo al miocardio, dermatomiositis, pe
riartritis nodosa, fiebre reumdtica aguda, poliartritis agu-
da, tiroidicis y otras (2). Se encuentr‘ bajo o ausente, en
enfernedades tales como patologfas hereditarias, como serfis
el caso del edems angioneurStico hereditario y la agammagle
bulinemia (2). Existen anormalidades también por el aumento
de su consumo, como en el caso del lupus eritematoso diseni

oado, glomerulonefritis, anemia hemciftica autoinmune y - -
otras (2).

Fendamento: Al incubar diluciones scriadas del suero de

coyabo, cuya conceutracifn de complemento se requiere deter

minar, con eritrocitos semsibilizados con uca cantidad Spri




ma de hemolisinas, se determina la capacidad hemolYticade]
complemento por la via clisica, praficando la relacifn en-
tre Ios porceniajes de hem$lisis obtenidos espectrofotome-
tricamente y la cantidad de suerc diluldo en cada tubo, Pa
ra calcular las unidades hemolfticas del suero de cobayo.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

l. Sangre de carnero estéril, conservada en E0lucidn

de Alsever,

2. Solucifn de hemolisina con t{tulo conocido.

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

4. Suero de cobayo, cuya concentracifa de compliemento

se requiere determinar.
5. Agua destilada,
Material:

3 pipetas de 10 m].
plpetas de 5 ml.
10 pipetas de 1 ml.
3 plpetas de 0.2 ml.
20 tudbos de 13 x 100 am.
tubos de 16 x 150 mm.
1 gradilia.

l matraz Erlenmayer de 50 mi.

Equipo:

Colorimetro Coleman Jr.

Estufa a4 temperatura de 37°C.
Baio de hielo.
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METODGLOCIA

. Preparar una suspensiln al 2% de eritrocitos de car-

nero {GRC) en TBS. VYolumen de 5 ml.

2. Ajustar espectrofotométricamente la suspensid&n de CRC:
En un tubo de ensaye se mezclan (.3 ml de la suspensifén de
GRC + 1.7 ml de agua destilada. Leer la D.0. en un Coleman
Jr. a 550 nm, utilizando como blance agua destilada. Ekl1 -
100X de hemblisis debe dar upa D.O. = 0.50. 51 no se obtie
ne esta lectura, correpir el volumen aplicande la siguien-
te ecuacién:

D.0., x V. = D. 0.  x ¥

1 1 2 2
3. Diluir la hemolisina en TBS 1:2000, para utilizar unm
volumen de 5 ml.
4. Kezclar volimenes iguales de hemolisina y GRC; aradir

lentamente y agitando el matraz, 5 m]l de la sclucibo de he

msolisina a2 5 m]l de la suspensifn de GRC,

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

locar ei matraz sobre hielo. .

6. Preparar 3 diluciooes del sucro de cobayo (1:20Q, 1:250
y 1:300) a partir de una dilucifn inicial 1:50 con 0.03 =l
de suero + 1.47 ml de TBS {dilucién 1:50).

Suero 1:50 TBS

0.4 ml 1.2 m1 (dilucién 1:200)
0.3 =l 1.2 ml1 {(dilucifn 1:250)
0.3 =l 1.5 ml (dilucién 1:300)

Mantepner los tubos en frfo, sobre hielo.

f. Eo una gradilla sobre hielo, colocar una serie de 4 tu
bos para cada dilucifn (12 tubos), mls 2 tubos coatroles -

(testigos positivo y negativo).

8. Repartir el volumen de cada dilucidn en los & tubos co




rrespondientes, pipeteando cantidades diferentes 2 cada

[T
- R

bo. Luego anadir TBS hasta completar un volumen final de

0.9 ml para cada tubo.

Tubo 1 2 3 4 +T -T |

Suero diluido

0.5 0.135 0.25 D.15 - -
ul

TBS =l 0.4 0.55 0.65 0.75 - 0.9

9. Adadir a cada tubo 0.6 m] de la suspensifn de eritro-

citos sensibillizados.

10. Agitar fuertemente todos los tubos para mezclar bien.

11, Pasar la gradills con leos tubos a bano de 37°C duran-

te 30 minutos. Agitar los tubos 2 intervalos de 10 minutos.

12. Al terminar la incubacibn, adadir C.5 m]l de TBS frio
a todos los tubos menos al contrcl positivo, al cual se le

anade |.4 ml de agua destilada. Agitar nuevamente.
13, Centrifugar a 1500 rpa durante 5 minutos.

14. Decantar a una cubeta y leer en un Coleman Jr. a 550
om, la D.0. del contenido de cada tybo. Utilizar como blap

co el cootrol negativo.

Resultados:

Dflucién 1:200 1:250 1:300
2
|
3| [
o |
-
4
T+ 1002 |

Sobre un papel semilogarftmico de probitas, se grafica



65 -

la relacifn entre los seorvcentaics de hewdlisis y la canti-
dad de suero diluldo que se anadif a cada tubu. 5e hace es
tc con las tres diluciones utilizadas. Se unen los puntos
con una l{nea recta y se determina para cada dilucifn, el

volumen de la misma que produce un 502 de hemSiisis. La uni

dad 505 hemolftica es:

Bl de suero dilufdo 0
5

[N
Qo O

1:
rl de sueroc diluldo 1:

Bl de suera dilufdcs 1:30

[
(]

Expresar las uunidades 501 hemolfticas/ml de suero de
cobayo no dilufdo: calcular por una regla de tres cuantas
unidades 50X hemclfticas contiene | wl de suerc dilufdo, ¥

luego multiplicar este valer por el dencminador de la dilu
cifn:

m]l de suero dilufdo I Unidad C'H50
1l m} de suero diluldo X
X = Unidades de C'Hsolll de suero de cobayo diluf
do.
X de 1:200 = X de 1:250=__ X de 1:300=

Y= Unidades de C‘Hsoiul de suero de cobayo.

Y de la dilucién 1:200=X de 1:200 x 200 =

Y de la dijucifn 1:250=X de 1:250 x 250 =

Y de la dilucibn 1:300=X de 1:300 x 300 =

Idealsente, los tres resultados deben ser iguales.
CULESTICRARIC

1. iQué son las hemolisinas?

. iPara qué se uvtiliza el suerc de cobayo con ¢l comple-
mento titulade?

l. iQué efecto tiene }la concenatracifn de hemolisinas en la
prueba?




4., (Por qué se requiere la presencia de los iones calcie

Y magneslo para que se efectie la reaccifSn?

S. iCuSl es el objeto de utilizar TBS frfo con pH de 7.47

6. (Por qué se realiza una incubacifn a 37°C por 30 miny
tos?

i. iQué cuidados y precauciones requiere la determinacifo?

B. iCufl es la ecuacifn de Von hrogh. v qué utilidad tie-
ne?

9. Esquematice la fijacifn de complemento desde la unién

antIgeno~anticuerpo, hasta la produccifn de hemSlisis.

10. :Con qué objeto se realiza esta determinacifn en suero
husano?

DISCUSION

La técnica de la determinacifn cuantitativa del C'HSO’
tiene como ventaja fundamental su alto grado de sensibili-
dad. Es {@til tacto para la determinacifn del complemento, co
Bo con ciertas wodificaciones, para la determinacién de an-
tfgenos y anticuerpos. Esta técnica no requiere de mucho tiem
PO para su ejecucifn, ni de aparatos sofisticados. Es una téc
nica muy sencilla en su elaboracién, Yy el suero de cobayo ya

titulado, sirve cowmo fuente de complemento en milriples de--
terminaciones.

Entre las desventajas que presenta esta técnica, podrfa
o8 mencionar la necesidad de vutilizar reactivos frescos, de
biéodose prescindir de reactivos almacenados por largo tiem-
po. como serfa el caso de 1a sangre de carnero y el suero de

coyabo: la hemolisina s5i puede conseguirse liofilizada.

Es muy importante considerar la cantidad de anticuerpo
requerida paras uca sensibilizacifn fptima, y hay que tomar

en cuenta qQue existen hewolininse nartnrales =4 1.

z2zgre de
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1a mayorfa de los animales. QOtro punto que debe vigilarse

es ¢l volumen, puesto que a mayor volumen, el grado de 1i
sis baja.

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

convenlente verificar la concentracifn del amortiguador.

E]l calcio y el magnesio son imprescindibles en la reac
cidn, pero una alta concentracidén de complemwento inhibe la

fijacifn de complemento.

La reaccibn hemolftica de tftulos mnfis altos a 30°C, pe

To requiere por lo menos tres horas para alcanzar el punto
final.

En humanos e¢sta determinacifn es importante desde el

punto de vista clinico, porque detecta anormalidades rela-

cionadas con el complemento.
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TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-NUCLEARES POR
FIJACION DL COMPLEMENTO

Objetivo: Analizar el fundavento de la técnica de fi-
jacifn de complemento, y aplicarla en la titulacifo de amci
cuerpos aotiétucleares. Determinar la importancia de la téc-
nica de fijacién de coaplesento, por las miltiples aplica--
ciones de la wmisma. Sefialar las propiedades de los anticuer
pos anti-nucleares, reconociendo otras té&cnicas dGtiles para

su identificacifn, asf como las patologiss en que estdn invo
lucrados.

Evaluar las ventajas, desventajas y limitaciones del ai
todo.

Generalidades: Eo la prictica anterior ya quedarcn ests

blecidas aslgunas caracterfsticas del complemento y su fija--
cifn.

La propiedad que tiene el complemento de fijarse a com
plejos antfgenc-anticuerpc, se ha utilizado como uoc indica-
dor {ndirecto de la reaccién antigeno-anticuerpo, adn cuando
no hay manifestaciones wisibles de esta reaccifn (precipita-
cifun, aglutinacila, etc.). La prueba de fijacifn de comple~-
mento, representa uma técnica muy Gtil pars determinar antf-
genos o anticuerpos, ¥y su amplio uso se debe a su alto grado
de sensibilidad en relacifn a otros mftodos (10). Para que se
manifieste la fijaciSn de complemento, bastan de 0.05 a 0.1

‘; de mitrosons Jel aovtvicuerpo/ml (6).

La fijacién de complemento se ha utilizado por anos pa-
ra estudios cualitativos y cuantitativos en microbiologfa e
inmunologfa (8). Esta técnicas es de gran utilidad para estu-
diar sntigenos de tramsplacte, usfnodose en la tipificacism de
HLA en va}los substtatos, como som las plagquetas y liafocitos

entre otros (10). Casi todas las iafecciones virales pueden
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diagnosticarse mediante la fijacidn de complemento, que es
la prueba de primera eleccidn para los siguientes virus:
Adenovirus, Varicella-Zoster, Cytomegalovirus, Arbovirus,
Influenza, Sarampibn, Viruela, Rubeola, Hepatitis del sue-
ro, etc.; tamhién se usa para el estudio de rickertsias, co
mo son las del grupo de la fiebre Q y del tifo. Detecta an
tigenos micSticos de Blastomyces dermatitides e Ristoplas-
na capsulathn. En las enfermedades autoinmunes es una herra
mienta muy util. En general, se utiliza para estudiar todo

tipo de antfgenos, solubles o particulados, protefinas carbo
hidratos o l{pidos (B).

Los anticuerpos antinucleares (factores anti-nucleares
chAl). son anticuerpos dirigidos contra uno o mis compenen
tes del nficlec celular. Pueden estar dirigidos contra lamen
branma nuclear, el DNA de doble h#lice o simple, la desoxinu-
cleoproteina en forsa soluble, el RNA, las histonas, la pro=-
tefna ribonuclear, la proteina ribonuclear citoplliismica, $5-A,

SS5-5, Ma, el antigenc proliferante del niicleo celular y con-
tra ¢l antfgeno nucleclar (8).

Los acticuerpos anti-nucleares, pueden descubrirse mse--
diante varias técnicas insumitarias como son la fijaciia del
complemanto, la hemaglutinaciéh pasiva, la precipitacibn por
doble immunodifusién en agar, la inmunofluorescencia indirec
ta, la contrainmunoelectroforesis, o 1ls prueba de las célu-
las LE, en la cual, ¢] material nuclear cowbinado com los fac

tores anti-aucleares, es fagoclictado por los leucocites poli-
sorfonucleares (3).

El primer método utilizado para deCectar anticuerpos an
ti-nucleares, fue el que aprovecho el fenbmeno de células LE
de Hargraves. Se encontrd que los factores anti-nucleares pre

sentes inducfan tal fendSseno (1).

La immunofluorescencia es una técnica empleada comunmen-

te para probar los factores anti-nucleares. E]l procedimiento



de]l anticuerpo fluorescente indirecto, con células nucleadas
como substrato, es muy utilizada, observdndose la presencia
de anticuerpos mediante fluorescencia intranuclear. Esta prue
ba detecta la presencia de muchos anticuerpos anti-nucleares,
Y por lo tanto tienme un valor limitado en la identificacién
de los anticuerpos iwmportantes v patogénicos en el Lupus kri
tematoso Diseminado, pues la caracterfstica de esta enferme-
dad., es la presencia de cantidades significativas de anticuer
pos anti-DNA y anticuerpos antinucleoprotefna sclubles; tiene

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

vamente flcil de elaborar {(6).

La fijacién de complemento, es un método mediante el cual
la amplificacién natural)l de la via clfisica de)l complemento es
utilizada como un sensible mecanismo de deteccién para la reac

cidn antf{genc-anticuerpo de los factores anti-nucleares (7).

Fundamento: Para determinar los anticuerpos anti-nuclea-
res en el suero del paciente, se urilizan nicleos de timo de

ternera como antfgeno, que se mexclap con diluciones del sue-¥

4]
13

Frebleza; ¢l suere de ool iza comv fuente de

[l

&y §ue s& uti
cozplemento, se atade al sistema, y tras una incubacibn adecua
da para que se efectie la filjaci6n, se agregan eritrocitos de
carnero sensibilizados, como sistema indicador de la fijacidn
de complemento. La ausencia de hemSlisis, indica la fijacién

del complemento al complejo ant{geno-anticuerpo.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Timo de ternera. Suspensidn de niGclieos de timeo.
Solucifn frfa de sacarosa-CaCl..

2z
Azida de sodic.

Solucién amortiguadora de trietanclamina salina (TBS) con
pE de 7.3-7.4.

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




Suero control positivo.

Suero de cobayo (complemento).
Sistema indicador, eritrocitos de carnero al 2, sen-
sibliilzados cop hemolicginas
Material:

I tijera.

1 matraz aforadc de 1 1.

i1 vaso de precipitado de 500 wml.
l mortero.

1 gasa.

1 franela,

2 tubos estériles de 16 x 150 anm.
2 pipetas estfriles de 10 wml.

12 pipetas de 1 ml.
12 tubcse de 12 x 75 mm.
58 tubos de i3> a 130 am.

l portaobjetcs.

2 tubos de centrffuga.

Equipo:

Bano de hielo.
Centrifuga.
Luluricwetre Coleman Jr.

Microscoplio.
Estufa a temperatura de 37°C.

METODOLOGIA
PREFARACION DE LA SUSPENSION DE NUCLEOS DE TIMO.

1. Suspender un timo de ternera {wclleja) de 50 g., fina-

mente cortado con tijeca, en una solucién fria de sacarosa-

cloruro de calcio:

Sacarosa B5.5 g(0.25 1M).

ClClz' H20 0.441 g (0.005 MW).

Agua destilada | litro.




2. Desmenuzar con sortero © licuar durante 4 miputos.

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

fragmentos de tejido.

4. Centrifugar a 2400 rpm durante 10 minutos.

5. Descartar el scbrenadante.

6. Suspender el sedimento en 400 m]l de la solucifn de saca
rosa-ClClz.

/. Filtrar nuevamente a través de una franela.

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

concentracifn final de 0.172.

9. Repartir la suapesz:f4n de nlclecs en allicuctas, en tubos

estériles y guardar en el refrigerador.

La suspensién debe prepararse bajo condiciones de asepsis,
con material estéril y siempre sobre hielo; la ceatrifuga debe

ser refrigerada. S5Se puede conservar refrigerada a 4°C, sin pér-
dida de propiedades.

DETERMINAR LA ANTICOMPLEMENTARIDAD DE LA SUSPENSION DE
NUCLEOS.

1. Hacer diluciones progresivas m6dulos 2X, con volumen fi-

nal de 0.25 ml para cada tubo, de ls suspensifn de niicleos en
TBS {tubos 1-10).

2. Al control negativo (tubo 11), adadir 0.5 ml de TBS.
3. Al coatrol positive (tubo 12), adadir 0.25 ml de TBS.

&. Titular complemento (suero de cobayo) y diluirlo con T3S,

de modo que 0.25 ml contenga 3 unidades 50 bemolfticas.

5. Afiadir a todos los tubos menos al nGmero 11, 0.25 ml de
la dilocifn de suero de cobayo (3 unidades C'lso).

Iacubar a 37°C durante 30 minutos.

Centrifugara 2000 rpm durante 10 minwtos.
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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
m]l. de una suspensifn de eritrocitos de carnero al 21, sen

sibilirados con hemolisina comercial (1:2000) + 0.9 mi de
TBS.

9. 1loncubkar a 17°C durante 30 minutos.

10. Centrifugar a L1500 rpm durante 5 mioutos. Leer lal. 0.

a 550 mm, utilizando como blanco el control negativo.

11, Calcular el I de hemSlisis para cada tubo, consideran

do el control positivo como el i33% de hemSlisis.

12. Observar en cusl tubo aparece primero la hemflisis to
tal; se considerarf que a esa dilucibn los nficleos de timo
no son anti-complementarios. Tomar una gota de esa dilucién
de la suspensién de nicleos, y observar al microscoplio con

objetivo de 40 dilimetros; en el campo deben aparecer entre

10-12 nacleos.

Tubo l 2 3 4 5 6 7 8 9 10811 (12

Dil.NT,m1 } .25}.25}.25].25;.25|.25|.25(.25}.251.25} - | -

TBS, =l - - - - - - - - - 51-25

¢, sl .251.251.254.251.251.251.25| 254.250.2%] - {.25

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

sobrenad.
‘.

GRCS, =l 6 .6 1.6 (.6 |.6 |.6 1.6 ‘.6 .6 1.6 1 .61.6

T3S, =l L9 1.9 0.9 1.9 (.9 [.9 |.9 (.9 |.9 .9 .9,.9

incubar 37°C x 30', centrifugar 1500 rpm x 3°'
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PAS05 PARA LA FIJACION DE COMPLEFMENTO

1. MEZCLAR LA SUSIENSION DE NUCLEOS CON DILUCIONES DEL
SUEROD.
l. Hacer diluciones pregresivas, en médulos de 2X del sue

ro control positivoe, y suero del paciente, previamente inac
tivados, calentando 30 minutos a 36°C (para las diluciones
usar TBS como diluyente, dejando un volumen final de 0.25
ml en cada tubo). Comenzar de 1:2 hasta la dilucién 1:128.
—"" A - T A —h W
0.25 0,25 0.25% 0.25 De 1a Glti

ma dilucidn
descartar

1:2 1:4 1:8 0.25 ml
1:16
z. Preparar un tubo de suero contrel negative, con o.2%

m]l de una dilucifn 1:1 de un suerc negativo conocido y un
tubo comirol para calcular la anticomplementaridad del sue

ro problems, con 0.25 ml de la primera dilucién de este fue

ro.

3. Preparar ua tubo control negativo, agregando 0.1 ml.

de suero positivo, para determinar la anticomplementaridad
del mismo.

4. Se requieren dos tubos para testigos positivo y negati
vo respectivamente, a los cuales 0o se les agregs nada en eg
te pasco de la reaccidn y permiten valorar ls actividad hemo
1ftica de]l complemento sobre los GRC sensibilizados con he-
molisinas; es necesario tambifm up tubo comtrol que vs aser

vir como testigo para calcular el 1001 de hemSlisis.

5. Asadir 0.25 ml de 1a dilucién anti-complementaria de of
cleos de timo a cada uno de los 7 tubos problesma ¥y a2 cada

uno de los 7 tubos con sueroc control positivo,.
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6. Completar el volumen de cada tubo hasta 0.9 ml con 0.4
m]l de TBS (ver tabla).

7. Agitar los tubos para metclar bien el contenido de to-

dos ellos, e incubar & 37°C durante 30 minutos, agitando los

tubos a intervalos de 10 minutos.

lggero problelnl + ficleos de timo 371°C
lhe] E kA

B. ' Centrifugar a 1500 rpm durante 0 minutos, decantar el

sobrenadante y lavar el sedimento, atiadiendo | wml de TBS a
cada tubo.

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

cuerpo que 0o fueron utilizados en la reaccifn,

I1. ARADIR COMPLEMENTO.

1. Preparar una dilucifn de complemento (suero de cobayo},
previamente titulada que contenga 20 unidades 507 hemolfticas
por ml y abadir 0.25 wl de esta dilucidn a cada tuboc, menos a

los dos controlee negativos, al testigo nepativo, y al control
positivo.

2. Afiadir 0.65 ml de TBS, completando un volumen de (0.9 =l
para cada tubo.

l. Incubar & 37°C durante 30 winoutos, agitando los tubos ca
da 20 minutos.

4. Centrifugar a 1500 rpm durante 10 winutos; decantar los
sobrenadantes a otra serie de tubos y descartar e] sedimsento

(ncleos-anticuerpos-complemento fijado).

- N 37°C Ag—o——AcC
sedimento + C -TEH \ /
toud




Fuara NT | Tas c T8S GRCS T3 H,0 DO Hemslisis

mi m | mt mi ml mi mi mi %

bt 3 -——— - -

Svaro 12 10.25[0.25| 0.4 0.257 0.65 0.6 0.5 -
paciente 1

14 0.25 0,25 0.4 0.2 P 0.45 0.6 0.5 -
b—_— —— —— .
18 10.25]0.25; 0.4 0.25 1 0.65" 0.6 0.5 -
1:06 | 0.25/0.25; 0.4 0.6 ‘0.5 . -
132 10.25/0.25! 0.4 0.25 | 0.45 0.6 0.5 .
184 0.25/0.25 0.4 s [0.25] 0.65 3 0.4 0.5 37
-~ —- — )

- 118 0.4 2 [o.2s [0 £ 06 0.5 - %
Camiol 12 10.25 0.25° o.4| L jo.2s] o.ese o 06 0.5 - 2
Positivo 14 0.250.25 0.4 T 0.257 0.5 .06 0.5 - x

H b 4 |
conocido e 52510.25 0.4 L22»5' o.cssz 0.6 0.5 - £
- — <
116 0.25 0.25. 0.4 & 0.2 0.65, £ 06 0.5 - g
92 025025 04 Y 8 025 05 ¥ 8 06 ¥ os - 7
"~ —_— e
164 0. 025 0.4, O 0.25' 0.85) T ~— 06 7 0.5
1:128 025 0.4 - '0.25! 0.65 s 06 0.5 o
! ! > | | > > by
Suero A g E ‘ - 2 - 2
Control Vit . 0.25| 083 5| = :0.25] 0.65] 8= = 08 5 0.5 - T
negativo ‘ Calox l i S = - -
3 c ! u c Y] - ;
Suero Y ][ < \: = v
Pociente  1:2 - 'i 0.15 0.6. 0.5 -
Control
0.14- 0.8 0.6 0.5 -
negotivo ’
Testigo l |
ragative - 1- - - 0.9 0.6 0.5 L
Testigo o
. - - 0.25{ © 0.6 0.5 -
positive \ I
- ——— b
ool - - - - 0.8 - 1.4 -
ositiva l ; 1 ) . :
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I11. PREPARAR EL SISTEMA INDICADOR.

1. los eritrocitos sensibilizados se preparan segin los
pasos 1-5 de la técnica para la determinacifn del comple-

mento total 50% hemolftico.

v, ARADIR EL SISTEMA INDICAR (ERITROCITOS DE CARNERO—HE
MOLISINA).
1. A los 0.9 ml de sobrenadante que resta en cada tubo,

afiadir 0.6 ml de la suspensidn 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 comstan

temente.

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

rpm durante 5 minutos,

4. Leer la D.0. de cada tubo en &l Colcrimetro (olemau Jr.
a 550 nm.
Scbrenadante
37°C
307
En el sedi Sistema fundicador de La ausencia de
mento queda eritrocitos sensibi- henblisis, im-
lizados con hemolisi dica que ¢l com
nas. plemento queds
Ag ¢ fijado al com--

plejo Ag-Ac.
Resultados:

El tftulo de anticuerpos anti-nucleares corresponde a la
aixzina dilucifn donde nc aparece hemfSlisis. Cuando aparece

henflisis en todos los tubos, &} suerc probado no tiene fac-




teres anti-nucleares, y la f4

[
%3
(2]
-~

§a de complementa se efec
tda con el sistemaindicador deeritrocitos de carnero sensi
bilizados con hemolisinas, por haber quedado libre el com-
plemento en el sobrenadante, al no ser fijado en el sedi--

mento por la unifn Ag-Ac (nlicleos de timo + los factoresan

ti~nucleares),

Deben analizarse los rtresultados obtenidos en los tubos
testigos y de control, para detectar posibles factores de
anticomplementaridsd en el suero, para comprobar la activi
dad de] complemento, asf cowo ¢l funcionawmiento del siste-
2a indicador, determinando en caso de existir, la autSlisis

y factores capaces de producir hewolisis inespecfifica o thhi
bicifn de la misma,

TITULO DE ANTICLERPOS ANTINUCLEARES =

CLESTIONARIO

1. (Por qué se prepara la suspensibn de nlcleos de timo

en condiciones de refrigeracién?

2. MNencione otra poblacibn celular que puede ser utiliza-

da como fuente de antfgenos nucleares en esta determinacidn

3. iQué es !z anticomplementaridad, y describa tres subs-

tancias que pueden producirla?

4. iCufl es el objeto de las incubaciones a 37°C, a2 lo larxr

go de esta determinacién?

5. (Por qué se determina el 100X de hemSlisisen la pricti-

ca?

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

utilizados en ia prueba.

7. iQué inmunoglobulina es mis comunmente detectada con la

prueba de fijacibn de complemento’?

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

por 30 einutos, antes de utilizarlc en la prueba?




9. Esquematice las reacciones que se llevan a cabe en la

t8cnica de fijacidn de compleuento.

10. Senale dos aplicaciones clfnicas de la prueba de fiia

cifn de complemento.

DISCUSION

La prueba de fijacifn de complemento es una prueba sen
sible, que detecta aproximadamente O.Dl,ng de nitrogeno del
anticuerpo/ml, resultando mfs sensible que la aglutinacifn
y la precipitacién, pero menos que el radiocinmuncanilisis,
la inmunoflucrescencia o el ELISA. No se requiere material

y equipe sofisticado en esta determinacifn,

TebSricamente, la fijacifn de complemento es un procedi
miento sencillo, pero se complica en la prictica, porque los
resultados exactos dependen de la accifn del compliemento v
4¢ cualquier factor que puede afectar su accibn, incluyendo
el nimero de eritrocitos, la calidad y cantidad de la hemo-
lisina, y ciertos parfmetros del sistema de reaccidn que in
cluyen fuerza idnica, el pH, la concentracifn de Ca++ y -

+
Mg +. ¢l tiempo de incubacifn y la remperatura.

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

vo lote de hewmolisinas, de aritrocitos y de complemento.

La concentracifén de antfgenc debe ser controlada, por--
que para una fijacién de complemento Sptima, debe exiscir una

equivalencia aproximada entre el ant{geno y el anticuerpo.

51 los reactivos involucrados en la reaccibn estdn impu
ros, la reaccidn puede quedar afectada, por lo cual se utilf
ian conltroles para todos ios componentes, permitiendo detec-
tar factores aoticomplementarics, hemSlisis no especificas,

la fuerza del complemento y la aut8lisis de los eritrocitos.
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La desventaja de esta técnica es fundamentalmente el
tiempo requerido para la determinacifén y para la titula--
cifn de cada reactivo implicado. Se requieren grandes can
tidades de reactivos, por lo cual esta prueba no es econf

mica., Se han desarrollado técnicas comerciales de microti
tulacidn,

Los factores antinucleares se encuentran COmunmente
en otras enfermedades, ademfis del Lupus Eritematoso Dise-
minado y enfermedades reumdticas, por 1o cual su especifi
cidad diagnbstica es baja, peroc fitil para hacer la exclu-
sién de pacientes con sospecha de Lupus Lritematoso Dise-
minado, siendoc recomendable realizar determinaciones deaﬁ

ticuerpos anti-nucleares espec{ficos, para diferenciar las

patologias.
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LINFOCITOS

Los linfocites se clasifican en dos catepgorfas mayores:
los linfecitos T derivados del timo, responsables de la in-
muridad celular, v los linfocitos B derivados de la médula
Gsea, responsables de la inmunidad humoral. La autonomfa de
estas dos divisiones no es completa, porque frecuentemente

l1as funciones de los linfocitos T y B son interindependien-

tes .

Entre los linfocitos existe una gran diversidad en cuan
to a sus propiecades biolbgicas y quimicas, como son el tama
no, la densidad, la cargs, ls estructura superficial y la fun
cibén. En afos recientes se han realizado muchas investigacio
nes de la estructura superficlial y funcifn de los linfocites,
con objeto de definir su papel en la respuesta inmsune, y de-
sarrollar m&todos con pruebas "in vitro”, como auxiliares en

el diagnbéstico de enfermedades humanas.

En e] hombre, es5 irrefurable la evidencia de dos pobla-
ciones generales de linfocitos, con funciones mar.adamente
distintas. Como evidencia quedan inclufdas las observacicnes
clinicas de nifos nacidos con deficiencias de cada poblacién
observaciones directass de las estructuras superficiales en-
contradas en cada grupo, diferencias de movilidad electrofo-
rética, funciones claramente diferentes en los anklisis “in
vitro®, localizacifn de las cflulas en las distintas freas
de los Brganos linfécicos primarios y secundarios, y la de-

mostracibn de marcadores de superficie aparentemente Gnicos

de cada tipc celulzr, div

-
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tos en varias subpoblaciones.

Se ha encontrado que los linfocites B tfpicos, tienen
inmunoglobulina mlg detectable en su mezbrana, ant{genos Ia
dos tipos de receptores para el complemento y més de tres i

pos de receptores para las regiones Fc de IgG, Igh e IgE. -




lLos linfocitos T no tienen antfgenoc la, receptores de com
plemento y de la regién Fc de IgE, detectables; se recono
cen por la formacién de rosetas con eritrocitos de borre-
go, propiedad que no tieueu 10s linfocitos B. Se han en--
contrado otras subpoblaciones de linfocitos, como la que

e8ld Taraciezigada por tener receptores para Fc, ausencia
de nlg y de la propiedad de formar rosetas"E} y como la -
subpoblacibn caracterizada por no tener ningin marcadorde

tectable y cuyos linfocitos se denominan c&lulas nulas.

Para detectar cada una de estas subpoblaciones se han
desarrollado métodos especiales, vy su eleccidn depende de
las demandas de la investigacibénm o de sus requerimientos

préicticos en un laboratorioc clfmico.

Estas determinaciones son dtiles para conocer la pre
sencia de una proliferacién maligna en los linfocitos san
gulneos; el carficter de las cflulas B o T determina 1a di
versidad clfnica del grupo de linfomas v sarcosas del re-
tfculo celular y com la evaluscidn de ellas, puede seguir
se la respuesta teraplutica; son dtiles para la investiga
cifn de una deficiencia primaria del sistema inmune, ¥y se
usan tasbifn para estudiar una gran variedad de enfermeda

des agudas y crfoicas asociadas con alteraciones del sis-

tema insuae.

Entre las téconicas wis utilizadas para distinguir y
cuantificar las diversas poblaciones de linfocitos, estén

l1a formacifn de rosetas y la inmunofluorescencia.
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INMUNOCITOADHERENCIA. FOIMACINX DF RENAGETAS "EY

Objctivo. Peallicdr la formacién de rosetas "E" con lin
focitos T de unm ratén inmunizado previacente con eritroci-~
tos de carnerc. Analizar el fundamento de la inmunocitoad-
herencia, considerando la utilidad que tiene en la cuanti-
ficacién de los linfocitos T y B y los avances que propor-

ciona en la investigacidn de la respuesta irmune.

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

ventajas y limitaciones del método.

Generaiidades: Los linfocitos humanos, se han dividi-

do en dos poblaciones principales B y T, por anslogia con

loa linfariros de otras especles de manf{fervs y aves (i}.

En la década de los cincuentas, se encontrd la presen-
cia de receptores especf{ficos en los linfocitos, expresados
en forma de aglutinacién de superficie, y fue Biorzrzi y cola-
boradores en 1964, quienes mostraron las rosetas formadas
por eritrocitos alrededor de células linfoides de ratbo, sen

sibilizadas previamente con eritrocitos de borrego (7).

La interfase de la superficie celular, es una coxplejas
estructura aSvil, que funcions reconociendc ciertos materia
les extracelulares y que transmite informacifn generada por
¢l reconocimiento por parte de los organelos subcclulares
{(B8). Estas caractaristicas de las superfjicies celulares de
los iinfocitos, determinan el camino mediante el cual los -
cateriales extrafos se recosocen, influyeudo en la genera—-
cifn de la tespuestsa {nmune ante estos cateriales. Los Tecep
tores antigénicos de los linfocitos T y B, son esenciales Pa

Ta generar respuestas inmunes especiflicas (3.

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, concentradvos en la repidn paracortical de

los nfdulos linfiticos v en la pulpa blanca del bazo (2).

lLos linfocitos B, tienmen su origen en sitios extra-
timicos (médula roja e higado fetal), y no son procesados
por el timo; se encuentran en, o cerca de centros rermina
les de tejidos extratYmicos linfoides ¥y sirven como pre-
cursores de cflulas efectoras; maduran originando cé&lulas

plasmiticas productoras de anticuerro (2).

Mediante la formacidn de rosetas, se detectan en los
linfocitos B receptores para el complemento "EAC", en tanm

to que para los linfocitos T, se detectan receptores para

eritrocitos de borrego "E" (9).

Para estuuiar 103 Teceplores ude¢ iiuiveiios, & han de
sarvrollado varias técnicas, entre las cuales cabe mencio-
nar las que utilizan antisueroc heterflogo, marczdo radioac

tivamente o con fluorescefna (8).

La formacién de rosetas es una té&€cnica que ha sidout}
lizada para identiftcar v cuantificar las c€flulas linfoi-
des en la investigacifn de enfermedades (9). Estos estudios
se utilizan principalmente en enfermedades linfoprolifera-
tivas, como es5 el caso de la leucemia linfocftica créunica,
donde 1a mayorfa de los linfocitos en ssngre son cflulas B
(2). También se utiliza en inmunodeficiencias, ejemplifica
do con la deficiencia inmunclSpica tipo Bruton, donde se -
encuemtran generalmente un nfimero pequefio de células B cir
culantes (9). En enfermedades infecciosas se usa esta téc-
nica, como en ¢1 caso de moncnucleosis infecciosa, donde
v grano nGmero de linfoblastos tienen marcadores de cflu--
ias T, y un pequedo namero de marcadores de céiulas B (3).
Se aplica tambifn para la investigacibén de enfermedades au
toinmunes, donde se tiene al Lupus Eritematoso Diseminado

(3). Podemos citar ademfs por su particular interfs, 1z en
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fermedad de Hodpkin,laléucemtalinfocftica aguda, el sfudro

we de Sezary, y el clncer entre otros ().
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tienen receptores especificos de eritrocitos en su superfi
cie, siendo Utiles las rosetas comec marcadores de las célu
las T. Se han usado diferentes clases de pruebas "g" y -
muy probablemente, la marcada divergencia de resultados pPu
blicados, se debe & diferentes técnicas vy criterios para

seleccionar rosetas positivas,

En genaral, el criterioc vy las precaucionss que deben
establecerse para 1&8 validez de un marcador, incluyen los

siguiectes puntos de interfs que han sido publicados por el
W.H.0. (2):

1. Utilizar eritrocitos que no tengan mks de dos semanas

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

2. Es necesario tener una proporcifn entre eritrocitos y
linfocitos de 50:1, y es recomendable la proporcién 100:1.
La reacciln se debe llevar a cabo en tubos redondos de plés
tico o vidrio siliconizado, no cSnicos. Las células pueden

ser suspendidas en una variedad de soluciones salinas (Hank

Eagle, etc.)

3. La presencia de proteinas en el medic aumenta la esxta-
bilidad de las rosetas, como es el caso del suero de terne-

ra fetal,

4. Se han obtenido resultados reproducibles, incubando a
317°C seguido de centrifugacifn a 200 g., durante 5 wminutos
e incubacidn a 4°C durante la noche. Parece sin embargo, -
que ¢i periodo de incubacidén en frio puede ser acortado a
1 o 2 hcras; se utiliza ctambién un método usando centrifuga
cifn ¢ incubacifn a temperatura ambiente durante unas hora.

Es recomendable que los diferentes métodos se¢ comparen y la
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técnica que de resultados mis reproducibles y mavor nimero

de c&lulas positivas, sea adoptada.

5. La resuspensifn final de rosetas para conteo, no debe
ser muy vigorosa. Golpear ligeramente el tubo con el dedo

es suficiente y pipetear cuidadosamente con una pipeta Pas

teur ancha,

6. El nOmeroc de eritrocitos adheridos a los linfocitos va
rfa. Bajo condiciones Sptimas, la gran mayoria de células

T normales, se unen a 3 o afs eritrocitos y el nimero de lin
focitos com uno ¢ dos eritrocitos unidos es pequeno. Ahora
bien, como este ditimo grupo puede estar aumentado en alpu
nos pacientes, se recomienda registrar las lecturas de ro-

s€tas Ccon mas de > eritrocitos adheridos, o con uno © dos

separadamente.

El estudio de los marcadores de superficie del linfoci-
to, es la parte central de li Inmunologfa Cz2lular, siendo es
te un campo complejoc y en consiante cambio; recopiliindose -
dfa a dia mayor informacifn, obteniéndose mejores condiciones
de trabajo, y encontréndose una amplia variedad de marcadores
que estdn siendo wuy Gtiles en el aspecto diagnéstico de en-

fermedades linfoproliferativas (6).

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

mezclando en un medic lIguido, cflulas de bazo {(ricas en lis
focitos T) de un animal inmunizado previameate con eritroci-
tos de carnero, conm el antigeno inmunizante (eritrocitos de

carnero); tras una lncubacifn adecuada. se ruenta ¢! =fzmers
de cflulas linfoides con eritrocitos adheridos a los Tecento

res de superficie, que demuestran la sensibilizacifn de los

linfocitos.
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Material biolépico:

I ratéo inmunizado por via intraperitoneal, practicando




la primera inmunizaci&n con 0.5 =] de eritrocitos de
carnero al 49X, y la segunda, con por lo wmenos 5 dias
de intervalo entre 12 primera, aplicande 0.5 ml de -
eritrocitos de carnero al 202, 3 dfass antes de reali-

zar el experimento. lLa inmunizacidén se debe efectuar

por los alumnos.

1 ratén de control, inyectado al mismo tiempo con 0.5
ml de suero fisiolSpico estéril.

Reactivos:

(1M
e

— T 4
[

iimc ésencial de Eagle (FEM) o solucifn de Hank.
Eritrocitos de carnero.

-~
(%)

e

Amortiguador salino de fosfatos con pH 7.4, 0.15 H.

Material:

cajas de Petri.

tubes de centrifuga (no cSuicoesy.
tubos de ensayo de 12 x 75 mnm,
pipetas de 1 al.

pipetas de 10 nul,

[TCT C I N e T

piparza Pogtesr.

jeringa de 1 ml. con agoja del 21 &1 23.

hemocitSmetro.

tiljeras finas.

N e e s )

agujas de diseccidn.

Equipo:

Kicroscopio.

Cemtrituga.
METODOLOCIA

1. Lavar los eritrocitos de carmero 3 veces en amortigus

dor salino de fosfatos con pBR 7.4,

2. Resuspender los eritrocitos lavados, 0.2 =l en 10 ml
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de amortiguador salino de fosfatos com pH 7.4,

3. Sacrificar el ratdn y extraer el bazo.

P

4. Colocar el bato en una caja de Petri, con 2 ml de MEM

o solucifn de Hank y picarlo finalsente Com las Ulijeras
dAie

ando

p

: o . . -
ares o0 £YSICSE grandés wvuw eyujes Ye diseccion,

Romper los racimos de c¢€flulas, aspirindolas a través

de ieringa y aguja, procurando no maltratarlas.

5. Colocar la suspensidn en un tubo de centrffuga, dese

chande los trozos grandes que sedimentan, y centrifugar

el sobrenadante a 400 rpw.

6. Resuspender el paquete de cflulas en 3 ml de MEF o -
Henk.

7. Cootar en hemocitémetro, ajustando la concentracidn a
106 c€lulas/0.1 ml.

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

un tubo de centrfifuga.

9. Afiadir a dicho tubo 0.1 ml de cé€lulas de bazo (paso 7))L

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

gai & «U0U0 o 500 rpm, !5 minutos {paso optativo).
11. S1 se omite el paso 10, colocar el tubo | hora a 4&°“C.

12, Con una plpeta capilar, suspender el paquete de célu
las y colocar una pequena alicuota en el hemocitSmetro. Com
tay las cflulas formadoras de rosetas (linfocitos com 3 o

mis eritrocitos adheridos), que estén presentes en las 4 es
quinas grandes de la cfmara.

Resultados:

Células formadoras de rosetas en la la. esquina,

C€lulas formaduras de rosetas en Ja 2da. esquina.

C&€lulas formadoras de rosetas ex la la. esquins.



Cflulas formadoras de rosetas en ia 4a. esquina.
Células forwmadoras de rosetas en las & esquinas.

Multiplicar el nimero anterior por 2500 (factor de di

lucifn) = nimero Je c&lulas positivas por 106 célu
las de bazo.

Conservar la suspensién 12 horas a 4°C y volver a con-
tar. Si se observa baja concentracifén de eritrocitos decar

nerc, repetir desde el paso nimero 8, aumentando la concen-

traclén de eritrocitos.

CUESTIONARIO
i. iCufl es el objeto de inmunizar al ratén en esta pric-
tica?
2. iQué objerto tiene lavar los eritrocitos de carnero en
esta técnica?
3. icPor qué se utiliza el bazo comc fuente de linfocirtos®
&, iC6mo puede imhibirse la formaciln de rosetas y por -
qué?
S. iQué efectos tiene la temperastura en la formacidén de
rosetas?
6. iCull es el objeto de conservar la suspensifo 12 horas

a 4°C y volver a contar?

7. iPor qué se deben contar dGnicamente linfocites com 3
O ma® €riitocitos adheridos?
8. De dos ejeaplos de sustancias con las cuales pueden ser

recubiertes los eritrocitos pars la formacifn de rosetas.

9. (Por qué la resuspensibSn final de rosetas para comteo no

debe ser muy vigorosa?

10. YMencione otros sarcadores de la superficie celular y ex

plique alguna otrs técnica empleads para su estudio.




DISCUESTION

Dentro de las ventajas de esta técnica, podemos men-
cionar que se requiere poco material, que la elaboracidn
es sencilla, es de bajo costo, los reactivos son fictleen
te accesibles y tiene importancia por su aplicacién en in
vestigaciones de la respuesta inmune. Fntre los inconve--
nientes cabe mencionar que no es muy especffica; existen
upa variedad de criterios en la cuantificacién de las ro-
setas y por lo tanto, existen heterogenicidad en los resul

tados que reportan las diferentes referencias.

Existen otros métodos mids sofisticados y wds espanff

i

cos como es el caso de la inmunofluorescencis, que requie-

Te de reactivos e instrumentacifin especiales.

Es conveniente enumerar los linfocitos T, expresdndo-

los en porcentaje a8f comso tambifn, en nimeros alsolutos.

Se ha observado que los resultados obtenidos dependen
del progreso de la respuesta inmune; varfam con la tempera
tura, con el prado de agitacisn, cambio de difmetro de los
tubos de centrifuga y otras variables como serfan también
la concentracifn de eritrocitos v de linfocitos; as! como
el volumen de]l medio, que pueden alterar significat ivamente

¢l nimero y la morfologfa de las rosetas.

Mediante ciertas técnicas, coko ¢s l1a de velocidad de
sedimentacién, pueden separarse las rosetas de otras cflu-
is> cu bese & su Lamano, permitiende aislar a los linfoci-

tos para estudins nue r~ceterdinrmiente descen realizarse.

ton peoerai, la fdicii aplicacifn de las observaciones
experimentales en el estudio de enfermedades humanas, es su
mamente importante, y por lo tanto el anflisis de subpobila-

cicces de linfocitos, es un mecesario aspecto de ia medici-
na clfnics moderna.
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SEPARACION DE LINFOCITOS T Y B EN SANGRE PERIFERICA

Objetivo:

Realizar la separacifn de linfocites T v B

cifn por densidad con Ficoll-Hypaque, y posteriormente rea

lizsr la formacidn de rosetas,

analfticos y funclonales de ambas poblaciones.

para estudios cuantitativos,

Analizar las

diferencias que existen entre }as dos poblaciones de linmnfo

citos, mediante las cuales es posible separarlos y enumerar

los. Lomparar con ctras metodologfas usadas y evaluar las

limitaciones de esta técnica a desarrollar, asf{ coxc lasven

tajas que ofrece.

Generalidades:

Algunas propiedades fundamentales de los

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

jor comprensidn de la préctica,

Caracter{sticas

s0on

Linfocitos B

ias siguientes

(i5:

Linfocitos T

Origen

Médula osea

Médula osea ]

Sitio de proce

samianrn
--------

La bursa en las
aves

Timo

lLocalizacién en
el nédulo linfs
tico.

Foliculo
Cordén medular

Paracortex
(cortex profundo)

Funcioues

Célula efectora en
la sintesis de an-
ticuerpos.

Cé€lula efectora en
la inomunidad celu-
lar.

Célula reguladoras
(ayuda o supresifa)

Subtipos identi
ficados

Célula del centro
folfcular.

Linfocitos del cor
dfn medular.

Céluls supresors
citotéxica.

Célula inductora
de ayuda.

i+ de céflulas san |
gufzeas periféri |
cas.

10-15% de linfoci-
tus pequenos.

75-802 de linfoci-
tos pequednos.

Marcadores de su

periicie mias con
fiables.

Iamumnoglobulinas
de superficie.

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

LKL Eritrocitos de

carnero
linfocito B
L8
Sle Componentes acti
; vados del comple
Bentoe,
F
F
Inkunoglobulina
F Ig
Fc
Roseta T"EA™
) | )
receptor C receptor C

Roseta "EAC”

Ea la préctica anterior, quedS ya establecido el fun-
damento para la formacifn de rosetas "E", en ls tdentifica
ci6n de linfocitos T.

los linfocitos B, tienen receptares de membrana para
C3. La té&cnica de formacifin de rosetas "EA", depende de 1la
capacidad de los linfocitos B, de formar rosetas con eritro

citos recubiertos de compiamanes (21 ¢

n

- - 1 1 = = 4 -2 - -
- - wLAWAEBE AMuvAL duUw

ras son eritrocitos de carnero tratados con anticuernos fren
te 2 ellos, y complemento humano. También los PPN y los mo
nocitos pueden formar rosetas "EAC™ (2). Pero las c€flulas B,
ZPATECET PejuUeBas, TGN Uha Capa simple de eritrocitos adhe-
ridos (3).
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La formaci6én de rosetas puede ser inhibida agregando
antlglobulina, indicdndose con esto, que lcs receptores

son Ig (7).

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

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

Los linfocitos B pueden ser identificados tambi#n, de
mostrando inmunoglobulina en la superficie de su membrana,
utilizando suero antihumano con inmunogleobulina marcada cen
fluoresceina o utilizando un suero con inmunoglobulina no
marcada, en una especie animal particular, seguido por un
suero antiespecie marcado con fluoresceina (l1). Ademfs de
los dos marcadores ya mencionados, existe una amplia varie

dad que ham sido urilizados, con la finalidad de identifi-

CAY . sRuUBSTaAr v ajfelar ince linfarirne B v T 1“9)

Pars que un marcador tenga validez, deben tomarse en

<uénla ius siguienctes puntos {7}:

a) Debe determinar la expresifn del marcador en B, T

u otra poblacidén o subpoblacifn celular.

»

b) El sistema morcador. debe ser titulable hasra wn -

punto de saturacifn, que defina las distintas pobiaciones
o subpeblaciones.

c) Bajo ciertas condiciones, como es la ripida prolife
racifn, habrf diferencias en la expresién del marcador. Si
es posible la expresifn del marcador en cflulas B y T norsa

les, bajo condiciones similares debers ser verificada.

Algunos marcadores no son exclusivos de cflulas linfoi

des, iLs mayor ciiicuitad practica, ¢s ocasionada por los mo

- Ll aa~ ad o &Y A Y
nocitne owe sneden acarcosr Voo sf.of€1a oo -

&
Para afislar liofocitos de la sangre, se han reportado

numerosos sétodos. Entre ellos, el método mis cosunsente ut i



S TR e e

- 97

lizado, es el de Ficoll-metrizoato de sodio, descrito por

Boyum (2).

Ninguna tEcnica de separacifén, tiene una eficacia ma

yor del 90l. En el método de Ficoll-Metrizoato de sodio,

existe una pérdida preferencial de células T (4).

Estas preparaciones, contienen una alta proporcidn de

monocitos; estos, acarrean algunos marcadores en comiin con

las células linfoides pero pueden ser ficilmente distingui

dos por su morfologla general

la

A)

(11).

A continuaciSn se muestran algunos métodos usados en

separacifo de linfocitos B y T humanos (2):

Utilizande marcadores de
sup. definidos.

Antisuero citotfxiceo ej.

Sed imentacibn de rose-
tas.

Columna de fraccionamien
to. Cj-

Monocapas absorbentes.

Tipo de c&lulas activa
das fluorescentesente

ej.

Anti-1g
Aoti-T
Anti-B

E
EA
EAC

Degulan anti-

Ig
Degulan anti-

1g+ig

Sephadex anti-
1z

Sephadex espa-
ciado anti-Ig

Anti-Ig
Anti-T
Anri-B8

Usagde propiedades generales

Electroforesis

Eficacia

Alta

Variable, pero
puede ser alta.

Moderasda

Alta

Alta

Alta

tficacia

Un grado de sepa
racidén es posi--
ble.




2. Gradiente de dencidagd
3. V¥elgcidad dé sedimen Los linfocitos
tacién a | g. B son efectiva
mente removi--
dos. Eficacia
moderada.
(25-70%).
4. Colummnas de adherencia, fibra de ny-
ej. lon.

Entre los métodos mnls usados se encuentran ias columnas

de adherencia con fibra de nylon.

Fundamento: En esta préictica, se efectuarf la separacise
de iinfocitos de la sangre, en base a la centrifugacidn de ~--
densidad, vtilizando un gradiente de Ficoll-Hypaque, ¥y poste-
riormente se procederd a identificarlos y enumerarlos, utili-

zando la propiedad de formacifn de rosetas "E" y rosetas ~ -
"EAC” (3).

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivosn:

Ficoll 40Q (P® 400 000 sigma), 6.48 g en 72 ml de agua -
dest{lada, con Hypaque al 501 (21 wml).

Amortiguador salino de fosfatos con pE de 7.2.
Eritrocitos de carnerc.

Saangre humana heparinizada.

Solucifn cel nuevo azul de metileno =21 0.5%.

Material:

tubos de 13 x 100 mm.
pipetas de | ml.
pipetas de 5 ml.
pipetas de 10 al.

N W e

pipetas Pasteur.




! hemocitfmetro,

Equipo:

Estufa a temperatura de 37°C.
Centrifuga.

Microscopio.

METODOLOGIA

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

de heparina) y diluirls 1:2 cen amortiguador salino de fos

fatos.

2. Pasar por Ficoll-Hypaque la sangre diluida. colocando
en un tubo de centrffuga J =1 de Ficoll-Hypagque vy 4 ml, de
sacgre diluida; centrifugar a 1 700 rpe durante 45 minutos

La densidad del Ficoll-Hypaque debe encontrarse en un ran-
go de 1.07-1.08.

Estratificar la sangre, deslizfndola lentamente por

las paredes del tubo sin mezclar.

Plasma

Linfocitos

F-H
‘Eritrocitos ¥y Leucocicos.

3. Separat la interfase cuidadomamente con una pipeta Pas
teur v lavar los linfocitos tres vecss coz amortiguador sa-
limo de fosfatos con pH de 7.2 (4-5 wl en cada lavado), cen

trifugando s ! 700 rpm por 7 minutos.

4. Ajustar la comcentracifn de células viables a & x 1061

ml. (En el segundo lavado dejar + | ml, atadir un wml. de la
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scluci6n del nueve azul de metileno y contar un cuadro pa
ra lecucocitos en el hemocitdmetro. El resultado se multi

plica por 20 000 para conocer la concentracifn obtenida).

5. Towar | ml del paquete de eritrocitos de carnero pre
servados en solucidn de Alsever v/v (por lo menos durante

Uuna semana.

6. Lavar el paquete tres veces con amortiguador salino

de fosfatos con pH de 7.2, centrifugando a | 500 rpa (pre
paracifa previa).

7. Hacer una suspensién al 12 con amortiguador salino de
fosfatos con pH de 7.2.

8. Mexclar 0.25 ml de linfocitos y colocar 0.2 m] en dos

tubos,

9. Incubar en :a estufa a 37°C, por 15 minutos.
10. Centrifugar a 800 rpm, durante 5 minutos.

11. Incubar en bano de hielo, 2 horas.

12. Hacer lectura 31 microscopio, contar rosetas de linfo

citos ¢on J o mfs eritrocitos de carnero adheridos.

Leer el primer tubo después de dos horas de incubacifn

Leer el segundo tubo despufs de cuatro a cinco horas de {n-
cubacibn.

ROSETA B

i. Seguir hastz el pasc 6.

. Zacer una suspensidn de eritrocitos de carnero al 5%

en hewolisinas con dilucifn apropiada.

3. Incubar & 37°C, en la estufa por 30 minutos. Lavar
2 veces.

& . Adadir un volumen igual al fnicial de complemento fres

co, dilufdo 1:200 en amortiguador salince de fosfatos con pE
de 7.2.
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5. Incubar a 37%°C por 30 minutos.

6. Lavar 2 veces,

I. Ajustar al I con amortipguador salino de fosfatos con
pH de 7.2.

8. Mezclar 0.25 wl de eritrocitos de carnero, con 0.25 ml

de linfocitos.

9. Dejar !5 minutos a temperatura ambiente.
0. Centrifugar 5 minutos a BOO rpm.

1. Resuspender suavemente los paquetes.

12, Observar al microscopio. Leer directamente.

Kota: los eritrocitos de carnero tratados, pueden uti
lizarse al dia siguiente.

Resultado:

Reportar el 2 de 1infocdroe farmadaves Ae rraeta= "o¥

en relacifno con toda la poblacién presente en el henocité-

metro. Es recomendable contar 100 células, para obtener da
tos mis precisos.
i de linfocitos T.

Reportar el I de linfocitos formadores de rosetas - -

"EAC", en las missas condiciones que se siguieron en la cuen
ta de linfocitos T.
I de linfocitos B,

Segln ccmuunicacifn del WHO, los resultsdos oscilan en-
tre 50-701 para los linfocitos T y 20-307 de linfocitos B.
En México existe discrepancia en los resultados reportados,

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

CUESTIORARIO

1. iCufl es la composicisn del reactivo Ficcll-Hypaque,y
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Soi yue oObjeto se utiliza en esta préctica?

2. iPor qué deben ser preservados los eritrocitos en so
lucidn de

lizac 16n?

Alsever, por lo menos unas semana antes de su utl

1. Quf utilidad tendrfa el uso de azida de sodio en la
prictica?.

&. iPor qué serla conveniente tratar los eritrocitos con
neuraminidasa previamente”
5. iC6wo debe calcularse la cantidad de hemcolisina quere

quiere utilizarse en la formacién de rosetas "EAC™?

6. iCluo se efectiia la formacidn de roszetas “EA™?

7. Mencione otros tres marcadores de linfocitos diferen-

tes a los mencicnados previameate.

8. Actualmente [se considera que las cflulas formadoras

de placa, v las células formadoras de rosetas "EAC"™ son una
misma poblacién? [Por qué”?

9. iCufll es ¢l papel del macréfago en la inmunidad humo--

ral ¢ inmunidad celular?

10. Explifque alguna contribucién de los marcadores de super
ficle en wedicinas.

DISCUSION

Esta tfcnica de centrifugacidns por deasidad, peraite se
parar a las cflulas linfoides de los demis componentes sangul
meos; posteriormente se procede a realizar las técnicas de -

formacifn de rosetas, con objeto de separar y cuantificar las
dos pctlaciones: ios linfocitos B y T,

Esta es uaa prueba con laa ventatas de ser econdaica y
requerir relativamente poco tiempo en su elaboracifp. Presen
ta om alto grado de sensibilidad, lo resultados som bastante

reproducibles y permite medir posteriormente la actividad fum
clonal de la fraccifn celular obteunida.
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La identificacifn y enumeracifn de los linfocitos B y
T en saugre y otros tejidos, tiene patrticular valor en el
estudio de las enfermedades linfoproliferativas, en inmuno
deficiencias, en enfermedades autoinmunes ¢ infecciosas y
la separacifn de ambas poblaciones es muy utilizada para -
realizar estudios y tipificaciones de los antfgenos HLA en

el campo de la inmunologfa de transplantes.

El reactivo de Ficoll-Hypaque es econfmico, no es t6-
xico nil interfiere con las funciones de las cé€lulas proba-
das, y es inercte, por lo cual no altera la carga de las

proteinas en la superficie de meabrana.

Los reactivos utilizados son delicados. El pH de las
soluciones amortiguadoras debe ser vigilado, poroue los eri
trocitos son muy sensibles. Se pueden emplear eritrocitos
de distintes especies animales, pero varfanm los requerimien
tos, tenifndose que cuidar las condiciones de aluacenamien
te e isotonicidad, pars su utilizacific en las rosetas. El
radio Sptimo de eritrocitos por célula nucleada, la concen-

tracifn, el volumen y la fuerza de centrifugacisn, deben ser
estandarirados.

Algunas rosetas son inestables y se disocian en minutos
despufs de ser resuspendidas; al agregar sxida de sodio se

previene la disociacisn que puede ocurrir tambiéa por la cenm
trifugacibn.
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CUERPO. MODTFICACIUY DE LA TECNICA DE JERNE

Objetivo: Demcstrar la capacidad individual de las cé
iulas linfoideas d¢ un animal inwminizado recientemente con
tra un antfgeno, de secretar anticuerpo especffico al wme--
dio, lisando c€lulas Llanco en presencia de complemento,
utilizando una modificaci8n de la té€cnica de Jerne. Recono
cer algyunas modificaciones que se han desarrollado a par--
tir de la té&cnica original, evaluando la utilidad de 1la nis
ma en ¢l campo de Inmunologfa experimental y clfinica, con-

siderando las limitaciones y ventajas de su aplicacién.

Generalidades: En 1963, Jerne v Nordin desarrollaron

woa técnica con la cual las células formadoras de anticuer
po (CFA), pueden determinarse funcionalwente "im vitro™,
zediante la preopiedad que tienen los anticuerpos producidos,

de fijar complesento despufs de haberse unido a un antfge-
no (2,3).

Este mftodo original es solamente adecuado para deter

minar la formacifn de IgM, y se conoce con el nombre de tEE
nica direcca (9).

Cuando se requiere determinar alguns otra inmunoplobu-
lina, por ejemplo IgC, 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 antfgeno capaz de adherirse a
la wembrana de los eritrocitos de cualquier especlie, tal co
mo se hace en la bemaglutinacibén pasiva, a reserva de que
el procedimiento de acoplamiento, deje al eritrocito sensi-
ble a la lisis. Esta modificacifn proporciona mayor versati
lidad a]l m€ftodo por en cuanto a los antf{penocs que pueden pro

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

lisaciridos y haptenos.

Lsta 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 acumulan en mayor concentracidnm (5). Permite revi
sar grandes poblaciones celulares, por 1o cual es wuy utili
zada a nivel experimental en lﬁl;iples estudios de la res-
puesta inmune, en un gran niimerc de vertebrados que inclu-
yen ademidis de mamIferos, anfibios, reptiles, aves, peces,

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

tudios & nivel humano.

Como herramienta de experimentacifn, esta técnica ha
permitido estudiar miiitiples facetas de la respuesta humo-
ral que incluyen la relacién de esta Gltima con la respues
ta celular (6); se ha podido seguir la alteracidn de la fun
cifn de las c&lulas B por diversos factores tales como los
ffrmacos, los virus, parfsitos, etc. (B); se ha estudiado
1a evolucisn de la respuesta inmune en funcifo del tiempo,
llegéndose a comocer aaf el intervalo requeridc para obte-~
Der una respuesta inmune Sptima (6); ha hecho posible laob
sexvacifn de los experimentos "im vivo™, "in vitro® (7);
las CFA han podido ser recomocidas y recuperadas para obte
ner ua crecimiento subsecuente en cultfvos (5); ha podido
seguirse la respuesta primaria y la secundaris (6); ha ser
vido en la investipacifn de las propiedades del complemento
y del factor anticomplementario (4); ha facilitado 1la compa
racifn inmunolSgica entre pacientes, permitiendo la detec--
cifn de las diferencias individuales en la capacidad de res
ponder a un ant fgeno, asf{ como las diferencias del sistenma

inmune entre especies y edades (8); ha ayudado eno la com--

prensidSno de la inmuno-supresifn (6).

Existen aidltiples modificaciones de ]a 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,

utiiizando una clmara de monocapa; es (til en estudios que
implican micromanipulacién de las cé€lulas vivas bajoxicros

copia de luz, para no distorsiomarlas (1).

Nossal desarrolld una modificacidn utilizando carboxi
metllcelulosa, que binda excelentes condiciones Spticas y
una monocapa muy delgada que favorece la deteccibn de peque
nas placas de lisis (7). Lacarpoximetilcelulosa favorece 1la
acumulacifn local de protefnas alrededor de la céflula secre
tora, por su viscosidad y por la unifn reversible de protel

nas. Es un cultive ablerto que permite el intercaobio de ga
ses cov la atmSsfera (7).

Fundamento: Las cflulas linfoideas provenientes de un
animal inmunizado con eritrocitos de carnero, se mezclan com
los eritrocitos de carnero em un soporte semisélido de aga-
rosa, donde son iowmovilizadas. Al cabo de 45 minutos de in-
cubacifn, los anticuerpos especificos producidos se unen a
los eritrocitos de carnero y al agregar complemento, se pre
senta una lisies de los eritrocitos, observindose macroscld-
picamente la formacifn de pequeiias placas liticas, en cuyo

centro se encuentran las cflulas linfoideas productoras de

anticuerpo.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Agat noble.

Agarosa.

Heparina.

Sclucién de Hamk.

Solucibn salina isoténica.

Suero de cobayo fresco.
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Eritrocitos de burro o carnero.

Azortiguador salino de fosfatos con ph de 7.2

Muterial biclfgico:

i ratdu inmune,

1 ratén control,

Haterial:

—

gradilla excavada de plistico para portacbjetos.

-

jerings de i ml. con aguja del nimero 27.

EL ]

tubos de centrffuga graduados estériles.
pipetas Pasteur.

pipetas de 10 =ml.

pipetas de 1 =],

3
4
3
3 pipetas de 0.2 ml.
! caja de Petri.

4 tubos de ensaye de 13 x 100 am.

4 tubos de ensaye de 12 x 75 =ma,

| matraz Erlensayer de 100 ml.

4 portaobjetos.

l pipeta cuenta glSbulos (leucocitos}).

Il hemocitSmetro.

Eguigo:

Equipo de disecciéu.
Caja para gradillas.
Bano de hielo.
Centr{fuga.

Microscopio.
Estufa a temperaturz de 3

7
XETCDOLOG

y 23°C.
iaA

l. Inocular un ratén inmune, cinco dfas previos a la prue
ba, con 0.2 ml de una suspensidn de eritrocitos de burro o

carneroc al &%, previamente lavados. Utilizar um ratéa con--
trol sim {nocular.
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n

z. Sacrificar a los ratones por decapitacidn y extraerel
bazo.
3. Colocar cada bazo en una caia de Petri, conteniendo 6

ol de scolucidén de Hank.

4. Disgregar los bazos con dos pinzas de punta rorma.

5. Colectar la suspensidn en umn tubo de ensaye.

6. Dejar reposar de 3 a 5 minutos en banc de hielo.

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

grumos depositados en el fondo.

8. Centrifugar la suspensifn a 1000 rpm durante 10 minu-
tos y decantar.

9. Lavar el paquete celular dos veces en solucifSn 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 solucién sali
na balanceada, y hacer diluciones 1:10 y 1:20. Contar en el
hemocit8metro ¢l nmero de linfocitos/m]l. de cada dilucibn.
Es conveniente determinar el néimero de células viables (ver
paso ulmero cuatro de la téfcnica de separacifn de linfocitos

en sampre periférica.

11 . Preparar una solucifno al 151 de eritrocitos de burro o

carnero, en solucifn salina isoctémica.

12, Preparar una suspensidén de agar noble al 0.i1 en solu--

ci6n salina isoténica y barnizar con ella los portaobjetos.

l‘ Preparar una suspensifn de agarosa al 0.5% en solucisbn
de Hank; filtrarla y colocar 0.4 wl en tubocs de ezmsave de

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

1. Agregar a2 cada tubo 0.05 =]l de la suspensibn de eritro

citos de burro o carnero, sin sacar los tubos del bado.
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15. Agregar 0,1 ml. de cada una de las diluciones {(1:10 y
1:20) de 1a suspeénsién de c&lulas de bazo.

16. Mezclar bienm y vaciar cada tube sobre un portacbjetos

barnizado y marcado previamente.

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

Ta.

18. El complementc de cobayo se diluye 1:10 en solucién de
Hank =2 ponen & =1, de tal solucifn en una gradilla exca-

vada.

19. Invertir los portaobjetos con las células scbre la gra

dilla, de tal forwa que queden en contacto con el complemen

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

21, Contar &) nimeroc de placas de lisis obtenidas, observap

do con el ajicroscoplo.

Resultados:

linfocitos/ | linfocitos/ | Ko. de | I de
ml. wl. placas CFA
Pl acas
INMUNE
dil. 1:10 coxrpoL
INELNE
dil. 1:20
CONTROL
CLESTIGCKARIC
1. Yencione otras fuentes de complemento que pueden utili-

rzarse en esta técnica.

2. (QuiE efecto puede teper una incubacifn prolongada antes

de anadir complemento, y por qué?




3. Explique los factores que originan la formacidén de pla

cas falsas.

4. .C6mo se puede determinar la dilucién Sprima de anti--

suero para obtener un nimero adecuado de placas 1fticas?

5. (Por qué se incuba la placa una hora, antes de anadir

complemento?

6. iCull es el objeto de anadir antiglobulina de Coombs,

en la medicidédn de una reaccién secundaria (igG)?

7. iQuEé finalidad tiene el gel, v por qué hay modificacio

nes en las que ha sido sustituldo o eliminado?

8. (C6mo pueden fijarse las placas con CFA, para estudios

posteriores?

9. iQué rango de CFA es conveniente tener, y cémo puede

ser expresado ¢]l nimero de las mismas?
10. Describa la técnica de recuperacibn de las CFA.
DISCUSION

Esta técnica para la determninacibn de cflulas forsado-
ras de anticuerpos, tiene la gran ventaja de monitorizar la
respuesta inmune en forma sensitiva y cuantitativa; evalua
directaments la respuesta husoral desde su inicic; es una -
téznica muy sencilla y costeables, y requiere la inversién

de poco tiempo para examinar grandes poblaciones celulares.

Existen mGltiples modificaciones de la téfcnica origi-
nal de Jerne, que ham proporcionado una enorme versatilidad
para su aplicacifm en un amplio campo de la inmunologf{a. De
be tenerse cuidado en la estandarizacidn de reactivos y po-
blaciones celulares, as{ como en el tiempo requerido de in-
cubacifn, para evitar problemas tales como la obtencifn de

placas falsas, placas pequefias y otros.
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Es recomendable determinar el nimero de céluias via-

bles para obtener datos cuantitativos mds precisos.
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INTERACCION ANTIGENO-ANTICUERPO.

La caracteristica mids notalbe de la interaccidn antf-
geno-anticuerpo, es su especialidad. Como € jempo, tenemos
el caso del anticuerpo contra la albiimina sérica de cone-
J°, gue reacciona intensamente con la albimina de cone jo,

Fero es 1lnerte frente a la albimina de otras especies.

Los estudios experimentales de lLandstainer, con ant}

genos artificiales, mostraron que la especificidad de 1a
reaccion desde el punto de vista fistcoquimico, depende -
princiralmente de la presencia de cadenas laterales seme-
jJantes sobre las moléculas de antigenos v de anticuerpos.
Se cree que las cadenas laterales presentan una di1sposy--
cién espaci~'de tal naturaleza, e da lugar a coinc idencia

fisica cuando se acercan una a otra.

La aglutinacidn es la reaccién mis sencilla para de-
mostrar ia interaccidn antigeno- anticuerpo. Esta reaccidn
entre el antigenc v el anticuerpo, forma agregados de pro-
teina bastante grandes cue pueden percibirse a simple vis
ta. Los anticuerpos cue pueden demostrarse por las técni-
cas de aglutinacidn se depominan aglutininas, ¥y los anti-
genos corresyondientes, aglutinogenos. La precifpitacidn es
un proceso seme jante a la aglutinacifn, donde los anticuer
pos correspond ientes se denominan precipitinas. £l resul-
tado de la reaccifn cntigeno-anticuerpo en este cCasc, Con
siste en la aparicidn de un preciritado granular fino, que

tiende & permanecer suspendido en la solucidn.

T . -4

LE precipitacida, v €0 wewor grado ia agiutinacidn,
pusden presentar el fendmeno de prozona, que tuele deber se
2 un exceso de antigeno, aunoue menos frecuentemente pue-

den obedecer también a2 un exceso de anticuerpo.
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CONTRAIRMULNOELELIRUFORESIS., INVESTIGACION DE ANTI
CUERFOS FRENTE A ENTAMOEBA HISTCLYTICA

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

clendo las fuentes de error que pueden afectar los resultados

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

demiologia y diagndstico de la amibiasis invasiva.

Generalidades: El patSgeno amibiano prevalente en el hos
bre es Entamoeba histolytica, que tiene distribucibn wundial,
encontrindose en todas las latitudes y afectando aproximada--
sente el 101 de la poblacifn total, llegando algunas veces has

ta un 832 en regiones tropicales, dependiendc estc, principal
mente de factores higinicos (&),

Ea la Repiblica Mexicanas la amibiasis tiene carficter ea-
démico, sin tener relacidn alguna con el clima; existe un 271
de poblacifn infectads, entre la cual upa gran proporcilin es-
ta constitufda por portadores sanos y s8lo upa minor%a enfer-
®a como consecuencis de ]a ionvasifn tisular por el parfisito.
La mayoria de estudios sobre la frecuencia de la amibiasis, se
han realizado investigando la presencia de quistes de E. his-

tolytica en heces, condicifn cue no da =vidanc

F] -— ks
- maviedil

L3}

invasora (1). La amiviasis es una de las principales causas

de suerte en el pals, y la enfermedad parasitaria mfs impor-
tante (2).

Los estudios realizados sobre la Insunologfa de la amibia
sis compreaden los aspectos siguientes: 1) lnmunidad humoral;

2) Insunidad celular; 3) Induccifén de lnmunidad experimentaly
4) IpmunizaciSn humaca postinfeccifn.
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E. histolytica provoca la formacibn de aoticuerpos es-
pecfficos, serolSgicamente detecrables cuando invade los te

jidos humanos o animales (5).

En la década de los 60's, gracias a los cultivos axéoil
cos de E. histolytica (Diamond), se desarrollaron varias
técnicas serclb6gicas, entre las cuales, caben mencionarse la
inmunofluorescencia, la fijaci6n de complemento, los geles
de difusifn, lz aglutinacién de particulas de lirex, la he-
maglutinacifn indirecta y la contrainmunoelectroforesis (6)
Eslas dus Gilimas sun laus pruebes mds especificas y sucsiran
una gran eimilitud de resultados, excediendo el 902 de reac
cliones positivas, aungue la hemaglutinacifn indirecta es la
prueba mafs sensible (6). Hewmos adpatado finalmente la contra
inmunocelectroforesis, por la mayor rapidez y facilidad en su
ejecucifc y la cusl depende de 1gC, donde se sncuentrsnprin
cipalmente estos anticuerpos, aunque se localizan tawbién en
Ig¥,. que interviene en la reaccifn de hemaglutinacifn indy-
recta (7). La IgA aparece también la amibiasis invasiva, pe-

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

La serclogia de la amibiasis a llegado al punto de que
debe ser usada tTutivariamente para la deteccisn de anticuer
roa especificos en pacientes sospechosos de invasibn amibia

na, asf como para las encuestas epidemiolégicas (2).

La contrainsunoelectroforesis es una técnica inmunolégi
ca de difusifn en gel, similar a la doble difusién, seginel
sétodo de Quchterlony. E]l antfgeno y ¢l anticuerpe se colo-
can en pozos diferentes, en el medic Jde gel de agar coOn amor
tiguador, sometiéndose sisultlneanente a 1la accifn de un cam

pc eléctrico y en los puntos donde se unen al difundir, se

forman inmunoprecipitados (3).

Los antigenos protefcos se sueven hacia ¢l fnodo en el
campo eléctrico, y los anticuerpos especificos se mueven ha

cia el cftodo, debido al feanbmeno electroendosmftico; cuando
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A
(TR Y]

(4]

ios 8 »¢ uhen, se¢ forean uns o varias iineas de precipita
cifn visibles en el medio de soporte {agarosa, gel de agar).
En cowparacién con el método de Quchterlony, la contrainau-
noelectroforesis se caracteriza POT una mayor Tvapider en la
formaciSn de los precipitados (45-60 minutos), Y por su ma-
yor grado de sensibilidad (concentra 2z todos los componentes
iomunolégicos en un sclo lugar) (3). Obviamente, este método

no es Gtil pars antfgenos con carga positiva o neutra.

Ls contrainmuncelectroforesis es adecuada para la deter
minacifn cuali y semicuantitativs, de los antigenos protéi-
Cos presentes en el plasma o en otros flufdos del organismo
en ciertos padecimientos, cuando su movilidad electroforéti-

ca es contraria a la movilidad de los anticuerpos.

Eata técnica es muy empleads pero la iovestipacidn del
antfgeno asociado a2 )a hepatitis (antigeno Australia) y de los
anticuerpos irente a este ant{geno, para la investigacisn de

los productos de la depradacidn del fibrinfgeno (D v E}  asf

como para la iovestigpacifn de la O -fetoprotelna Y anticuer

pos frente a E. histolytica (7).

REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO EN LA PLACA DE CON-
TRAINMUNOELECTROFORESIS

ARODO + Ac. de E. histolytica)
\ eu el suero del pacie
!
/ te.
!
b4 v v v e w
LI] Za5 Dy

TS U1 UK TR
- - - - a - FloAL C

1
, ‘ ( (
I
% 0 — ) \m)
CATODO - g.- de E. his “tica.

el de
garosa

1.51
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Fundamento: En un soporte de agarosa, 5e coloca el suero
de prueba que contiene anticuerpos frente a F. histolvtica an

el cftodo, y el antigeno de E. histolytica en el dnodo. Tras

ka2 ]

en14
T e

Zai €1 wuiilimieniv electroforetico adecuado con un amor=-
tiguadar converiente, por i fenfmenc de electroosmotoresis,
el antigeno y el anticuerpo difunden con sentido opuesto uno
del otro en el gel, hasta que se unen y ftcrman una 1lnea de
precipitacidan visible, resultado de la reaccifn antfgeno-anti

cuerpo.

TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Antigenc de E. histolytica para contrainmuncelectrofore

-d - 4 4
—_ - - H

. E] -
LA L9 QLA

.
'l
18

-

I

crwlics oStenivos en cultivo axé€mico (E.
histolytica cepa HK-9). £l antigeno liofilizado después de -
rehidratado, contiene 1 mg/ml de antfigeno amihianc aspeciIfi-

co, ¥y como conservador se debe agregar | mg/ml de azida de so
dio.

Suero contro] positivo de E. histclytica, obtenido de ca
bras iomunizadas con antfgeno purificado de E. histolytica,

con | mg/ml de azida de sodic como cooservador. Se presenta
liofilizado.

Amortiguador de dietilbarbiturato-acetato con un pR de -
8.2 ¥ una fuerza ifnica M = 0.05.

a) Para la cimara de electroforesis (amortiguador concentra
do):

13.38 g de barbital s8dico {(5.5-dietilbarbiturato de so-
dio), 8.E3 g de acetato de sodin rrihidrasvradn

T T am . v
......... 222, saz=val & 1.2

1 con agua destilada y afiadir HC! 0.1 X hasta tener un pH de

8.2 (aproximadamente 1B0} ml). La fuerza i8Snica de este amor-

tiguador es (.1; para su empleo diluir este amortiguador con-




- 118 -

centrado con agua destilada en la proporcifn 1:2.
v Para la preparacidén del gel de agarosa:

Mediante la dilucidn del amortiguador concentrado en la
preparacifbn 1:10 de agua destilada, se llega a la fuerza 18-
nica de 0.01., Cowo conservador anadir 0.1 ml de solucifn al

10X de timerosal de sodio, a 100 ml de la solucifn de agaro-
sa.

1.5 g de agarosa.
Haterial:

Aplicadores de maderas .

Pipetas capilares.

1 pipeta de 10 ml.

1 tubo de ensaye de 16 x 150 mm.
1 horadador de 4 nm de difmetro.
1 plantilla,

2 placas de vidrio.

Tiras de papel filtro.

Equipo:
Cimara de electroforesis. De preferencia con sistema de
enfriamiento.

Hesa norirontal.

Bano a temperatura de 90-100°C.

FETODOLOGIA

I. Para preparar las placas de gel de agar, se mezclan 1.5

g de agarosa y 100 ml de amortiguador y se calientan hasta -

ebullicibn en baho de agua. Una vez que la solucidn estidi com

pietamente ctlara, s¢ deja eniriar & 80" L aproximadamente ¥y
-

se vacfa el lfouido raliente snkrz 135 placas dx visriv que
deben estar colocadas en una superficie perfectamente hori--
zontal, lLa maniobra se hace mediante una pipeta precalentada

o bien, vaciando directamente desde un tubo de ensaye qQue con



19 -

tenga la cantidad ya medida. Para tener las placas de vidrio

perfectamente niveladas, se utiliza una

table.

mesa horizontal ajus

Tawano de la placa Volumen del gel

10.0 X 10.0 c=. 2
2005 X 11 0O =

<

L0 ml.

(]

. “U.0 ml,

En la capa de gel sclidificado por enfriamiento, horadar
3 filas dobles de poros, con una distancia aproximada 1.5 cm
entre ellas, con 6-8 pozos cada una; la distancia entre los -

centros de los pozos pates debe ser de 1.0 cm. Esto se puede
hacer con el horadador de 4 sm y guifndose por la plantilla.

Retirar con cuidzdc el gl de agar de los cortes.

2. El antfgeno deg E. histolytica se tiene que rehidratar an

tes de su uso, en el volumen de agua destiladas indicado en la

etiqueta. Si se conserva en refrigeracidn, es estable durante

una EReRaNna.

3. El suero countrol peositive de E. histolytica, se rehidra-
ta en el volumsen de agua destilada que viene indicado en la
etiqueta. S5i este suerc rehidratade se conserva entre 44 y --

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

4. Los pozos de las filas A (finodc), se llenan hasta su bor
de con el suero control o con los sueros problemas. En los po

zos de las filas B {cfitodo), se coloca el antigeno (ver el es
quema siguiente):
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FLACA DE CONTRATNMUKNELECTROFORES]S

ANODO +

6;‘ ()C, O Q ;, O O A A=sitios de apli

cacidn para los

() OC \ @O O :) B sueros de los pa

cientes,

OOCHFCOL O al wmatnr weann
OCCOCOOCC ’ ®

tigeno de E. his

00COO0CE | T
O O @ ) C" O O J positivo de E.

B histolytica.
CATODO —
5. Condiciones de la electroforesis:
a) Amortiguador para la electroforesis: dietilbarbiturato,

pB 8.2, %= 0.05.

b) Voltaje: 130-160 V.
c) Potencial: 4.5 V/cum.
d) Intensidad por csarss: 30 w’ para la rlaca de 10 X 10

€W, y 60 sA para la placa de 20.5 X 1l cm.

cs de ge] de apar se establece mediante tirms

El contacto entre el amortiguador de la cfmara y la pl
4

=1 £
~—a s a

de | nm de grueso. Si e}l voltaje se ajusta (cerca de 130-160
¥)., de tal manera que el potencial en el gel sea de 4-5 V/cm,
por ejemplo. la electroforesis se lleva a cabo empleando de

preferencia el sistema de enfriamiento con aguz durante 45 ai
nutos.




Resultados:

En los casos positivos, al término de la electioicresls
se forman ura o mAs lineas de precipitacifn, en la zona com-
prendida entre los pozos en que se colocaron el ant{geno vy
¢l suero del paciente. Estas lineas deben aparecer siempre -
con el suerc control positive de E. histolytica. los precipi
tados débiles deben intensificarse mediante tincifn con algdn

colorante para prote{nas.

ANTICUERPOS FRENTE A E. HISTOLYTICA:

Fuentes de error:

las posibilidades de error mfs frecuentes se enumeran a

continuacién;

1. Foruacifn de precipitados poco definidos por condensacién

de agua en la superficie del gel.

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

Ta ambicezte}), v 3lto grado de humedad.

Corretcifn: Dejar la cubierta de la climara ligeramente

floja, ¢ inclusive dejar una pequena salida para el aire.

2. los precipitados no se forsan paralelamente con direccidn

a la corriente.
Causas posibles:

a) Contacto deficiente entre el papel filtro v la superficie

b

119

L)

-l
o=l

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

te debido a sobrecalentamiento}.
c) Colocacifn oblicua de las placas.

d) Colocacifn del papel filtro muy adentro, en la superficie
del gel.
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3. No hay formacifan de precipitados,

Causas posibles:

a) No se coloch, o se colocaron en sitio equiveocado, ya sea

el antfgenc o los sueros, al efectuar el llensdo de los po-
zZ08.,

b) Exceso de antfgeno o de anticuerpo.
c) Se equivecaron los polos.
d)

Contacto deficiente entre los puentes de papel v 1la su

perficie del gel de agar (cuando no hay paso de la corrien-

te, se observan anillos de difusifn).

4. Excesiva aguas de condensacibn en la parte ioferior de

la tapa de la clmara de electroforesis.

El agua de cordensacifn se forma por la evaporacifn del

dgua contenida en la capa del gel durante la electroforesis,

debido al sobrecalentamiento.
Causas posibles:

a) Corriente muy alta.

b) El agua que se utiliz& para la preparacibn del amorti-

gu no fue pura, debe verificarse el pl y la conductividad

c) Enfriamiento insuficiente.
CULESTIONARIO

l. iCémo puede obtenerse el antigeno de E. histolytica?

2. iPor qué deben nivelarse perfectamente las placas del

gel de agar?
3. iQué es ¢] fendmeno electroendosmltico?
4, iPor qué un exceso de ancigenc o anticuerpo, no peruite
la formacibn de precipitado?

5. iQué caracteristicas deben tener los ant {genos y anti--

cCuerpos usados en esta técnica?
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»
6. (Cull es la utilidad de esta prueba en la sercepidemio
logfa?

7. Explique el fundamento de alguna otra técnica empleada

para determinar antlcuerpos frente a E. histolytica,

8. (Qué desventajas presenta la contrainmunoelectrofore--
sis?

§. (Existe algin equipe comercial para realizar esta prue
ba?

10, Mencicne alyules enfiermedacdes parasitarias, en las cua

les se utiliza como ayuda diagnfstica, la intradermoreaccién,
la reaccifn de floculacifn en lftex, la hemaglutiracibn, la

fijacifn de complemento y la inmunofluoresceacia.

Discusidn:

La contrainsunoelectroforesis en la iovestigacifo de an
ticuerpos frente a E. histolvytica. es una técnica de las =f:

sensibles y es.ec{ficas, presentando ademis las ventajas de

rapidezr y facilidad en su ejecucifo. Se cbtienmen resultados

cualitativos ¢ semicuantitativos, requiriéndose en este caso
en particular, conocer solamente si existen ¢ no, anticuer—-

pos presentes en el suero humano.

Los reactivos deben estar preparados de acuerdo a las

especificaciones, pues son custosos. El equipo requerido no

es sofisticado, pero debe tener un funcionamiento perfecto,
pues de lo contrario todo el trabajo resulta indtil. Cono--

ciendo la variedad de fuentes de error que pueden ocurrir,

es posible evitarlas.

Es fundaszentsl 0o tener excetos de antigeno ai de anti

cuerpo, requiriéndose repetir la técnica con diluciones apro
pliadas, s{ se presenta el caso.
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FLECTROINMUNODIFUSTION, CLANTI

ITICALION

DE SEROALBUMINA HUMANA o

Objetivo: Utilizar el método de elecrroinmunodifusidn
pata cuantificar la sercalbimina humana. Analizar el funda
mento de este método vy distinguir las ventajlas que propor-

ciona su empleo en comparacidn con la insunocelectroforesis

y la inounodifusifn radial. Determinar y considerar las po

sibles fuentes de error en el desarrollo de la prictica,
evaluando las ventajas v desventajas del método. Senalar

las posibles aplicaciones de esta técnica.

Generalidades: La electroirmunodifusidén (EID) esur =l

todo para cuantificar proteinas, desarrollado por Laurell

y por herrill simulefozzociic en 1700 (£,3), donde se coambi

nan el ripido anflisis inmuncelectrocforético y la especifi

cidad de la inauncdifueifn r2zi3i, para obrerner resultados

ais precisos enun tiempo menor (4-5 horas,
dfas) (4).

comparado con

En esta técnica de EID,el antfgeno se despliaza median

te electroforesis hacia un soporte, en este caso gel de -

AgATO0S3d. @Que rentlicos ) autitruerpo monovalente. La versa-

tilidad del métodoha permitidorealizar ciertas modificacio
nes, para superar alyunus problecas técnicos que se presen

tan; se utilizan varfios tipos de soportes, entre los cuales

los mis empleados son los geles de agarosa con awortiguado
res adecuados para cada protefna, o bien tiras de acetato

de celulosa bisicamente (7). Como condicifu de la prueba,

los apticuerpos no deben migrar en ¢l gel durante la elec-
troforesis y los antigenos deben vrecanrar =z ilidad eler-
troforética; por tal wotivo se han desarroilado procedimien
tos quz permiten modificar quimicamente el anticuerpo o el
antl{geno, para alterar sus moviiidades electroforéticas ¥y

tener as! las condiciones adecuadas para el corrimieato. En
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Vependiendo de su movilidad electroforética, la pro-
tefna a cuantificar, se coloca unas veces en el fmoco ¥y
otras en ei catoao (8). Al difundirse el antigenv eoei ma
terial de soporte que contiene el anticuerpo, se van for-
mando dos lfneas de precipitacifn que se unen en el punto
de equivalencia entre al antfgeno v el anticuerpo, dando

as! imfgenss de "cohetes” (1)

Cuando

uan lar m&leculas de antfgeno migran, se presenta
inicialmente W vxceso de antfgeno, ¥ los pequenos comple
jos solubles formados con moléculas de antfgeno, siguenmi
grando a menor velocidad en el gel que contiene anticuer-
po. Continvando la electroforesis se alcanza la condicibn
en la cual, el tamano del complejo ant{penoc anticuerpo,
causa precipitacidén. il precipitado no se sueve y es reba-
sado por antfigeno no unido a pequenos complejos, hasta que
este {ltino, o el anticuerpo son consumides. En este punto

se forma e] "cohete"” que no se mueve aunque continde la -
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2ara 2l corrimientn electrofo
rético varfa entre 10 y 60 minutos; la intensidad decorrien

te que debe ,plicarse, varfa entre 3 v 6 miliamperes por

centimetro (mA/cm)} (5).

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

trazar una curva de calibracidn (28).

La distancia medida en milimetros entre el poro donde
se colocd el antfgeno y ia punta dei "cohete™, es directa-
mente proporcional a la concentraciSn del antfpeno. A par-

tir de la curva de calibracifn, mediante extrapclacifn y mul




tiplicando por el factor de dilucidn de la nuestra, se ob-

re
pa
L
=

ien ifinaiwente los valores de la concentracifn de pro--

tefna en mg/100 ]l de suerv problema (4).

Si las bandas de precipitacifn son muy tenues, 0 se de

sea fotografiar las placas, y siewmpre que se usen tiras de

avciaio de ceplulpsa, se procederd a lavar para eliminar las
proteinas que no reaccionaron, v a8 tenir con cualquier co-
lorante para proteinas, entre los cuales se tienen el ne--
gro de amida, el rojo de Ponceau, el azul de bromofenol,
la fucsina &cida, 1a azocarwina, v la nigrosina, que son

los mls comunmente usados (7).

Este método por su versatilidad, ha ¢tilizade mucho pa
pa

ra la cuantificacibn en suero, plasma, liquido cefalorragqui
deo y orina, de prealbiimina, albiGmina, o 1 glicoprote{na
dcida, o 1 antitripsina, cg'l antiguizictripsina, inhibi--
dor de intertripsina, ceruloplasmina, haptoglobina, C]a‘cA'
transfercrina, hemopexina, proteina C reactiva, inactivador
de Cls' IgG, TgA, Ig¥, I1gD, 1gE, antIgeno asociado al fac--

tor de la coagulacifn VIII, y otras (5).

La sercalbimina humana, pequeiiz proteina con un peso mo
lecular de 69 000 daltons, que tiene como funcidn primcipal
en el plaswa, conservar la presidn osmStica de la sangre, se

puede cuantificar por electroinmunodifusifn.

Fundamento: La sercalbiimina humana se difunde en un gel
de agaross que contiene anticuerpo anti-albimina humana, trass

realizar un corrimiento electroforético, produciéndose una
precipitacifn por la reaccifin anrf-22c Zotilucipy COD iNdgen
de "cohete” al alcanzarse el puato de equivalencia. A) compa
rar la loogitud salcanzada por ls imagen que produce la mues-
tra, con las longitudes alcanzadas por las imfigenes produci-
das por soluciones patrdn corridas simultineamente, es posi-

ble determinar la concertracidn de albimina en la msuestra pro

blema.
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TECNICA

REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Asortiguador de fosfatos con uH de 7.4, 0.15 M.
Agarosa (Agar purum),

Suero problema.

Suero anti-albimina humana.

Suero normal estandarizado.

edio: agarosa al }1.51 en amortiguador de fosfatos,

aprepando algunos cristales de fenol.
Material:

2 placas de vidrio de 6 x 8 ce.

l molde o plantilla: se disefiard sobre papel milimé-

trico, £ pozos de 2.5 mm de didmetro, a una distancia

de 4 mm uno de otro.

Yechas de papel para electroforesis.

1 jeringa para aplicacibn hHamilton de un microlitro,

con punta de teflén.

l capilar de vidrio de 2.5 um de difmecro.
1 pipeta de | ml.

| pipeta de 10 ml.

l regla milinkrrica,

Equipo:

Cimara de electroforesis.

Fuente de poder de corriente estabilizada que manten

drd una potencia de £ mA, con un voltaje de 100-200
volts.
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Agitador magnético.

Bano a temperctura de 45-55°C.

HETODOLOGIA

l. Colocar 19 ml de agarosa al 1.5%7 (en amortiguador de

fosfatos) en bano de agua de 45-35°C, as{ como una pipeta
de 1.0 =ul.

2. Utilizando agitacién magnética, agregar un ml de sue
ro antialbdmina humana, previamente calentadec en bafio de
agua a 45-55°C (para temer la proporcifn de 1:20), asf co
20 algunos cristales de fenol como conservador. Mantener

la agitacifn y la tewperatura indicada, a modoc de que que

den perfectamente mezclados.

i. Mediante una pipeta de 10 ml igualmente calentada, va
ciar ripidamente 7.5 m! 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, asf cowo la rapidez coo que debe trabajarse en este
Paso ). La temperatura puede ocasionar Ia desnaturalizacifn

del suero, o la solidificacién prematura de la agarosa.

4. Cuando ya ha endurecido la placa de agarosa, cortar —~
los 8 pozos de 3 uwm de difmetro, utilizando la plantilla

hecha sobre papel milimétrico, y el tubo capilar. Medir en
4 pozos el suero estfindar en diluciones: 1:64, 1:128, 1:256

y 1:512. Los & pozos restantes se llensn con los sueros pro
blema.

5. La intensidad de 1a corriente eléctrica se ajusta apli
cagdo 6 mA por cada placa con las medidas especificadas en
esta técnica, o bien | aA/cw. lineal, segin el ancho de la

placa o placas colocadas dentro de la cimara de electrofo-
res is,

6. La alb@mina corre del polo negativo al polo positivo;
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per consiguiente, los pozos cargpados deben colocarse del 1a
do deéei cdtodo. tl corrimiento se efectua durante i1U-20 m1-

nutos aproximadamente.

Resultados:

Las longitudes de las Sreas de precipitacidn, se miden
con una regla milimétrica, Se trara umna curva patrén en pa-
pel milimétrico a partir de los datos obtenidos con las so-
luciones de concentraciones conocidas, graficando em la 1f-
nea de las abscisas las concentracicnes de los suercs estén

dar, ¥ en las ordenadas la longitud (en mam) de los "cohetes™

Interpolar los valores obtenidos por los problemas.

DIAGRAMA DE LA ELECTROINMUNODIFUSION

Concentracifn del problemna= wg/100 ml de sero-
albémina.
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Fuentes de errnr:

1. Aplicacién incorrecta de la muestra, por poner volid-
menes incorrectos de muestra, por derrame fuera de los po
zos de la misma, o bien por ruptura de los pozos que pue-

de originar la formacifn de "cohetes"™ secundarios.

2. Por um largo periodo entre la aplicacién de las mues
tras y el inicio de la electroforesis, se pueden obtener

pequedios "cohetes™ de base ancha.

3. Al pasar mucha corriente, o por un enfrigmiente insu-
ficiente durante la electroforesis, se puede producir seca

do o distorsién del soporte de agarosa.
4. Cambios en el pH de la solucidn amortiguadora.

5. Un mal contacto entre la agarosa y las sechas de papel,

que causa una precipitacifn en ondas.

6. No alinear los soportes adecuadamente en la claara de

electroforesis, produce "cohetes™ torcidos.

7. El desnivel en el soporte de agarosa, da como resulta-

do diferencia en e} Brosor, y por lo tanto se obtienen da--
tes inconsistentes.

8. Un tiempo de electroforesis muy corto produce "cohetes™
sin punta.

9. Diluciones incorrectas.

16 . Un enfriamiento diferente entre la superficie superior

¢ inferior del soporte de agar, origina mayor sovimiento del

ant {geno cerca de una superficie que de la otra.

11 . Evaporacién y secado de los soportes durante ¢l almace-

aamiento.

CUESTIONARIO

1. sPor qué corre la albimina ea un PR de 7.4, del cSrodo
al &nodo?
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2. iCuBl es la importancia del amortiguador, que propie

dades debhe t.ner v nor qué?

3. Explique un método que permita modificar el movimien

to electroforético del antigeno o el anticuerpo.

4. iCufl es el objeto de tener un estricto coatrol de la

tesperatura en la preparacifn del gel usado en la electro-
inmunodifusibn?

5. i(Por qué debe tenerse mucho culdadoc con la corriente

eléctrica en esta prictica?

6. iC8wo es posibjle determinar la dilucidn apropiada del
antisuero?

7. iQu& debe hacerse en caso 'de que los "cohetes™ resul-

ten muy pequefios para poderlos medir exactamente, o cuando

no presenten picos?

B. {Qué ventajas presenta la elertroinmunodifusifn sobre
la insuvnodifusién radisl?

9. Explique ls microté#cnica dir-Zada para realizarlaelec

troiomunodifusidn y las ventajas que presenta.

10. Sefale otras dos aplicaciones de la técnica de electro
inmunodifusién,

DISCUSION

La electroinmunodifusién es una té#cnica fitil pars cuan
tificar uvn gran nfimero de protefnas, que tiene 1la ventaja
de ser una prueba de réfpida ejecuciln, que proporciona re--
sultados en un tiempe corto (4-5 horas), en comparacién con
la {amunodifusiln radial que requiere varios dfas para que
difumda el antfgeno. Resulta mfs precisa que la inmumodifu-
sifn radial, porque es nfis flci)l medir exactamente la loogil

tud de ua "cohete”, que ¢l £rea de un cfrculo.
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Los reactivos empleados son econdSwicos, requiriéndose
cantidades muy peduenas de antfgeno {0.5-2.0 mg}, e inclu-

sive existen wmicrotécnicas con soportes comerciales.

La técnica proporciona versatilidad, que se ha iocre-
mentade por el cdesarrollo de métodos qufmicos, que permiten
alterar el movimjiento electroforfrico tanto de)l antf{genc co
mo del anticuerpo. E]l equipo que se utiliza es de flcil ac-
ceso en un laboratorio y debe estar en perfectss condicio--
ues para combatir las posibles fuentes de error. Ls electro

inmuaodifusién es de gran utilidad mra realizar anflisis
serfiados.

En esta prueba, deben estaundarizarse y controlarse mi-
nuciossmente las variables, como scn la corriente, sl tiem-
po de corrimiento y la tewmperatura. Es requisito indispansas
ble, conocer la movilidad electroforética de la protefnaque

s¢ va 2 cuantificar y es obligatorio usar siempre en estas

deternfinaciones, un antfgeno patrén.

Cualquier descuido en la preparacién de los reactivos,

de la placa o el corrimiento, origina resultados falsos.
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HEMAGLUTINACION INDIRECTA. TITULACION DE ARTI
CUERPOS FRENTE A TIROGLOBULINA

Objetivo: Definir el fundamento del método de hemaglu
tinacifn indirecta, con previo tanado de eritrocitos, y re
conocer la versatilidad que proporciona el aismo en la in-
vestigacifn de anticuerpos. Demostrar la presencia de anti
cuerpos frente a tiroglobulina en suero, interpretar los re
sultados, valorar las limitaciones, y evaluar la utilidad
de la técnica de hemaglutinacién indirecta en comparacidn

con otras técnicas ewpleadas con la misma finalidad.

Generalidades: La hemaglutinacién indirecta o pasiwa,

consiste en la aglutinacidon de eritrocitos recubiertos con
antfgenos solub’es, en presencia de anticuerpo (9). Los eri
trocitos de carnero, o los humanos del tipo "O", se usan co
ac soportes o acarreadores pasivos de los antfgenos o anti-
cuerpos, porque son ficiles de obtener y conservar eam el fa
boratorio bajo ciertas condiciones durante 15 a 30 dfas (7).
Los antfgenos que pueden fijarse vspontidneamente a su super
ficie, son casi todos los polisaclridos y clertas protelnas
antigénicas, absorbidos flsicamente o unidos covalentemente
2 la membrara critrocftica (9). Entre las protefnas que son
convenieutemente reactivas para la prueba de aglutinacifn,
tenemos la tiroglobulina, el PPD, el toxoide de Clostridium
tetani, la téxina de Corynebacterium diphteriae, la albiimi-

62 humana y sérica bovioa, y numerocsas horaonas (8).

Boyden desarrollé la t&cnica de eritrocitos tratados
con afido ténico, que aumenta la cantidad de antfgenc unido
a la cflula por atraccibn electrostdtica, confiriendo mayor
sensibfilidad 2l aftodo y por lo cual su empieo se ha difun-

dido ampliamente en e¢] diagnSstico de un grao niimero de en-




- 136 -

fermedades, permitiendo cuantificar anticuerpos humorales

por aglutinacifn. (1)

AdemSs del Bcido tinico, se han utilizado también trip

sina, glutaraldehido, clorurc crémico y otros reactivos -
(5,8}.

La estabilidad durante el almacenamiento de las cély
las tanadas y recubiertas con el antigeno (sensibilizadas)

se logra por formalinizacifn de la suspensidén final (2).

Como algunos sueros contienen anticuerpos heterdfilos
capaces de aglutinar eritrocitos de carnpero, se debe iocluir
un control de eritrocitos de carnero tanados sin sensibili
zar (testigo negativo). Si existe agplutinacibn, la prueba
se repite con el suero previamente absorbico con eritroci-
tos de carnero tanados (7). La prueba de hemaglutinaciba
indirecta, puede realizarse mediante una macrotécnica ¢n tyu

bo, o una microt&cnica en placa (7}.

Las enfermedades autoinmunes, son aquellas condiciones
en lak cuales el dafic estructural o funcional, o ambos, son
producidos por reacciones humorales y reacciones mediadas

per immunidad celular, hacia los componentes normales del -

tuerpo,

La tiroiditis autoinmune esti definida por la preser-
cia de anticuerpos circulantes y/o, cflulas inmunccompeten

tes que son capaces de reaccionar con el tejido tiroideo
(6).

L®s propiedades funcionales y estructurales exclusivas
de la glindula tiroides, predisponen el desarrollo de lares
puesta autoinmunitaria. El principal comstituyente del folf
culo es la tiroglobulina, que es una glucoprotefna com un
alte P.M. de 65C 000 daltons, representando la forma de al-
sacenamiento de las horsonas tiroxina y triyodotircnina, qui

afectan la velocidad del metabolismo en todas las células

del cuerpo (4).
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La incidencia de 1la tiroiditis autoinmune es de apro-
ximadamente 7% de la poblacifn (1), la incidcncia estd gran
demente aumentada en parientes cercanos de gente con enfer
medad de la tiroides. M&s del BOZ del hipotiroidiswo esti

relaclonadoe con tirolditis autoinmune (3).

La tiroglobulina puede ser extrafda de la glindula ti
roides humana, por las técnicas de precipitacibn con sales
neutras y absorbida a eritrocitos de carnero tanados; pro-
porciona un reactivo para la prueba de hemaglutinacidn in-
directs, en la deteccifn de anticuerpos frente a tiroglobu
lina. Esta té&€cnica fue inicialmente aplicada por Witebskyy
Rose en 1957 (10), para cuantificar anticuerpos contra tiro
globulina, que pueden ser también demostrados por otros pro
cedimientos como son la precipitacifn en agar, la inmuno--

fluorescencia indirecta, la fijaci6n de cozplemento, el ra-

dioinmunocanflisis y el ELISA (8).

Las pruebas miy comunmente utilizadas son la hemagluti

nacidn pasiva y la inmunofluorescencia indirecta (8).

La hemaglutinacidn pasiva con eritrocitos tanados, otra
tados con cloruro crémico es muy sensible (.02-.04 q; de an
ticuerpo), y detecta anticuerpos frente a tiroglobulina, en
una variedad de enfermedades ademks de las de tircides, gque

¢s una desventaja desde el punto de vista diagnSstico (6).

La iomunofluorescencia indirecta es menos sensible, pe

ro puede detectar anticuerpos no aglutinantes como el CA2

(8).

La hemaglutinaciSe indirects alcanza un 802 de resulta
dos positivos en la tiroiditis de Hashimote, y un senor por

centaje en la enfermedad de Graves (6).

Para diagnosticar la patologfa autoinmune de la gléndu
la tiroides, se demuestrs la presencia del autoanticuerpo

principal contra tiroglobulina y en menor grado 21 antfgeno
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microsomal (3). Se pueden encontrar auvtocanticuerpos frente
4 estos constituyentes de la glindula tirocides, en: tiroidi
tis aguda, subaguda, fibr&tica, crénica (enfermedad de Has-
hiwoto), hipotiroidismo primarvrio (mixedema en el adulto),
hipertiroidisao (tirotoxicosis o enfermedad de Craves), y
carcionoma de tirocides, hacifndose la diferenciacifin de es
tos padecimientos, de acuerdo a sus manifestaciones clfmi-

cas, el estudio histolSgico y otras pruebas de laboratorio

(4).

Los anticuerpos frente a la tiroglobulina pueden pre-
sentarse en otro tipo de padecimientos cowmc: anemia perni-
closas, gastroenteritis atr&fica, insuficiencia renal idto-
pitica, insuficiencia paratiroidea, insuficiencia adrenal,
diabetes mellitus, sindrome de Sjogren, y también se encuen
tTan @4 sujetus aparentemente sancs (B). Los pacientes con

tiroiditis de Hashimoto, presentan tftulos de tiroglobuli-
na desde 650 hasta varios millorves (4).

Fundamento: Para cusotificar la tiroglobulina humana
presente en suerc, se hacen reaccionar diluciones seriadas
de dicho suero, con cantidades counstantes de una suspensifn
de €riirocitos tanados, y sensibilizados con el antigeno es
pecIfico; la =mayor dilucifo que determins una clara hemaglu
tinacifn se considera como punto final de la reaccién y re-

presenta ¢l tftulo de anticuerpos (6).

PRIKERA PARTE

TARADO Y SERSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS.
TECKICA

REACTIVOS Y MATERIAL

Eeacrivos:

Citrato de sodio al 31.82

Amortiguador salino de fosfatos con pH de 7.2, U.L15 M.
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Amortiguador salino de fosfatos con pH de 6.4, U.15 »
Aclido tlnico dilufdo 1:20 000.

Formaldehido &1 40%.

Antfgeno: tiroglobulina humana purificada.

Suero normal de conein, inactivado a SA®C durante 4D

minutos, © 2 63°C durante 3 minutos.,
Exitrocitos de carnero.

Material:

»

tubos de ensaye de 13 x 100 mn.
pipetlas de 5 wi (i/10).

pipetas de | ®ml (1/10).

pipeta Paateur.

gradilla.

o S T ¥* )

Equipo:
Cxuiitiilugas.
Estufa a tecperaturs de 37°C.
Bato 3 temperatura de 56°C.
TARKADO DE LOS ERITROCITOS

METODOLOGIA

k. Lavar 3 veces los eritrocitos suspendidcs en citrato de
sodio al 3.81, con amortiguador salino de fosfatos con pH de

7.2, centri{fugando a 2 000 rpm durante S5 minutos.

2. Medir el paquete celular y hacer una suspensifén al 2.5%,
agregando 4 m] de amortiguador salino de fosfatos conm pE de

7.2, por cada 0.1 ml del paquete de eritrocitos.

3. En um tubo de ensaye, tomar 4 ml de ia suspensiSaode eri

trocitos al 2.5 (procurando homogeneizar perfectamente 1la
suspensidn).

h. Agregar un volumen igual de Lcido tdafco 1:20 000.
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5. Incubar la mezcla en bafio de agua a 37°C durante 15 =i
nutos.
6. Centrifugar a 2 000 rpm durante 5 minutos, retirar el

sobrenadante con pipeta Fasléur y tesuspender er amort igua
dor salino de fosfato con pH de 7.2, volviendo a centrifu-

gar 5 minutos.

7. Retirar el sobrenadante y resuspender el paquete de
srifrociton eu & al Jd¢ czortigesdnar calino de fosfatos con

pH de 6.4, para temer 1s suspensidn nuevamente al 2.51.

SENSIBILIZACION DE LOS ERITROCITOS CON ANTIGENO

1. Sensibilizar los eritrocitos tanados, agregando un vo-
lumen igual de la dilucifn Sptima de antigenc en amortigua-
dor sailnc de fosfates con pH de 6.4: (tomar 2 m] de la sus
peusifon de c&lulas tanadas al 2.5 y agregar 2 ml de la di-
luci6n Sptima de antfgenc tiroglobulina humana).

2. Guardar los otros 2 al de células tanadas.

3. iav uwar as —a=zcla

an satufa a terperatura de 57%¢. du-

rante 15 minutos.

4. Retirar las c&lulas del bpno de aguas y centrifugar du-

rante 5 miputos a 2 00D rpm.

5. Decantar el sobrenadante y lavar las células dos veces,
por centrifugacién a 2 000 rpm por 5 minutos con suero nor--
mal de comejo al 12, dilufdo en amortiguador salino de fosfa
tos con pH de 7.2.

6. Ljustar el paquete de c&lulas al 1.52, resuspendiendo en
3.3 ml de suerc normal de conejo al 11, dilufdo en amortigua

dor saliuv g f3fzt22 con nk de 7.2,

7. Los 2 ml de eritrocitos tanados sin sensibilizar, ajus-

tarios & uua suspecside al 1.52, en suero normal de conejoal
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1%, dilufdo en amortiguador salino de fosfatos con pHde 7.2
(centrifugar, retirar el sobrenadante y agregar 3.5 ml de
suero normal de conejo al 1X, dilufde en amortiguador sali-

no de fosfatos con pH de 7.2),
FORMALINIZACION DE LOS ERITROCITOS.

i. Aiiadir a los eritroclitos sensibilizados y sin sensibi-
iizar, lentamente 2 ml, gota a gota, de formaideiidv ai &43%
por cada 10 m]l de suspensifn (a cada uno de los tubos agre-

gar 0.2 nl de formaldehido al 40).
2. Dejar reposar 1E horas a 4°C.

3. Agregar otros 0.2 m)] de formaldehido al 4C¥, a cada uno

de los tubos.

4, Cuando las c¢€lulas han sedimentado (después de 2 o 3
dfas), retirar el sobrenadante y resuspender las cflulas en
su volumen original de suerc normal de conejo al 1Y, en amor

tiguador salino de fosfatos con pH de 7.2.

5. Agitar nuevamente las células, y afiadir una pora (0.05
ml) de formaldehido al 41I.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OFTIMA DE ANTIGENO,

1. Preparar 4 diluciones de}l antfgeno de tiroglobulina hu
mana en amortiguador salino de fosfatos zon pH de 6.4, 1:20,
1:40, 1:80 y 1:160.

2. Sensibilizar los eritrocitos con cada dilucifo de anti-

geao, como se indic8 anteriormente.

3. Probar con un suero positivo y otro negativo, cada ubna
de las diluciones. La dilucin més bajas de ant{geno que pro
poicivae i Liiuiv wds eievado com ei suero inmuce y ao reac

cione con el suero nepativo, se coasiderarf la Sptima.




- 142 -

SEGUNDA PARTE
DESARROLLO DE LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA,
TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:
Suero control positivo.
Suero control negativo.
Suero problema.

Suero normal de conejo en amortiguador salino de fos

fatos con pH de 7.2, 0.5 M.

Eritrocitos sensibilizados con antfgeno de tiroglobu-
lina.

Material:

Equipo para microtitulacifn.
Pipeta de 0.025 =ml.

Placas de microtitulacifn con fondo en "U".

Equipo:
Baiioa rLemperatura de 56°C o 613°C.
Rotor.

METCDOLOGIA

l. Inactivar los sueros problema & 56°C durante 30 sinu-

tos, o & 63°C, ) wminoutos.

2. A todas las excavaciones con fondo en "U"™ de la placa
de microtitulacién, agregar con una wmicropipeta 0.025 ml de

suero normal de conejo al 17 dilufdo en amortiguador salimo
de fosfatos con pR de 7.1.

3. Cargar el microdilutor com 0.025 ml de suero problema

y colocarle en la primera poza; mezclar completamente y trans
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ferir 0.025 m] a la poza siguiente, repitiendo este proce-
sc hasta la Gltima poza de la hilera donde se descarta - -
0.025 wml.

4. A cada dilucifn de sueroc, agregar con una microplipeta

0.025 ml de la suspensidn de eritrocitos al 1.5 sensibilil

zados.
5. Colocar la placa en e] rotor de | & 3 minutos.
6. Dejar reposar la placa a temperatura ambiente durante

2 8 3 horas, cubrifndola; hacer la lectura.

Controles Regueridos:

a) Control de]l diluyente:

1. Depositar 0.025 ml de suero normal de conejo al 11 en
iia hijera de pozas, y agregar 0.025 ml de la suspensifn de

c€lulas sensibilizadas al 1.52. Esta reaccifn deberd sar e
gativa,

) Comntrol de Sueros:

1. Probtar las mismas d1luciones dei suero problema, con

sritrocitos sin semsibilizar.

2. Hacer las sismas diluciones del suero control positi-

vo, v agregar 0.025 m] de eritrocitos sensibilizados & ca-
da una de las pozas.

3. Realizar la misma operacifn con un suero negativo cono
cido.

Resultado:

Una fuerte hemaglutinacién da una ruede uniforme en el
fondo de la placa. Se reporrts como (+). Las reaccicnes d‘bl
les de hemaglutinacidn, presentan muestras en forma de dona
¥ sS& reportan como (i). Donde no se preseata hemaglutima--
cifn aparece un botSn compacto de cflulas en el centrode la
poza, ¥y se reports como {-;.
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REPORTE

Control Control
Positivo Negative Diluyente Pr

3
o
-
(L
1]
M

-
.
4~

i:8

1:32

1:64

1:128

1:256

1:512

F B

<)

L
LS 3

1:2048

1:4096

La d{lucifn wfis alts que preseunta uns clara hemaglutina
cifnm, se considers come punto fimal de la reaccifn Yy Tepre-—-
sesta ¢] tftulo de anticuerpos.

Tftulo de anticuerpos del swnerc problems =

El tftulo de tiroglobulina en pacientes normales es - -
< 1:32.

CUESTIORARIO

1. Hencione otras particulss que pueden ser utilizadas co-

m0 soporte en la resccifn de aglotinacién pasiva.

2. iCufll es el objeto de calenstar los sueros antes de agre

gAr los eritrocitos?

3. iCull es la finalidad de utilizar suerc de conejo en es
ta préctica?

4. iQwé€ son los anticuerpos heterSfilos”?

5. Describa la clasificacibn de los métodos de aglutisacife

cxiltcntcn.
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6. Esquematice la reaccién de hemaglurinacifén indirecta.

7. {Qué produce la degradacifn proteolftica de la tiro-

globulina?

E. ,LC6moc se realiza la prueba de inmuncfluorescencia pa-

ra determinar los anticuerpos microsomales?

9. iCull es el objeto de realizar unag formalinizacién de

los erttrocitos tanados v sensibilizados?

1p. Mencione otros 5 anticuerpos que se iovestigan parade

tectar patologias autoinmunes.

DISCUSION

La prueba de hemaglutinacifn fndirecta para la determi
pac idén de tiroglobuline tiene la ventals de =ar ev- -2=
ble, pudiendo detectar cantidades tan pequenas c-cmo som - -
0.02-0.04 Mg de proteina en el suerc. ia elabnracifin 32 1
técnica es sencilla, no requiere equipo sofisticado y una
ver que se tienen los eritrocitos tanados y sensibilizados
ya formalinizados, la prueba es muy rfpida. Aplicando la =mi

crohemaglutinacién se tiene la ventaja ds utilivay =

e =
..... -y r~

cantidad de reactivos. La solucifn de ant{geno para sensibi
lizar a los eritrocitos puede usarse repetidamente, hasta
por mds de & veces, sin afectar la sensibilizacifn. Por ser

una técnica tan versftil, se utiliza en miiltiples determina
cliones.

Bebe tenerse mucho cuidado para controlar las reaccio-
nes no especificas, evitando contaminacifa batteriana de eri
ftrocitos y otros reactivos y realizando controles positivos,
negativos y del diluyente. Si existen anticuerpos heteréfi-

los, deben ser ci:ninadocsmediante absorcifa con eritrocitos,
antes de la prueba.

La concentracifén del antf{geno, el tiempo, la tesperatu

ra, ¢l diluyente y los eritrocitos deben estandarizarse.
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Fuede suceder que la reproduccién de resultados no se
obtenga usando diferentes lotes de eritrocitos, o después
del almagenamiento 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 evaporaclfn, que se elimina cubriendo las placas.

La desventaja de utilizar esta técnica para determinar
tiroglobulina, consiste en que «8 tan sensible que detecta
anticuerpos en una variedad de condicliones ademfs de la ti-
roditis, por lo cual deben -zalizatse e¢studios clinicos pa

ra confirmar la enfermedad.
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APLICACION DE DIFERENTES TECNICAS INMUNOLOGICAS COMO
AUXLLIARES DIAGNQSTICOS

Desde la d&cada pasada, la inmunologfa clfnica se ha

convertido en un ingrediente esencial de muchas dreas de

la medicina clinica.

A finales del siglo pasado y principios de este si-
glo, muchos bacteriflogos ya ofrecfan sus servicios a mé-
dicos, para proporcionar pruebas serolfgicas en la identi
ficacibn y cuantificacién de anticuerpos bacterianos en el

suero de pacientes.

Durante la segunda era de oro de la inmunologla, que
empezd en 1960, muchos de los trabajos de serologia, con-
tiouan dirigidos hacia el campo de la inmunologfa antimi-
crobisna, Se ha reconocido también que el fendmenoc 1nmu-
nol8gico, se encuentra involucrado enm diversas enfermeda-

des humanas, en rechazco de tramsplantes y en la progresisn

de tumores.

En la actualidad ya se han explotado nuevas t&cnicas
para detectar la inmunidad de tumores, para medir con pre
cisifn las capacidades inmunolégicas de pacientes com en-
fersedades malignas, asf como de 1los que se sospecha pade
cen enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias congéni-

tas o adquiridas, asf como de enfermedades virales de lar

ga duracifn.
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F1JACIOM DE SUPERFICIE Y AGLUTINACICN EN PLACA.
REACCIONES FEBRILES

Objetivo: Analizar el fundamento y aplicar las técni~
cas de fijacién en superficie y de aplutinacién en placa,
en las reacciones febriles. Evaluar 1la {gpertancia diagnds
tica de las reaccicnes febriles. Interpretar los resulta-
dos obtenidos, valorando las ventaias vy limitaciones de las

técnicas.

Generalidades: La infeccién por microorganismos de di-

versas especies, conduce a una wmarcada elevacién de la tem
peratura, lo cual dificulta el diagn&stico de la enferme--
dad (6). Tal es el casc de la fiebre tifocidea causada 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 prowaseki (5).

El diagnbstico etiolégico de las infecciones, se realiza -
Por el aislamiento del patSgeno en el espécimen que lo con

tiene ¥ se confirea la identidad del -1croorgnnisno.¢rpleag

do métodos sernlficicos vy bioguf=i ey,

[ 3]

-~
-

Teducnivavnle, el

aislamiento del patSgeno no es posible; ern tal caso el diag

ndstico etiolégico se realiza, al identificar la presencia

Yy tftulo de anticuerpos en el suero del sujeto, cue som rTe-

sultados de la respuesta humoral inducida por el microorga-
nismo (6). La aglutinacibén de bacterfas con un antisuero es
pecifico, se efectia por presencia en el antisuero de anti-

cuerpos dirigidos contra el mosaico de ant{genos que forsman

la superficie celular, 1la cdpsula o flagelos del microorga-

pismo (5).

las reacciones de agiutinacifn se utilizan Fer labora-

torios de investigact®n, para estudivs basicos de la compo-
sicién antigfnica de las bacrerfas, por laboratorios clifmi-

cos en el diagndstico de enfercedades infecciosas, as{ como
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para seguir la evolucidn del proceso, en aquellos casos que
€ixs5ta una correlacibn entre el tftulo de anticuerpos y el

cuadro clf{nico, y por taxcnomistas en la clasificacién de -

bacterias (4).

Un tltulo elevado de aglutininas bacterianas, refleja
una respuesta secundaria o de memoria, que esti frecuente-
mente acompanadz de un episocdio febril v revela el agente
etioldgico del proceso infeccioso {nvolucrado; por esto, a
las deterwinaciones de anticuerpos frente a los microorga--

nismos previamente mencionados, se les denomina reacciones

febriles (1).

La prueba de Widal, es la prueba serol&gica clisica usa
da en ei diagndstico de intaccidr por Salmenella (6). El g€
nero estd dividido en 5 serotipos (A, B, C, D, E) en base a
los antfgenos O (somfiticos), y en mis de 1200 serotipos en
base a2 los antfgenos H (flagelares) (8). Los antfgenos 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 pacieute (6).

Las aglutinaciones O, son de mayor importancia diagnés
tica, porque aparecen cuando hay infeccifn activa, ¥ porque
las aglutininas H, tienden a persitir mis tiempo despufs de
la vacupacifn, y no se producen siempre en la infeccifn ac-
tiva; los sueros que contiemen tanto anticuerpos H, como anti
cuerpos O, tienen tftulos cavores para el antigeno H (4). Los
aaticuerpos Vi o capsulares, son detectables en el suero de

pacientes que se han recuperadc de fiebres entéricas (3).

El mftodo de eleccifn paras establecer el diagnfctico de
infeccifn por Brucella, es =1 ajslamiente, pere pruebas repe
tidas de sangre pueden dar resultados negativos. La prueba
diagnbstica mis utilizada, es la prueba de asglutinacibn (6).

Un antigenc simple (comunmente de Brucella abortus), se uti-




151 -

liza para prepar el reactivo para detectar Brucella (6). -
Los anticuerpos se detectan usualmente en la segunda sema-
na de ia enfermevdad aguda, aicanzande el maximo tituio, en

> o— 1T = s o - -~ - = € n R R
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zadas con anticuerpos de Francisclla tularenstis v Vibrio
choletse. Algunos antIgenos de Brucella son idénticos a los
de Yersinia enterccolica, y es imposible distinguir estos
des organismos por apglutinacidn (4). Para el diagnéstico de
brucelosis, se han utilizado también las pruebas de hema--

glutinacifn pasiva, el anflisis de rosa de bengala y el ELI
SA (5).

El diagn8stico de una enfermedad por Rickettsia, depen
de del reconocimiento c¢linico, exposicifn reciente al arerd
podo apropiado y/o un viaie o residencia en ireas endémicae

(4). Las pruebas serolfpicas se utilizan para confirmar el

diagndstico (1l).

En general los Ac frente a Rickettsia, aparecen al fi-
nal de la primera semana del padecimiento clfnico (6). Lla
prueba m8s utilizada para la deteccifn de la enfermedad es
la prueba de %Weil-FE€lix, basada en la reaccifn del Ac de Ric
kettsia, con el Ac frente a Ay polisacdridos (0 somfticos)
presentes en ciertas cepas de Proteus, encontrindose el OX
19 y el ox2 en cepas de P. vulgaris, y OXK en cepas de P. of

rabilis (4). Rutinariamente se emplea solamente el antfgenoc

0!19 (6).

El t€rmino fijaci6n de superficie, se refiere a ic que
ocurre cuando se produce reaccifén antigeno-aaticuerso, al
aplicar sobre una mancha antigénica colocada en papel, un
Suero que contiene los anticuerpos correspondientes; el pa-
pel se suspende en un recipiente que contiene solucién sali
na isotdnica, la cual en su ascenso por adsorcifon, arrastra

al amtigeno hacia la parte superior del papel. Para tener
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idea de la intensidad de la fijacién del antlgeno, se usa

un sueroc control (7). La caracterIistica de la tira de pa-

el €filere

3

, adecuada para la prueba de fijacifn de super-
ficie, es la de absorber por capilaridad ascenderte. 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 antfgenos se preparan con cepas seleccionadas de
B. abortus, S. typhi y proteus oxlg (7). La Brucella se cul
tiva en los medios tripticase o albimi, incub&ndose 4B ho
ras. La Salwonella y Proteus pueden cultivarse en medios

menos estrictos, cowo son el ENDO o el k!B, por 24 horas.

El antfgeno de Brucella se recoge en solucifn salina
formolada y se tifie con hematoxilina. El antfgeno de Salmo

nalla =a racnoas an enalucrifn aalina co traras ran arTnt! da
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lucifn salina, se tine con tetrazolio rojo, v se trata con

alcohol etflico. Se ha demostrado que estos métodos de co-

loracién scon los mis adecuados (7).

Las suspensiones bacterianas se centrifugan, vy el se-
dimento se mezcla con sacarosa, con el nhilarn da asvitar »]
contacto directo de las bacterfas com el papel, que impedi
ria practicar la reaccién antf{geno-anticuerpo (7). En el
papel se imprimen cfrculos de aproximadamente 4 mm. de dif
metro, a un cm. de la orilla ¥y con una separacifn de unmcme.
entre cada cfrculo y se apiica el antfgeno. El papel impre
so con antfgeno, puede servir durante periodos de miis de
un ano, siempre que se corgerve en luzar seco v protegido
contra la humedad y los insectos. In las zonas tropicales

el papel debe mantenerse en aparatos desecadores o protegl

dos en envases impermeables (2).

La prueba de aglutinacifn en placa se basa en e] prin

cipio de que la bacteria e¢n presencia de sus anticuerpos
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correspondientes, se agregard a sus determinantes antigéni
cos. E5 una prueba muy f&cil de efectuar, sin embargo es
conveniente confirmar los resultades con la prueba wmacros-
cdpica en tubo,., que permite determinar la concentracidn re
lativa del anticuerpo (4), Cuando se obtienen reacciones

francamente negativas, deben ser reportadas como tales (6).

Uoa sola muestra analizada, en ausencia de un cuida-
doso estydio de la historia del paciente respecto a la in-
munizacidn e infecc¢ifn previas, da una limitada informa--
¢ibn, porque la presencia de anticuerpos puede indicar una

previa infeccifn o uns his

r

F 4
cria o

¢ inkunizacidn contra el
patfgeno en cuestidm (l). Por lo tanto es muy importanteti
tular el sueroc en ia etapa temprana de la enfernedad y coa
pararlo con la wuestra obtenida en la etapa tardfa de la

enfermedad (6).

Fundamento: Ei suero de pacientes con accesos febriles

se aplica scbre las manchas antigénicas impresas en papel de

Salmonella, Brucel}la v Proteus. Al suspender e! papel sobre

un recipiente con solucidn salina isoténica, esta asciende

por adsorcifn, arrastrando a la parte superior el antfgeno.

Cuando estfn presentes anticuerpos especificos en el suero,
el antlgeno queda sujeto al papel en el sitioc de su impre-

8ifn, o sube distancias que scn inversamente proporcionales

al contenido de anticuerpos en el suero. Un suero coatrol -

permite conocer por conparacidn, la intensidad de la fija--
cifn,

La aglutinacidn en placa se realiza con los aismos an-
tfgenos utilizados en la fijacién de superficie. En caso de

existir los anticuerpos correspondientes en el suerc, se ob

tiene unad agrtupacibn visible.
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TECRICA
REACTIVOS Y MATERIAL.
Reactivos:

Suero provliema, 2 ml.

Suero Lonticl con anticuerpos frente a bruce-

l1la, Salmonella y OX 2 =ml.

19’

Solucifn salina isotSmica.

1 papel filtro que contiene las manchas coloreadas de

los ant{genos: Brucella,S. typhi vy ox‘g {de izquierda
s derecha).

Material:

1 asa de alambre de 3 mm de difmetro.

—

pipeta capilar.

i

plpetas Pasteur.

pinza o soporte.

H
2 pipetas de | =l graduadas.
2 portaobjeros.

1

caja de Petri.
Cinta sadhesiva.
Aplicadores.

I regls o eccuadra.

Equipo:

Limpara.
METODOLOGIA

REACCIOX DE F1JACION EN SUPERFICIE (K.RKUIZ CASTAREDA)

Papel filtro con manchas antigénicas

Br=Ag de Brucella
(violeta)
T=Ag de S. typhi
(azul}
0X19-Ag de Proteus
Bt T 0119 {rojo)
D=Suero desconocido

C=Suero contrel.
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l. Colocar una gota de suero problema con una asa de
3 om. de didmetro o con una pipeta capilar, en las wmanchas

corresponcdientes al suerc 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, colecdndolo
en posicifm vertical {por eedto de un pedazo de cinta adhe-
sive que se adhiere a cualquier soporte), en solucida sali-
na antes de que se sequen los sueros; debe cuidarse que el
1fquido no llegue a los antfgenos. La reaccifo se va a mani

festar al pasar el 1fquido por capilaridad.

4. El tiempo de corrimiento debe ser de 15 a 20 minu--
tos.

II. AGLUTINACION EN PLACA.

Br T 0x19

Er=Ag de Brucella.
T=Ag de S, typhi.
0119-Ag de Proteus.
D=Suerc desconocido

C=Suero control.

1. Colvcar 0.04 m! del suero del paciente para cadauno
de los antfgenos que se utilizan, y 0.04 ul de suero control

para lcs aatfgenos investigados, en el lugar correspondiente
(ver esquema).

2. Aiadir una gota de cada aut fgenc al suero problema ¥y

[

Couifol, en ei jugar sdecuado.
3. Mezclar coo splicadores diferentes cada muestra.

4. Observar la aglutinacién con ayuda d2 una limpara.
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Resultados:
Fijacifn de superficie:

La reaccibnes negativa cuando las manchas se diluyen

hacia arriba, hasta el nivel del 1Iquido, despu®s de 15 a

20 minutos.

La reaccidn es positiva cuando el antfgeno que reac-
ciona, no sube a los 1fzites superiores y queda retrasado
o completamente fijo. S1 una maaocha queda completamente fi
ja, 18 reaccifn es 100X 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,
% o 252, ¥y la intensidad de la reaccidn es inversa a la -

longitud recorrida por la wancha.

En la brucelosis, cualquier tftulo es significative pa
ra todas las edades, indicando solamente presencia de ant i
cuerpos. En caso de obtener un tftulo mavor del 50X, signi

fica que existe una infeccibn activa.

Para el antfgenc de Salmonella, un tftulo del 100I in
dica tifoidea actual, el 752 es significativo como sospecha
en todas las edades, un tftulo del 50 sSlo debe considerar
se como indicacién posible de infeccilSn en menores de 14 -

abos, ¥ el 25% debe considerarse en los tres primeros afos
de vida.

En el tifo,s8l0 tienen valor t{tu:los muy altos que comn
cuerdan con la clfoica, aunque se han encontrado casos de
tifo con reacciones débiles. Es conveniente confirmar los

resultados con antfgenos de Rickettsia.

REACCION DE FIJACION EN SUPERFICIE:

TeT RS i
Brucella
Salmonella typhi

OXl9

L0 UE ARTICUERTUS 15) IRTERPRETACION
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ACLUTINACION EN PLACA:

ANTICERCS FESULTADOS (+ O -) INTEPRETACION

Brucella
Salwonella typhy
0119
Cualquier aglutinacifn en placa debe ser confirmada

con la prueba en tubo antes de reportar el resultado.

CLESTIONARIC

l. iCull es la diferencia entre las reacciones de preci

pitacibn y aglutinacién”

2. iCSmo se define la concentracifén de un anticuerpo --
aglutinante?

3. iQuf objeto tiene el empleo de colorantes en la prepa

racidn de los antfigenos bacterianos?

4. (C6mo0 se preparan el antTgeno flagelar vy el antigeno

somultico de Salmonelia?

5. Cite las especies de Brucella que pueden ser detecta-

das empleando el antigeno de B, abortus.

6. Mencione los antfgencs de Proteus, utilizados para di

ferenciar las distintas especies ricketrsiales.

7. iCull es el objeto de mezclar con aplicador los antige

nos y anticuerpos colocados en la placa?

8. iCuliles son las fuentes de infeccifn por Salmonella?

9. iCudnto tiempo persisten los anticuerpos somfiticos de

Salmonells en los individuos insunizados activamente?

iog. heacione el fundamento de una prueba comercial, enplea

da en la determinacidn de las reacciones febriles.
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DISCUSION

Tanto la prueba de aplutinacidn en placa, camo la prue
ba de fijacibén en superficie, son pruebas sumamente senci--
llas en su elaboracién, requieren de pequenas cantidades de
reactivos v poco tiempo de ejecucidn. En el caso de Salwone
lla, la prueba de Widal es Gtil en el diagnSstico, si se de
muestran aglutininas 0 en presencia de sintomas clinicos, re
quiriéndose el cultivo del microorpanismo, para tener una
conclusibén final. En la prueba de fi‘acifn de superficie, una
prueba positiva debe juzparse teniendo em cuenta la intensi
dad de la fijacibn y la edad del paciente. En nifios es fre-
cuente observar pruebas negativas a la aglutinacifn, conreac

cifn de fiiacifn en superficie, francamente positiva.

En el caso de Brucella, la prueba wmés utilizada en el
diagnfstico, es la aglutinacibn,pero produce reacciones cru
zadas con anticuerpos de Framcicella tularensis y de Vibric
cholerae, y en algunos cases, los antigenos de Brucella son
idEnticos a los de Yersinia enterocolica, slendo imposible
discriminar entre ambos wmicroorganismos. La intensidad de la
prueba de fifjaciln en superficie, puede servir de base para
juzgar sobre el estado actual de la infeccibén, La prueba es
por si sola, fndice priictico para el diagnéstico de la bru-
celosis humana y frecuentemente la priwmera cvidencia de gue
un paciente sufre esta fonfecciln. Un resultado negativo des
carta l1a posibilidad de una infeccifn activa por Brucella,
Pero no elimina la posibilidad de que la infeccién pueda --

existir tanto en su fase aguda comoc crénica.

Para Rickettsia, el antfgeno usado rutinariamente es el
oxlg. La reaccién de Weil-Fé€lix no debe considerarse comec -
criterio Cefinfitivo de infecciénm por Rickettsia, por que los
anticuerpos de Proteus se presentan en un alto porcentaije de

la poblacidn en tItulos bajos, por lo cual no deben ser sip-




nificativos y sflo tendrdn valor presuncioral, cuando sean
francamente positivos, vequiriéndose la conflirmacifn ceom

ant{genos de Rickettsia.
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PREPARACION DE UNA AUTOVACUNA BACTERIANA

Objetivo: Llevar a cabo la preparacidn de wuna vacuna bac
teriana, familiarizindose con las precauciones de manejo, cui-
dados y pruebas que reouieren realizarse, para que pueda ser
empleada satisfactoriamente sin ocasionar problemas, en cier--
tos padecimientos donde otra terapéutica no ha tenido éxito.
Analizar las venta jas, desventajas v limitaciones de su aplica

-
cion.

Generalidades: Una autovacuna es una suspensidn bacteria-

na, preparada a partir de las bacterias derivadas de la lesidn
de un paciente cue tiene 1nfeccifn (l1). Se urtilizan en tera-
pelitica cuando el tratamiento con antibiSticos ha fracasado ¥

Se re qu iere obtener una respuesta inmune del crganismo infec-
tado (6). Es unpasc a seguir para despertar la respuesta inmu

ne contfa la bacteria cue esti ocasionando la infecc in.

Con cierta frecuencia se solicita & los laboratorios bac
terioidgicos, la preparacidn de una autovacuna, especialmente
en capos de enfermos con furunculosis o abscesos recurrentes,
acné vulgaris, ostiomielitis, incisiones operativas infec ta-
das, paelitis, cistitis, otitis media mubaguda, gonorrea 34
nica, Teumatimmo gonorreico, bronquitis crdnica, amma bron--
quial de origen bacterianmno, y en las infecciones de los senos
mesales accesorios (5). Los mejores resultados se han obteni-
do con S. auteus, e er la actualidad esti presentando una
alta resistencia a la antibioticoterapia (8). Las infecciones
poT [fDeulOCOCO, €sile ytococo y los bacilos intestinales, cca-

s ipoalmente responden satisfacteriamente (i0).

Las frmeras vacunas, y afin muchas actuales, estén pre-
parada s con el microbio entero, imactivado de diver sas mane-
ras (calor, femol, formol, beta-propiono lactona, luz ultra-
violeta, alcohol, acetona, etc) (4). Esto nos da la sedial de

me o hay idea aprox mada de factwres importantes en la in
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munogenicidad profilfctica vy se decide emplear al microbio -

completo, como en el caso de Vibrio cholera, las rickettsiasg
micoplasma y otros {(l). Pero hay que considerar que en la in
munizacidn contra algunas enfermedades, la alta toxicidad de
los microorganismos representa una dificultad, debiéndo se ais
lar el componente antigénico de menor toxicidad, o destoxifi

car un componente tfxico. Esto va a depender del rtamano 1 com

plejidad del antfgenoc (10).

El principio de inmunizacién es una masa antigénica pre
formada. La introduccidn generalmente parenteral de los micro
Organi smos muertos no produce infeccifn, pero estimula la pro
duccifn de anticuerpos, en particular de IgC humoral, copuna
duracidn corta de la inmunidad. Se ha peusado que probable--
mente se produzca un estimulo antigénico mfs efectivo cue el
microorganismo infectante vivo y virulento, debido a una reac
cibfn del organiso, al introducirle una sustancia ex trana a
manera de proteinoterapia (6). La ef icacia profillictica de la
dutovacuna consiste en eliminar Ja infeccién y 1a ent ermedad,

o disminuir la gravedad del cuadro clfinico (7).

En cuanteo a las grecauciobes y mabe jos reocueridos en la
preparac ifn de la autovacuna, se debe tomar en cuenta oué me
dio de cultivo es el adecuado pata un buen desarrolle del LR
croorgavnimmo infectante; se debe tener la certeza de ae la

cepa aislada estd pura y hay que evitar su contaminac idn.

A continuacilm debe efectuarse el froceso de ester il iza-
zifn, teniendo cuidado de mo sobrepasar las condic iones de es

ter ilizac i5n, que pueden ocasiorar dafio en la fraccidn ant i-

génica (11).

La vacuna debe estandarizarse, pudiendo realizar este pa
50 antes o después de la esterilizacién. Para esta finalidad
ex isten diversas técnicas como son el método nefelométrico de

Mc Farland, el mé&todo bemacitométrico, el método de centrifu-
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gacibn en tubo de Hopkins, y el mEtodo de Wright en pcrtach je-

tos, basado en la comparacién de la cantidad de bacterias con

la de eritrocitos de un volumen igual (5).

Se deben tener cuidados en la dilucién para evitar conta
minacibn. Las concentraciones usuales para vacunas de S. au-
. 3 -

reus son de 1000 millones/cm”, Yy para la mavoria de las otras

bacterias de 100 millones/an (8).

Deben realizarse controles bioldgiccs de la autovacuna ter
minada, con la finalidad de frevenir efectos adversos en el pa
ciente, y fundamentalmente son: la prueta de esterilidad para
conf irmar que todos los microorganimmos han sido inactivados «
que no hay contamiracidn; y la prueba de segur idad rara dese--
char la posib iliuad deexistencia de sustancias thxicas o rirogé€
nicas, y comprobar aue no existe peligro de infeccién y mucho
menns de muerte. La vacuma debe guardarse en refrigeracidn vy

no se debe utilizar despu®s de 4 meses de sy pre rerac idn (9).

Por ser la autovacuna no Teplicativa, re cuiere la aplica-
cifn de varias dosis. En el caso de S. aureus, generalmeante la
primera dosis es de 50 millones, y la dosis mnixima es de 1000
millones. Para otras bacterias la primera dosis es de 5 a 10

millones, y la dosis mExima de 100 millones (5).

Se aplica la autovacuns una o dos veces a la semana; pue
den splicarse peoueias dosis los demfs dias (3). Para obtener

se mejores resul tados, pueden emplear se ad yuvantes (1).

Las autovacunas estfn contraindicada s en infecc iones suy
agudas, particularmente en acuellas cor intox icacifn si stémi

ca, doude la produccifn de anticuerpos llegd al limite (10).

Fundamento: El microorganismo causante de una infeccibdn,
s¢ aisla de la lesibn del paciente, en medios de cultivo ade-
cuados para su desarvrollo. Se prepars una suspensidon del wmi-
croorganismo aislado, la cual se esteriliza wed jante la apli-

cacifn de calor, y mediante colometria se obtienmen los datos
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para calcular la concentracidn reguerida de la autovacuna,
para su inoculacién poster ior al paciente. Finalmente se

realizan las pruebas de esterilidad y segur idad, rpara tener

la certeza de oue la autovacuna cumple estos reouisitos,

antes de utilizarla.

TECNICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Medio de cultivo de infusidn de cerebro-corazén-agar,
6 tubdos.

Medio de cultivo de tioglicolato fluido, 2 tubos.
Medio de cultive de Sadouraud, 2 tubos.
Solucifn salioa isotSnica estéril, 50 ml.

Solucifn de mercuritiosalicilato de sodio al 10X, 10 ml.

Colorantes para Cras.

Material bioldgico:

2 ratones blancos de 18 a 20 gramos de peso.

Baterial:

matraz Erleamayer de 100 ml de capacidad, estéril.
embudo de 6 cm de difmetro, estéril.
capas de gasa, estéril.

tapbn de algodfn y gasz, estériles.

iles.

1
1
&
1
3 pipetas de 10 ml. graduadas en ml y en 1/10 ul, esté-
r
3 pipetas de | ml. graduadas en 1/10 ml, estériles.

1 jeringa hipodérmica de 2 ml. estéril.

i

agu ja hipod€rmica nimeroc 23 de | 1/2 pulgadas, estéril.

1 frasco de 30 ml con tapdn de hule perforable, estérii.

Equipo:
Estafa a 37°C.

Bafic coa temperaturs de 55-60°C.
Microscopio.

Colorimetro.



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-
i3 de microorganismos contaminantes. El primer paso consis
te en efectuar una asepsia en el sitio donde se va a tomar
la muestra, y en caso de ser un absceso cerrado, se drena
éste; si se trata de yna lesidn abierta, la toma de la mue s

tra se realiza en la zona mis profunda del absceso que sea

posible.

METODOLOGIA

1. Utilizandoe un tudo con un medio de cultivo rico, en es

te caso infusidn de cerebro-corazén-agar, se siembra la BUes
tra tomada del abscesc. Se incuba de 24 a 48 horas a ir*c,
5 &1 cibo de este rtiempo se hace un frotis oie se tifie con
la técnics de Gram, para determinar la morfologia y caracte

risticas tintoriales de 1~- =icroorganismos infectantes.

2. Con el desarrollo contenido en el tubo anterior, se siem

branp otros cince tubos con el mimmo med 10, procurando que
el infSculo sea denso, y cue el asa de platico recorra toda -
la superfic ie del medio, con objeto de obtenmer un desarrollo

abundante. Se incuba en la; mimmas condic iones hasta tener un

buen desarrollo, generalmente de 24 2 48 horas.

3. A cada tubo con desarrollo bacterianc, se le adiaden apro

ximadamente 3 m]l de solucifn salina isoténica estéril; ests
cant dad depende de la abundancia del desarrollo obtenido, si

este ¢35 escaeo, el volumen serd menor.

4. Se agitan cuidadosamente los tubos para desprender el de

sarrollo, que se recoge con uab pipeta de 10 mi, estéril. La
s spensién obtenida se f iltra en el embudo a través de las
capas de gasm, se retira el embudo del matraz y este se cie-

rra con un tapbn de algod&n v gasa estéril.

5. Se toma una muestra d¢e exactamente ! ml de la suspensifa,
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¥y se coloca en una celdilla del colorimetro, se anaden 9.0
ml de solucidn salina isotdnica, se iee el I de transmitan
cia para determinar la concentracién de micoorgani smos v
5 anota este dato, posteriormente se calecula la cartidad
de solucidn salina isotdnica que debe adadir se rara tener

una corcentracidn final de 1000 millones de microorganis-

mos por ml.

6. Se coloca el matraz en un bafio con temperatura de - -
56-60°C durante 60 minutos, agitando de vez en cuando. Es-
te calentamiento tiene por objeto destruir la viabilidad

de los microorganismos sin alterar su composicién antigé-

nica, per esto es importante regular cuidadosamente la tem

reratura del bado.

7. Al tersinar el periodo de calentamiento, se toma una
mue stra de 0.5 ml de la suspensifn y se siembra en un tu-
ko con el mimo medio en oue se cultivd inicialmente el ni
COOTgaAni Mo, y se incuba en las mismas condiciones durante
72 horas, para cerciorarse de que no quedan bacterias vi-
vas. En case de que se obtenga desarrollo, se administra

otro pericdo de calentamiento y se realizar§ nuevamente la

prueba de viabilidad.

8. Se mide el volumen que se tiene de la suspensiSn de -
micrcorganismos, aiadiéndole la cantidad de solucifn sali-
ns isotdnica que se requiere para temer una concentracién
final de 1000 millones de microorganismos por ml, y solu--
cibn de mercuritiosalicilato de sodio al 101 para tener unma

concentracifn final de 1:10000, como conservador.

CONTROLES BIOLOGCICOS DE LA VACUNA TERMINADA

Prueba de esterilidad:

1. Tomar 4 al de la vacuna terminada vy sembrar 0.5 m] en

cada uno de los tubos con medio de tioglicolato flufdo y -




lebv -

dos tubos con medio Sabouraud.

2. Incubar los tubos con medio de tioglicolato fluide a

37°C durante 7 dias, y los tubos con medio Sabouraud a -

temperatura ambiente por un periodc 1gual. Si la vacuna
estd estéril,yno aparece ningiin desarrollo en los cuatro_

tubos, la prueba se considera satisfactoria.

Prueba de seguraidad:

. Inyectar 1.0 ml de la vacuna por via intramuscular a

dos ratones hlancos de 18 a 20 gramos de peso. Estos ani-

males se tienen en observacidn durante 7 dfas. No debe

producirse abscesoc en el sitio de la inoculacidn y el ani-

mal no debe presentar sintomas de estar infectado, ni mo-

rir.

Cuando la vacuna ha pasado satisfactoriamente
pruebas,

estas
se procede a envasarla en frascos estériles con

tapdn de hule perforable v se conservas en refrigeracidn
entre 2 v 10°C.

La dosis que se utiliza es generaimente de .1 ml ¥

se aplica por via intradérmica.

Resultados:

Si el microorganismo no ha sido identificado por su obser-

vacidn microscdpica y colonial, deben seguirse los procedi

mientos bacteriocldgicos usuales para su total ideatifica-
cidn,

La concentracifn de la autovacuna, que debe ser de aproxi

sadamente 1000 millones/ml., se obtiene a partir del da-

to que se tiene al interpolar en una curva patrén, el va-

lor de transmitsncia lefdo, y se multiplica por la dilu--
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¢1dn gue se hizo con solucidn salina isotSnica (9 ml.) Pa
ra obtener ta dilucidn requerida de 1000 millones de mi--

croorganismos por ml. se realiza el siguiente cldlculo uti

lizando una regla de tres inversa:

10 x 108 - - =1

Conc., obt. -~ - - X

X = Dilucidn requerida en ml.

Es igual al volumen que resulta de la sums de un ml.
de 1a suspensifn inicial de mi¢roorganismos efs la canti-

1]
dad de solucidn salina isotbnica que dehe 272dirse para

tener la concentracidn deseada.

REPORTE

Paciente:
Lesidn:
Microorganismo identificado:

Fecha de preparacidn de la autovacuna:

Concentracidon inicial y fical de la autovacuna:

Fecha de la prueba de esterilidad:

Resultadeo de la prueba de esterilidad:
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CUESTIONARIO

-
.

(Desde el punto de vista inmunolégico, cudl es el obje

to de la aplicacidén de varias dosis de la autovacuna’

2. iCudles son las medidas de conservacién v almacenamien-

to de las vacunae v poraud?

J. (Porqué se requiere una determinada concentracidn de
la autovacuna, que sucederfa si aplicaramos un exce-

S0 0 una baja concentracion de microcrganismos?

4. Mencione 5 reactivos efectivos en la esterilizacidn

de las autovacunas.

5. Explique en detalle un mitodo para determinar la con

centracifn de microorganismos.

6. (Por qui va a diferir la concentracifn terapéutica en
distintas bacterias”

7. De 5 ejemplos de vacunas preparadas a partir de inmu
nSgenos puros.

8. iQué son los extractos microbianos inmunogfnicos y -

mencione 5 microorganismcs usados en su elsboracidn?
9. (De que depende ¢l efecto terapfutico de las vacunas”

10. (Por qué se emplean el medio de tioglicolate y de Sa-

bouraud de la pruebas de esterilizacidn?
DISCUSION.

La préctica tiene como utilidad fundamental el ejer-
cicio del alumno en cuanto & la preparacién de una vacuna,
porque el vastc campo de la inmunizacidn aun tiene mucho -
por avanzar. Con la prictica es posible determinar lag

condiciones a las que se enfrenta el GQ.F.B,, para preparar
Una sutovacuta, pues requiere de un criterio tanto bacte--
teriolégico como inmunoldgico; la problemfitica que repre-
sents nc es s38lo la de seguir uma técnica al pie de la le
tra, debifndose profundizar en las condiciones existentes

pera gue el tesultado 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 estf induciendo respuesta en

contra del microorganismo infectante.

Tiene la ventaja de que el material empleado es muy
accesible y puede montarse en un laboratorio sencillo, pues

to que no requiere de equipo sofisticado.

La desventaja de esta técnica vterapéutica se presenta
fundamentalmente, por cuanto al tiempo que requiere de de-
dicacibn, porque solo tiene aplicacidén individual, porque
solo es utilizada cuando otras técnicas fallan, como herra

mienta secundaria; no se han realizado estudios suficien--

son satisfactorios v no se ha podido llegar a una estanda-
rizacidn, pues afin se desconocen los mecanismos frecisos -

de accibn; tiene limitacidn terapéutica y es costosa.

Actuslmente son muy utilizadas las preparaciones de -
alergénos para el diagnbstico y tratamiento de pacientes -
alérgicos. Estos extractos de alergenos ain no se han es-
tandarizado en base & su potencia y se def inen generalmen-
te como unidades de nitrSgenc proteico por ml de extracto,

o bien como una relacidn peso/volumen.
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FAGOCITOSIS DE NITRUAZUL DE TETRAZCLIO

Objetivo: Evaluar la fagocitosis, explicando ia wvarie
dad de factores que estdn involucrados en ella, ¥y relacio-
nar las diversas patologfas Queoriginan o motivan los de--
fectos facociticos, demostrando la capacidad de fagocitosis
de los leucocitos polimorfonucleares mediante la reduccién
de NAT, explicando el fundamento bioquimico de este método.

Interpretar los resultados que se obtiemen Yy analizar las

limitaciones de la técnica.

Ceneralidades: La endocitosis es el mecanismo mediante
el cual la c&lula viva inglere material externo Yy se puede
dividir en dos categorfas, de acuerdo al tamafo del mate-—
rial {mgerids: la pinocitosis que se refiere a la captacifn

de material soluble y la fapocitosis que es 1la ingest idn de
particulas (9),

En los mamIferos, la fagocitosis es la dnica funcifp de
ciertos leucocitos; en primer lugar se encuentran los leuco
citos polimorfonuclesres (neutrdfilos) Yy el sistema mononu-
clear fagocftico que incluve promonocitos, monocitos Y ma-

créfagos tisulares. Tambifn los eosinéfilos son capaces de
fagocitar (10).

Los procesos {omvolucrados en la fagocitosis son 1la qui
miotaxis, el reconocimienre, 1z icgestifn, la desgraculacién

y finalmeate 1a digestidn del material ingerido (10).

Las anormalidades de los “eucocitos polimorfonucleares,

pusden dar soms 12Z0l1tads wa significative aumento en la ctus
ceptibilidad & la infeccifn. Para dexarrnilar T cootasa

biolépica completa, deben desarrollar 3 funciones maycres:

a) movilizarse al sitio donde son requeridos, b} fagocitary

c) matar sl ageate infeccioso. Las Pruebas de laboratorio pa

a valorar la funcifn del neutrSfilo, caen en categorfas que




miden estas tres funciones b&Asicas. Para medir la moviliza
cidn se han desarrollado las pruebas de (7): estimulacién
con epinefrina que mide la habilidad de obtenzr leucocitos
de la fuente wmarginal; el estimulo por cortisona que mide
las reservas wedulares; la ventana de piel de Rebuck que
estimula la respuesta de neutr8filos ante una inflamacidn -
local y los experimentos quimioticticos que niden la capac!
dad de los leucocitos polimorfonucleares de responder a un

estfmulo quimiotlceico (10).

Para valorar la capacidad fagocitica, existen e} néto

do de fagocitosis de levaduras ¥ la prueba_de forwmszén, en

tre otras.

Para conocer la capacidad de matar al agente infeccio-

0, se utilizan bacterias, tales como §. aureus, E. coli,

Listeria monocytogenes, etc.

La prueba de formazin o reduccifn de NAT. €fu.p degarrn
llada por Baehner y Kathan en 1967, para medir la produccifn
de KADPH+ M+, en loe neutrdfilos de sangre periférica de Pa
cientes comn granulomatosis crénica (2). Existen varias modi

ficaciones de la t&cnica, de las cuales utilizaremos la d=-
Cifford y Malawista (4).

La enumeracidn porcentual de los neutréfiles formazin
positivos puede discriminar claramente entre los leucocitos
ée la poblacifn normal, v los procedentes de enfermos con
granulomatosis crénica, en la cual los leycocitos polilorfg
nucleares muestran una deficiencia casi absoluta en uno ¢ va

rios pasos enzimfticos del ciclo colateral de los fosfatos
de la pentosa (1),

Al realizarse 1a faoncirnete 2 =tjulia—

tes eventos (l): Aumenta la produccién de Hcido lictico y dis
ainuye el pH inzracelular. Se estimula el ciclo colateral de

los fosfatos de pentosa, que llegan a proporcionsar hasta un
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102 de la energfa disponible. Aumenta el recambio de los

tosfolfpidos de la membrana.

las microtécnicas con el procedimiento semicuantita-
tive, han demostrado que se encuentran porcentajes eleva-
dos de neutrSfilos formazidn -positives en las infecciones
bacterianas, en l1a tuberculosis miliar, en las micosis Re
neralizadas, en el paludismo, en condiciones no asociadas
con patologfa infecciosa, tales como infarto al miocardio,
la administracifn de anticonceptivos, la ostetecgénesis

imperfecta, etc (8).

Las condiciones en las cuales disminuye el porcenta-
je de leucocitos formazln positivos, corresponde a la gra
nolomatosis crénica, al sfndrome de Job, administracién
de drogas antiinflamatorias (aspirina, indometazina, cor-
ticoestercides) y enfermedades come el Lupus Eritematoso
Digeminado. En tuberculosis pulmonar, en iafecciones vira
les vy en micosis superficiales no se han encontrade varia

clones significativas respecto s lo normal {9).

La reduccifn de NAT se encuentira ausepte en clertos
pacientes que pierder la actividad de la glucosa -6- fos-
fato deshidrogenasa. Los acarreadores heterocigotos de es
ta enfermedad suestran 3810 una menor conversifn de lanox

mal, por lo cual la prueba no es aplicable para determinar

el estado de acarreador.

Ls prueba puede utilizerse pars diferenciar cnfer-edi

des ffbriles bacterianas, de las no bacterianas. (3).

Fundamento: Ea unas gota de sangre capilar, los leucoct
tos polimorfonucleares al mezclarse con un colorante de 6xi
do-reduccifn. ] NAT, lo reducen produciendc grinulos de
forsazln de color azul cbscuro que pucden observarse dentro

del citoplasma de las células.



TECNTCA
MATERIAL Y REACTIVOS.
Reactivos:
Sangre capilar del paciente.

- - L

Soiucibn de uilfvezul de totrazolic (028 g en 10O m)

de solucifn salina isotdnical.

Sojucifn salina isoténica.

Metanol absoluto.

Safranina (0.5 g en 100 ml de agua destilada).

Solucibn de trabajo de KAT (debe prepararse inmedia-

tamente antes de la tincifn):

Suero humanc fresco (de no ll§ de 24 horas), 5 ml.
Nitroazul de tetrazclio al 0.28%, 6 ml.

SoluciSo salica isoctfnica, 3 =1

Incubar a 37°C por 20 mirnutos.
Material:

2 cuentagotas.

2 pipetas de 5 ml.
1 portacbjetos.

1 laoacets.

L caja de Petri.

Papel filtreo.

Equipo:
Microscopio.
FETODCLOGIA
1. Colocar una gota de sangre capilar en um portaobjetos,

tocubarla en clpara himeda a 37°C por 25 minutos para que

los granulocitos y los sonocitos se adkhieran al cristal. Es
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conveniente realizar una biometrfia hemfitica de la sangrees
tudiada, para poder reportar el resultado como nlmero abso

luto de neutrSfilos formazan positivos.

2. Lavar suavemente la sangre restante con solncidn sali
na usando pipeta, dejando caer gota & gota, secando el ex-

cedente de solucifn salina isotdnica con papel flletro.

3. Cubrir los leucocitos adheridos al vidrio con solucidn

de NAT. Incubatr en cfmara hiimeda 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 cflulas se agrega a la preparacifn meta
nol absoluto (1 minuto). Llavar con agua corriente v secaral

aire.

6. Teiifr con safranina por 5 minutos como colorante de con

traste. Lavar con agua corriente y secar al aire.

7. Observar al microscopio con el cbjerivo seco fuerte; con

tar 100 granulocitos, buscando acimulos de formazln para con

siderar c#lulas positivas.
Resultados:

El resultado se reporta como porcentaje de cElulas NAT

positivas.

Granulocitos formazin positivos = 4

Los valores de referencia son del 14 al 30I.

CUESTIONARIC

1 fmE se &l nirraarnl

1

a rtarraenlin e
7

a3
i}
Y
1]
4
[} ]
[k}
te
[} ]
4]
.y
ia
1]
b
1

cas tiene?

2. i Por qué debe prepararse inmediatamente antes de la tin

cifn, la solucifn de trabajo com NAT?

-

). iCulll es el objeto de incubar una gota de sangre capllar
édel paciente en un portacbjetos, como primer paso de la téc-

nica?




o

~4

o
|

4. (Por qué se debe tenir la preparacifn de neutrdfilos

con safranina”

5. iQué reaccldn bjoquimica del neutr§filo evalida la --

prueba de feormazin?

6. iC6mo pueden separarse los granulocitos y los monoci

tos de la sangre”’

7. Mencione alguna otra modificacifn de la técnica de re

duccidn con NAT.

5. iCulll es la prueba de nitroazul de tetrazolio estimu-
lada?

9. (Qué trastornos bioquimicos se presentaoc en la fagoci

tosis por neutrffilos, en la enferwedad granulomatosis cré
nica?

10. Sefiale otra prueba utilizada para valorar la capacidad

fagocfrtica de los neutrSfilos.

DISCUSION

La determinscifn de la capacidad fapocitica de los neu
tr8filos, mediante ¢] método de reduccisn de NAT,

prueba muy sencilla, riépida y .econfmics.

€8 una --
Este tipo de estu-
dio es esencial para determinar las anormalidades de los fa

gocitos que varfan enormemsente.

Esta prueta es apliicable también a los monocitos fago-
cfticos.

Le piuepa estd sujeta a grandes variantes y por lo tam-

to para efectuar la técnica debe hacerse un nimero adecusdo

de determinaciones de control, debiendo ser conservador en

la loterpretacién de resultados.

Se deben probar los sueros contra células control, por
que los sueros pueden contener factores iahibidores de la -
fuacidn del neutrbfilo. Es conveniente reportar el nimero ab

soluto de neutrSfilos KEAT positivos, mediante la informacibnm




~ud
~d

que proporciona la biometr{a hemirtica.

lLa prueba de KAT estimulada {(con partfculas de litex),
presenta la ventaja de dar un rango dos o tres veces mayor

de céjulas formazln positivas, que permite hacer una mejor

diferenciacidon de la patclogfa.

BIBLIOGRAFIA

1. Baehner R. L., Boxer L. A. y Davis j. The Biochemical
basis of Nitroblue Tetrazolium Reduction in Normal Human and

Chronic Granulomatous Disease Polymorphonuclear Leukocytes.
Blood, 48:309,1976.

2. Baehoer R. L. y Wathanm D. ¢. Quantitative Nitroblue

Tetrazolive in Chronic Granulomatous Disease. New Engl. IJ.
Med. ,278:971, 1968.

3. Garcfa Tasmayo F., Ayala L. y Kumate J. La prueba de
Nitrosazul de Tetrazolio en la amibiasis heplitica de los ni-

nos. Bol. ted. Hosp. Infamtil, 3I1(4):683,1674.

4. Gifford R, H. y Malavists S. E. A simple rapid micro-
method for detecting chroanic granulomatous disease of chil-~

dhood. J. Lab. Clio. Invest., 75:511,1969.

5. Lynch J. M. y col. Pétodos de Laboratorio. 2a. edicibn
México. Ed. Interamericana. 1972.

6. Matula G. y Paterson P. Spooraneus in vitro reduction
of nmitroblue tetrazolium by neutrophiis of adult patieats

wiiu vaecierial iniection. HNew Eng. J. Med.,285:311,1971.

7. Miller M. E. Neutrophill fuaction. Clin. Immunobiol.,
3:427,1976.

B. Park B. H. The use and limitations of the nitroblue te

trazolium test as a diagnostic afid. J. Pediatrics, 78:376,
1971.




- 118 -

9, Peacock E. J. y Tomar H. R, Manual of Laboratory Im

sunology. la. edici6n. L.S.A. Ed. Lea & Febiger. 1980.

10. Rose R. N, y Friedman H. ¥anual of Clinical Ismunolo

gy. 2a. edicifn. U.S.A., Ed. American Society for Micro-
biology. 1980.




- 179 -

AGLUTINACION DE ANTICUERPOS HETEROFILOS EXN PAPEL.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE MONONUCLEOSIS IRFECCIOQSA,

Objetivo: Analizar el fundamento de la técnica de aglu
tinacién de anticuerpos heter§filos en la determinacién de
mononucleosis infecciosa, vy realizar una técnica de David--

sohn modificada en un suero problema, para el diagnSsticode

ia enfermedad.

Senajar otros wétodos serolSgicos utilizados en el diap
ndstico de mononucleosis infecciosa y evaluar las ventajas

¥ limitaciones de la té&cnica a desarrollar.

Generaijidades: En la monobuclieosis infecciosa, se pre-

sentan anticuerpos frente al virus Epstein Barr (EBV), que
persisten por afios. Estos son anticuerpos heterdfilnc gue sa
forman en respuesta a neo-antigenos, que aparecen en las cé&
lulas infectadas con EBV, y que reaccionan con el antfgenc
de la superficie de eritrocitos de borrego, caballo y buey
(1). Por definicién, Jos anticuerpos heterS5filos, son anti-
CuU2TpPpoOs que reacciooan con antigenos similares, que aparecen
en dos o mfs especies relacionadas. Se producen en general,
en Trespuzsta a un ant{genc de una especie, y reaccionan con
¢] mismo antfgeno proveniente de una fueante diferente (5).
Los anticuerpos del sistema ABO y la reagina de la sfifilis,
son anticuerpos heterSfilos. Todos pertenecen a la clase de
inmunoglobulina IgM (8).

La reacciSo de anticuerpos heterSfilos, representan la
base de la wmayoria de pruebas disednadas para el diagaéstico
de mononucleosis infecciosa (3). Los anticuerpos heterSfilos
apartecen en el suerc del 85 a 90X de adolescentes y adultos

con mononuc leosis clisica, y en un nimero menor de infantes

con la enfermedad (9).
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tl tftule de anticuerpos heterbfilos, alcanza general
mente niveles significativos de diagn8stico, al final de
la primers semana de la enfermedad v tisne cu nivel mSfwimn

entre la segunda y tercera semana ( 2 ).

Los anticuerpos heter8filos se presentan ocasionalmen
te en el suerc de algunos sujetos normales y en pacientes
con la enfermedad del suerc en diversas enfermedades reumd
ticas, por lo cual en situaciones clfnicas de prueba, es ne

cesario diferenciar los anticuerpos heterSfilos (I).

Las pruebas tradicionales para el diagnSstico de mono-

nucleosis infecciosa, fueron desarrolladas por Paul, Bunneli
y Davidsohn (3},

La prueba de Paul-Bunneil se realiza para detectar la
presencia y titulo de acticuerpos heter5filos (7). Las prue
bas aue resultan positivas con la prueba de Paul-Bunnell, se
sujetan a la prueba diferencial de Davidsohn, que utiliza
una absorcifn diferencis}, 1o que aumenta la precisién,

aleliminar muchos anticuerpos no especfficos (3).

En la prueba de Paul-Bunnell de tftulo presuntivo, uma
suspensidn de eritrocitos de borrego, se hacen reaccionar -
con diluciones del suero del paciente. La aglutinacifn fndi

ca la presencia de anticuerpos heterSfilos (7).

En la prueba diferencial de Davidsohn, el suero de pa--
cientes que pueden tener monunucleosis infecciosa, se hacen
reaccionar con antigeno de riidn de cobayo ¥y con una suspen-
si6n del estroma de eritrocitos de buey. E]l antfgeno de ri--
ifn de cobayo, absorbe el anticuerpo Foraswan y los anticuer
pos de 1a enfer=edsd d:l suetuv {ambos apnticuerpos herer6fi--
loz),eliminando 3810 parcialmente los anticuerpos de mononu
cleosis infecciosa. El estroma de eritrocitos de buey, ab-oz

be los anticuerpos de la momonucleosis infecciosa y de la en
fermedad del suero (4).
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La absorcifn se mide por la p&rdida de habilidad para
#glutinar eritrocitos de borrego. Este ¢s un méftodo laborio
so porque requiere diluciones serladas de reactivos y va--

rias absorciones del suero (6),

ANTICUERPOS HETEROFILOS ABSORBIDGS POR {5):

Anticuerpo Ridén de cobayo Eritrocitos de buey

no

Forssman si

Mononucleosis
infecciosa no Bi

Enfernedad del
BuUeTO. si si

Se han encontrado ventajas al usar eritrocitos de caba
llo, porque son mfs sensibles y especfficos que los eritro-

citos de borrego para el disagnSstico de mononucleozis infec
ciosa (4).

Se han desarrollado pruebas comerciales para medir los
anticuerpos de ls wononucleosis infecciosa, con cbjeto de
obtener un diagndstico ripido, entre las cuales existen e]
mono~test, el mono-diff, el mono-spor, el comfirmikit yotros

que emplean eritrocitos de caballo.

Es recomendable practicar la prueba de la mancha en pa
Pel, que es un procedimiento sencillo, basado en la agluti-
nacifn de células formaslinizadas de caballo, despuls de la ab

sorcifn con antigeno de riién de cobayo y eritrocitos de --
buey (4).

La mononucleosis infecciosa ex una enfermedad avuda d»}
sistema reticuloendotelial, cuyo agente causal es el virus
Epstefin-Barr (EBV), un herpesvirus con DXA de doble hélice,
que tiene distribucifn mundial (8)., En infantes la infeccifn
primaria es generalmente asintomfitica. Ciertos pacientes de-
sarrollan una enfermedad neoplfisica asocisda con EBV, en for

ma de linfoma de Burkitt y carcinoma nasofaringeo (9). Exis-
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ten firmes evidencias que sugieren una relacién causal en-
tre el EBV y estos dos c4nceres huranos; factores genéticos
y ambientales influyen en la expresifn de esta enfermedad -
(8). La transmisifn de mononucleosis infecciosa se realiza
por medio de células infectadas presentes en la saliva. E1
periodo de incubacifn de la mononucleosis infecciosa es de
42-49 dfas (2). El diagnSstico de esta enfermedad, se reali
ta en base a tres criterios caracteristicos: sfintomas clini

cos, manifestaciones hematolSgicas y resutados serolégicos

(5).

Se utilizan procedimientos serolfgicos en el estudiode

esta enfermedad, por las sigulentes razoanes (9):

1. Para determinar ls susceptibilidad o inmunidad frente

a mononuc leosis infeccicsa.

2. Para determinar la relacifn etiol§gica de un sindrome

de mononucleosis negativo, pars anticuerpos heter8filos y el
E'v L

3. Para determinar la implicacifn del EBV como agente etio
16gicc en una variedad de sfndromes clinicos con etiologia

indeffinida, como son la hepatitis, la eacefalitis, ls polinew
ritis infeccioss, ls pGrpura trombocitopenica idiopftica, la

anemia hemclitica y otros asociados con la infeccibn de este
virus.

4. Para determinar la susceptibilidad o inmunidad a la in-

feccifn, en primates inoculados experimentalmente con EBV.

5. Para determinar la presencia de antfgenos de la expre--
sifn del EBV en lfpeas celulares

&. ¢oms herramiente spidemiolfigica en poblaciones especiii
cas, se han empleado en particular métodos seroepidemiolSgi-

cos, para distinguir paciemtes con tumores asociados con el

EBV, que tienen uma infeccién inaparente.
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Fundamento: El suero de pacientes de los cuales se so0s
pecha tienen mononucleosis Infecciosa, se hace reaccionar
ton una gota de cuspensiones de antfgenos de riifn de coba-
yo y de estroma de eritrocitos de buey, separadamente en dos
etiquetas de papel. El antfgeno de rinén de cobayo, absorbe
los anticuerpos Forssman Yy los anticuerpos de la enfermedad
del suero, mientras que e] estroma de eritrocitos de buey,
absorbe 1ns anticuerpos de la enfermedad del suero Y los an
ticuerpos de la mononsucleosis infecciosa. La absorcifn se
demuestra por la p&rdida de ia capacidad del suero de aglu-
tioar eritrocitos de caballo, que reaccionan con loa anti--
cuerpos heterSfilos. iLa agiutinacidn de los eritrocitos -de
caballo con el suero absorbido con antfgeno de riién de co-
bayo, se debe a la presencia de anticuerpos de mononucleo--
sis infecciosa, en tanto que la aglutinacién de los eritro-
citos de cadballo con el suero absorbido por estroma de eri-

trocitos de buey, indica la presencia de anticuerpos Forss
man.

TECHICA
REACTIVOS Y MATERIAL.

Reactivos:

Suero problems.

Antfgenoc de riidm de cobayo: Se prepara suspend fendo -

dos rifiones de cobayc em suvero fisiolégico, en una caja de
Petri previamente enfriada y pesada para poder calcular pos
teriormente el peso del tcjido. Loé riiones se lavan con sue
ro fisiol6eico hasta que el sobrenadanre na cantanss aanava
y se suelen hasta obiener uns pulpa fina, con la cual se pre
Para una suspensiSn al 201 en suero fisiolSgico, que se hier
ve ung hora a baiio Marfa, compensando el volumen perd ido por
evaporacifn con agua destilada. Se agrega fenol para obtener
Und suspensifn al 0.5 y se guarda en ref rigerador, donde pue

de permacecer meses sin perdida de propiedades.




Estroma de erjtrocitos de buey.-Se prepara agregando a

los eritvocitos, cinco voldmencs de agua destilada enfriada

en hielo seco. Se dejan reposacr 30 wminuiocs y s

L]

ultracentri
fugan a 15000 rpm, lavando con agua destilada en frfe, las

veces necesarias para eliminar rastros de hemoglobina. CSe

suspenden en poco volumen de agua destilada y se sonifican.
Se lavan una vez con asortiguador salino de fosfatos 0.15 M
a pH de 7.2, volviendo a centrifugar y Tesuspendiendo en el
ssortiguador. 5i presentaran grumos pueden centrifugarse len
tamente. Esta suspensifuo puede utilizarse satisfactoriamen-
te por sels meses, s{ se maniiene en congelacién. El dfa de

la prueba, se lavan tres veces con solucibn de NaCl al 0.9%

Eritrocitos de caballo.- Se preparan colocando cinco -

partes de sangre de caballo, en seis partes de citrato al
3.BZ. Es conveniente utilizar jos eritrocitos de caballo en
vejecidos, de dos a tres meses despuls de su preparaciéfn.
El dfa de la prueba se lavan tres veces con solucifnde NaCl

al 0.9 (la solucifn nunca queda limpia}.

Material:

2 etiquetas de papel adheribles.
2 pipetas Pasteur.

2 micropipetas dz 304].

1 sicropipeta de 104).

Palillos.

Equipo:

Cronlmetro.

Limpara.

METODOLOGIA

TECRICA DE DAVIDSOHN ¥ODIFICADA.

1. En e] extremo de cada una de las dos etiquetas de papel

de 1 x 3 pulgadas, se coloca uras gota de 104l de eritrocitos
de caballo al 201%.
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2. tn la esquina de una etiqueta, se pone una gota con =i

cropipeta de 30N, de la suspensidn de antIgeno de ridaén de
cobayo al 107%.

3. En ]a segunda etiqueta, se coloca una gota de NJQ de

estroma de eritrocitos de buey al 10%.

4. Se aplica una gota de suero cerca de cada antfgeno usa

do en la absorcifin.

ETIQUETAS DE PAPEL

Eritrocitos de
caballo (201)

Ant fgeno Est roma
de riab de eritro
de cobaye “citos de
(10%) Suero del buey.
! paciente, (103)
5. Con un palillo se mezclan el suero y los antigenos, con

cuidado de ro rayar el papel.

6. Después se mexclsn con los eritrocitos de caballo y se

csparcen uniformemente sobre toda 1a superficie.

7. Se utiliza un cronfmetro, con el cual se miden dos minu
tos y se anota el tlempo exacto en el que ocurre la aglutina

cifo. En caso de no presentarse aglutinacisn z los dos minu-

tos, se considera 1a reaccidn negativa.

Resullados:

Después de la absorcidn com antigeno de riidn y cobavyo
y estroma de eritrocitos de buey Tespectivamente, las agluri
ninas de caballo muestran una clara diferenciacién eptre sue

ros de pacientes com mononucleosis infecciosa vy sin moponu--

cleosis infecciosa.
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En casc de tenetr el suero problema estudiado, anticuer
pos heterSfilos de mononucleosis infecciosa, la etiqueta de
papel con la suspensidn de rin6m de cobayo, presentard aglu
tinacidn visible antes de dos minutos, mientras que la eti-
queta que contiere la suspensifn de estroma de evritrocitos
de buey, resulta positiva si existen anticuerpos heteréfi--

los de Forssman presentes en el suero.

SUERO ABSORBIDO CON TIENPO DE AGLUTINACION EON

ANTIGENO DE ERITROCITOS DE CABALLO:

Rinén de cobayo

Estroma de eritrocitos

de buey.

PRUEBA:

CUESTIONARIO

l. iPor qué es recomendable realizar la técnica de David-

sohn modificada, tras obtener un resultado positivo con la

prueba de Paul-BRunnell?

2. iQGué hallazgos hematoldgicos indican una posible mono-

aucleosis infecciosa?

3. ¢Cufles son los anticuerpos heterSfilos?
4. iQué es el antf{geno Forssman?
5. iCSmo se prepara la suspensiSn del estroma de eritro-

citos de buey?

6. iPor qué se ha preferido utilizar eritrocitos de caba-

lio en lugar de eritrocitos de borrego?
T. iCufiles son las ventajas de utilizar etiquetas de papel
en la prueba?

la

iCon quf objeto se mezcla primero el suerc problema cos

suspensifo de estroma de eritrocitos de buey, y con antf-
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geno de rinén de cobayo, respectivamente eun cada etiqueta,

¥ posteriorsente se hace reaccionar con eritrocitos de ca-
ballo?

9. Mencione el funcamento de alguna pruebs comercial di-

senada para detectar antfcuerpos heterdfilos.

10. Senale otras técnicas empleadas en ls identificacifn

de anticuerpos que aparecen en la mononucleosis infecciosa.
DISCUSION

El niimero de pruebas solicitadas para el diagnbstico
de mononucleosis infecciosa, eo general no es alto, por 1lo
cual se ha requerido desarrollar una prueba simple, perv
Gtil. La reacciln de anticuerpos heterdrilos 2z la bage de
la mayorfa de pruebas usadas en el diagnfstico de mononu-
cleosis infecciosa. Estos anticuerpos aparecen en el suerc
de]l B85 al 901 de adclescentes y adultos jSvenes con mononu-
clecsis clisica y en un pequedo nGmero de infantes enfermos
La aparicién de anticuerpos heteréfilos en pacientes que
presentan datos clinicos y hematolSgicos tfpicos de esta en

fermedad, proporcionan una fuerte avidencia de infeccidn.

La modificacién de Davidsobn para los anticuerpos hete
t8filos, es una prueba de ripida y sencilla ejecucidn, el
resultade es flicil de leer y puede aser archivado. Es una -

proeba queofrece mayor sensibilidad que los equipos comer-

ciales accesibles.

Esta técnica requiere de varios reactivos biolégicos -
en pequeiias cantidades, que tienen la ventaja de poderse al

sacenar bastante tiempo en condiciones adecuadas.

En esta prueba se han utilirado eritrocitos de caballo,
poique deiectan anticuerpos en um periodo sayor de tiempo,
durante el curso de la enfermedad, en comparacila coo los -

eritrocitos de borrego, que se utijizan en la prueba de Paul

Bunnell y son menos sensibles.
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TECKICAS ESPECIALES

Los inmunocanilisis que utilizan isétopos radiactivos,
enzimas o compuestos fluorescentes, permiten adquirir una
gran cantidad de informacifn acerca de los wecanismos de

la patologfa y actividad funcional del sistema inmune.

Al irse desarrollando mejores reactivos para estas téc
nicas especiales recientes, va surgiendo um mayor entendi-
miento de cozmo funciona el sistema inmune, tanto encondicig

nes de salud como de enfermedad.

Al incrementarse el desarrollo de estos inmunoanflisis,
muchos procedimientos actuales caerfn en desuso, debido & las
veantajas que tienen la inmunoflorescencia, el radioinlunoan!

lisis y e] enzimviuwunocanalisis sobre ellas.

Estos inmuncanflisis no serdin solamente importantes en
el laboratorio de inmunclogfa sino que tendrdn aplicaciones
sumamente itiles, en los laboratorics de quimica, hematolo-
gia y microbiologfa, entre otros, utilizfndose con finalida

des diagnésticas, principalmente.

La iamunofluorescencia se usa ampliamente en la detec-
cifn de anticuerpos y antfgencs en enfermedades infecciosas
¥y autoinmunes, sientras que el radioinmuncanflisis occupa un
lugar especial en el anflisis de hormonas y drogas. El en-
zimoinmunoanilisis, es el nétodo que emplea reactivos mar
Cados ais reciente, y tiene aplicacioaes en las Sreas cubiex

tas previamente por la icmunoflucrescencia y el radioinmumnc-
andilisis.




- 190 -

INMUNOFLUORESCENCIA (IF)

La inmunofluorescencia es una técnica que fue creada
por Coombs y colaboradores en 1942, para el estudic de los
antigenos bacterianos en los tejides (8)}. Es una técnica -
histoquimica que consiste en conjugar ciertos colorantes -
fluorescentes con anticuerpos {(es lo mis comfin), o con an-
tigenos (en raras ocasiones), exponiendo después el conju-
gado a los antigenos o anticuerpos correspondientes, en cof
tes 0 impresiones de tejido, frotis de wmicroorganismos o de
células, o cultivo de tejidc en monccapa; se observa una -

fluorescencia en el foco de interaccibn antigeno-anticuer-
po (2).

Ea los Gltimos afios, la inmunofluorescencia, donde un
compuesto fluorescente se utiliza como marcador, ha sido re
comendado como wétodo alternativo del radioinmuncanflisis.
Se han desarrollado anklisis de horsouas, drogas y protef-
nas con importancia diagnSstica. En la actualidad, la sensi
bilidad de los métodos de inmunofluorescencia, permiten de-~
tectar sustancias presentes en concentraciones de l(."—12 M, o
menos (8). Los avances que se han alcanzado, se deben al de
sarrollo y mejoramiento de la iostrumentacibn utilizada, y
a la seleccidn de diferentes sustancias fluorescentes para

marcar los anticuerpos o antigenos (1).

La fluorescencia, es la capacidad que tienen ciertos -
compuestos natursles o sinté&ticos, para absorber luz de cier
tas longitudes de onda y emitir luz de wayor lomgitud de on
da, en alrededor de IO-8 segundos (5). La loungitud de onda
emitida. es caracteristica de cada cowmpuesto fluorescente,

y cada uno tiene una eficiencia de quantum, ¢ radio de eaer
gia luminosa emitida por la energia absorbida, que es tipi-

ca para cada fluorocromo.

Entre los fluorocromos que se utilizan para realizar

la inmunofluorescencia estin la fluoresceina, el fcido 1-
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uimetilaminonaftalen 5-sulfénice (DANS), ¥ la rodamina B de

lisamina (RB 200). La fluoresceina, con una eficiencia de
quantum cercana al B5X, es la sustancia mds popular usada
en microscoplia fluorescente {6). Los reportes acerca de su
rango de mayor absorcidn varian, perc emite luz con lomgi-
tud de onda de “20 nm, que aparece de color verde amarillen
to, al ojo humano; tiene dos ventajas sobre los otros fluo-
TOCTOmMGS; primero: su emis:dm & 520 nm estd en el irea de
mixima sensibilidad visual, y segundo, la autofluorescencia
verde amarillenta es rara, por lo cual las lecturas falsas

de este fendmeno disminuyen (1)}.

La fluoresceina debe ser conjugada a un anticuerpo-an-
tes de poderse utilizar en la t&cnica de inmunofluorescen-
cia. Este paso va acompafiado de la nrzparacibn de isotiocia
nato de fluoresceinma (FITC), un compuesto fluorescente que
tiene afinidad para proteinas, por via de su componente cia
nato (2). E1l FITC puede ser agregadoa una preparacidn de
anticuerpos, y el complejo o conjugado resultante, es capaz
dereacciounar con el antigeno para el cual se prepard el anti
cuerpo. La pureza y especificidad del anticuerpo, determina
la especificidad de reacciones subsecuentes con el conjuga-

do fluorocromo-protefna (6).

Es conveniente realirar la purificacidn del comnjugado
fluorocromo-proteina, antes de utilizarlo en la prueba. Pa
ra tal efecto se ha empleado 1la diflisis, que elimioa las
sales de)l amoriiguador y el sclvente del fluorocromso, y la
extraccion con carbbn o filtracifn en columna de Sefadex,

para eliminar la sustancia fluorescente que no reacciond

(8).

Debe efectuarse una absorcidn del conjugado fluorocro-
mo-proteina, coun polvos de tejidos, antes de utilizarlo en
la reaccidon de inmunofluorescencia, con objeto de eliminar

los anticuerpos inespecificos presentes (2).
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Rara vez es necesario, realizar la concentracidn del con
jugedo fluorocromo-proteina, pero en caso de requerirse, se

utiliza para tal efecto, la precipitacidn con sales (7).

Las pruebas de estabilidad del conjugado fluorocromo-~
proteina, indican largs du:zacidn en todas sus fases (liofili-

zado o liquido), 51 es mantenido a temperaturas de — 4°C.

Se han desarrollado varias té&cnicas que utilizan los con
jugados fluorescentes, a partir de la prueba original de Coons

vy colaboradores, entre las cuales se incluyen (6):

La técnica directa, donde se usa un anticuerpo conjuga-
do para deatectar la presencia de su antigeno correspondien-
te. Aunque es una técnica flicil de realizar, requiere el uso
de wmuchos controles para asegurar la especificidad del conju
gado fluorocromo-proteina. Con este méEtode pueden identificar

Se anticuerpos o antigenos de microorganismos v de tejidos.

La técnica indirecta, que tiene la ventaja de aprovechar
la capacidad de los snticuerpos de actuar como antfgenmos en
2lgunss especie animal diferente. Es una técoica fitil, porque
un con jugado puede ser usadov para identificar muchos comple-
jos antfgeno-anticuerpo, y por que e:z mis sensible que la téc
nica directa, apliclodose en la investigaciSn de anticuerpos
frente a muchos amicroorganismos asociados con enfermedades hu

sanas, y para delteclar autoanticuerpos.

La técnica del complemento, donde se produce la reaccibn
antigeno-anticuerpo capaz de fijar complemento, v los compo-
nentes de este {iltimo, unidos al comple jo, sop detectados -
utilizando un antisderc comjugado para el complemento. La téc

nica del complemento es wis sensible que la t&cnica indirec-

-

4, por ia amplificacidon que origina el sistema dei complemen
to, pero al anadir un reactivo extra {(complemento), se requie

ren mis controles.

La prueba de inhibicibn, que estd basada en la teoria de

que el grado en que un sueroc desconocido puede bloquear la -
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reaccidn entre un antigeno conocido v su anticuerpo con jugado,
estd en relacidn equivalente del contenido de anticuerpos en

dicho suero. La presencia de anticuerpos en una muestra desco
nocida, da como resultadc una disminucidn o desaparicidn de 1la

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 anti-

geno conocido y posteriormente marcar ese antf{geno con un an-

ticuerpo conjugado.

El equipo de microscopia de fluorescencia, es esencial
para la observacibn de laminillas preparadas con las técnicas
previamente descritas. los microscopios para fluorescencia va

rian en sus componentes necesarios, pero en general son los
siguientes (5):

I ~ -

Fuente Diafrag Filgro Filtro Conden- Especi Filtro 0Ojo

de sa de de prima- sador men Secun-
Energia Iris Calor rio

rio

Las principales dificultades que sparecen en la microsco
pia por fluorescencia, incluyen la fluorescencia no especifi-
ca, la autofluorescencia y las reacciones cruzadas (7). La aw
tofluorescencia es producida por materiales bioldgicos sin mar
car. incluyendo un amplio rango de longitudes de onda; este fe
némene puede ser eliminado, realizando arropiadamente la frue

ba, controlando la dilucifn, el pH y otras variables (7).

La tincidn no especfiica, o el tediido de materiales sin

la unidn antigeno-anticuerpo, es generalmente mfnima cuando se
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trabaja con bacterias o hongos, v aumenta cunado se observan
protozoarios o cultives de telidosg; posiblemente este fendme

no es ocasionado por el efecto de carga dcida-bisica entre

las proteinas (7).

lLas reacciones cruzadas pueden ocurrir, cuando estinpre
sentes antigenos iguales o similares en la reaccidn: esto se
puede controlar mediante fraccionacidn del suero, o por puri

ficacidn del antigeno (7).

Los procedimientos de inmunofluorescencia han sido desa-
rrollades con sensibilidad equivalente o mayor, que en cier-
tos procedimientos de radicinmuncandilisis, para hormonas, dro

gas y proteinas de importancia diagndstica (2).

Algunas venta jas de la inmunoflucrescencia, son las si-
guientes (3):

L. Loes reactives que se utilizan en la determinacidn, tie~-

nen una vida media miis larga, en comparacifn con reactivos -

marcados radiocactivamente.

2. El método puede ser automatizado, obieniendo gran veloci

dad y precisifn en los anidlisis.

3. Se puede desarrollar un sistema homogénec de inmunofluo

Tescencia, para antigencs protefcos complejos. El sistema ho
mogéneo, eliminard el paso de separacidp de unidn v desunién
del antigenc con el amticuerpo. Se pueden realizar anflisis

homogéneos similares por latécnica de ELISA, pero son muy di

ficiles de elaborar.

&. Los sistemas de inmunofluorescencia pueden desarrcllar

se para cuantificar miltiples constituventes ripidamente en
una sola muestra.

Entcre algunas desventajas de la inmsunofluocrescencia se

tienen, el alto costo de la instrumentacidn especial utiliza

da para el desarroilo de! anflisis, v que el anticuerpo mar-
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cado con el fluorocromo, debe estar purificado v estandarira

de, para obtener la sensibilidad especifica y precisifn re-
queridas (6).

La inouncfluorescencia se ha utilizado para estuidos de

cma tr P &
fnxn:&!a_____. tra , 32

re

5itos d¢ amtiCucipus errindén, anti
cuerpos antinucleares, para enumerar poblaciones de linfoci-~
tos y en dermatologia para estudios de vasculitis y ligquen

planc, entre otros (3),
CUESTIONARIO

1. iQué tipos de filtros pueden ser utilizados en un micros

copio de inmunofluorescencia?

2. Describa un método de conjugacifn, v la purificacibn del
con jugado obtenido.

3. iAdemis de la fluoresceina, que otros fluoracromos se uti

lizan en la inmunofluorescencia?

4. Explique ¢l fundameatc de la determinacién de un sntigeno

en fase s5lida por inmunofluorescencia.

5. Esquematice la técnica de immunofluorescencia cos comple-
mento.

6. iQué fijadores se utilizan en inmunofluorescencia de te ji
dos? :

7. iCufles son les componentes de un microscopio para inmyno
fluorescencia?

8. iQué téconica de inmuncfluorescencia seutiliza en el diag-

noOstico de la sifilis?

9. Mencione una aplicacion de la inmunofluorescencia en el

toimmune.

10. Sefale algin uso de 1la iomuncfluorescencias en la determi

nacidn de hormonas y drogas.
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RADIOINMUNOANALISIS (RIA).

El radivinmuncandlisis (RIA) fue descrito por primera

e

oD oon 195% ¢ Y

aiow vy Delasvu, apiicddu a la cvuanlifica-
cidn de¢ insulina, haciendo uso de los radicisdtopos para
wmarcar el antigenc y aumentar la sensibilidad en la medi-
cidn dela reaccidn antfgeno-anticuerpo (l). Pertenece a un
grupo de andlisis basados en el principicde competencia en
tTe un ligado, marcado radicactivamente y un ligando sin -
marcar, por una proteina de unidn. En este caso la protef-
na de unifn es un anticuerpo especifico v el ligando, el -
antigeno correspondiente. La concentracidén de reactivos es

ta controlada al alcanzarse el equilibrio (7):

AE™ <+ AC AR AR™ AC + Ag~™

Este anilisig_::_::?;;;;damente sensible y especifico
para deleciar reacciones antigenc-anticuerpo; en algunos -
casos pueden medirse hasta picograrcs (10-123) (7). Su sen
sibilidad deriva de la radioquimica y su especificidad de

la reaccidn seroldgica (2).

En la realizacidn del rsdiocinmunoanfilisis, se requie-
Te utilizar un material marcade radimactivamente de calidad,

que aumenta la sensibilidad y precisidn del anfilisis (2}.

Lzs sustancias radicactivas son finicas en su emisifn de
particulas, en su vida media, y en el sistema usado para de-

tectarlas. Se pueden clasificar como emisores de partfculas
x, e e ¥ (I

Para el marcajr radivactivo se utiiizan diferentes ra-

dioi.ﬁto PO S. Los qua se ut il'v',-n rFAN e WA Frocuanrsa =

__________ - - -_—

el 131I y el 1251 (8). En ciertos procedimientos se han sar

cado tambien los péptidos con 3H. l‘C y 35S {10).

La intensidad de la emisidn de particulas radioactivas

se puede medir en térwinos de particulas producidse, de

”~
_______ - -
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nergia liberada por unidad de tiempo, o en base a su activi-
dad especifica que se define como la cantidad de radioacti-
vidad por cantidad de compuesto. La unidad blsica de radioac
tividad es el Curie (Ci), que es una medicidn del nlmero de
desintegraciones radioactivas por segundo. Un Curie es igual
a 3.7 X 1010 desintegraciones/segundo, lo que corresponde a
la radioactividad de un gramo de radio. Como esta unidad es
demasiado grande para fines pricticos, se divide en miliCu-
rie (mCi), que es igual a 3.7 x 107 desintegraciones/segundo,
y microCurie (M Ci), que es igual a 3.7 x 10 desintegracio-
nes/segundo. Se utilizan tambien unidades como soa las desin
tegraciones por minuto (dpm), donde 2.2 x 10 dpm es igual a
1 4Ci, y las cuentas por miouto (cpm), que equivalen a dpm -
x eficiencia del conteo. La Comisgidén Imteranacional de Unida-
des Radiol8gicas (ICRU}, define a la unidad de radioactividad
del Sistema Internsciceal (ST}, como el becquerel (Bgq), que
es igual a2 1 desintegracifn/segundo. ! Ci=3.7 x 10!? Bq. Cor
mo el beckerel es una unidad muy pequeiia, se utilizan mélti-
plos, como son el kilobeckerel (kBg) = 103 desintegraciones/
segundo, el megabecquerel {MBq) = 106 desintegraciones/segun
do y el gigabecquerei (GBq) = 109 desintegraciones/segundo.
Cuando se derine ia radicactividad en funcidu de su aciividad
especifica, la radioactividad se expresa en las unidades pre-
viamente descritas, y la camtidad de compuesto en gramos, mo-

les o sus correspondientes submultiplos (9).

Para medir la radioactividad se emplean countadores - -

Geiger, detectores de centelleo, y detectores del estado s6-
lido (5).

El dpsarrniip dsi ragicipmuncanaiisis peié wad seosism-
cia especifica, depende del acceso a um antisuvero que comnten-
ga amticuerpos con una adecuada afioidad, titulo y especifici-
dad. Para producir el antisuero deben iumumizarse animales com
la sustancia em cuestidm, que puede emplearse sin modificar o
modificada, con objeto de aumentar la inmunogenmicidad (10). -
El comejo y el cobayo son los animales més utilizados para -

prepararlo (8).
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En el radioinmuncanilisis de una hormona, &sta, para invectarse,
no requiere ser completamente pura (en algunos casos ex-
tractos giandulares producen los mejores resultades). Por

regla general, de 0.25 a | mg de hormona o su extracto, -

< A w -
¢ inyeztods oo

a4
-

N wh WILlo vopevial tuvmy es ia sclucién de -

Freund. La vfa de administracidn varia, pero por lo gene-
ral se utiliza !la vfa subcutdnea, en varios sitios del ani

mal, cada 2 o 3 semanas. La obtenciSn de un buen antisue-

ro puede tomar de 3 a 6 meses, o mis (8).

Una vez obtenido el antisueroc, es necesario determinar
el titulo de dilucifn ideal. Para esto,diluciones en concen
traciones progresivamente crecientes de antisuero, son incu-
badas con concentraciones constantes de hormona radicactiva.
En forma grifica, se obtiene as{ una curva sigmoidal, cuya
parte superior corresponde 4 una gran concentracidn de anti-
Cuerpos y que por estar en excesc, se unirfn a toda la horme
na marcada. Al otro extremo de la curva el antisuero muy -
diluido tiene un poder de conjugacifn muy bajo. El titulo de
dilucidn del antisuero ideal para la prueba, es aguel con el
tual se cbtiene una ligadura de 30 al 502 de la hormona ra--
dioactiva, o up coclente ligado/libre de 0.7 a 1.5 (1/1) - -
(10}. Lo que se trata de obtener, es una concentracibn de -

anticuerpos tal, gue tanto la hormona a medirse como la mar-

cada, compitan por igual por los anticuerpos presentes en el
antisuero (8).

Ue paso fundamental! de la técnica, consiste en marcar -
radiosctivamente los peptidos y prote§nmas. Para tal efecto
se han desarrcllado varios métodos quimicos, entre los cua-
les estidn el método con cloramina-T, el =método con el reacti-
vo de Bolton-~Hunter, la electrolisis con corriente constante

¢l método enzimitico con lactoperoxidasa Yy Blucosa-oxidasa
(10}. Es obvio queel material marcado radiocactivamente debe

teoerse en forma pura, v es conveniente almacenarlo en solu-

ciones acortiguadoras isotdnicas a un PH que proporcione es-
tahilidad (&)
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Debe utilizarse la determinacidn de inmunoreactividad
de las proteinas radioiodinadas, usando dos diluciones del
antisuero: con un exceso de anticuerpo y con la dilucidn de

trabajo. La actividad especif ica [uede ser astimada, cono--

ciendo la masa de la hormona v las cuentas por minuto de -~

1231, introduc 1da en la mezcla de reaccidn (3).

En general, la técnica consiste en lo siguiente: se pre
paran simultdnecamente los tubos de ensaye que servirfn de -
estdndar y los que llevardn la muestra a determinarse (sea -

Plassa, orina, etc. preparadas en formaespecial), todos en

duplicado o triplicado. A tedos los tubos se agrega uma so-

1

ucifc amortiguadora. A los tubos que constituirin la curva

estindar, se agregan concentraciones crecientes de la hormo-

na estindar cue se desea medir, v al resto un volumen constan

te de las muestras. Finalmente, a ambas series de tubos se

agrega la mimma concentracifn de hormone radicactiva y del
dntisuero. Se iniciz luego la incubacidn a 4°C por un tiempo
determinado, que puede durar de uno a cinco dias depend iendo
de la hormona, de las caracteristicas del antisiero, etc. -
Por regls general, mientras menor es la cantidad de marcador
radicactivo ymas alto el titulo de diluc iSn del antimero,-
mayor deberd ser el periodo de incubacifn. Se procede f inal-
mente a la separacidn de las fracciones ligada y libre de la
hormona raa joactiva, tanto en los tubos estlindar, como en los

que cont ienen la muestra (8).




REACCION DEI  RADIOINMUNOANALISIS {8).

A

Ag? N Ac
~
.~ = (3}
-~
-j >
Ag* +
_._._/
(F) Ac
Ag _+__ "
~ Ag Ac
S
.
Ag* =~ Antigeno marcado.
Az = Auntigenc no marcado. (F) = Fraccidn Libre.
Ac = Anticuerpo. (B) = Fraccidén Ligada.

Desjues de realizar la reaccidn competitiva, es necesa-
ria la separacifn de las fracciones ligada y libre del anti-
geno marcado radioactivameate, para podet determinar el co-
ciente de eqilibrio entre ambos. Este procedimiento debe
realizarse ripida vy completamente, pera establecer un co-
ciente exacto (7). Los nftodos utilizados con este fin, a-
provechan la diferencia de tamaiio molecular, carga, adsor-
cidn o solubilidad del complejo formado (9). Los radioinmu-
noanflisis varian en la forma en como se realiza esta sepa-
racidn. Algunos mé todos usados en la separacidn del antige-

o marcado libre y ligado em el radicimmunoanalisis inclu--
yen (2):

.- Separacifo por carga: cromatoelectroforesis, electrofo-
resis, resinas de intercambio ibnico, fraccionamiento -
en sales.

2.~ Separacidn por su tamsiio molecular: cromatografia en gel,

filtracifn en microporo.

3.~ Sistemas de anticuerpos en fase s§lida: Fe-precipitado

del anticuer o doble, anticuer po polimerizado, umidn co
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Valente del anticuerpo al polie stireno, celulosa, abscorc idn

del anticuerpo en la superficie de tubos de pliestireno o

polietileno.

4.- Separac ibn por propiedsdes inmunolégicas: doble anticuer
PC ¥ Ségunuc anticuerpo de fase sflida.

5.- Separacifn por adsorcidn en superf ic ies: talco, silica
micropreciypitada, celulosa, nitrato de celulosa, gel -
de fosfato de zirconilo,

b.- Sepsracidn por solubilidad en solventes orglinicos: eta-
no, dioxano.

7.~ Técnicas miscelfneas: proteolisisc enzimBtica.

La eleccidn de la técnica depende de varios factores wue
incluyen: el efecto del proced imiento en el equilibrio de la
reaccidn immunol8gica, interferencia de las sustancias pre-
sentes en el plamma, como sales, urea, proteina plasmitica
y complemento, efectos en la variacidn de la concentracidn
de proteina y el volumen que puede ser manszjado. También
el tiempo y el costo son consideraciores oue afectan la e-

lecc i5n del sistema.

Loz procedimientos de separacifn mas empleados, son los

del anticuerpo doble, cromatoelectroforesis, absorcifn de

silica, y las técnicas de anticuerpo env fase sslida (9).

Luego de sepsradas, las fracciones ligadas y libre se -
tucniam secparadamence durante un tiempe fijo (generalmente
un minuto), en un contador automliticc de centellec de ra-

d iacidn gamma, comunmente.

Los vaiores obtenidos tanto para la scluciSo estindar -
como para las muestras, son registrados tanto en papel arit
mético como semilogaritmico y logit, y se obtieze asi la -
curva estfodar, en la cual la radioactividad o el cociente

de antigeno ligado/libre deiminuye en funcifn de la con-
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centracién de la hormona en la muestra. Finalmente, la con
centracidn de la hormona en cada una de las muestras amali-
zadas, se obtiene al comparar la relacidén de antigem 1 iga-
do/libre de cada muestra, con el cociente del antigem 1iga

do/libre obtenido con la solucifn estdndar (8B).

CURVA DE RADIOINMUNOANALISIS (B).

For
i5
COCIENTE 20 :
AG MARCADO
25
L1GADO/LIBRE
(%)
] e i -
o

CANTIDAD DE ANTIGENO.

NO MARCADO (10-125).

Un paso importante en el radioiommunoanflisis, ¢s la toma
¥ el manejo de las muestras. En ciertos anflisis se pueden -
obtener resultados erréneos por heeSlisis, lipemia y por adi

cifo de ciertos anticoagulantes (9).

Para greparar soluciones de los reactivo s, se requiere -
un equip volumétrico con gran precisidn y exactitud, en el
rango de volumenes en que se emplea cada pieza. Los reacti-

vos deben mezclar se en forma efectiva pero mo destructiva.
(10).

Es esencial comparar las potencias del radioimumoanfli
sis y el bioanflisis de patrones comocidos y de sconoc idos -

de muestras biclSgicas, rara determinar si el radio imuno--

analisis mide dnicamente el material biclég ico active, o

tambien material immumnolég ico que da reacc iSn cruzada {5).
Durante los Gltimos veinte afios, los mé todos de radioc in-

muooanflisis vy la purif icacifn de las sustancias marcadas -




se han desarrollado enormemente, contrijbuyendo &1 progreso
de la medicina y en esfecial de la endocrinologia (8). -
Existen muchas variaciones del cl&sico mf todo del radiocinp-

wunvanaiisis; estas 1ncluyen 1a Juriricacidn y marcado del

- e
antidue

i

i

g b [P O—
I%s L =T} Lu&ﬂl

fu

€l autigeuv, v adicidn secuencial dei
antig eno marcado, desues de alcanzar el eguilibrio del --

ant icuerpo y el antfgeno desconocido (5).

E]l radicinmunoaundilisis se ha aplicado al anflicis de -
hormona s pliréptidas, otras hormenas no pelipépticas,dro-
gas, vitaminas, mcleftidos cfclicos, enzimas,virus, antige
nos tumorales, proteinas séricas y otras mwoteinas y hapte-

aos, tanto en el hombre, como en otras especies (11).

A continuacifn se enlistan algunas wustancias medidas
vor radio imunoankli cia (11):
Bormonas pituitarias (hormona de crecimienton).
Hormonas corionicas (ganadctrogpina, coridnica humana).
Hormonas pancrefticas (insulina).
Hormonas calcitropicas (calcitonina).
Hormonas gastrointest jpales (gastr ina).
Hormonas de te jidos vasoasctivos (angictensinas).
RBormona s tiroideas (tiroxiua).
Esteroides (corticosteroides).
Aminas biolSgicas (serotonina).
Drogas (depresivos del szistema nervioso centrsl).
Vitaminas (cianocobalamim).
Enzimas (tripsina).
Virus (antigeno asociado & Ia hemtitis).
Antigenos tumorales (antigemo carcinoembriog&nico).
Proteinas séricas (immunoglodbulinas).

Otrae (enterotoxina estaf ilocdccical,
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CUESTIUONARILIC.

Explique un método empleado para marcar proteinas radio-

activamente.

Describa la reaccidn de 10dinacidn de una f[roteina.
iQué problemas se presentan en la produccifn de! anti-

suero empleado en el radioinmunoan8lisis”

iCulll es el criterio a seguir para elegir la especie a-

nimal adecuada en la produccifn de anticuerpos?

Sefiale algunas proteinas empleadas como acarreadoras, -

con jugadas con el hapteno.

iQué precauciones debeu tenerse con ei material radioac

tivo?

iCSmo puede evitarse el daiio producido en los reactivos

invelucrades en el radioimmunocanfilisis, durante la igp-

cubac ion?

iEn qué consiste el andlisis inmunorad iométrico?

Explique la prueba radioimmumoabsorbente en papel.

L e -

sunoanfiliais.
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ENZIMOINMUNOANALISIS (Ela}

Engvall .- Perlmann decarrallaron en 1971  on mitadn
inmunoldégico que utiliza el anticuerpo unido a una enzi-
ma, con objeto de localizar una gran variedad de sustan-

¢ias antigeénicas, en teiidos o fluildos corporales (3).

Los anilisis que utilizan antigenos, haptenos o an-
ticuer fos marcados c¢on enzimas, se hapn aplicado reciente
mente en la medicifn de sustancias en fluidos biol8gicos
A estos anfilisis se le han dado varios nombres como son:
enzimo -inmuncandlisis (EIA), inmunoanfilisis de unidn
enzimlitica, inmunoanflisis de marcador enzimidtico, inmu-
noanfilisis de enzima 2coplada, anflisis inmunoenzimdtico
y anflisis utilizando inmuncabsorbente y enzima unida -
{(ELISA). Existe un tipo de inmunoanfilisis enzimftico ho-
mogéneo, donde a diferencia de otros tipos de anfilisis,
no se requiere separacifn del material marcadeo, libre ¥y
unido, al cual se le ha llamado técnica de iomupoandiisis

de enzima multiplicada (EMIT), o inmuncanilisis de inhibi

cidon enzimftica (10).

A continuacifin se hace referencia a Ia técnica de -
ELISA, que es5 la mls utilizada en la actualidad y oue se
basa en la capacidad oue tienen los anticuerpos o antige
nos de unirse a una enzima, manteniendo el complejo forma
do tanto la actividad inmunolSgica como ls enzimfitica, -
siendo iodispensable que el antigenoc o el anticuerpo fpue-
dan acoplarse a up soporte de fase sbilida, para facilitar
la separacidu wiiie loa icaciivis umidos y 1ibies {(3}.
Después de formar un comrple jo por incubacidn de los reac-
tivos que particiran, se agrega un sustrato enzimlitico es
pecifico, q:e da como resultado un producto soluble de -

reacc idn, suscepitble de ser medido por su densidad Spti-
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ca, lo que proporciona el dato de la cantidad de anticuerpos

o antigenos especificos en el fluido de prueba (6).

- LN
I SR

El ELISA se ha clasif icado en anflisis hemcgZnc

O

terogeéneos, de acuerdo a la separacifn de los reactivos que

participan. En los anflisis homogéneos, la enzima se con juga

con un hepteno, v cuando este conjugado reacciona con un an

ticuerpo, se modif ica la actividad enzimdtica. Este tipo de

anfilisis presenta la caracteristica de no recquerir separa--
cifn entre la porcidn unida y la gorcifn libre, y se restrin

ge al andlisis de sustancias con bajo peso molecular. En el

"

s heterogéneo, un paso esencial consiste en la sepa-

raciom de reactivos unidos con enzimas, de los reactivos li
bres de marcs (53).

Existen una gran variedad de anklisis elaborados a par

tir del fundamento del ELISA (2,10).

Para determinar anticuerpos, se han clasificado los si
guientes metodos (5):

I. Método Indirecto.- Se utiliza pmra medir conjugados -

con enzimas marcadas con antigliobulina humana. El procedi-
m iento consiste en: absorber el antigeno al plato, lavar,
agTegar suerc com cualquier anticuerpo esrecifico que se
acopla al antigenc, lavar, agregar la g¢nzima marcada con
antiglobulina ogue se acopla 2l anticuer o, lavar y agregar

sustrato. La cantidad de sustrato hidrolizado, es emiva-

-

$ole al anilicuerl pu presente.

I1. Método Competitivo.- El antigeno se aflica a la fase
s5lida; el conjugado de anticuerpo esr~cifico uride a una
enzima se mezcla con la muestra problema oue puede conte-
ner anticuerpos y se incuba con la fase sSlida, ocue se la
va posterormente, % s5¢ agregs el sustrato. La diferencia
entre ¢! sustrato degradado y el conjugado wlo, mfs la

muestra, ez froporcional a la carntidad de anticuerpo emn la
muestra.
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II1. Método Anti-IgM.- Este método es Gtil cuando el anti-

cuerpo IgM se encuentra ep una gran proporcifn en sl suero.
Se efectia, recubriendo la fase sSlida cor la globulina de
un ant isuero frente a IgM

, €l suero de prueba se incuba con
la face <flidas con=ikil

1x2dz , 5 lava, st ajrega el anti-
gem marcado con enzima y a contimacidn se atiade el sustra
to enzimdtico. La degradacifn del sustrato, es jroporcional

a la cantidad de anticuerpo IgM en la muestra.

En la determinacifin de antfgeros,

tes métodos (5):

se tienen los sigu ien

1. MEtodo Competitivo.- En este anklisis el anticueryo es
pecif ico se une a la fase s6lida, el conjugado antfg eno-en-

zima se mezxcla con la muestra oue posiblemente contiene an

tigeno, la mercla se ioncuba en la fase sSlida, se lava ¥y se
agregs el sustrato enzimftico. La dif erencia entre el sustra
to degradado con el conjugade wlo, y el conjugado més la

mue stra, es projorciomal a la cantidad de antigemo en la -
Ruestra.

11. Método del Empmredado (§andvich) cor doble Anticuer po.-
El anticuerpo especifico se une a la fame s8lida, la wmues--
tra de prueba se incuba con la fase s5lida y se lava, el conm
jugtdode anticuerpo espec ifico unido a uoe emzima, ee iocu-
ba, se lava, y se adiciona el sustrato enzimftico. La degra

dacifn es por orcionmal a la cantidad de antigeoo en la mues
tra.

111. Método de Inhibicifn.- El antfgem de referencia »e une
4 la fase sS1lida, el conjugado de ref erencia de anticuerp
esrecifico con enzima se mezcla cor la muestra ocue cortiene
avt{geno y se iocuba con la fase oflida, se lava y = agre-
g2 ¢l sustratw. La diferencia de la degradacifn entre las -
suestras del antigen de referencia comn el corjmgado solo, ¥y

¢l conjugado mfs la muestra, es proporcional a la cantidad

de antigens £n la muestra.
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Tapte 1o antigenes Tos articuerjos, queden ser

uridos covalentmmente 2 la fase sflida constituida for un
material rarticulade (8Y Seutilizar sopertes de celulosa,
de poliacrilamida, de nvlon, de poliestirero, de rrop il e-
m, de polivinile, de vidrio microcristaliro, de hule si-
liconizado v otros plaSticos (2). Se fuede obterer una ad
sorci6n pasiva satisfactoria er tudes, disces o microfpla-
cas y se ha observado cue el poliestirenmo v el rpolivirilo

proporcionan lcs s jortes mis adecuados (9).

Las cordiciores Sprimas para recubrir la fase sSlida
(por ejemilo: concentracién del reactivo, tiemjfo, temre-
ratura y rH), se deben determinar cor titulaciones cue
wiillees tcaltivuas de seferwivia (2). El exceso de reacti
vo puede eliminarse, mediarte lavado con Tween PBS; el ma
ter 13! sensibil izado puede usarse immediatamente o alma-
cenarse en recipientes adecuados a2 4"C por periodos de mis
de ur afio (I0). La enzima utilizada debe tener una elevada
actividad, un precio econdmice y ser accesible en forma

pura.

Se han emrleado una gran variedad de enzimas, entre -
las cuales se incluyenr la acetil-coliresterass, la Q-D ga-
lactosidasa del citocromo C, la glucoamilasa, la gluco sa-
oxidasa, la §-D glucuronidass, la lactato-de shidrogenasa,
la glucoss 6-fosfato deshidrogenasa, la fosfatasa alcal i-
na, la lisozima y la reroxidass de rfbano (10). De ellas,
la fosfatasa alcalina v la feroxidasa de rébano, son favo
ritas, vy en espxial la dltima, or s bajo costo, forque
es fdcil de conjugarse, pr su estabilidad, Yy joroue actia
sobre una gran variedad de systratos (9),

Para preprar los conjgados, se util izar agentes de
unién cruzada, de los cuales los més o julares son el glu

taraldehido y el periodato de sodio (5). Los cornjugados
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se corservan estables [or wuchos meses y ha sta jor anos,de
fref erencia er forma concentrada {8). Para purificar los

ICLEEELT e, ov jiwic tralicar la precititacién por sales, o

la Filrtrar ifn da oal fO)Y
Trrtracian Se ool (O}

La eleccidn del sustrato en este inmumandl isis es cri
tico. Debe ser estable y svluble antes ydespués de la degra
dacidn, reaiiere ser barato, seguro y fiicil de usar. Se em-
plean sustratos cromogénicos we son imcoloros inicialmente
y fuer temente coloreados despufs de la degradacidn. En algu
oS Cass se emflean sustratos fluorogénicos que dan un Pro
ducto fluorescente, y tienen la ventaja de proporcionar un
anflisis de alta sensib il idad, como es el cam de la meti-
lumbelifer ima (5).

Un sUsifaiv adciuauy paia 18 iuvsiailass sivalina, es el
fosfato de p-nitrofenol. Para la peroxidasa se emplean la

o-toluidina y la o-fenilend iamina, que es el sustratc mfs

ad ecuado (9}.

Con objeto de detener la reaccidn, se ewrlea general--
mente NsOH, auncue se usan tamb ién HZSOA’ formalina, Nalj,

3202 y etanc! absoluto, entre otros reactivos, de acuerdo

al sustrato empleado (2).

El resultado de una prueba de ELISA, puede deterpinar

se vimalaente o por medicifn fotométrica.

Cuapndo se realiza una lectura visusl, el resul ;ado pue
de reportarse como positivo o negativo. Para anflisis wme
reciier en una alta prec isifn, el resl tado debe leer se fo-
toméfr icamente. Los resil tados obtenido s fueden regqortar se

de las siguientes formas (9):

. Comc positivas o negativas de acuerdo a un nivel deter

ainado previamente con muestras negativas.

2. Como un valor de absorbancia bajo condicioncs defini-

das, incluyendo muestras de referencia.

3. Como un cociente del valor de absorbancia de la Iuestrll

entre un grupo de muestras negativas corocidas.
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5. Como punto final de la titulacién, al realizar dilucio

nes seriadas de la muestra, v probarlas por ELISA.

5. Como una unidad, elaborande unz curva patrén con mues-

tras conocidas.

Las ventajas del ELISA incluyen bajo costo, estabili-
dad de los reactivos, seguridad, sensibilidad, rapidez, una
manipulacibn sinmple,especificidad, equipo de flcil acceso,
la posibilidad de realizar mltiples anflisis simultineamen
te, permite automatizacién y no representa peligros de ra-

diacidn (10). Detecta rangos de nanogramos/ml (4).

La ténica de ELISA se encuentra en una etapa inicial

de desarrollo, pero esta logrando mucha popularidad e imnte

e
v&e DPebosm swzluoiog & suilias vaiiasbies (i}.

Es de suma importancia definir los tonjugados enzrima-
anticuerpo, en términos de la actividad enzimdtica vy de las
propiedades inmunolégicas, comoc son las especificidades y
afinidades de los anticuerpos; los sustratos deben comparar

se¢ rigurosamente con materiales de referencia (7).

Se puede obtener reacciones falsas positivas por la -
presenciade factores no especificos en el SuUero, que se unem

4 componentes de la preparacifo cruda de antigenos (5).

Inicialmente, este inmuncanflisis se utilizd principal-

mente en el frea de enfermedades infeccicsas (9).

Se han estudiado anticuerpos frente a bacterias como -
Salmonella, Vibrio cholerae, Escherichia, coli, Brucella -
abortus, Yersinia enterocolitica, Meissaria gonerrhoeae, Kei
sseria meningitidis, Xlebsiella pneusoniae. Mvcobacterium tm
berculosis, Mycobacterium leprae ¥y Chlamidiae. Se han deter-
minado ant{genos de Sterptococcus Pieumoniae, de Haemophilus
influenzae, de Neisgseria meningitidis, y los antigenos "O"
de Brucella y Salmonella. E1 ELISA a permitido medir la res

puesta humoral a la vacunscidn de difteria Yy tétancs; se han
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dido también las enterotoxinas estafilococcicas y el Tre-

ponema palliidum (9).

En miclogia esta técnica se ha utilizado para deter-
minar anticuerpos frente a Aspergillus v Candida; se ha
aplicado en el diagnbstico de micetfma v para determinar

aflatdéxina B (9).

El ELISA se empieza a usar en el inmuncdiagnlstico de
enfermedades virales, y ya se han realizado estudios para
virus de rubeola, citomegalovirus, grupo herpes, rotavi--
rus, virus de la influenza A y B, virus sincitial respita
torio, virus de la parainfluenza, adenovirus, virus de va
ricella-zoster, virus del sarampidn, arbovirus, virus de

la hepatitis B y otros (l).

Se han desarrollado estuidos de enfermedados parasita
rias tales como la malaria, la esquistosomiasis, la leish-
uaniasis, la toxoplasmosis, la amibiasis invasiva, la on
cocercosis, la enfermedad del quiste hidatiforme, la equine

cocosis alveolar, la triquinosis y la toxocariasis (6).

En el dres de hormonas, se ha aplicado el ELISA en la
determinacifn de gonadotropina coribnica, el lactSgenoc pla
cental humano, la insulina, las hormonas tircideas y los

estrogenos entre otras (10}.

Esta técnica se ha empleado en la deteccifn de drogas
tales como el metrotexato, ls digoxina y drogas antiepilép

ticas (9).

Se han estudiado nor el ELISA, compouentes del suero,
con son los anticuerpom I1gC, IgM e IgE, la ferritina, La
C“Z haptoglobina, el factof VIII, el fibrinogeno y otros
{%). TamriZn se han wmedido los niveles de protefnas onmcofe
tales, como es el caso de la of-fetoproteina y del antige

no carciono-embriogénico (10).

En el campo de las enfermedades autinmunes, ha sido
utilizado el ELISA en la medicidn de compleios inmunes del

factor reumatoide, anticuerpos anti-actina v otros (8).
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Otras aplicaciones del ELISA se han desarrtcllado en el
drea veterinaria y agricolas (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 camnn sgricola

se han analizado gran cantidad de virus, como son el virus

mosaico de la manzana y el pepino, virus de la papa A vy Y,
v muchos otros (1).

Se espera que en un futuro préximo, el ELISA se utiliza
ra para investigar también alimentos contaminados por toxi-

nas y contaminacidén ambiental (9).

CUESTIONARIO

l. iCbmo nuede separarse la fraccifn inmunoglobulina del

antisuero, con objetc de utilirarls en el EL1ISA’

2. Explique como se efect@a 1a unién, en la preparacibn de

un conjugado.

3. iCémo debe realizarse la determinacidén de la fuerza del
conjugado?

4, iQué variables de la fase sb6lida deben ser evaluadas?

5. Describa el procedimiento que debe seguirse para evitar
que ciertos materiales presentes en la muestra se¢ adhieran a

la fase s5lida en forma inespecifica.

6. Mencione dos sustratos sobre los cuales actfia la enzima
peroxidasa.

7. iQué parimetros criticos deben vigilarse en la realiza-
cidn del ELISA?

8. Esquematice la técnica del método competitivo para anti

geov del ELLSA.

. 9. iQué ventajas presenta el ELISA er comparacifn con el
radioinmunoanilisis?

10. iCull es la importancia de la aplicacidn del ELISA en

el cawmpo agricola?
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ORGANIZACION DE UN LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA

El campo de la inmunologfa ha progresado notablemente
durante ivs uitimos afios, y se han efectuado avances signi
ficativos, no s610o en la comprensifin de los mecanismus va-

sicos de la respuesta inmune, sino tambi&n en sus aplicacio

nes en la prictica aédica.

HistSricamente hablando, lis aplicaciones de la ipmuno
logfa 8 nivel de laboratoric, se desarrollaron inicialmente
en las %reas de serologia de la entermedades infecciosas y
mis tarde, en el banco de sangre. En afios recientes, este -
campo se ha ampliado notablemente y sus implicaciones priic-
ticas, ahora se extienden a varias $reas clinicas que inclu
yen: reumatologia, dermatologia, nefrologfa, enfermedades
alérgicas y de hipersensibilidad, cardicologia, neurclogia,
pediatria, gpastroenterologia, y finalmente ctros dos campos
mayores que son: transplantes ¢ inmunologia del clincer. Los
laboratories clinicos, se enfrentsan con problemas crecientes
para proporcionar servicio en las freas antes mencionadas, va
que ha aumentado el nimerc de pruebas de laboratoric, para
el diagndstico y manejo de enfermedades clinicas con impli-
caciones inmunolbgicas. El crecimiento de esta frea, esti -
dando lugar a la aparicibn de un grupo de cieatificos y téc
nicos de laboraterio, con interés primordial en las pruebas
inmunol&gicas. Por ahora, estos individuos y las pruebas in
munolfgicas se encuentran en muy diferentes laboratorios clf
nicos, como son el de microbiologfa, serologia, bané¢o de --
sangre, hematologfa, quimica clfoica e histopatologfa. Se es
ta tratando shora entre los centros médicos, de crear un la-
boratorio bien definido de inmunologfa clinica, por lo cual

se requiere desarrcllar ciertos lineamientos parsa su organi

zacidn.




ORCANIZACION PROPUESTA

Las pruebas peneralmente consideradas, en el laborate
rio de inmunolegia clinica, incluven varias técnicas de in
munoprecipitacidn, inmunomicroscopia, técnicas de aglutina
cidn, pruebas para proteinas séricas, incluvendo los com--
ponentes del complemento, pruebas de histocompatibilidad o
tipificacidn de tejidos, pruebas para la inmunidad celular
y procedimientos que utilizan materiales radioactivos. Las
ireas de un laboratorios de Inamunclogfa, pueden ser dividi

das en la siguiente forma:

a). Area de Inmunologia General.
b). Area de Inmunologia Celular.

c}. Area de Pruebas de Pistocompatibilidad o Tipifi-
cacidn de Tejidos.

d). Area de Trabajo con Material Radioactivo.

Posiblemente, la mis irportante consideracidén en el ma
mejo de estas dreas, estd relacionada con el control de ca-
lidad, que incluirla la calidad de los reactivos e irstrumen
tos, la seleccibn del procedimiento para determinada prueba,
especimenes de control positivos y negativos, estlindares, co
leccifin y coaservacién de muestras, procedimientos de seguri
dad, procesamiento de datos, interpretacibn y reporte, dis--

tribucibn de las freas de trabajo, y contabilidad de costos.
AREA DE INMUNOGLOCIA GENERAL

Esta Area, debe ser desighada para realizar pruebas ta-
ies ccmo son las técnicas de inmunoprecipitacifn, iomunomi-
croscopia comprendiendo reactivos fluorTescentes y enzimas -
marcadas, andlisis de proteinas séricas, incluyendo aquellas
para los componentes del complemento, y las pruebas y proce-

dimientos de aglutinacidn. El espacio, equipo y personal da

esta unidad, va a depender de las necesidades de determinada
institucidn.
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En esta 8rea pueden realrzarse otras pru-h-s serolégi
cas, para diagnosticar enfermedades infeccioggs yno infec
ciosas. Entre las m3s comunes estdn aquellas relacionadas
con la deteccidn de anticuerpos circulantes en varias enfer

medades autoinmunes.

La prueba de inmunofluorescencia indirecta, se incluye
para varios anticuerpos amtinucleares, anticuerpos mitocon
driales, anticuerpos de miisculo liso, anticuerpos localiza

dos en la membrana basal de la piel, y varios otros autoan

ticuerpos.
. ]

Las pruebas de inmunoflucrescencia directa, se realizanm
en biopsfiss de tejidos, y son importantes en el estudio de

enfermedades renales, de higado y de piel.

Las t&cnicas de inmunoprecipitacidn, incluyen la deter
minacidn de inmunoglobulinas en suero, determinacibn de los
componentes del complementn, medicibn de varias protefnas
séricas como son la ceruleplasmina, la of l-antritripsina,
la proteina C reactiva y muchas otras. Las ticnical'nefels
métricas estdn rcemplazando gradualmente las técnicas de in
munodifusidn radial; en muchos laboratorios clinicos, los
procedimientos inmunocelectroforéticos se realizan principal

mente para caracterizar las gamopatfas monoclonales.

Un prototipo de las técnicas de aglutinacidn, es la --
prueba de aglutinacibn con eritrocitos tanados, para los an

ticuerpos frente a tiroglobulina y los anticuerpes microso-
males.

AREA DE INMUNOLOGIA CELULAR
TN

(VNIDAD DE COLTIVO DE TEIIDOS)

En el frea de Inmunologfa Celular, se realizan pruebdbas
relacionadas con la evaluacifn de la inmunidad mediada por
células. Incluye la prueba de la transformacifn blastoide
del linfocito con mitégenos y antigenos apropiades, la - -
prueba de inhibicidn del factor de migracidn, cuantificacién
de c&lulas T vy B en sangre periférica y en tejidos linfoide,

pruebas "in vitro” para estudios de la citotoxicidad del linm
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focito contra varias células blanco, pruebas de ia quimota-
xis del monociteo, y otros procedimientos tales como la prue
ba de inhibicidén de la adherencia del leucocito evaluada en
la deteccifn de inmunidad humoral],y las pruebas de rosetas

para identificar marcadores caracterfsticos de los linfoci-

tos, y poderlos seprrar para investigaciones posteriores.

Esta frea requiere de un cuarto de esterilidad adecua-

do para el cultivo de tejidos involucrados en el trabajo.

Para evitar peligros de contaminacién, este cuarto de-
be teper alglin sistema como serfa la luz U.V. sobrecalenta-
da, un sistema de presifn de aire positivo con filtros ade-
cuados v flujo laminsr. Debe tener tambi&n, incubadoras de
cultivos, y otro equipo estfndar para esas operaciones. - -
Idealmente, el drea de cultivo de tejidos, deberfa dividir-
se en dos partes: una para estricto trabajo estéril v otra
para realizar cultivos rfipidos, preparar reactivos y proce

SAT muestras para evaluaciones finales, que no Tequieren es

terilidad rigurosa.

El estudio de la Inmunidad Celular es importante en la
evaluacibn de pacientes con deficiencias primarias o secun-
darias, con enfermedades autoinmunes, con sindromes de hi-
persensibilidad retardada, con enfermedades malignas, espe-
cialmente en aquellos que siguen un programa de inmunotera-

pia y pacientes con transplantes, cuya inmunosupresisn debe

ser monitoreada.

AREA DE PRUEBAS DE RISTOCOMPATIBILIDAD O TIPIFICACION

DE TEJIDOS.

Las pruebas de histocospatibilidad, somn un servicio de
tipo especializado esencial para instituciones que llevan a
cabo programas de transplantes. Otro importante campo de ac
tividad para esta frea del laboratoric, es el estudio de aig

ciaciooes de enfermedades que se estln 1nvestigando actual-
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mente. Por ejemplo, se ha establecido que en el caso de es-
pondilitis anquilosante, existe ascciacidn con HLA-B27, vy

es esta una prueba comunmente solicitada.

Otra importante aplicacidn de la prueba de antigeno
de linfocitos, se encuentra en el campo de las pruebas de
paternidad. En afios préximos, esta serd definitivamente im

portante aplicacifn de las pruebas de histocompatibilidad.
AREA DE TRABAJO COR MATERIAL RADIOQACTIVO

Los anflisis que utilizan material radioactivos, tales
como ¢l radiciomunosnflisis para varias hormonas y otras sus
tancias, comd el antigeno de la hepatitis B, 1la inmunoglobu
lina E, el antfigenc carcincembriogénico, la o -fetoprotef

na y muchas otras, representan un Jiresa de rfpido crecimiento

en ¢l laboratorio clinico.

En muchas instituciones, estas técnicas se realizan en
varios departamentos de laboratorios clinicos que incluyen
d¢ndocrinologia, quimica clfrica y radiologfa. Como estas téc
nicas son esencialmente inmunolSgicas por las reacciones an-
tigeno-anticuerpo que involucran, se deben considerar como
parte integral del laboratorio de Inmurclog{a. Por ser estas
técnicas reproducibles, muy sensibles, especificas y permi-
ten el anilisis de un grao nimero de muestras, estln reempla
zando los biosnflisis mormalmente empleados. Actualmente se
han automatizado varias técnicas de radioinmunocanflisis y es

posible cooseguir el equipo necesario para efectuar dichas

determinaciones.

En afios recientes, se han desarrollado inmuncanflisis -
con enzimas marcadas pars la determinacidp de varias sur an
cias, y actualmente se estin estableciendo para Teemplzxwpar

te de los radioinaunocandlisis a nivel de un laboratorio clf-

nico.
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CONTROL DF CALIDAD

Cada laboratorio de Inmunologia, debe en cualquier zomen
to estar capacitado para demostrar v documentar su habilidad

en la realizaciin de las pruebas que proporciona como servicio

de laboratorio clfnico. Se sugiere, gue aproximadamente un 20

a 251 del esfuerzo total del laboratorio, debe estar dirigi-
do a realizar pruebas de control de calidad, de especfmenes,

tales como los est@ndares, 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 caracterfsti-

cas del laboratorio de inmunologfa clfnica, que afectan direc

tamente el control de calidad. Estas incluyen:

1. Inaccesibilidad de estfndares fisicos Tequerides para la

mayorfa de las pricticas en este campo.

2. Muchos de los datos generados por estas pruebss, son cua

litativos y no dimensionales.

3. La marcada pecesidad de educacién pars entender y aplicar

los datos obtenidos por estas pruebas, especialmente g nivel
clinico.

&. El amplio rango de diversidad en esta ire., que se extien

de desde las pruebas serolSgicas de la sifilis, basta estudios
funcionales de cflulas T y B.

El control de calidad en el laboratorio de iomupologfa -
sirve no solamente para conocer requerimientos reuglatorios,

sino también como herramienta de educacidn.
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EQUIPO MINIMO REQUERIDO EN UN LABORATORIO
DE PRACTICAS DE INMUNOLOGIA.

Bano a Temperatura Constante.

Cimara de Electroforesis.

Fuente de Poder de Corriente Estabilizada (bmA y 100-200
Volts).

Centrf{fuga (hasta & 000 rpam).
Colorimetroc Coleman Jr.
Estufa con Temperatura Constante.

Microscopio de Luz (con objeitivos de 10X, 40X y 100X},
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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL MANUAL.

Ac.,
Ag.
c'.
CFA,
C'H50.

CIEF.

EAC.

EIA.
EID.

ELISA.

FAR
CRC.
IF.
Ig.
MEN .
Ml.
FAT.
nT.
RIA.

TBS.

Anticuerpo.

Antigeno

Complemento.

Células formadoras de anticuerpos.
Complemento total 50X hemolftico.

Cowtrainmunoelectroforesis.

Receptores para eritrocitos de borrego en los
linfocitos T.

Receptores para el complemento en los linfoei-
tos B.

Eozimoinmumoan@ilisis.
Electroinmunodifusién.

Aoilisis wtilizando inmuncabsorbente v enzima
unida.

Factores auti-oucleares.

Eritrocitos de carmnero.

Iawuaofluorescencia.

Inmenoglobslina.

Medio ainimo esemcial de Eagle.

Momoaucleosis iafeccionsa.

Witroazul de tetrazolio.

Nécleos de timo.

Radiocismuscauflisis.

Solucifn amortiguadora de trietanolamina salina.

Orgaoizacion Mundial de 1a Salud.
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