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INTRODUCCION 

En los últimos años, es decir aproximadamente a partir de 1976 y hasta el pr!'l_ 

sente, la sofisticación de metodologras y el advenimiento de los adelantos -

de Ja' electrónica y la computación, se han ido incorporando a nuevos instru-

mentos creados por la Bioingenierra. Ello ha permitido manejar datos acerca -

de componentes de los flufdos orgén!cos, que si bién presentes en cantidades 

bajísimas, desempeñan esenc!'ales funciones en los procesos que regulan el -

funcionamiento del cuerpo humano, tanto en estado sal u ble como patológico, 

De ahí que el vrnculo y la intercomunicación entre el médico y el laboratorio 

clrnico se han hecho más esenciales que nunca. 

Este avance ha marcado el signo del cambio, de trabajar con métodos poco -

específicos, complejos y requiriendo bastante tiempo para realizarse, además 

de operar sobre mue·stras de apreciable volumen, se ha pasado a nuevas meto

dologías que requieren solo rnícro:nuestras y que exhiben la ventaja de una -

mayor sensibilidad y especificidad, asociados con procedimientos considera

blemente simplificados. 

En este aspecto, la In.11unologfa ha satisfecho la necesidad de disponer de m~ 

todos cada vez más sensibles, especificos y aplicables a los diversos cam_ 

pos del laboratorio clrnico como es la Cndocrinolcgfa, Infectología, Paras!tg 

logra, Enfermedades de tipo Inmune,· Enfermedades Neoplásicas y reclenteme.n 

te en el monitoreo terapeútico. (2.9) 



I. - OBJETIVO 

r: 1 objetivo principal de este trabajo esyoner al alcrince de aquellas personas 

interesadas ·en estas técnicas, la información teórico-práctica que sea titil, de 

tal manera que se disponga de una información condensada, actualizada y -

de uso préctico en el acontecer diérlo del laboratorio clfnico, teniendo asf 

un panorama amplio de las diversas pruebas Inmunoqufmicas clasificadas se

gún el campo de aplicación clínica, conociendo además las ventajas y des

ventajas de cada una de las pruebas que aquf se han mencionado. 



II. - FUNDAMENTOS DE RADIOINMUNOANALISIS 

Las reacciones inmunológicas se utilizan en procedimientos analfticos, tan

to de tipo cualitativo o de detecclón, como de tipo cuantitativo o de valora

ci.ón, permitiendo alcanzar altos niveles de especificidad y de sensibilidad. 

El uso de anticuerpos y/o de antfgenos marcados con distintos tipos de intj! 

cadores, demuestran ser partícularmente útil para el estudio de los fluídos y 

tejidos del organismo humano. 

Con este objetivo y desde hace un buen número de años, se han estado em

pleando' varios colorantes fluorescentes y la inmunofluorescencía constituye 

una forma metodológica diagnóstica bién establecida que encuentra amplia -

aplicación en la Microbiología y en la Patología Clínica í' · 

Sin embargo, los procedimientos de inmunofluorescencra no son rápidos, no 

se adaptan con.facllidad en autoanalizadores y la lectura de los resultados -

se hace generalmente en forma subjetiva, lo que introduce un factor indese-ª. 

ble de variación en los mismos. 

Un tipo de indicadores de marcaje que se usan en antfgenqs y/o en anticu~ 

pos son los elementos bajo su forma de isótopos radiactivos, con ellos nació 

la ciencia y la industria del Radioinmunoanfllisis (RIA). l'l.9) 
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2.1-GENEHALJDADES. 

El; desarrollo de las técnicas por RIA constituye un hecho importante, que en 

años recientes demostró set una contribución del real progreso en muchas á

reas de la medicina moderna (24). 

Las metodologías que se usan en el RIA son de gran sensibilidad y exhi_ben -

un alto grado de especificidad, lo que nos permite realizar cuantificaciones -

exactas y precisas, de una gran variedad de componentes biológicos tales co-

mo: - Péptidos. 

- Hormonas 

- Vitaminas 

- Medicamentos. 

Elementos todos ellos, que generalmente se encuentran en bajas concentraci.Q 

nes en los tejidos y en los fluídos del organ!smo, pero que áun as(, son -

de importancia considerable para el mantenimiento de la salud, en las enffil 

medades y en tratamientos terapeóticos. (24) 

En la actualidad, usando las técnicas del RIA, se valoran niveles de varios 

centenares de diferentes substancias, algunas de ellas se· manifiestan en la 

sangre en concentraciones baj!simas, del orden de nanogramos y áCm pic.Q 

gramos por mil!lltro. (25) 

Antes de que se dispusiera de las técnicas. del RIA, muchas de esas susb

tanclas solo se podían valorar empleando métodos muy tediosos, largos y con 
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un alto grado de dificultad, por lo que frecuentemente resultaban imposibles -

de incorporarse a la rutina prtlctica del laboootorlo clfnlco. 

2. 2 TERMINOLOGIA 

El término Radtoirununoanéllsis o el de sus siglas RIA, son los que se usan 

en fonna generalizada. 

El usar otros términos puede llegar a crear confusiones, como ejemplos -

tenemos: - Anélisis por saturación. 

Antilisis por desplazamiento 

- Radibcinélisis (RA) 

- Radioensayo 

Estos términos o expresiones resultan de usarlos en base a los fundamen-

tos que rigen a ciertas metodolog!as del RIA, o bién por el tipo de reactivos 

que utilicen en las mismas. l 2.A) 

2 . 3 ANTECEDENTES HISTORICOS 

Entre los años de 1950 y 1960, Berson y Yallow 02st•.¡d!.aban el comporta--

131 . 
miento de la insulina marcada· con I, reportar6n ciertas de sus observaciones, 

las que, posteriormente sirvieron de base para el desarrollo de un método por -

RIA, que valora niveles de insulina en plasma. As! mismo comprobarón que ;.-,;.-

cuando se trata a un paciente diab!3tico con insulina marcada, este· desarrolla-

anticuerpos. También tuvier6n éxito cuando intentar6n producir la inducción de 

anticuerpos a la insulina marcada en animal~s de laboratorio. 



Adem8s, detectar6n un hecho que a la postre tendrl'a un valor fundamental 

para el desarrollo de los métodos del RIA, que !_n vitre, la insulina no mar-

cada, tiene la capacldad de desalojar a la insulina marcada de su unióri con el 

anticuerpo, lo que ocurre por razones de una mayor afinidad con el anticuerpo. 

Finalmente, constatarón que a una concentración de anticuerpo constante, 

la cantidad de insulina marcada queda unida, es cuantitativa con respecto a -

la cantidad de insul1na no marcada, presente en la muestra en estudio y/O sis

tema reactivo empleado en la prueba. ('il\) 

2. 4 BASES DE LA METODOLOGIA POR "RIA" 

Los elementos que se necesitan para efectuar la valoración de un ant!geno, -

por medio de las técnicas del RIA, son las siguientes! 

a) Un anticuerpo espec!fico para el ant!geno a valorar 

b) Un ant!geno marcado con un indicador. 

c) Un antígeno no marcado, de concentración desconocida 

d) El mismo antfgeno no marcado pero bajo forma de un 

esténdar. 

e)' Un si.Eterna separativooseleccionada para usar en la pru~ 

ba, 

Podríamos comenzar por representar lo que ocurreeen la prueba, de la st-

gu1ente manera, usando las abreviaturas qu~ se indican. 

Ag* Ant!geno marcado 
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Ag Antfgeno no marcado (desconocido o esténdar) 

Ac Anticuerpo 

UE Unt6n especrfica (complejos que se forman) 

Ag* + Ac UE ( Ag*/ Ac) 

Ag + Ac UE ( Ag i Ac) 

Antfgeno no marcado: esté representado por dos elementos, el primero co

mo el del antígeno o elemento desconocido, que estti presente en la muestra en 

estudio y cuyo nivel se desea valorar; el segundo, representado por una prepa

ración que lo contiene en concentraciones conocidas y que usa como un esttin-

dar de referencia en la prueba a realizar, 

Sistemas separativos: son el procedimiento que permite separar O bién me

dir diferencialmente, la fracción del ant!geno marcado que permanece unida ª. su 

anticuerpo especffico, de aquella fracción del antfgeno marcado que se encuen

tra en estado libre. 

EJEMPLO: tengamos el caso de tener que valorar niveles de insulina en pla..§ 

ma por RIA, pra ello debiéramos contar con los siguientes elementps: 
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a) Anticuerpos espec!ficos a la insullna 

b) Insulina marcada con un indicador 

c) Insullna no mercada (en la muestra a valorar) 

d) Insullna no marcada (en un esté.ndar de referencía) 

e) Un medio reactivo con buffer apropiado. 

f) Un sistema separativp 

Fundamento de la metodología: el componente a valorar en la muestra del 

plasma del paciente (ant!geno no marcado o insulina no marcada), compite zon 

el antígeno mercado con un indicador (insullna marcad1') en su tendencia a unl,r 

se al anticuerpo específico. 

Cuanto mé.s insulina contenga la muestra, menor seré. la cantidad de ins_g 

lina marcada que permaneceré unida a los ant!cuerpos específicos. La obten-

c16n del resultado final del anflllsis se logra mediante lecturas efectuadas en -

curva estflndar, trazadas con anterioridad. \!1'\) 

2. 5 VARIANTES DE LAS METODOLOGIAS DEL "RIA," 

La determinación de T4 {tiroxina tetravodotironina) por RIA fue descrita por 

primera vez por Elkins, en 1974, consiste en utilizar como reactivo especfftco 

de unión con e l compuesto o antígeno a valorar (t' 
4

), no un anticuerpo especr

fico, sino una proteína plasmfltlca, la TBG o globullna fijadora de tiroxina. 

Dado que aqu! no se utilizan anticuerpos, esta metodollog!a representa -

una verdadrea variante de.las técnicas RIA, pues se sigue empleando. antfge--
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nos marcadores con un.indicador (tiroxina marcada). 

Radioanálisis: es justificable entonces, llamar a la metodolog!a de Elkins pa

ra distinguirla de las de reactivos en base a anticuerpos espec!ficos. 

Otros tipos de variantes ser!an: 

a) Usa~ receptores celulares como elementos 

de captación del ant!geno a valorar. 

b) Usar enzimas, como elementos de capta-

ción del antígeno a valorar, dichas enzimas 

ligadas a anticuerpos especlficos. 

Pero sea cual sea la técnica del RIA o su variante, en todos los casos se de-

berá contar con un sistema separativo que nos permita distinguir entre compo-

nentes .retenidos bajo formas de unión o complejos. ~ 75) 

2. 6 REACTIVOS ESPECIFICOS DE UNION PARA 

CON EL ANTIGENO. 

Estos son esenciales en todas las técnicas del RIA o en sus diferentes V_5! 

riantes, y suelen emplearse entre otros: 

a) Anticuerpos espec!ficos. 

b) Determinadas prote!nas normales. 

c) Determinadas enzimas (unidas o no a anti 

cuerpos) 

d) Receptores 6elulares. 

Cada uno de estos tipos de reactivos específicos de unión, tienen sus --
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ventajas y desventajas, no hay ningún tipo ideal de reactivo entre ellos. 

Propiedades de los reactivos especrficos de unión. 

Hay dos caracter!sticas importantes que deben observarse en estos ele--

mentas: a) El grado de especificidad para el antígeno 

a valorar. 

b) El grado de afinidad para dicho ant!geno. 

2.6.l Uso de anticuerpos espec!ficos. 

Los anticuerpos especificos son el tipo de agentes de unión que se utili

zan més frecuentemente-. 

Empleando animales, como cabras, conejos o cameros, se pueden inducir 

en ellos la producción de anticuerpos contra una gran variedad de compuestos 

químicos como son: 

a) Protefoas 

b) Hormonas 

c) Medicamentos 

d) Metabolitos intracelulares. 

Muchos de los ant!genos contra los que se desea obtener anticuerpos, -

son compuestos de peso molecular bajo, con frecuencia inferior a la cifra de 

los 1,000 Daltons, y no poseen una capacidad inmunogénica por si mismos, -

se les tiene que unir a un portador protéico. 

Dichos compuestos, llamados convencionalmente antígenos, en realidad 

no lo son, més bién podrían ser considerados como un tipo de haptenos, ya 
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que dan especificidad pero no son capaces de inducir la formación de anticu'ª-!: 

pos. 

Ventajas de los anticuerpos especlflcos. 

Permiten el desarrollo de una variedad de metodolog!as de alta especifici

dad y de una gran sensibilidad, para detectar niveles muy bajos del ant!geno 

a valorar. 

Desventajas de los anticuerpos espec!flcos. 

Al inducir la producción de anticuerpos en animales, se llega a obtener -

el correspondiente antisuero, pero al usarlo en la práctica, frecuentemente se 

tropieza con el inconveniente de que ocurran reacciones cruzadas. 

Ejemplo. un anticuerpo a la dogoxina, puede llegar a reaccionar también -

con la digoxina. 

Un anticuerpo a la L-tiroxina, puede llegar a reaccionar con la D-tiroxina 

En varias de las hormonas del tipo de las glucoprate!nas como son las -

siguientes: 

TSH Hormona estimulante tirofdea (HET) 

LH Honroona Luteinizante (HL) 

FSH Hormona estimulante del fol!culo (HEF) 

HGC Hormona Gonadotroflna Coriónica Humana. 

Existen entre estas cadenas carbonadas muy similares y, por consiguie..n 

te para que ocurran reacciones cruzadas, en las que un anticuerpo espec!flco 

a una de estas hormonas reacciona también con alguna o algunas de las re_§ 

tantes. 
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Hay ocaciones en las que los problemas de una reactividad cruzada se ha

cen tan serios, que anulan en valor prtictlco de una determinada meto:iolog!a 

del RIA. 

Una forma de solucionar el tipo de problemas que representan los casos -

de reacciones cruzadas, consiste an emplear el antisuero més especCfico que 

sea posible de producir y eliminar de la muestra, por procedimientos de adsqr 

ción, a aquellos antígenos que puedan originar dichas reacciones, aprovechq_n 

do las diferencias que en grados de afinidad pudieran existir entre el antlcUfil 

po y el ant!geno. 

Otra desventaja que puede presentarse es: que el anticuerpo buscado, -

puede ser dif!cil de producirse. 

En este tipo de metodologías se valora como resultado, una actividad in

munológica, y no una actividad biológica, que ser!a més recomendable. lS'\, 11) 

2. 6. 2 Uso de determinadas proteínas normaales. 

El usar proteínas naturales o normales como agentes de unión especifica 

resulta ser algo atractivo, ya que las mismas requieren de poca o casi ningu

na preparación previa. Ademés, sus caracter!sticas y sus propiedades suelen 

ser, en general, consistentemente uniformes y confiables. 

El suero sanguineo humano contiene proteínas que pueden actuar como -

agentes de unión especifica para con algunos de sus componentes importan

tes, como son: Cortisol, Honnonas Tiroideas, Testosterona, Vitamina B12 • 

Se pueden usar proteínas naturales de unión especifica, pero no necesa-
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riamente de origen humano. 

Así se han desarrollado métodos del tipo RA para la vitamina s
12 

usando 

elementos proteínicos como agentes de unión, entre ellos, factor intrínseco de 

cerdo y suero de pollo. 

Ventajas de usar proteínas normales: 

Estas proteínas son compuestos estables, relativamente no costosos hasta 

el grado de ser muy económicos y facilmente pueden ser producidos como reaqj;i 

vos de laboratorio. Además presentan características uniformes de lote a lote. 

Desventajas de usar proteínas normales: 

Son disponibles sólo para un número límitado de compuestos. 

No muestran una buena espedficidad ni afinidad para el elemento a vale-

rar. 

2.6.3 Uso de enzimas. 

También se pueden usar enzimas como agentes espec!ficos de unión con 

el compuesto a valorar, principalmente cuando se trata de evaluar niveles de 

fármacos y en esquemas de minitoreo terapéutico. 

Así en una forma de unión protei'ca competitiva, se determinan niveles de 

metrotexato, en base a su unión con la enzima dihidrofolatoreductasa. 

El metrotexato es un fármaco, antagónico del ácido f61ico, aunque qurm!

camente, resultó ser un análogo de este óltimo. 

Se le usa en terapéutica por poseer propiedades antitumorales. También -

se le emplea en tratamientos de Leucemia agJa y en otras enfermedades de -
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de tipo neoplésico. <,S) 

2.6.4 Uso de receptores celulares. 

Otros elementos que pueden usarse como fuentes de unión específica son 

los genéricamente llamados receptores celulares, estos pueden ser: 

a) Receptotes de membrana. 

b) Receptores citoplasméticos. 

c) Receptores nucleares. 

El término receptor, designa a una molecula o a un complejo molecular -

que es capaz de reconocer y de desarrollar una interacción al unirse a susta.n 

cias que pueden ser, una hormona, un neurotransmisor o un principio activo. 

La especificidad de un receptor va dirigida hacia la porción biológicame.n 

te activa de la sustancia a la que se une. 

Las fuentes que se usan para elaborar preparaciones de receptores, pue-

den incluir el empleo de células intactas o fracciones de ellas. 

Las preparaciones a base de células intactas se logran a partir de sangre 

y de cultivo de tejidos. 

Según las técnicas que se emplean para el aislamientos de células, se -

podran afectar, en mayor o menor grado, la concentración y la afinidad pro-

pia de un determinado receptor celular en part!cular. 

En términos generales, las metodologías que emplean receptores cell!la

res, son menos sensibles que los inmunoensayos, por la avidez propia y -

características que exhiben los anticuerpos P.ara con sus antígenos espec!fi-
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cos. 

Ventajas de los receptores celulares: 

Nos permiten medir actividades biológicamente funcionales, en lugar de 

de depender de resultados de valoraciones de actividades de tipo inmunológico o 

pasivo. 

Desventajas de los receptores celulares: 

Su relativa inestabilidad 

Ocurrencia de casos de uniones inespecfficas. l'>º) 

2. 7 TIPOS DE INDICADORES DE MARCAJE 

La molecula indicadora puede llevar un marcaje de cuando menos tres ti

pos diferentes, como son: 

2. 7 .1 Marcaje indicador con uno o más elementos radiactivos. 

Toda metodolog!a de tipo RA o RIA utiliza como moleculas indicadoras a 

compuestos marcados con uno o mas elementos radiactivos. 

Ventajas: 

Al'.m cuando este tipo de marcaje indicador nos presenta algunas innegables 

desventajas, se le emplea extensamente, en razón de su flexibilidad y su alta 

sensibilidad, ambas propiedades constituyen ventajas de una indudable impQ!' 

tanela en la pr'tlctlca del trabajo de laboratorio. 

Desventajas: 

Sus posibles efectos perjudiciales para la salud 
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Su relativa inestabilidad del marcaje radiactivo. 

El costo de los equipos de detección de la radiactividad. 

Isótopos que se usan en RIA y en RA; generalmente estos caen unicamente 

en una de las siguientes categoñas: 

1) Emisiones de rayos beta como el (3H) 

2) Emisiones de rayos gamma como el (125 I) 

Nociones básicas de Radioactividad. cada elemento tiene un número único 

de electrones y un número de protones, lo que es propio y caracteñstico de 

cada elemento. Aquellos átomos de un mismo elemento que tienen el mismo -

número de protones, pero diferente número de neutrones en su núcleo, son --

los llamados Isótopos. Aquellos isótopos que son inestables y que van emitie_n 

do rayos radiactivos, son los llamados radiois6topos. 

La emisión de la radioactividad puede ser de tres tipos diferentes: 

1) Radiaciones de partrculas alfa, son núcleos de helio, tienen dos neu

trones y dos protones y una carga positiva neta de +2. 

2) Radiaciones de part!culas beta, tieaen una masa igual a la de un ele_g 

tr6n y una carga neta de una unidad. 

3) Radiaciones de rayos gamma, son emisiones electromagnéticas. 

Marcaje con elementos que emiten part!cillas beta. El reemplazar un áto

mo de hidrógeno con uno de trltium, en una molecula, no da lugar a cambios 

que influyan desfavorablemente sobre la antigenicidad de la misma, lo cual -
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e§ tilla ventaja, los compuestos marcados son, en general, de buena estab!li

dad y como el tritium tiene una vida media de 12 años., al ser usados como

reactivos, tienen una larga vida, presentando una ventaja adicional. 

Hay reactivos capaces de absorber las radiaciones beta y emitir luz, lo 

que da las bases que permiten obtener los resultados finales de los análisis. 

El tiempo requerido para preparar la muestra y el costo de los reactivos, 

son la desventaja para trabajar con este tipo de marcaje que emplea emisio

nes beta. 

Marcaje con elementos que emiten rayos gamma. Hay varias ventajas que 

favorecen el uso de materiales marcados con isótopos de emisión gamma. 

Una de ellas, es J:::¡ue la cuenta de este tipo de emisiones radiactiva se 

hace en forma directa y lleva poco tiempo. Casi siempre bastará un minuto. 

Los datos de interés sobre elementos radiactivos de este tipo de emisión 

podr!an considerarse de la siguiente manera: 

- Co 5 7 se usa para marcar compuestos como l.a vitamina B12 

- Se 75 se usa para marcar compuestos esteró'Cdes 

- l2 5 I y l3l I. en la actualidad, el 125 I es el isótopo mas frecu!W 

temente utilizado dentro de las emisiones gamma. 

El 125 I tiene varias ventajas sobre el ;r,,~,l,¡ 

- es mas fácil de obtenerlo. 

- sa emisión radiactiva se cuenta mejor 

tiene una vida mayor 
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- la emisión del 125 I es menos enérgica que la del 131 I por los que su 

manejo contrnuo representa un peligro menor para la salud del operador. 

Como el l25¡ es un emisor débil, parte de sus radiaciones se escapan al 

contaje. Hay diferencias en las pérdidas que vañan segC!n el material de los -

tubos usados en la prueba. Comparando los tubos de vidrio y los de material de 

plftstico, se comprueba que con tubos de vidrio las pérdidas son mayores en -

un 20%. l1b) 

2. 7. 2 M<1rcaje Indicador en base a una actividad enzimética. 

Hay dos tipos de metodologías derivadas de los principales fundamentos -

del RIA, es decir, son pruebas inmunoqu!micas, pero con la particularidad de -

que recurren al uso de enzimas como elementos indicadores y por consecuencia 

eliminan la necesidad de manejar materia es radiactivos. 

Dado que emplean enzimas, se les llama metodologías inmunoenzimáticas 

pueden ser consideradas entonces como un tipo especial de pruebas inmunoql,!f 

micas. Se les identifica por medio de siglas y comercialmente se les llama si.§ 

temas en lugar de metodolog(as o técnicas, as! tenemos: 

1) Sistema "E LISA" Antrg en os Séricos ligados a enzimas. 

2) Sistema "EM IT" Técnicas de inmunoensayo con enzymas multiples 

Dichos sistemas se describen en los capítulos IV y V de este trabajo, de 

una manera detallada. 
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2. 7 .3 Marcaje indicador en base a la capacidad de emitir fluorescencra. 

Algunos compuestos químicos, poseen la propiedad de absorber la energía 

luminosa y de reemitir después esa energía en forma de luz de mayor longitud 

de onda, que aquella luz originalmente absorbida. Este fenómeno es llamado -

fluorescencia y puede encontrar aplicación para el desarrollo de metodolog!as 

de valor práctico para el laboratorio clínico, especialmente en estudios de se

rologfa. 

Habitualmente la luz excitadora que se emplea, es la ultravioleta o la ul

travioheta cercana dentro del rango de los 250 a 400 nm, en tanto que la fl@ 

rescencia emitida es de una longitud de onda mayor. 

Los procedimientos de inminofluorescencfa, penniten detectar y titular a_n 

ti cuerpos y antfgenos por procedimientos directos e indirectos. Se basan en 

conjugar un anticuerpo con un fluorocromo como la fluoresce!na, detectando la 

fluorescencia con un sistema óptico adecuado. Dichos procedimientos se d~ 

criben con mayor detalle más adelante. 

L Las pruebas que se basan en la inmunofluorescencia y que son requeri-

dos con relativa frecuencia al laboratorio son: 

1) Anticuerpos fluorescentes a Treponema (FTA-ABS) 

2) Anticuerpos antinucleares fluorescentes a Lupus eritematoso, Artritis 

reumatoide, reacciones a fánnacos. 

3) Anticuerpos fluorescentes a Cisticercosis y Toxoplasmósis. (5) 
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2 .8 SISTEMAS SEPARATIVOS APLICABLES A 

METODOLOGIAS POR RIA 

El punto final de toda metodología por RIA, involucra la determinación de 

la proporción relativa en que se encuentra coexistiendo, al final del procedi

miento analítico, las siguientes fracciones: 

1) Antígeno libre o desligado de su unión con su anticuerpo 

2) Antígeno que permanece unido a su anticuerpo 

A fin de determinar la distribución de las fracciones, se cuantifica, ya -

sea el antígeno libre o el antígeno combinado, por vra directa o indirecta. 

Se han desarrollado no menos de cinco tipos diferentes de sistemas de -

separación. Algunos de los primeros sistemas empleados, aquellos de tipo e

lectroforético, ya casi no se usan en pruebas de rutina por RIA, por haber g 

do .desplazadas por otros sistemas técnicamente mas ventajosos. A(¡n así ca

bría mencionar los siguientes tipos de separación: 

1) Por migración diferencial 

2) Por adsorción 

3) Por precipitación del complejo antígeno-anticuerpo 

4) Por acoplamiento a una fase sólida 

5) Por métodos de combinación 

1) Por migración diferencial, fundamentados en diferencias en la carga -

o polaridad de las fracciones o también en diferencias en el peso molecular 
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de las mismas, se basan en el uso de procedimientos de electroforesis o filtrJ! 

ción selectiva. 

2) Por adsorción, generalmente la fracción que se adsorbe es aquella que 

contiene el antígeno o compuesto a detectar o valorar, en estado libre. Este -

tipo de método de separación se usa para, esteroides, péptidos de bajo peso -

molecular y ciertos fflrmacos (como la digoxina) 

Son muy adecuados para trabajar sobre antígenos o compuestos de un peso 

molecular inferior a los 30,000 Daltons. Como adsorbente se usa una varie

dad de elementos tales como: 

Carbón pretratado (como el Norit A) 

Silicatos (como talco, Florisil, Quso G-32) 

3) Por precipitación del complejo antígeno-anticuerpo, as! queda en solu.-

ción la fracción que contiene el antígeno libre. 

El sistema precipitante que se emplea es de un tipo inespecífico y se in

tegra bflsicamente, con sulfato de amónio, etanol y polietilenglicol. Frecuen

temente se usa como precipitante a un segundo anticuerpo (anti-anticuerpo). 

4) Por acoplamiento a una fase sólida, se puede insolubilizar en forma de 

capas de revestimiento interno (de tubos; discos u otros materiales), o exte

riormente sobre soportes sólidos, diversos anticuerpos, que se ligan por uni.Q 

nes químicas covalentes o no covalentes. 

En sí, este procedimiento constituye un sistema separativo en fase sóli

da, pertnite separar fracciones rápida, versátil y eficientemente. 
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Su principal desventaja radica en que requiere el uso de cantidades rela

tivamente grandes de anticuerpos. 

5) Por métodos de combinación, consiste en usar simulténeamente, en un -

sistema separativo, dos diferentes tipos de anticuerpos. De ahí, que también -

se llame método de doble anticuerpo. Por ejemplo, se induce en un conejo, la 

producción de anticuerpos contra el antfgeno o compuesto a detectar, obtenie..!} 

do asr un primer anticuerpo; pero el procedimiento anal!tico utiliza a un se-

gundo tipo de anticuerpo, que serén dirigidos contra la gamma globulina del -

conejo. 

Los anticuerpos del segundo tipo son, entonces, verdaderos anti-anticu~ 

pos o anti-inmunoglobulinas. Se unen al complejo soluble formado por la unión 

antígeno/primer anticuerpo, se precipita y así, es posible la separación de di

chas fracciones. 

Los sistemas separativos tipo doble anticuerpo, se usan frecuentemente -

en metodologfas de valoración de hormonas y poldpépttdos. (25. 29) 
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2.9 USO DE REACTIVOS PARA METODOS POR RIA. 

Selección de metodologías: hay una gran variedad de productos comerciales, 

por ejemplo, para Tiroxina por RIA existen mas de 30 "kits" o sistemas reactl 

vos de diferentes marcas en venta en la actualidad. 

Al seleccionar un determinado producto comercial, se deben tener en cuen

ta los diferentes elementos y circunstancias que en ello van inbolucrados, en-

tre los cuales tenemos: 

Costo. 

Tipo de marcaje 

Equipo necesario 

Tipo de sistema separativo 

Posibles reacciones cruzadas 

Tiempo total requerido por anélisis 

2 .10 RECOMENDACIONES SOBRE TECNICAS DE TRABAJO. 

Se recomienda hacer todo análisis por RIA, trabajando en duplicado y -

además, usar para cada alícuota de muestra dos diluciones de la misma, con 

lo que siempre se habrá de operar sobre cuatro tubos por paciente, para poder 

certificar la lineabilidad del procedimiento y su buena precisión. 

Con la mejor calidad técnica, la precisión de los análisis por RIA, no

llega a ser mejor que la de observar una variabilidad mínima de 6%, entre el 

resultado a analizar en una alícuota y aquel que se obtenga para su duplica

do. (") 
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III. - BASES DE LAS PRUEBAS INMUNOENZIMATICAS. 

A partir de 1980, el auge de las pruebas inmunoenzimét'icas en el laborato-

rio clínico, han alcanzado niveles nunca imaginados cuando se iniciara su de-

sarrollo, aproximadamente en 196 7. 

P.K. Nakane y G.B. Pierce, en un reporte de sus investigaciones ya suge-

r!an que era posible desarrollar métodos inmunoen:.ziméticos indirectos, semeja.n 

tes a los que ya se usaban por inmunofluorescencía indirecta, ambos aplica--

bles para detectar o localizar antígenos por microscopía. (~'l) 

3. 1 ANTECEDENTES HISTORICOS. 

Si uno quisiera comprender como se ha llegado al nivel actual de desarrQ. 

llo y sofisticaci6n en las técnicas inmunoenziméticas, convendrfa tomar en -

cuenta a aquellas técnicas que las han precedido, ya quq ellas representan -

verdaderos antecedentes históricos en este tema de tanto interés actual para -

el laboratorio. Por ello resulta justificable hacer, en este capítulo, una refe--

renc!a breve acerca de las técnicas anal!ticas siguientes: 

Técnicas por electroforesis 

Técnicas por inmunodifusión 

Técnicas por inmunoelectroforesis 

Técnicas por radioinmunoanélisis 
Técnicas por inmunofluorescencia. 
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y comentar sus respectivas limitaciones e inconvenientes. Ello nos explica la -

evolución tecnológica que ha ido ocurriendo hasta llegar a las técnicas inmun.Q 

enziméticas, que han de inducir cambios en la Inmunoquímica, a manera similar 

de como las técnicas cinéticas modificarál el campo de la Enzimología Diagn6.§.. 

tica. \:1.<1) 

3 .1.1 Técnicas por Electroforesis 

Definición: Electroforesis es el término que se utiliza, en forma genérica, 

para describir el desplazamiento de fonnas moleculares ionizadas, a través de 

una solución electrolíti:ca, cuando esté C!ltima se sujeta a la acción de un caro 

po eléctrico. 

Ionoforesis: ténnino que emplea cuando las moléculas ionizadas son de -

bajo peso molecular, de composición simple y perfectamente definida, como o-

curre en el caso de los aminoécidos. 

Estrictamente hablan:do, al decir Electroforesis, se refiere al movimiento 

de fonnas moleculares de mucho mayor peso, como las proteínas. 

El investigador sueco Ame Wilhelm Tiselius es considerado como el autor 

de la electroforesis, a raíz de sus trabajos sobre la separación de proteínas -

séricas humanas, realizados entre 1937 y 1939, empleando tubos de cuarzo, 

en forma de U, conteniendo el suero incorporado a una solución electrolítica. 
(1} 

2!> 



MEDIOS DE TRANSPORTE. 

El proceso de la electrofore?is, requiere incorporar la muestra en un medio 

de transporte, que va embebido en el amortiguador que se haya seleccionado -

para la separación electrolítica. 

Los medios de transporte tomados como preferentes, han ido variendo a -

medida que las técnicas electroforéticas se fue perfeccionando; el listado si

guiente nos indica la evolución sufrida: 

papel filtro. 

gel de agar 

gel de agarosa 

gel de poliacridina 

acetato de celulosa 

Soluciones amortiguadoras. 

En la electroforesis de proteínas, en general, se utilizan, casi -

siempre soluciones amortiguadoras con un pH arriba de B.O 

La velocidad de desplazamiento de las proteínas ionizadas, en un 

medio de soporte amortiguador sobre el que actúa un campo eléctrico, depen

de, fundamentalmente del pH y de la fuerza iónica provista por la solución .,.

buffer que se use. 

Una solución amortiguadora típl.ca de las que se usan en la elec?

troforesis de proteínas, es el Veronal/veron$11 sódico, de pH 8. 6 

26 



Veronal es un nombre comercial, para el barbital o écido dietil barbitt1-

rico. 

Fig. 1 Separación electrol!tica de las proteínas sérlcas. 

,__ ______ ! 

ANO DO CATO DO 

¡ ____ : 
e====> <J-
Fza. 1'Fza. 
Electroendosmótica : Electroforética. 

1. - Punto de aplicación de la muestra. 

2. - Banda de las ·gamma globulinas. 

3. - Banda de la albómina. 

En un campo eléctrico, el flujo de la corriente va del cétodo al -

énodo, seg(m se ilustra en la Fig. l. 

La intensidad de corriente, para el caso de una electroforesis, se 

identifica con la expresión fuerza electroforética. (19) 
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Pruebas de laboratorio que se realizan por elctroforesis. 

En la actualidad, los procedimientos de electroforesis se aplican a la 

realización de aproximadamente unas 15 pruebas de laboratorio, como lo se-

r!an; fraccionamiento de lipoprotefoas sérlcas y de hemoglobinas. 

Acido vainillirunandélico (AVM) en orina 

Aminoé.cidos en orina (cromatograma urinario) 

Gllcoproternas 

Haptoglobinas 

Hemoglobinas 

Isoenzimas de CK (Creatinoquinasa) 

Isoenzimas de DHL (Deshidrogenasa lé.ctica) 

Isoenzimas de fosfatasa alcalina 

Isoenzimas de glucosa 6-fosfatodeshidrogenasa 

Isoenzimas de glutamil transpeptidasa 

Lipoprote!nas 

Proteínas de líquido cefalorraquídeo 

Proteínas séricas 

Proteínas urinarias 

Limitaciones de los procesos electroforéticos. 

El uso de tecnolog!as de electroforesis aplicado al fraccionamiento de 

prote!nas contenidas en l!quidos y fluídos biológicos, constituyen un ele-

mento relativamente valioso, dentro de los recursos de que se dispone en -
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Para el tema que nos ocupa, PRUEBAS INMUNOQUIMICAS, las técnicas 

elec1!roforéticas que caben dentro de él, serían proteínas de líquido cefalorr'ª

qu!deo, séricas y tal vez las urinarias. 

ACtn as!, estos procedimientos nos detectan grupos de proteínas y no pr.Q 

ternas específicas, como serían los casos de tener que detectar o cuantificar 

niveles de antígenos y/o ant!cuerpos en part!cular. 

Es por ello, que dichas pruebas son de poco valor como pruebas inmu

nológicas de diagnóstico cl!nico, a la luz de los avances logrados en l¡'!s Ctl

timas décadas, a partir de 195 7 con el RIA y mfis recientemente con los sis

temas ELlSA desde 1971, y EMIT en 1978. Estos dos Ctltimos sistemas inmu-

noenzimfiticos y sus técnicas correlacionadas, han renovado fimpliamente la -

variedad de pruebas de laboratorio que se pueden realizar actualmente en el 

campo de la Inmunología. l3'1) 

3 .1. 2 Técnicas de Inmunodifusión. 

Los procedimientos de Inmunodifusión radial constituyen un elemento -

de uso mas frecuente que los de electroforesis. 

Fundamentos de la Inmunodifusión radial. 

Las técnicas de la Inmunodifusión radial se basan en reacciones del -

tipo antígeno-anticuerpo. 

El antígeno, en anfilisis séricos, estfi representado por una proteína o 

por un grupo de ellas correlacionadas entre sr, pero en ambos casos, con la 

característica de ser específicas para el ~er humano. 

30 



El anticuerpo, en anélisis sé ricos, esté repte sentado por una proteína o 

por un grupo de ellas correlacionadas entre sí, presentes en el suero de un a

nimal (antisuero humano), cuya producción .se ha desarrollado en el mismo 

después de habersele inyectado el antígeno humano cuya detección o valoración 

interese en part!cular. 

Materiales y métodos de la Inmunodifusión Radial. 

La inmunoprecipitación es el método mas simple y directo para la demos 

tración en el laboratorCo, de lo que ocurre en las reacciones ant!geno/anticufil 

po. 

En otras palabras, la finalidad de cualquier técnica de inmunodifusión -

radial, es identificar una reacción antígeno/antícuerpo mediante una reacción 

específica de precipitación. Su aplicación clínica mas importante se relacio

na con la medición de las inrnunoglobulinas presentes en muestras de suero 

humano. 

Pasos típicos en una técnica de Inmunodifusión. 

1) Se trabaja con cajas Petrl, cada una de las cuales contiene una so

lución sernisólida de agar a la que se incorpora el antisuero específico para 

el antígeno o inmunoglobulinas a detectar o valorar en el suero en estudio. 

2) Las cajas de Petri son de tipo modificado por que contiene un nC!mero 

variable de copas pequeñas, sobresalientes de la capa de agar, que configu

ran pequeños t>ozos, los cuales se llenan con cantidades medidas con presi-
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sión, con la muestra en estudio y con controles en diluciones seriadas. Este -

procedimiento se efectóa una vez que el gel contenido en las cajas haya endu

recido. 

3) Se deja que las muestras, los controles y sus diluciones se difundan 

radialmente, desde sus pozos, de 24 a 48 horas 

4) La unión del ant!geno (inmunoglobulinas de la muestra y sus controles) 

con su anticuerpo espec!fico presente en el antisuero contenido en el gel, se 

evidenc!a por la precipitación que adopta la forma de un borde, alrededor del 

pozo correspondiente. 

5) Los controles que se usan en diluciones seriadas, van formando ani

llos de tamaño decreciente en relación directa a la concentración de ant!geno 

presente. 

6) Los resultados del anélisis se expresan en mg/dl y se obtienen de -

una curva de referencia, que expresa la relación entre el diámetro de los a

nillos de precipitación y sus correspondenc!as, con concentraciones del ant.!'.. 

geno a valorar en muestras de suero. 

Este método de determinación cuantitativa, representa la técnica mas -

sencilla de todas las que actualmente se usan en forma rutinaria en el labor-ª 

tor!o cl!nlco y fue desarrollada por Mancinl y sus colaboradores en 1965. Se 

pueden practicar no menos de 20 tipos de pruebas de valoración de prote!nas 

séricas espec!ficas por este método, las cuales son: 

Albóminas Hemopexina 
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Antitripsina 

Antitrombina III 

o3 (complemento activador) 

03 (complemento) 

o 4 (complemento) 

O eruloplasmina 

Fetoprotefnas 

Fibrin6geno 

Haptoglobinas 

IgA 

IgD 

IgE 

IgG 

IgM 

M acroglobullnas 

Plasmin6geno 

Protombina 

Transferina 

En algunas determinaciones como el caso de la IgE y las IgD sus nive

les son muy bajos, y no se expresan en miligramos, sino en unidades. 

Limitaciones de los métodos por Inmunodifusi6n: 

Los procedimientos por inmunodifusión han sido desplazadas por las te_g 

nicas del RIA, por la mayor rapidez y precisión con que se obtienen los re-

sultados, ya que las lecturas se efectuan mediante instrumentos, evitando -

los errores subjetivos factibles en la inmunodifus16n. 

No obstante la inmunodifusi6n, sigue siendo los de preferenc!a, cada 

vez que el médico solicite Inmunoglobullnas totales y fraccionadas, ya que 

el grado de precisión del ané.lisis no es tan crítico, pues el interes del mé

dico esta en saber si hay fracciones que se encuentren fuera de sus niveles 

nonnales. Desde el punto de vista cl!nico no es significativo conocer exac-

tamente cuantos miligramos esttin fuera de sus rangos. (36) 
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3 .1. 3 Técnicas por Inmunoelectroforesis 

Es una tecnología refinada, desarrollada originalmente por Grabar y Wi-

lliams en 1953. Permite diferenciar en el suero humano mas de 20 prote!nas e§_ 

pec!ficas en forma simulHmea. 

En realidad, las técnicas de Inmunoelectroforesis precedier6n a las de -

Inmunodifus16n radial, siendo estas (¡!timas mas fflciles de realizar y en el -

comercio hay una amplia variedad de placas Petri preparadas y listas para ser 

usadas, lo cual represe_nta una clara ventaja de la Irununodifusi6n sobre la 

Inmunoelectroforesis, por lo que tiene un lugar mas justificado en estudios de 

Genética que en el Laboratorio Clínico. 

Fundamento de la Inmunoelectroforesis 

Se toma un portaobjeto esttmdar de 1X3 pulgadas y se cubre con una gel 

de agar. Se lleva al refrigerador y se mantiene para provocar el endurecimien

to de la capa. de 3mm del gel de agar. 

En el tercio superior y hacia el centro del portaobjetos se horada unn19~ 

queño pozo de unos 2 mm de dH1metro, para la aplicación de la muestra del 

suero. El pozo va n:arcado con A, en el tercio inferior y a unos 5 mm del mi..§ 

mo borde inferior, se horada a todo lo largo de la capa del gel de agar, un -

canal de l mm de ancho, para aplicar el antisuero animal (monovalente, po!! 

valePte) o antisuero humano espec!fico, el canal va marcado con 8, en la -

Fig. 2 
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Preparación del portaobJotos para efectuar una prueba de Inmnunoelecr.roforesis. 

t t 

r,,. 2. 

o 
"' 

t t 

La lnmunoelectroforesis se realiza en los sigujentes pasos: 

1) APli cación de la muestra ( an t írreno) 

2) Electroforesl.s sobre la capa del gel de agar. 

3) Aplicación y difusión del antisuero en el gel de agar. 

4) Análisis e identificación de las íneas o bandas de precipitación de los 

complejos antígeno-anticuerpo. 

Notas complementarias: El por taoh,ietos se coioca en una cámara 

electroforética y se dispone de tal forma que las U.ras de papel de filtro hacen 

contacto con al superficie del gel de agar y con el medio amortiguador. 

El corrimiento electroforético se hace en unos JO min. Se separan las 

albúminas y .las fr 11ccjoneu de las globulinas. Laa bandas no r;on visibles, pero es 

factible usar algún colorante que funcione como ind.1.cador, antes de seguir 

adelante con el procedimiento. 

Después de practicada la electroforesis,' se coloca el antiauero en el canal 

preparado a tal efecto y se incuba el portaobjeto en una cámara húmeda a la 
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temperatura ambiente. 

Las líneas de precipitación comienzan a aparecer al cabo de unas 6 hrs. de 

incubacl.ón, a la temperatura ambiente. 

La inmunoelectroforesis permite la identificación cualitativa simultánea de 

numerosas fracciones de las proteínas plasmáticas, pero no es aplicable a análisis 

cuantitativo de las mismas. 

Limitaciones de los métodos por Inmunoelectroforesls 

Consideramos, desde el punto de vista del laboratorio clínico, que estos 

métodos han encontrado un uso limitadísimo, ya que llevan tiempo, no permiten 

efectuar anállsiu cuantitativos, requieren de antisueros especiales, escasos en el 

mercado del país, además de hacer falta personal experimentado para identificar 

correctamente las líneas o bandas de precipitación. ( 1, '4, 5) 

3.1.4 Técnicas de Radioinmunoanálisis. 

Es frecuente que Hospitales, si cubren servicios generales y si el volumen de 

pacientes que atienden lo Justifica. cuenten con un departamento de Medicina 

Nuclear. Los estudios que en estos se realizan son del tipo in vivo, vale decir 

que al paciente se le administra un material radiactivo y su localización en el 

organismo es rastreada posteriormente, obteniendo datos de valor clínico, para 

determinar: 

a) Captación de yodo por la tiroides. 

b) Determinación y localización de tumores malignos. 

C)Efectos de radiaciones de la bomba de cobalto sobre cánceres. 
Por otra parte, en los laboratorios clínicos siempre han contado con una 

sección destinada a: 
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a) Quimica especial 

b) Pruebas especiales. 

c) Hormonas. 

Y en ellas se efectuan pruebas tales como: 

a) 17- cetoesteroides. 

b) Yodo protéico. 

c) Aldosterona. 

d) Catecolaminas. 

e) Estradiol. 

f) Vitamina B-12. 

Entre 1970 y 1980, con el desarrollo de métodos por RIA para valorar 

hormonas, esteroides, vitaminas y muchos otros compuestos de importancia clínica; 

los métodos por RIA se popularizaron y simplificaron el trabajo al laboratorio, 

tendencia que esta invirtiendose a la luz de las metodologías inmunoenzimáticas. l8) 

3.2 Técnicas básicas de las pruebas Inmunoenzimáticas. 

Los principios básicos que fundamentan las técnicas de las pruebas 

inmunoenzimáticas son, los mismosque se aplican a las metodologías del RIA. 

La diferencia fundamental, estriba en el tipo de reactivos u:rndosy en ia 

naturaleza de lo que se mide para obtener el resultado final de los análisis. 

En otras palabras, en el RIA, se utiliza un pozo para contar emisiones 

radiactivas medimos radiactividad), en tanto que, en las pruebas 

inmunoenzimáticas trabajamos con una luz emisora y efectuamos mediciones de 

absorbancia, (medimos intensidad de color) interponiendo un filtro apropiado, entre 

la fuente de luz y el sistema reactivo. 
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En ambo!1 ti pos de metodologías, valor amos o detectamos la presencia de 

proteinas, por formación de nuevos compuestos, generados por uniones no 

cova1 entes, las que son del. tlpo de los compuestos antígeno-anticuerpo. 

En ambas metodologías, se puede cletectar antígenos y anti cuerpos, si.onda mas 

file.U y frecuente e..l valorar niveles de anticue1pos que detectar antígenos, lo que 

represe.utará un gran prog·reso, especialmente en el campo de la Parar.i tología. (32.) 

3.2.! Fundamentos básicos de lar. pruebas por RIA. 

La metodología general del IHA es, en teoria relativamente simple.el primer 

paso consiste en preparar antir.uero especifico contra la proteína a valorar, 

utilizzanclo para ello especies heterólogas, como conejos, cobayos o cabras, 

Si. la proteína a valorar no es, inmunogénica por si misma, o sea que es un 

hapteno, primero se le liga quimicamen te a una macromolécula tr asportadora, por 

ejemplo, la gamaglobul.ina de origen bovino, así como complejo, se le emplea para la 

producción de antisuoro específico. 

TambHin deberii disponerse de la proteína a estmliarse en el paciente pero como 

reactivo y patrón de referencia, purificada y marcada generalmente con yodo-125. 

Anti.suero para ur.o en el RIA 

En general, las proteínas de peso molecular relativamente al to y los 

polipáptidos hormonaJos tales como: 

a) Hormona paratiroidea. 

b) Hormona de cre.ci.m.lento. 

c) Insulina. 

actuán también como inmógenos y así esposibl.e preparar antlsueros adecuados pa1a 

estas hormonas. 

Marcación radiactiva de antígenos protéicos. 

Un método generalmente utilizado es Yodar con 125-I o con 131-J, procesos a 

consecuencia del cual el yodo radiactivo se liga. por covalencia, con un radical 
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de tirosina presente en el antígeno, esto ocurre asi: 

125 
125 

+ !~,:--~~~~-~-

TIROSINA Radical de Tirosina en el. antígeno y su 

p-hidroxifenilalanina. marcaje con el 125-J. 

El antígeno o proteína marcada, reaccionará con su anticuerpo presente en el 

antisuero especifico y se unirá a el para formar el complejo antígeno-anticuerpo. 

Elloconstituira el sistema reactivo en el método de RIA. 

Al agregar la muestra de suero del paciente a dicho sistema reactivo e 

incubar, el antígeno o proteína a valorar, no marcada, presente en la muestra, 

compite y desplaza al antígeno marcado de su unión con el anticuerpo y ocupa su 

lugar, con lo que sisminuye la cantidad de antígeno marcado que permanece en unión 

con su anticuerpo específico lo que da bases para un sistema de valoración, 

ilustrado en la figura 3. 
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Fig. No. 3 

A. - Región lineal de la curva tipo de referencía. 

B.- Porcentaje de proteína marcada que permanece fijado a su anticuerpo 

especifico. 

c.- Concentración de la proteína a valorar, en el suero sanguíneo. 

El suero o muestra agragado al sistema reactivo, contiene proteína no marcada, 

cuyo nivel se desea determinar, la cual desplaza a la proteína marcada de su 

combinación con el anticuerpo y la disminución de ella, determinable por medidas de 

emisión radiactiva, de la pauta de la concentración de proteina no marcada presente 

en la muestra presente en la muestra del suero en estudio. 

Este tipo de metodología de RIA es llamado técnica del tipo por competencia, 

representa una de las dos técnicas básicas del RIA 

En la metodología del tipo por competencía, uno de sus pasos finales implica 

la necesidad de separar, del sistema reactivo, aquella fracción del complejo 
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antígeno marcado-anticuerpo, de la fracción que tiene antígeno marcado libre 

(desplazado por el antígeno no marcado de la muestra), a fín de hacer medición de 

radiactividad y de ella deducir niveles de antigeno en la muestra. ~11) 

Técnicas del RIA. 

Básicamente existen dos tipos de metodologías que son: 

a) Técnicas del tipo por competencía 

b) Técnicas del tipo sandwich. 

Técnicas del tipo por competencía (o desplazamiento) 

Puede definirse diciendo que, una .proteina marcada se une a su anticuerpo 

presente en el antisuero especifico, al agregar la muestra, la proteína no marcada, 

desplaza parte de la proteína marcada unida a su anticuerpo y su disminución, 

determinada por contaje de emisión radiactiva remanente, permite deducir niveles de 

la proteína no marcada presente originalmente en la muestra del suero analizada. 

Estas técnicas pueden realizarse tanto en fase líquida como sólida. 

Las técnicas del tipo por competencía se consideran inmunoreacciones directas 

,en las que básicamente interviene un anticuerpo (el que puede o no estar marcado) 

y un antígeno (el que también puede estar o no marcado), para formar un complejo 

antígeno-anticuerpo (marcado). 

Esquema de la reacción. 

+ 

Fig. No 4 
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1.- Fase sólida 

2.- Anticuerpo 

3.- Antígeno marcado. 

4.- Complejo antígeno-anticuerpo (marcado) 

Las variantes serían el usar anticuerpos o antígenos marcados, po1 una parte y 

PO( otra, hacer el' proceso en fase sólida. es decir, con uno de los elementos 

fijado a un material sólido, o bién efectuarlo en una fase líquida. 

Técnicas de tipo sandwich (o doble anticuerpo). 

Aquí el sistema reactivo se integra con: 

a) Antigeno o proteína de la muestra del paciente. 

b) Anticuerpo presente en el antisuero específico .. 

c) Anticuerpo específico marcado con 125-l 

en este tipo de tecnologia se trabaja con una anticuerpo no marcado, adsorbido 

sobre una fase sólida, por ejemplo las paredes de un tubo de plástico. Ese 

anticuerpo reacciona con un antíg·eno especifico no marcado, el cual está presente 

en la muestra a analizar, con la condición de que éste posea mas de una agrupación 

química inmunológicamente reactiva, permitiendo captar un segundo anticuerpo que se 

le agregue y que haya sido marcado previamente con un elemento reactivo. 

En cada paso hay un proceso de incubación, la cantidad de reactividad captada 

y reten.tds a consecuencía de la segunda incubación. es proporcional a la cantidad 

de antígeno presente en la muestra en estudio. 

Las técnicas del tipo sandwich o de doble anticuerpo se considerán como 

in•unoreacciones indirectas ("t5) ('q) 
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Esquema de la reacción. 

Ftg. No. 5 

3.2.2 VARIANTES SEGUN EL TIPO DE MARCAJE INDICAOOR 

Estás técnicas básicas son comunes a trns importantes tipos de metodologías 

sofisticadas que se usan en el laboratorio clínico para la realización de pruebas 

espectales. . Toda la d.i.ferencía radica on el tlpo de elemento que se utilice como 

marcaje indicador. así tendríamos: 

Procedimientofl de inmunof.\uorosconcia 

Se basanen el uso de anticuerpos marcados con sustancias fluorescentes que van 

unidas a ellos, como conjugados. Un ejemlo de dicha susbtancia lo tendríamos en el 

1sotiocianato de fluoresceina y lisamina rodamina, estas dos substancias al ser 

exitadas con longitudes do onda del rango UV emiten luz de mayor longitud, la que 

se demuestra por fluorescencia amarillo-verdosa, para el isotiocianato de 

fluoresceina, o anaranjado-rojiza para la rodamina. 

Procedimientos de Radio.inmunoanálisis. 

Se basan, en técnicas del tipo por competencía. 

Gozan de especial popularidad, las ,técnicas por RIA para valorar diversas 

hormonas, tales como: Testosterona, Cottisol, T-3, T-4, Prolactina, Hormona 
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Estimulante Folicular, Hormona 

Gonadotrofina Coriónica. ('\C\, 50) 

Luteinizante, Fracción beta de la Hormona 

Métodos de combinación: es una variante en las metodologíaG del RIA. consiste 

en una técnica del tipo por competencia, para la captación de antígeno o compuesto 

a valorar y en el uso de un sistema separativo basado en una técnica del doble 

anticuerpo o del tipo sandwich. 

Veámos para el caso, como se procede para valorar testosterona por un método 

de combinación. 

Primer paso: la testosterona previamente extraída del suero en estudio, compite con 

la testosterona reactivo marcada con el 125-I para unirse con el anticuerpo 

específico para la testosterona contenido en un antisuero reactivo producido en 

conejos. Este paso consiste entonces, en una técnica del tipo por competencia. 

El segundo paso, se procede a separar las fracciones de la testosterona 

marcada, presentes en ese momento, en el sistema reactivo, ellas son: 

testosterona marcada libre (primera fracción) 

Testosterona marcada unida a su anticuerpo (segunda fracción) 

Para la separación. se hace uso de un segundo anticuerpo reactivo, el cual 

está contenido en un antisuero reactivo producido en cabras y !a cual se comporta 

como antigamaglobul.lna de coneJo. 

El agregado de este antisuero precipita a la segunda fracción que es aquella 

que contiene la testosterona marcada que ha permanecido unida a su anticuerpo 

Este paso consiste en usar técnica del tipo sandwich d del doble anticuerpo. 

El tercer y último paso se cumple centrifugando, descartando el sobrenadante y 

efectuando una cuenta de radiación gama sobre el precpitado remanente. (.54) 

Procedi•ientos Illllunoenzimáticos 

Son metodologías análogas a los procedimientos del RIA, en las que se usan 

reactivos marcados con enzimas como indicadores. 
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Estos reactivos pueden ser anticuerpos o antigenos, que han 

sido conjugados con una enzima, de tal manera que las actlvidades 

inmunológicas y enzimiticas, se mantienen aún intactas en los 

compuestos conjugados resultantes. 

El grado de utilidad prictica de los procedimientos 

inmunoenzim~ticos es, indiRcutiblemente amplio. 

No solamente tienen los mismos alcances que los métodos por 

RIA, sino que estima que también puede servir de complemento o bién 

hasta llegar a reemplazar otros tipos de técnicas serológicas, 

tales como: 

Fijación de complemento. 

Hemagl u tinación 

lnmunofluorescencía. 
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3.2.3 Sensibilidad de las pruebas inmunoenziméticas. 

A partir de 1967, año en que se empezarón a desarrollar las 

técnicas inmunoenziméticas, su sensibilidad se ha ido 

incrementando, a medida de que los procedimientos 

involucrados fuerón mejorados, hasta alcanzar el alto grado de 

sofisticación actual. 

Por ello puede decirse que las pruebas inmunoenzimlticas 

tienen una sensibilidad al menos igual y a veces aún mayor, que 

las caracter isticas del RIA. (33) 

GENERACIONES DE LAS PRUEBAS INMOtfoQUIMICAS 

Es asi que actualmente, mirando en forma respectiva lo ocurrido s 

en los ultimas años, podemos hablar de diferentes categorias o 

generaciones de pruebas inmunoquimicas en general, como serían: 

Pruebas inmunoquimicas de primera generación 1969 

Pruebas inmunoquimicas de segunda generación 1971 

Pruebas inmunoquimicas de tercera generación. 1977 

Pruebas inmunoqu1micas de cuarta generación 1982 

Pruebas inmunoquimicas de primera generación: 

Puede decirse que ello nos ubica en el año de 1969, cuando se 

pudo comenzar a disponer de los primeros métodos para detectar la 

presencia del antígeno B de superficie en casos de hepatitis 

viral.Por ese entonces se le llamaba Antígeno de Australia, hoy, 

conociendo la complejidad estructur~l del agente viral causante 
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de la hepatitis se le designa, més correctamente, antigeno 

asociado con la hepatitis B de localización en la envoltura o 

superficie del virus causal. 

Pruebas inmunoquimicas de segunda generación 

Estas pruebas Junto con las de primera generación tenian valor 

como pruebas de detección ya qce ambas carecian de la 

sensibilidad necesaria como para ser usadas como pruebas 

cuantitativas confiables. 

Dentro de esta categoría encontramos las pruebas de 

hemaglutJnación para la detección de casos de hepatitis Y 

rubeola. 

Como métodos de sensibilidad de segunda generación han 

pemanecido en uso limitado, los de: 

Inmunoelectroforesis. 

hemaglutinación pasiva con latex. 

Inmunodifusión radial. 

Pruebas inmunoquimicas de tercera generación 

Estas son mas actualizadas, y subte las anteriores presentan: 

Una mayor sensibilidad, especificidad y diversidad. 

Representan un conjunto de pruebas endócrinas, metabólicas, de 

monitoreo terapeutico, de valor en enfermedades infecciosas y 

algunas relacionadas con cáncer. 

Las primeras de esta generación fuerón del tipo RIA que se 

comenzarón a emplear en 1972, en base al uso de anticuerpos 

marcados con I-125 y se vinculan con los antigenos involucrados o 
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asociados con casos de hepatitis. 

uebas lnmunoqulmicas de cuarta rreneracl6n 

Slmllareu a las de tercera generación pero mostrando mejores 

grados de sensibilidad y de espec:ifici.dad. Las aplicaciones 

diagnósticas más sobresalientes de las pruebas inmunoqulmicas 

pueden condensarse en el siguiente listado: 

Antigenos virales asociados a la hepatitis B 

Rotavirus. 

Ferritina. 

Enfermedades transmitidas sexualmente. 

Fracción beta de la gonndotrofina coriónlca. 

Monitoreo de tumores cancerigenos (Hisroset) 

Antigeno canceroembrionnrio. 

Anticuerpoa antirubeola. 

Anticuerpos anti-toxoplasma. (30,3a) 
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3.2.4 SISTEMAS INMUNOENZIMATICOS DERIVADOS DE 

LAS TECNICAS BASICAS. 

seleccionar métodos de laboratorio de aplicación 

diagnóstica hay diversos factores que deben ser considerados, 

entre ellos, cuando menos, encontramos los siguientes: 

Sensibilidad inherente al método. 

grado de especificidad para con el medicamento a determinar. 

Tiempo requerido para la realización del anAllsis. 

La Histoquimica, sumlstró los fundamentos que sirvierón de 

base para el répido desarrollo de estas nuevas metodologias 

inmunológicas que en conjunto constituyen lo que hoy llamamos la 

Inmunoenzimitica~ lo que en forma directa o indirecta, nor 

permite identificar antígenos y valorar niveles de anticuerpos. 

Las bases de la lnmunoenzimologla es similar a la de la 

Inmunofluorescencía,de la cual se distingue porque emplea 

anticuerpos a gammaglobulina, marcadas con ina enzima capaz de 

producir una reacción de color. 

La enzima mas frecuentemente usada, para el marcaje, es la 

peroxidasa y la reacción de color se desarrolla con bencidina y 

agua oxigenada. para establecer los resultados finales de la 

prueba se usa microscopía óptica común.o bién espectrofotómetro 

operando con zona visible .. Se valoran resultados de actividades 

enzimAticas, ya sea por métodos citoquimicos obién por cambios de 

absorbancía a longitudes de onda preestablecidas. (30) 
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3.3 SISTEMAS HETEROGENEOS Y HOMOGENEOS. 

Las metodologlas inmunoenzimAticas que involucran el empleo de 

procedimientos separativos del tipo de los que usan el RIA, son 

llamados sistemas heterogéneos, cuyo prototipo son las tócnlcas 

ELISA 

Las metodologias inmunoenziméticas que no requieren del uso de 

procedimientos separativos del tipo del RIA.son llamados sistemas 

heterogéneos, cuyo prototipo son las técnicas EMIT 

Sistema ELISA, sonprocedimientos que hebitualmece requieren de 

un tiempo minimo de 35 a 45 minutos para completrse. 

Sistema EMIT, son procedimientos rápidos, una vez trazada la 

curva de calibración para el lote de reactivos a usar, en la 

mayoria de los casos los análisis pueden hacerse e rozón de una 

muestra por minuto. 

Su aplicación en pruebas de laboratorio clinico: 

En la actualidad la lnmunoenzimologia, a travez del uso de 

metodologias de los sitemae EL!SA Y EMIT, encuentra una muy 

amplia aplicación diagnóstica en pruebas de laboratorio clinico. 

Hay pruebas que pueden hacerseindistintamente por alguno de 

los sistemas antes dichos, otras solo son prRcticables con uno de 

ellos, por laque a veces, el uso de uno u otro sistema dependeri 

de la preferncia del albortorio. 

Hablando en forma generalizada podriamos decir que los métodos 

inmunoenzimático so aplican a la detección o valoración de 

elementos tales como: 

An.UcuerPos osp~ficos frente a: rubeola, toxoplasma, virus A de 
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de la hepatitis, virus B de la hepatitis, tuberculosis, 

treponema, cisticercosis, etc. 

canceroembrionarios, grupo de virus tipo B asociados 

con la hepatitis, rotavirus, del gonococo, del SIDA, del herpe 

II, citomegalovirus, etc. 

prolactina, Insulina, HEF, HL, Proges terona, 

Testosterona, Gastrina, HET, T-4, T-4 Neonatal, Fracción beta de 

la gonadotrofina coriónica, etc. 

~.!!.!!l.eIU.Q.§ :fenobarbital, fenitoina, digoxina, gen tamicina, 

ácido valprólco, morfina, amikacina, anfetaminas, 

carbamacepina. teofilina, etosuximida. etc. 

Metabolitos: ~ ruu rn_~menJ;Q_,_ 
C-4 del complemento. 

Péptido e 

Cortisol 

Estriol. 

Estradiol. 

Pre-albúmina, etc. (1!1.f,'15) 
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lV SISTEMA E L I S A. 

4.1 INTRODUCCION. 

En aftos recientes, diversos laboratorios de invescjgación 

se han dedicado al desarrollo de nuevas y mejores técnicas 

serológicas. Asi se llegó a idear técnicas heterogéneas 

aplicables a pruebas lnmunoenzimáticas. 

Estas técnicas heterogéneas, en un conjunto son conocidas 

bajo la denominación genérica de sistema ELISA; dichas técnicas 

son de una definida utilidad práctica, fáciles de ser realizadas 

y exhiben un grado notable de buena sensibilidad. (?.'!,~) 

4.2 ANTECEDENTES HISTORICOS 

Se reconoce a Engvall como a uno de los iniciadores de 

nuevas tecnologias, basadas en lo que hoy conocemos como el 

sistema ELISA. Este investigador, en 1971, fue uno de los 

primeros en utilizar y en desarrollar variantes de métodos 

análogos a los del RIA, pero basandose en el empleo de antigenos 

marcados con una enzima y en el de anticuerpos especiiicos 

adheridos sobre una fase portadora sólida. 

El mismo Engvall, un afio mas tarde, ya habla conseguido 

llegar a trabajar ahora con anticuerpos marcados con enzimas. 

Asi pudo desarrollar métodos inmunoenzimlticos análogos a los 

del RIA, del tipo de doble anticuerpo o tipo sandwich. t~) 
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4 • 3 FUNDAMENTOS DEL S 1 STEMA EL 1 SA 

En sus comienzos los mé t odoc inmunoer1zimá ti c:os se usaron 

con éxito para detectar y localizar antigenos intracelulares 

emplc;ando tan to e.l microscópio óptico como el electrónico. :!·~ 

ahi nació la idea de usar los mismos lineamientos básicos para 

detectar antígenos y anticuerpo::: solubles en los fluidos del 

organismo. Las nuevas tf>cnicac inmunoenzlmáticas 

alternativas para el alboratorio. El sistema ELISA permite 

valorar cuantitativamente los anticue1pos especificas. La 

muestra de suero en estudio se incuba en un tubo de pol1estireno 

oen una placa del mismo material de las ti p0 par a 

microdlluciones. Tanto el tubo como Ja placa son son elementos 

comerciales, ya que actúan sobre una fase potado1a sólida, al 

llevar una capa de antígenos aheridos en el interior de sus 

paredes. Después se le agrega al sistema reactivo un segundu 

anticuerpo, una antiinmunoglobulina, este va marcado con una 

enzima. El primer anticuerpo es el que se busca en la muestra de 

suero del paciente. 

Posteriormente se efectua un paso de lavado con lo que 

quedará una porción de enzima adherlda a las paredes del tubo 

o placa. Será sólo aquells que se ha unido al complejo primario 

anticuerpo-antigeno y es asi como de manera indirecta podemos 

detectar o valorar niveles de anticuerpos especificas. En 

esencia, el fundamento de este tipo de sistema ELISA, radie~ en 

la insolubilización de antigenos solubles por adsorción pasiva 

sobre una fase portadora sólJda, en est.e caso el Poliestireno.(!'1) 
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4-4 COMPONENTES QUE INTEGRAN EL SISTEMA ELISA 

En todo sistema ELISA, debemos contar con cuatro elementos 

ellos son: 

1.- Fase portadora sólida. 

2.- Conjugados. 

3.- Sustratos enzimáticos. 

4.- Técnicas de lavado. 

1.- Pase portadora sólida en el sistema ELISA 

La fase portadora sólida se comporta como una superficie 

inerte y pasiva. Puede estar representada por diferentes 

elementos como son: 

Placas de poliestireno o sensidlscos del mismo material 

- Tubos de poliestireno de 50 x JI mm 

- Placas de poliestireno para microhemaglutinación. 

Es importante el tipo y la calidad del poliestireno que se 

emplee en 

la fase 

la elaboración de lus elementos que han de construir 

portadora. Las mejores superficies de poliestireno 

muestra un grado apreciable de porosidad, lo que facilita la 

fijación del antígeno o anticuerpo del cual habrá de ser 

portadora. Al final, ya con el material reactivo adsorbido, la 

superficie presentará un aspecto esmerilado, como el asbesto. 

El uso de los tubos de pollestireno en análisis por sistema 

ELISA, ha ido decreciendo notablemente, por que su·aspecto no 

permite ver lo que está pasando, no son adaptables para ser 

usados en un espectrofotómetro y las lecturas deben efectuarse 
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vlsualmenrc, acarreando los poslbles errores a los que se induce 

una lectura subjetiva r por lo tanto variable de operador a 

operador. 

EJ emplear placas de poli.e!llireno, ¡roza de gr un 

popularidad en el momento actual. ya que son de precio 

rellitivamento 

can t .idades de 

econom.ico, por mi te operar usando pequefias 

reactivos y se adaptan bien para realizar varias 

decenas de anélisis en forma simulténea. Sus var.iantes radican 

en el diserlo de ous pozos, que pueden ser de fondo en V o en U, 

seg(fn sea ma.s 

para garantizar 

conveniente para ol tipo de prueba a realizar y 

y facilitar un lavado JnobJetable de los pozos. 

Las perlas o sensidlscos tlenen ventajas, yn que permiten 

hacer lecturas en cualquier eepectrofotómetro. 

Preparación de la fase portadora; en la adsorcion pasiva del 

antigeno o anticuerpo sobro la supwerficio de pollestireno 

influyen: el pH, el tiempo y la temperatura a la que ae efectue 

la sensibilización da la fase portadora. Dicha sensibilización 

hace con ~ntl~~i10s u rt.:u ti L:ue1 pu~, 1.os c;uales quedan adheridos 

o acoplados a la misma on forme de una capa insoluble que se 

forma mediante un p1oceso flslco de adsorción pasiva. 

Esa capa interna de antigeno o de anticuerpo asi preparada, 

nos permite capturar a los anticuerpos o antigenos especiflcos, 

respectivamente, que pudieran hallarse en la muestra que está en 

estudio. Para la Eensibili~aci&n de la fase sólida, el antigeno 
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o anticuerpo se usan solubilizados en una solución 

amortiguadora, la cual es generalmente alcalina de un pH de 9.6, 

aQn cuando ocasionalmente se llegan a utilizar soluciones de pH 

neutro. El antigeno o anticuerpo estin en concentraciones que 

varian entre l y 10 mg/l de solución amortiguadora. 

Si lo que estarnos sensibilizando son pozos de plecas de 

microhemaglutinación, so colocan o.a ml de la solución de 

antigeno o anticuerpo en cada pozo y se deja reposar por 12 hrs. 

bajo refrigeración a 4ºC. Asi se logran capas reactivas 

uniformes. El proceso antes mencionado también puede ser 

realizado en una hora, operando a 37ªC, pero la calidad de las 

capas reactivas disminuye apreciablemente. 

Una vez sensibilizadas las placas, se deben lavar para lo 

cual se usa una solución salina amortiguadora con fosfatos para 

tener un pH de 1.2, se hacen 3 lavados con abundante solución, 

durante un perlódo de 3 a 5 minutos cada vez. Las placas una vez 

lavadas, se dejan escurrir bién y una vez secas ya estén listas 

para uso inmediato. Si ello no ocurre, ue mantendrán bajo 

refrigeración hasta su uso. 

Si se tratara de sensibilizar tubos de' poliestireno, el 

proceso es semejante y se usa 1 mi de antigeno o anticuerpo 

solubilizados en el buffer de ph 9.6 por cada tubo. La 

concentración del antigcno o anticuerpos generalmente oscila 

alrededor de los 5 mcg/ml de solución. 

materiales que se adsorben, bién sobre el Los mejores 

poliestireno han demostrado ser los anticuerpos especificos de 



de agentes infecciosos. Ello ha provocAdo un gran avance en el 

tipo de recursos y métod0s disponibles para detectarlos mediante 

pruebas de laboratorio. 

También perecen compo r t::ir t;e satisfactoriamente Jos 

antigenos de parésitos de ciertos ~éneros, de las que pueden 

afectar al ser humano. 

La siguiente tabla presenta una información condensada 

sobre los materiales que se adsorben so~re el pollestireno de 

placas de microhemaglutinación y sobre la procedencia de los 

mi.smos. 

VIRUS 

Material biológico 

Rubeola 

Herpe slmplex 

Citomegalovirus. 

Gripe 

Sarampión- Hepatitis. 

BACTERIAS 

Treponema 

Brucella 

Salmonella. 

PROTOZOARIOS 

Entamoeba Histolytica. 
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Procedencia 

Extracto de cultivo de 

tejidos infectados. 

Conejos infectados. 

Cultivos en agar. 

Extracto de 1ipopoli

sacir1dos solubles. 

Or ganrsmos lisados y 



Plasmódium. 

Trypanosomas. 

HELMITOS 

Trichinella spiralis. 

VARIOS 

Inmunoglobulinas. 

Anticuerpos especificas. 

DNA. Extracto de t.imo de ternera. 

2.- Conjugados 

fragmentados obtenidos 

por ultrasonido. 

Eritrocitos infectados 

Animales infectados. 

Larvas extraidas de ra

tas infectadas. 

Precipitadas con sulfa

to de sodio al 18% 

Purificados por afini

dad cromatográfica. 

En un sistema ELISA se utilizan conjugados, dandose este 

nombre para el caso de antigenos o anticuerpos marcados con una 

enzima. Para la preparación de conjugados sa han usado diversas 

enzimas entre las cuales cabe mencionar las sguientes: 

Fosfatasa alcalina. 

Glucosaoxidasa. 

Lisozima (muramidasa) 

Peroxidasa. (2'l, 87) 
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De ellas se prefieren la fosfatasa alcalina y la peroxidasa, 

esspeclalmente la ~!tima, para la elabo1ación de conjugados que 

pueden ser adquiridos como reactivos de labortorio. 

La fosfatasa alcalina fue recomendada por Engvall y Perlmann 

en 1971 y es obtenida de la mucuosa intoetinal de terneras, 

empleandose bajo forma de suspensión en sulfato de amónio, 

debiendo exhibir una actividad de al menos 1000 u/mg de rroteinas 

presentes en la preparación. 

Entre las ventajas que presentan se tienen las siguientes. 

Se les puede preparar en suspensiones de actividad alta. 

Su substrato es de bajo costo y no es tóxico. 

Da un producto final de reacción de color amarillo 

br.i . .llante. 

Sus conjugados exhiben una buena sensibilidad. 

La peroxldasa se comenzó a usnr en productos comerciales 

(conjugados)a partir de 1975. es obtenida del rAbano silvestre, 

se le prefiere sobre la fosfatasa alcalina en base a las 

siguientes caisas: 

Sus PreP1irados ex-hfhAn muy hurin;i est:.,.bilidad y actividad 

alta. 

Se dispone de buenos métodos para su conjugación. 

Reacciona con una variedad de sustratos cromogénicos. 

Es de mas bajo costo que la fosfatasa alcalina. 

En general, loo conjugados son elementos relativamente 

estables, que deben mantenerse bajo refrigeración a 4°C y a los 

que se incorpora Azida sódica como agente conservador. 
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La mayor especificidad de los conjugados se obtiene 

trabajando con conjugados de anticuerpos anti-inmunoglobulinas 

humanas presentes en antisueros de conejo, carnero o cabra. 

Para mayor especificidad debe preferirse al marcaje de 

anticuerpos purificados por afinidad cromatográfica. (Bq,e~ 

3.- Sustrato enzimático. 

Para conjugados con fosfatasa alcalina, uno de los sustratos 

mas comunmente usados es el fosfato de 4-nitrofenilo, el cual 

desarrolla un color amarillo al ocurrir la hidrólisis enzimática 

sobre él. El pico dA absorbancia y por ende la zona para las 

lecturas al espectrofotómetro, ocurre a los 400 nm. Este sustrato 

se usa en concentraciones de gr/l en medio amortiguador de 

dietanolamina. También se le puede obtener en tabletas de 5 mg a 

usar disueltas en 5 ml del mismo medio amortiguador. 

Para conjugados con Peroxidasa hay varios tipos de sustratos 

que pueden usarse, entre ellos, los principales que cabría 

mencionar serian los siguientes: 

3-3 Diaminobencidina. 

Acido 5-aminosalicilico. 

0-Fenilendiamina. 

Cualquiera de ellos requiere de ser usado con agua 

oxigenada, la que se comporta como un verdadero cofactor de la 

peroxidasa. 

A ültimas fechas se prefiere el uso de la o=fenilendiamina, 

ya que tanto la 3-3 diaminobericidina como el ácido 5-
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aminosalicílico son, al menos potencialmente, agentes de posible 

acción carciógénica. (?'I) 

4.-Ticnicas de lavado. 

En metodologías del sistema ELISA hay que efectuar de una a 

tres incubaciones, incluidas en los siguientes pasos: 

a) Sensibilización de la fase sólida. 

b) Conteo y reacción del suero a analizar con la misma fase. 

c) Intervención del conjugado en el sistema reactivo. 

Si se trabaja con sistemas reactivos comerciales, la fase 

portadora ya viene sensibilizada y tiene una fina capa interior 

de antígenos o anticuerpos, por lo que no necesitan hacerse 

procesos de lavado. 

Pero en los casos b y c, después de cada incubación, hay que 

efectuar 

(tubos, 

un lavado adecuado del material de poliestireno usado 

pozos de placas de reacción o perlas) a fin de eliminar 

respectivamente, todo material sérico o de conjugados que no 

hubiera llegado a intervenir en el sistema reavctivo y que queda 

sobrante. 

Los lavados se efect~an manualmente con picota o bi6n con 

equipo automático diseñado especialmente para tal objeto. Deben 

efectuarse siempre tres lavados si se trabaja en forma manual, de 

3 a 5 mjnutos de duración cada uno. Si se utiliza el equipo 

automático, el tiempo de cada lavado es de sólo un minuto ya que 

el mismo opera a presión de 1 a 2 atmósferas y garantizan un 

lavado rápido y practicamente perfecto. 
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Para el lavado, se utiliza generalmente solución salina 

fisiológica amortiguadora, pare tener una solución de lavado de 

un pll de 7.2. 

Hay quienes usan sólo agua deslo11 izada. (2"1) 

4. 5 TECNICAS ANALITICAS 

De preferencia se ha de trabajar con muestras de suero 

sanguineo, pero también son aceptables muestras de plasma. 

obtenidas en la forma que ne detalla mes adelante. las muestras a 

utilizar serán: 

a)Suero sanguíneo obtcrnic.lo de sang:re venosa. 

b)Plasrna obtenido en tubos capilares heparinizac.los. 

c)Suero sanguíneo eluido en papel filtro. 

Suero sanguineo obtenido de sangre venosa 

Para una muestra adecuada, la sangre de punción venosa se 

deja coagular a la temperatura ambiente durante unas pocas horas 

y después se extrae cuidadosamente el suero a analizar por medio 

de una pipeta Pasteur. 

En ning~n momento, ni la sangre ni el suero debe ser 

refrigerado ya que ello puede originar pérdidas de cantidades 

significativas de anticuerpos de tipo IgM y en menor grado de los 

tipo !gG. (:!5) 

Plasma obtenido en tubos capilares heparinizados 

Se limpia la yema del dedo del paciente con un hisopo 
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humedecido con etanol se deja secar bién. para evitar la 

posibilidad de hcmolizar la muestra a obtener Con una lanceta 

desechable se punza la yema del dedo dnscartando la primera gota 

de sangre que fluya. Después se obtiene la muestra llenando uno 

o mis tubos capilares heparinizados, estos tubos han de tener un 

diimetro interno mínimo de 1.1 mm y una longitud de 75 mm. 

Si es posible, preferir el empleo de este tipo de capilares 

que ademis tenga adicionado timerosal como agente antibacteriano, 

se sella el extremo de los capilares con plastilina opor calor y 

después de unas pocas horas se llevan a la microcentrífuga para 

la separación del plasma. Después se cortan los capilares a nivel 

dela interfase plasma/paquete globular, se descarta la porción 

que contiene el paquete y la que lleva el plasma se sella en 

ambos extremos, manteniendose asís hasta el momento de 

analizarse. 

Suero sanguíneo eluído en papel filtro 

La sangre se obtiene de punción capilar y en tubos de J. 1 x 

75 mm pero no heparinizados. Estos tubos permiten obtener una 

muestra exactamente medida y de ellos la sangre se adsorbe sobre 

el papel filtro. 

Debe evitarse que los filtros de papel impregnados con la 

sangre del paciente entren en contacto con ningún tipo de agente 

fijador. Se han de desecar con la mayor rapidez posible pero a 

temperatura que no lleguen a superar los 56°C 

La muetra, en papel filtro, ya seca, puede ser transportada 

a distacia, manteniendo su seroreactividad sin alteraciones a la 

temperatura ambiente, durante dos semanas miximo. 
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Lo anterior es válido ünicamente para anticuerpos del tipo 

de las JgG, por lo tanto esta forma de obtener muestra s no es 

recomendable cuando se investigue la presencia de anticuerpos del 

tipo IgM. 

El material a analizar, son los eluados que contienen los 

anticuerpos y estos se obtienen de la siguiente manera: 

Si se captó la muetra de sangre usando tubos heparinizados, 

del tipo de los usados en la rutina diAria para hacer 

macrohematocrito, entonces se ha partido de una muestra de 70 

.microlí tros, con la que se impregnó la tira o disco del papel 

filtro. Dicho papel se coloca en un tubo de ensaye de tamafio 

adecuado, el que contiene 0.7 ml de solución amortiguadora de pH 

7.2, dejandola toda la noche en refrigeración a 4ºc. 

Este procedimiento da un eluado de suero en diluciones 

aproximadas de 1:20 para sangres de un hematocrito de 50%. Para 

valores más bajos de hematocrito, el margen de error en que oe 

incurre permanece dentro de los límites aceptables. 

El sistema ELISA puede aplicarse, en la préctica, bajo forma 

de: 

M~crotécnicas {en tubos) 

Microtécnicas (en placas de reacción). 

lo que constituye muchas veces una decisión de tipo personal o 

bién en determinados casos, condicionada aJ tipo de reactivos que 

se dispone o sea posible de obtener en un momento dado. 
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Macrotécnicas del sistema "ELISA". 

Ejemplo: Detección y valoración de la alfa 1-Fetoprpteina Humana. 

Paso 1: Se dispone de tubos de poliestireno de 11 mm de diámetro 

interno por 

una capa 

50 mm de largo, los cuales se han sensibilizado con 

interna de anticuerpos anti-fetoproteina humana, 

desarrollado en ovejas. Estos tubos vienen en sistemas de 

reactivos comerciales, listos para ser utilizados. Empleando el 

número de tubos necesarios, se coloca en cada uno de ellos 200 

microlitros de estindares, sueros desconocidos y controles. 

Primera incubación: incubar los tubos por un tiempo, de dos 

horas, a temperatura ambiente. Lo que ocurre en este primer paso 

es que la fetoproteina presente en los sueros desconocidos (en 

los que la hubiera), en los sueros control , se habré de unir a 

sus anticuerpos específicos adsorbidos sobre la fase sólida. 

Paso 2: Primer lavado; se lavan los tubos dos veces con 2 ml de 

solución de lavado (solución salina fisiológica). 

Con este primer lavado se busca eliminar todo material que no 

haya quedado unido a la fase sólida. 

Paso 3: Agregado del conJuKado: se adiciona a cada uno de los 

tubos, 200 microlitros del conjugado enzimAtico, el cual estA 

constituido por un anticuerpo antifetroproteina, desarrollado en 

conejos, conjugados con peroxidasa de rAbano silvestre. 

Segunda incubación: se incuban todos los tubos, el conjugado 

agregado con el complejo antígeno/anticuerpo adherido a las 

paredes internas de los tubos, resultante del paso 1. Nuevamente 
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la incubac.ión se hace durante 2 horas, a tempera tura amblen te. 

Paoo 4: Segundo lavado; se lavan todou Los tubos tres veces con 2 

ml de solucJón da lavado. Con este segundo lavado se buoca 

eliminar todo material que no haya quedado unido al complejo 

antigeno/anticuerpo adllerido a la fas~1 sólida. 

Paso 5: Agregar c!l d•:>sar rallador do color, se agrel{a a cada uno 

de loe tubos 200 mlcrolitros del reactivo desarrollador de color, 

integrarlo por la 0-fenilendiamina y su catalizador (agua 

oxigenada) en un medlo amortiguador apropiado. 

Tercera incubación; todos los tubos se incuban durante 30 

mlnutos a temperatura ambiente. 

En ceda uno de loo tuboH en que se haya presente la fetoproteina. 

He dr,Jsarrollará un color amari.llo de intensidad proporcional a la 

concentraclón exiotente de la misma. 

Paso 6: nto flnal de la valoración; exactamente al transcurrlr 

los 30 minutos de Ja tercera incubaclón, se detiene y se termina 

con la reacclón en curso de dosarrollador de color, mediante el 

agregado de 1 ml de écido sulf~rico 0.5 N. 

Trazado de la curva de preferencia; la concentración de la 

fetoproLeina puede ser expresada de dos maneras: 

Nanogramos/mllilitro (ng/ml) 

Unidades Internacionales por mililitro (UI/ml) 

la equivalencia entre ambas formas de expresión se basa en un 

patrón definido por la OMS (Organización Mundial de la Salud), el 

cual nos define que:Una unidad internacional de fetoproteina 

equivale aun contenido de 1.5 nanogramos de la misma, expresada 
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en peso. 

Pura el trazado de la curva de referencia se usan las 

absorbancias registradas para cada uno de los 5 estándares 

utilizados para tal motivo, cuyas cifras y concentraciones 

respectivas podrian ser las siRUientes: 

Estándares. Concentraciones. Absorbencia 

Estándar a 3UI/ml A 0.025 

Estándar b !OUI/ml A o. 11 o 

Estándar e 30 UI/ml A 0.305 

Estándar d 100 UI/ml A 0.885 

Estándar e 300 UJ/ml A 1. 440 

'con estos datos, la curva resultante sería la siguiente, trazada 

en papel similogaritmico. 

Abscisa: Concentración de fotoproteina. 

Ordenada: Absorbancia. 

Zona de lectura: 492 nm. 

A 

2.000 

CURVA DE REFERENCIA 

1.000 

0.300 

0.100 

0.030 

Fig.6 100 
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Obtención de resultados. 

Para la lectura directa de absorbancia ver sus concentraciones (A 

vs UI/ml), usando la curva de referencia trazada para cada lote 

de reactivos. 

Para garantizar la validez y confiabilidad de los resultados, 

incluir siempre en cada grupo de pruebas, un control normal y 

otro anormal, de preferencia usandos por duplicado. 

En técnicas "ElISA" es del tipo del doble anticuerpo, el primero 

va adherido a la fase sólida, como una capa interior de antisuero 

específico de ovino. 

Este anticuerpo, es el que se unirá a la fetoproteína que pudiera 

estar presente en las muestras del suero desconocido, en los 

estándares y en los sueros control. 

En tanto que el segundo anticuerpo que formará el sandwich 

quedará integrado así primer anticuerpo/antígeno/segundo 

anticuerpo, es el conjugado, compuesto por el suero 

antifetoproteína específico de conejo, ligado a la peroxidasa, la 

que actüa así como la enzima de marcaje o enzima indicadora. 

Un punto crítico en estas metodologías. tanto en las 

macrotécnicas como las microtécnicas, está en la necesidad de 

efectuar los lavados inobjetables. para asegurar que ello ocurra 

se han ideado equipos para hacer lavados automáticamente. Son muy 

recomendables para emplearlos en las macrotécnicas y por cierto 

se convierte en elemento indispensable para toda vez que se 

utilicen macrotécnicas de este sitema. (87) 
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Microtécnlcas por sistema ttELJSAtt 

Ejemplo: Valoración de Perritina. 

En estás técnicas se emplean placa9 de reacción de polietilono 

brillante, con pozos de base ancha. El material qua actúa corno la 

fase portadora sb11da de poliestireno esti constituido por 

usferoporlas recubiertas con anticuerpos, en este caso por 

anticuerpos a furritJna (primer anticuerpo), generalmente estos 

anticuerpos so desarrollan en cobayos. 

Se han de usar tantas cavidades o pozos de Ja placa de reacción 

como pruebas que han de efectuarse, contándose para ello, con 

sueros desconocidos. estindares y controles que se integran para 

formar la car~a de trabajo a realizar. 

Paso !En cada pozo de la placa de reacción, se agrega alícuotas 

de 25 microlitos de cada uno do los sueros desconocidos, de los 

estándares y de los sueros control 

amortiguador diluyente. 

y después pipetear el 

Trabajar con sueros control por duplicado, para verificar la 

precisión con que so trabaja. 

raso 2: A cada cavidad de la placa de 1eaccl6n que esté 

utilizada, agregar la esferoperla. 

Paso 3: Agregar JOO microlitros del conjugado (segundo 

anticuerpo/enzima) a cada cavidad de la placa. 

Paso 4 Primera lncubaci.ón; efectuarla durante hora a 

temperatura ambiente con movimiento de rotación. 

Paso 5 lavar 3 veces, el uso del equipo automótico permite 

realizar Javados rápidos, fáciles e inobJetables de cada una de 

las esferoperlas, pudiendo trabajar sobre 5 cavidades 
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s lmul táneamen te 

Paso 6: Todo lo que Interesa en la prueba ha quedado adherido a 

la osferoperJa, la cual, en este paso es transferida a los tubos 

de lectura. 

A ceda uno de lo& tubos se lo agrega el sustrato de o-

fenllendiamina y agua oxigenada. La cantidad que ee agrega a cada 

tubo es de 300 microlitros. 

Paso 7: Segunda incubación; está se realiza a la temperatura 

ambiente y durante unperiódo de 30 minútos . 

terminada la i.ncubación se añade de i nmedla to a cada uno de los 

tubos, 1. O ml de solución ·1N de ácido sulfúr Jc:o, con la que se 

detiene la reacción y se termina la parte ope1ative de la prueba. 

Paso 8: Lectura de absorbencia. el sustrato a base de la o-

fenilendlomina forma un color amarillo anaranjado, el quepuede 

ser modido a 492 nm y en base al valor de Ja absorbencia, obtener 

el resultado a reportar por la lectura directa de una curva de 

referenc.ía, 

empleado. 

previamente trazada por el lote de reactivos 

Para este poso final de lecturas de absorbancio, puede emplearse 

cualquier tipo de espectrofotómetro de uso diirio, ya que se lee 

a 492 nm en zona v.i.sible. (88) 
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4.6 VARIANTES DE TECNJCAS 

En las metodologias por el sistema "ELISA", ya sea que se usen 

macrotécnicas o se recurra a las microtécnicas, son ampliamente 

flexibles y nos brindan la oportunidad de practicarlas bajo un 

aplicable número de variantes en un enfoque básico. 

Mencionaremos algunas de estas variantes. 

J.- Técnicas sancwich de doble anticuerpo, para detectar o 

valorar anticuerpos, haptenos, antígenos. 

2.- Técnicas sandwich de triple anticuerpo, para detectar la 

presencia de antígenos especificas. 

3.- Técnicas por competencia, para detectar o valorar antígenos o 

anticuerpos. 

4,- Técnicas por inhibición, para detectar antigenos especificas 

5,- Técnicas para antigenos univalentes. 

6.- Técnicas por inversión, para detectar o valorar anticuerpos 

del tipo de las lgM. (90 
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4.7 APLICACIONES CLINICAS. 

Se han propuesto con éxito, aplicar el uso de las metodologías 

por el sistema "ELISA" a la realización de pruebas de laboratorio 

clínico, relacionadas con los siguientes campos de la Medicina y 

terapeútica. 

1.- Infectologia 

2.- Parasitologia. 

3.- Endocrinología. 

4.- Enfermedades de tipo autoinmune. 

5.- Enfermedades neoplásicas. 

6.- Monitoreo terapéutico. 

A continuación se comenta brevemente la aplicación de las 

metodologlas por el sistema "ELISA". 

Métodos "ELISA" en enfermedades lnfecc.iosas. 

Casi todas las metodologías de este sistema, se aplican al 

diagnóstico de enfermedades infecciocas, a través de la detección 

o valoración de anticuerpos especificos, princlpqalmente para 

casos de fiebre tifoidea, meninguitic tuberculosa, hepatitis de 

virus D, rubeola. herpes. citomegalovirus. 

En la actualidad, el uso mis frecuente de estas metodologías, en 

relación con las enfermedades infecciosas, lo encontramos en las 

pruebas que se integran en el llamado perfil "TORCH", ellas son 

pruebas que buscan detectar o titular anticuerpos contra: 
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Citorne~alovirus. 

rubeola. 

Virus B enoc1ado a la hepatitis. 

v11·us del herpes 2. 

Métodos "EL!SA" en problemas de Parasitologla 

En la actualidad, el uso mis frecuente de estas rnetodologias lo 

encontramos en la realización de pruebas vinculadas a casos de: 

Amibiasis. 

Toxoplasrnósis. 

otros tipos de parasitosls en los que puede aplicarse, es en la 

detección y evaluación de niveles de ant1cuerpos especificos de: 

Malaria (Paludismo). 

Schistosomiasis. 

Oncocercosis. 

Tripariosontiaai~· 

Quiste hidAtlco. 

triquinosis. 

Sin embargo, aún subsiste para estas parasltosis la dificultad de 

lo~rar técnicas y reactivos que permitan reacciones especificas. 

Hay problemas de reactlvidad cruzada que ún impiden disponer de 

metodologias confiablas por este sistema. 

MAtodologlas "ELISA" en casos de endocrinologia 

En este caso se han estado desarrollando técnicas para estudios 

de la función tiroidea principalmente. Unlistado mas o menos 

completo, se integrarla con pruebas para valorar niveles de los 
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siguientes parámetros en suero; 

~ortisol. 

Insulina. 

Tiroglobulina (TBG). 

T-3 (Triyodotironina) 

T-4 (Tetrayodotironina). 

TSH (Hormona estimulante tiroidea). 

Sin embargo, en este terreno las metodologias de preferencia aún 

siguen siendo, las del Radioinmunoanálisis 

Métodos "ELISA" aplicables a enfermedades del tipo autoinmune 

Aqui los parámetros que han hecho estudios para obtener métodos 

confiables son: 

Anticuerpos antinucleares. 

Anticuerpos antitiroideos. 

Factor reumatoide. 

En este campo dichas metodologiuas, se encuentran en pleno 

desarrollo y aún no son de uso generalizado. 

Métodos "ELISA" en enfermedades Neoplásicas 

Se relacionan con la evaluación de niveles del antigeno 

canceroembrionario (CEA), para el monitoroo de la evolución de 

cáncer tratados quirurgicamente o con quimioterapia. 

E n este aspecto dichos métodos van desplazando a los del "RIA" y 

junto cfon ellos son los más especificas para la detección 

temprana de niveles anormales del (CEA). 
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Otra de 

categoría, 

las 

es 

pruebas 

la que 

"ELISA" que 

determina la 

entraría dentro de esta 

actividad de la fracción 

prostática de la fosfatasa ácida sérica, por su conocida relación 

con casos de carcinoma de próstata. 

Métodos "ELISA" en monitoreo terapéutico 

Pese a que se han desarrollado método .. elegido.-selectivamente para 

cuantificar niveles séricos de medicamentos por sistema "ELISA", 

entre ellos, algunos realmente importantes por su frecuencía de 

uso y de su reconocida utilidad terapéutica, como lo son, para el 

caso de la Digoxina y de la Teofillna, en ningQn caso ellos 

superan a los métodos de monitoreo terapéutico empleados en el 

sistema "EMIT" {q" 
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4.8 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL SISTEMA "ELISA". 

VENTAJAS; en esencia podriamos enumeran nueve elementos ; 

1 . - Con tanda con un buen an t igeno, exlü.be.n una buena 

especificidad, laque los hace de valor en clinica. 

2.- Dan lecturas de punto final en zona visible del espectro o se 

adaptan para operar con técnicas cinéticas, midiendo cambios de 

absorbancía. 

3.- Son técnicas fáciles de practicar y adaptables para su uso en 

rutina. 

4.- Son metodologías susceptibles a ser automatizadas. 

5.- Usan reactivos de larga vida Gtil. 

7.- Al no emplear materiales radiactivos o potencialmente 

carcinogénicos, su práctica no implic~ riesgos para la salud del 

operador. 

s.- Permite detectar la presencia de antigenos solubles 

circulantes en los fluidos del organismo. 

s.- Por prueba son de costo relativamente bajo. 

9.- Permiten la detección simultánea de varios tipos de 

anticuerpos sn muestras de suero sanguíneo. (<¡o) 
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DESVENTA.1118. 

J.- Son técnicae que no puoden considerarse rápidas, por lo tanto 

no son Otiles como pruebas do emerrroncia. 

Las pruebas de ~Gle sistema, pueden llevar varias horas en 

completoroo y raramente pueden hacerse en menos de 45 minütos, en 

el mejor de los cosos. 

2. - En general, no funcionan bién cuando sn trata de detectar o 

valorar 

Daltons, 

maní toreo 

compuestos de peso melecular inferior o los 10,000 

µor lo que su uso no es recomendable para problemas de 

terapeutico de medicamentos, ni para cusan de 

intoxicaciones por los mismoo. 

Aclemás usan motodoloRias de sistemas heterogéneos. los que 

siempre requieren de un raso oeparetlvu y no constituyen a la 

s.Lmpl:icidad del procedimiento analítico. l<\0) 
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V, - SISTEMA " E M I T" 

5. 1 INTRODUCCION 

ESTA 
SAUR 

TESIS 
BE LA 

n~ DEBE 
BIBLIOTECA 

Está nH..·.odologfa comenzó a ser desarrollcida a partir de hace poco m.:\:; de 

una década, es un método r.§pido, aplicado a la detección y valoración -

de compuestos de bajo peso molécular, en especial de medicamentos, en 

estudios de toxicología y de monitoreo terapeútico, ... ·, 

El monitoreo terapéutico consiste en jeterminar concentraciones de medie.E 

mentas selectivos, en muestras de plasma o suero, 

Tiene aplicación únicamente cuando se trata de medicamentos que exhiben 

un alto grado de correlación entre sus niveles en plasma o en suero y -

sus respectivas actividades farmacológicas. 

En la actua!ldad, los procedimientos de laboratorio vinculados al mon\to-

reo terapéutico constituyen elementos bién consolidados a una terap<?utica 

racional y eficaz en el manejo de diversas enfermedades serias del ser -

humano. . ··"' ''' 

Cada ser humano es un sistema único y áiferente. No hay dos personas -

en las cuales una misma dosis de un medicamento determinado le produ1; 

ca el mismo efecto. Ellas presentan e_ntre sr diferencias en la forma y --

manera en que se absorben, distribuyen, metabolizan y excretan el fármj! 

co de que se trate. \ \ 

Incluso un mismo individuo puede variar en su~: propro patrón o manera de 
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responder unte un íúrmaco, se:yún cilmbios que en él ocurran, afectando su 

estado físico, o por el uso simu!Umeo de otros medicamentos, cte. 

A contrnuaci6n se mencionan algunos tórmln:is que se usa al analizar los -

resultados de monitoreo terapéutico, Jos principales serian los siguientes. 

a) Vida me::lia de un medicamento. 

Dicha expresión, nos describe las características específicas que el mis

mo presenta sobre el tiempo en que tarda en eliminarse del organismo hunrn 

no. (311) 

Su definición, la vida media de un medicamento es el tiempo requerido P.§ 

ra que su concentaclón sérica pico, alcanzada después de administrar a un 

paciente una única dosis del mismo, registre una caída de nivel de 50 por 

ciento.Se le expresa en unidades de tlempo. (.3!)) 

Se ilustra un ejemplo en la siguiente figura. 

ra la referente información; 

en la cual se tiene c~ 

20 mcg/ml. concentración sérica tope o pico (A). 

8 horas vida media del medicamento considerado (B). 

10 mcg/ml carda de nivel al 50% del pico. (B) 

El tiempo empieza a contarse desde el momento en que se administra la dQ 

sis 6nica del medicamento, aún cuando su nivel pico se logre dos horas ,.¡= 

después, figura. ) . Se procede ssi para poder determinar los interv.§ 

los a guardar entre dosis y dosis. <.IV) 
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Fig. 7 

b) Niveles pico para una dosis dada., 

A. Nivel pico 20 mcg/ml 
B. Nivel de carda al 50% 

10 mcg/ml 

6 
Horas. 

Para determinar el nivel pico o tope, después de administrar una dosis única 

de un medicamento, se valoran sus nlv~les en la muestras seriadas tomael-

das a intervalos regulares y frecuntes, los que habitualmente son variables 

entre 15 y 30 minutos. Lo que se determina son niveles del medicamento -

administrado. 

El cono::i miento de la vida media de cada medicamento re sula ser algo es~n 

clal para el médico, por ella determinará cuál es el régimen de dosificación 

óptima para el paciente, iniciárá las fluctuaciones de niveles que ocurren -

entre diferentes dósis y permitirá decidir si es necesario o no administrar -

al enfermo una dosis inicial de carga de medicamento, para asegurar una rá-

pida obtención de concentraciones sericas de utilidad terapéutica. (2$) 
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c) Niveles dinflmlcos estables de un medlcamnnto. 

El estudio cuantitativo de los procesos metabólicos y de las relaciones en-

tre una dosis de un medicamento y su concentración en los fluidos biolóq! 

cos, ha permitido determinar que si un medicamento se da por intervalos,.: 

entre dosis y dosis, Iguales a su vida media, al cabo de 4 a 6 veces en 

esta forma, se asegura, en suero, ni veles din.§micos, entre Jrmltes estables 

Lo antes dicho resulta ser de fundamental importancia para trazar esquemas 

de dosificación que garanticen niveles séricos constantes, dentro de los -

rangos terapéuticos efectivos, de un medicamento dado. 

16 

12 

8 

s 
8; 4 
u 
s 

Fig. 8 
8 16 24 32 40 48 HORAS, 

La gréfica que an:t:ecede nos ilustra lo dicho. En ella, en la abscisa, se -

marca el tiempo en horas y en las ordenadas, las concentraciones sérlcas 

en microgramos por mililitro. 

Los puntos A, marcan los niveles topes y la zona B nos indican el rango -

de los niveles dinámicos, sus variaciones y los límites estables logrados. 
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En el caso ilustrado, los niveles dinámicos estables se han alcanzado -

después de la administración de cuatro dosis idénticas del medicamento, 

dadas a intervalos de tiempo iguales al de su vida media de 8 horas, la -

cual fuera establecida previamente. (1t)1 \87) 

5, 2 DESARROLLO DEL SISTEMA "EMIT" 

El sistema "EMIT" abarca metodolo;¡fas de inmun::ianálisis enzimático de -

tipo homogéneo y fue desai;rollado por la co:npafüa Syva en USA. 

Lo dicho antes, es válido considerando, desde el puntp de vista comercial 

ya que esta compañía tiene por lo menos 20 medicamentos de reconocido 

valor y utilidad en la misma terapéutica, disponibles en sistemas de re~ 

ti vos, todos ellos se basan en el sistema "EMIT". 

Una reciente revisión de estado de las técnicas inrirnnoenzimáticas por sLs 

tema homogéneos como lo es el sistema "EMIT" fue efectuad.a en 1978 por 

K.E. Rubenstein. 

En su trabajo_ Rubenstein afirma que el sistema "EMIT" representa una sig_ 

nificativa simplificucibn on la tecnologiü de dct::;;;¡·miaar coüCCf1t1-c:ie;ioJ!es s~ -

ricas de diversos medicamentos. 

Las metodologías "EMIT" suministran resultados comparables a los que -

brindan otros diversos tipos de técnicas pero sin requerir instrumentación 

costosa ni el manejar y tener que eliminar adecuadamente material y reac

tivos. Con este tipo de inmunoensayos, las determinaciones de concentra

ciones séricas de medicamentos, queda accesible practicamente a cualquier 
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lab:xatorío clínico razonablemente equipudo. ', , 

Son verdaderas rnicrotécnicas que exhiben una sensibilidad y una especifi

cidad adecuadas y aceptables para su uso en rutina en la clínica médica. 

Lo más atractivo del sistema "EMIT", radica en que son tecnologías bién -

probadas, confiables y procesan la muestra con muc;•a rápidez, usando Pi:Q 

cedimientps sencillos. Tal vez su ventaja més significativa sea la del tiem 

po que se requiere para hacer y completar una prueba individual, tlempo--

que en general es de aproximadamente sólo un minúto, toda vez que, ya se 

cuente con la curva de calibración de referencía, que se establece inicial-

mente para cada lote de reactivos. (1.9) 

S.3 FUNDAMENTOS DEL SISTEMA "EMIT" 

En la realización de un análisis trpico por sistema "EMIT"se puede usar m..lJ 

estras de SO microlrtros (O.OS ml) de 

- Orina. 

- Plasma sanguíneo 

- Suero sanguíneo 

y en todos los casos la muestra utilizada se mezcla con un p1imer reactivo 

(reactivo A) que contiene anticuerpos específicos para el medicamento, suJl 

tratos específicos para la enzima reactiva y seleccionada. 

El antrcuerpo específico reconoce a su correspondiente fármaco y se liga a 

él en un tipo de reacción antígeno (medicamento)/ antrcuerpo. 1 • ~ 

En un segundo paso del procedimiento se agrega un segundo reactivo (rea_g 
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tivo B) que contiene el conjugado del rnrmaco con Ja enzima. 

Vale decir que el sistema reactivo, estaré Interviniendo un mismo f.'.irmaco 

pero bajo dos formas, una como elemento desconocido de la muestra en el?_ 

tudio en Ja que se le desea detectar o valorar en base a su unión con su 

antrcuerpo especrflco y otro, agregado como un compuesto marcado con una 

enzima al que se identifica como "reactivo conjugado", cuya intervención 

nos permite obtener el resultado final de la prueba nn proceso. 

Concretamente lo que ocurre en el segundo paso del método es lo siguiente 

el ff:trmaco marcado o conjugado se une a los antrcuerpos que quedarón 11-

bres, al no intervenir en el paso previo y con ello se reduce proporcional 

mente la actividad enzimética presente en el sistema reactivo. 

Sólo resta un tercer paso en el método, el cual es de medir la actividad -

enzimét!ca residual que ha quedado presente, mediante una reacción ciné-

tica de cambio de absorbancra del NAD a NADH. 

NAD: Dinucleótido de la nit:otinamida y adenina, for

ma oxidada. 

NADH: Dinucleótido de la nicotinamida y adenina, for

ma reducida. 

Del cambio de absorbancra que se registre, se infiere la presencra y nivel 

o concentración· del férmaco en la muestra en estudio. (19), (29) 
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5 .'! COMPONENTES QUE INTEGRAN EL SISTEMA "EMIT" 

Los elementos que integran una metodologra "EMIT" ;· son los que a contr

nuación se indican: 

- Muestra en estudio. 

- Antfcuerpos contra un medicamento específico. 

- Sustrato enzimétlco de diversos tipos. 

- Conjugados 

- Coenzima NAD. 

Muestra en estudio: 

Como se señaló anteriormente, este tipo de metodologras "EMIT" permiten 

analizar muestras de orina, plasma sangurneo o suero sanguíneo. Para -

una prueba en general se usan muestras de tan sólo 50 microlrtros, por lo 

que los procedimientos son, en todos los casos, verdaderas microtécnicas. 

Antrcuerpos contra un medicamento específico: 

Oe dispone de w.nu vuricdwd de rcactivoc a base de cnticuerpos especffi--

cos contra el medicamento cuya presencra se desea detectar o bién cuan_ 

tiflcar según sea el caso. 

·El avance en métodos "EMIT" ya permite aplicarlo no sólo a casos de mQ. 

nitoreo terapéutico, sino también a la detección de drogas de abuso y a -

la de ciertos y seleccionados metabolftos, estos últimos con técnicas cua_n 

titativas. 
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Los reactivos de lrn siGtcmas "EMIT", emplean anticuerpos específicos -

para el medicamento a detectar o valorar en Ja muestra en estudio. (5) 

Estos unticucrpos específicos se dc,sarrollan o inducen en animales, gen§_ 

ralmente en carneros inmunizados contra un antrígeno artificial, parte del 

cual es el medicamento que se trate en partícular, el cual ha sido ligado 

químicamente a una macromolécula portadora, para conferirle propiedades -

de antígeno al nuevo compuesto resultante. ('l9) 

Sustratos enzimétlcos de di versos tipos. 

Integran reactivos comerciales que se obtienen en forma liofilizada y va

rían según la enzima que se haya seleccionado, como Ja més apropiada P-ª. 

ra la prueba "EMIT" a realizarse. 

- Glucosa 6-fosfo-deshidrogenasa. 

-. M élico-deshidrogenasa. 

- Muramidasa (Lisozima) 

Así que los sustratos serén sales, como fosfatos derivados del écido mé

lico, para las dos primeras enzimas. 

El caso de la muramidasa presenta un caso especial ya que esté enzima -

requiere un sustrato bacteriano. Por definición, la muramidasa o llsozima 

como se le identificaba antrguamente, es una enzima que exhibe la pro-

piedad de lisar las paredes celulares de algunas bacterras, entre ellas: 

- Micrococcus l_ysodiekticus. 

- Micrqgoccus luteus 

ª-~cina lutea. 
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- 8áQ.iJl\!.l?. !!l_gg_Q_t_g/i U.!!!_ 

El substrato para la muramidasa se obtlene como un reactivo de bactcrras 

no patógenas {generalmente la M. lute~.), muertas, desecadas y se pr~ 

para una soluclón nmortlguadora, en la que se suspenden las bactcrras qLE 

han de actuar como substrato de la muramidasa. La acción de esta se cen_ 

tra en las paredes celulares de determinadas bacteñas, degradando muco

polfmeros que las integran y que contienen residuos alternantes de ácido -

N-acet!lmurámico y de N-ac_etilglucosamina. (35) 

Conjugados: 

El conjugado se integra con el fármaco a detectar o valorar-·en la muestra 

que ha de analizarse, unido qufmicamente con la enzima que se haya sele.Q. 

clonado para emplear en la prueba. 

Coenzima NAD: 

Si en una reacción enzimática, se puede hacer actuar como cofactor a una 

coenzima tal como el NAO (Dinucleótido de nicotinamida y adenina), que -

cumple la función de captar hidrúge11u::. u LiGu c:c.J"du:; ,.¡ :;e l" u:;d iJaju -

su forma reducida (NADH ), ·es posible seguir paso a paso el desarrollo de 

dicha reacción en un instrumento que opere en zona. UV, lo di.cho anterior

mente ·es posible gracfas a cualquiera de esas formas de la coenzima que -

se caracteriza por absorber la luz UV en su estado reducido (NADH), pero 

no en su estado oxidado. (NAD) ('l9) (<¡3) 

Esto se ilustra claramente en la siguiente figura: 
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Fig. 9 Curvas de absorción a pH 7 .5 del NAD+ y NADH. 

Las lecturas se hacen de preferencfa a la longitud de onda de los 340 nm por 

ser una zona de m&xima a.bsorci6n para el NADH y mínima o prácticamente n_y 

la para la formaoxidadade;NAD. (95) 
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S. 5 TECNICAS ANALITICAS BASADAS EN EL SISTEMA "EMIT" 

Las tónicas analrticas que se emplean en el sistema "EMIT" pueden ser, 

de cuando menos, tres tipos diferentes. 

- De detección o cua;lítativas. 

- Semicuantitativas. 

- De valoración o cuantitativas. 

En ellas se usan controles negativos y controles positivos, con el trn de 

operar con referencra a una curva de calibración individual para cada lote 

iereactivos. {34) 

Ejemplos de técnicas analrticas por el sistema "EMIT". 

5. S .1 Detección de drogas de abuso en muestras de orina. 

Fundamento de la prueba: 

Prueba inmunoqufmica rápida, semicuantitativa para la detección de dro

gas de abuso o de sus metabolrtos en orina, la cual permite detectar si 

un individuo ha ingerido o se ha administrado, en forma voluntarra o ln

volu'1taña, alguna o algunas dejas siguientes drogas: 

- Morfina 

- Metadona 

- Anfetaminas 

- Secobarbital 

- Benzoil-ecgonina (metabolito de la cocarna) 

- Oxacepan 
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- Propoxifeno 

La prueba tiene como finalidad la de ser una prueba de detección o es-

crutrneo. Cada prueba permite obtener sus resutados en aproximadamente 

un minúto y se practica en forma simple, mezclando los rcuctivos "EMI1"' 

con una pequeña cantidad de orina, la cual no requiere ningún tratamiento 

previo. (l.8) 

Obtención y manejo de las muestras de orina. 

las muestras de orina, pueden ser colocadas, indistintamente en recipien

tes de vidrro o de material de pléstico. No es recomendable agregarles -

preservativo alguno. Su PH óptimo ha de ser entre S. S y 8. O y la muestra 

puede ser mantenida a tei;nperatura ambiente hasta por 4 dras o bajo refri

geración hasta por 20 días, como precaución adicional, se recomienda ce.n 

trifugar la orina, antes de analizarla y trabajar con el sobrenadante, una 

turbidez excesiva, puede llegar a afectar adversamente el anéllsis Ytorn-ª..r 

lo menos confiable los resultados. ('18) 

Reactivos que se utilizan en las pruebas; 

Parct lci u~tección de drogus de abuse en muestras de orina humana, se r.§.. 

quiere disponer de 3 diferentes tipos de reactivos: 

- calibradores o controles de referencra 

- substrato bacteriano 

- reactivos "EMIT" específicos para cada droga. 

Calibradores o controles de referncra. - comercialmenfe pueden adquirirse 3 

tipos de calibradores identificados como: 

• 
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- cal! brador ni;gati vo. 

- cal! brador de nivel bajo 

- calibrador de nivel medio. 

Estos calibradores spn preparauos de orinas humanas, suministrados bajo 

forma liof.ilizada y se reconstituyen con 3. O mi de agua destilada. Son -

estables por dos semanas, sr se mantienen refrigerados mientras no se e~ 

ten utilizando. Los cali.bradores sirven como elementos de referencra para 

cualquiera de las dro7as o metabolrtos cuya presencra se desee investl;¡ar, 

con ellos se pueden hacer curvas de calibración. Sus valores típtcos se 

incluyen en la s!g. tabla N8. ' expresados en microgramos por m!lilr-

tro de orina. 

Drogas y metabo!rtos calibradores Lim. de detección 

Neg. bajo. medio. 

Morfina o.o 0.3 5 .o o.s 
Metadona o.o 0.3 s.o o.s 
Anfetaminas o.o 1.0 s.o 2 .o 
Secobarb!tal o.o 1..0 s .o " " .:..u 

Benzoilecgonina o.o 1.0 5.0 l. 6 

Oxacepam o.o 0.5 5.0 o. 7 

Propox!feno 0,6 1.0 5.0 2.0 

Tabla: Calibradores para drogas de abuso y sus 

niveles de referencra para muestras de orina. (34) 



Substrato bacteriano. 

Consiste en una suspensión de rntcroorgantsrnos no patógenos. General-

mente se recurre al uso de MigocQQ9d_~ l_uteus que se obtiene corno un -

producto desecado, conteniendo bacterras totalmente inactivas .Para la pr@.. 

paración de este elemento corno reactivo, los microorganismos desecados 

se suspenden en una solución amortiguadora de pH 6. O constitufda por trQ. 

metamina (TRIS) (arnino-hidroxlmetil-propanodiol) y una sal de écido mtilico. 

Para·cada p
0

rueba se usan 0.2 ml de la suspensión de microorganismos. ('28) 

Reactivos "EMIT" especrficos, para cada droga buscada. 

Como mencionamos anteriormente, las drogas o medicamentos cuya detec

cron suelen requerirse con más frecuencía y cuyos nombres comerciales -

van entre paréntesis, son las siguientes:· 

Morfina.- principal y rnés activo de losJalcaloides del opfo, la prueba tal]l 

bién detecta su glucur6nico, rnetabolitos de la heroína o diacg_ 

til-morfi na y la caderna o metil-morfi na. 

Metadona. -la cual es un narcótico analgésico cuya fórmula qufmica res-

pende al nombre de dimetilamino-difenil-heptona. 

Anfetaminas. - la prueba detecta tanto a la anfetamina propiamente dicha -

{Benzedrtne) {Dexedryne) como la metanfetamina (Desoxyn). 

Secobarbital. - Es un barbitúrico de acción corta, de 3 a 6 horas, según la 

dosis, cuyo nombre qutmico es alil-metilbutil-malonilurea {Se

conal). 
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La prueba t.01mblén detecta la presP.ncía de otros agentes bar~ 

túricos de acción similar, entre ellos, amobarbltal (Butlsol) -

y pentobilrbital (nembutal). 

Benzoil-ecgonlna un metabolito de la cocaína (metl lbenzoil-ecgonina), un -

narcótico y cstrmulante presente en las hojas de coca. 

Oxacepam. - un metabolito de la benzodlacepina, lo cual permite 1'a deteccl 

6n de compuestos como el clordiaccp6xido {librlum), el dlacª

pam (Valium) y otros tranquilizantes de composición química -

similar. 

Propoxifeno. - un compuesto analgésico de nombre químico, propionato de -

dimetilamino-difenil-met!lbutanol (Darvon). (25) 

Presentación de los reactivos "EMIT" específicos. 

Para cada uno de los tipos de drogas indicadas, pueden obtenerse reactivos 

que suministran dos tipos de reactivos, siendo uno de ellos, anticuerpos 

contra metabolltos de la droga correspondiente (Reactivo:· A) y otro, consti

tuyendo el conjugado (reactivo B) íntegrado por la unión de una enzima (en. 

este caso 11 sozima o muramidasa) con la droga que se trete o uno de sus -

metabolitos principales. ('18 ). 

Procedimientos analíticos para la detección de drogas de abuso. 

En forma genérica podríamos resumir la técnica en los pasos siguientes: 

1. - Colocar O. 2 ml del sustrato enzim.'!tico en un recipiente adecuado 

2. - Agregar O.OS ml de la muestra de orina junto con 0.25 ml C:el -
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amortiguudor. 

3.- ACJregar O.OS ml del reactivo A (anticuerpos) junto con 0.25 ml 

del amortiguador. 

4. - Agregar O. OS ml del rcacti vo B (conjugado) junto con O. 25 ml 

del amortiguador. 

5. - Aspirar los contenidos en la celda de flujo, del espectrofot6me

tro previamente llevado a una absorbancra de O. 00 con a;¡ua 

destilada, esperar 10 segundos y efectuar dos lecturas de ab

sorbancra, la primera a los 10 segundos y la segunda exacta

mente SO min6tos mtls tarde. 

6. - Calcular los resultados usando la diferencra de absorbancras u

sando para ello la curva de calibracl6n trazada previamente. 

Comentario: 

Como pi.Jede apreciarse, el volumen totel final es de 1.1 ml y 

el tiempo para realizar el antllisls no llega a ser mayor de dos 

minútos. (34) 

Equipo necesario. 

Espectrofot6metro. 

Pipetor dilutor· 

Impresor 

Vasos de precipitación descartable de fondo cónico. 

Pipetor para la supensi6n de bacterias. 
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_ Cuuntlficaclón de Teofillna en muestras de plusma o suero 

Fundamento de la prueba. 

La metodología inmunoenzlmétlca de tipo homogéneo o "EMIT" para la V-ª. 

loracl6n cuantitativa de teof!lina en muestrus de suero o plasma, se basan 

en los conceptos de competencía entre proteínas, usando una enzima co

mo marcador y un anticuerpo como la proteína específica de enlace. 

En la actualidad, la teofilina es considerada como uno de los medicamen

tos de primera opción para la prevención o tratamiento de la slntomatología 

del asma en niños y en adultos. 

El metabolito de la teofllina puede presentar notables variaciones de persQ 

na a persona pese a que se le administra en dosificaciones idénticas. 

De ahí la importancra dellmonitoreo terapéutico, ello permite afinar en?e& 

tremo las dosis que resultan ser de mayor beneficio en un determinado -

paciente. 

Ob~ención y manejo de las muestras de sangre. 

Para cada valoración de 'J'.eofilina se requiere una mue.stra de SO microlí:-r-

tras de suero o plusmü 3Ungurneo. 

Para el caso de tener que trabajar sobre plasma, los anticuagulantes que 

pueden usarse son los de empleo acostumbrado'· es decir, heparirna, sales 

sódicas o potésicas de EDTA. u oxalatos. 

Reactl vos a utilizar. 

Para la valoración de niveles de Teofllina en muestras de ·suero o plasma, 

debemos de contar con cuatro tipos de reactivos: 
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- Controles o calibradores de referencra. 

- Anticuerpos contra Teofillna y sustrato enzimético. (reactiva A). 

- Conjugado (enzima/teofillna) (reactivoB) 

- Solución amortiguadora de pH 8. O 

Calibradores o controles de referencra, comercialmente pueden adquirirse 

equipos que contienen todos los reactivos para valorar teofilina, en los -

que incluyen un juego de seis calibradores y un control o nivel conocido. 

Calibrador negatl vo o.o microgramos/ml. 

Calibrador 1 2.5 

Calibrador 2 5.0 

Calibrador 3 10.0 

Calibrador 4 20.0 

Calibrador 5 40.0 

Control de valor conocido 15 .o 
Todos ellos vienen en forma liofilizada, en ampolletas y se reconstituyen 

con 1. O ml de agua destilada, mantenidos bajo refrigeración ya reconstitu.[ 

dos, mantienen sus niveles de teof!lina por lo menos durante 3 meses. 

Son preparados de suero humano adicionados de teoflilina. Los calibradores 

1 a 5 se usan para elaborar la curva de calibración esté serviré como refe

rencra para cada lote de reactivos. El calibrador negativo y el control de -

valor conocido, se corren por duplicado en cada serie de muestras a anal.!_ 

zar. 
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Antlcuerpos a Teofilina y substrato en·ztmtitico (reactivo A). 

Este reactl vo contiene anticuerpos contra un derivado de la Teoflllna, P-ª. 

ra poder inducir la formación de este tipo de anticuerpos, se acopla la -

Teofllina a una macromolécula que actúa como portadora y el antígeno así 

producido se emplea para inmunlzar carneros induciendo en ellos la pro-

ducclón de antrcuerpos especrficos. (35) 

Ademtis se incorpora a este mismo reactivo un par de componentes esenci-ª. 

les: la glucosa 6 fosfato que ha de actuar como sustrato de la enzima a -

utilizar, que para el caso es la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y la•'CQ. 

enzima NAD. (34) 

Este reactivo A se suministra bajo forma liofilizada y se rec0nstituye con 

6 ml de agua destilada. Bajo refrigeración se mantiene estable durante no 

menos de tres meses. Tlene un pH de 5. 2 dado por un ·medio amortiguador 

apropiado. (18) 

Conjugado {Enzima/Teofllina) (reactivo B). 

Este reactivo se prepara acoplando químicamente a la teofilina cen la en

zima G6FD, se suministra también bajo forma:illofilizada y se reconstituye 

así mismo con 6 ml de agua destilada. Bajo refrigeración se mantiene est51. 

ble durante no menos de tres meses. Tiene un pH de .a. O dado por un me-

dio amortiguador apropiado. (34) 

Solución amortiguadora de pH 8. O 

Es un amortiguador TRIS como clorhidrato en solución al O. 055 M. 
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Procedimiento anlfti co para la valoración de Teofllina. 

Las técnicas podrran resumirse en los pasos siguientes, se recomienda -

que tanto las muestras desconocidas, como el calibrador negativo y el -

control de valor conocido se corran en dupllcado y se promedien los resul 

tados finales que para ellos se obtengan. (3S} 

1. - Primera dilución usando un pipetor dilutor colocar SO microlr-

tros de la muestra (desconocido, calibrador negativo o control 

de valor conocido) Junto con 2SO microlrtros de la soluclón 

amortiguadora de pH 8. O en un reclpiente adecuado. 

2. - Segunda dilución usando un pipetor dilutor colocar O. OS ml de 

la primera dilución Junto con 0~25 ml de la solución amortlgl.@ 

dora en un segundo recipiente. 

3. - Agregar al segundo recipiente O. OS ml del reactivo A y 6. 2S ml 

de la solución amortiguadora. . 

4. - Agregar al mismo recipiente O. OS ml del teactivo By O. 2S ml -

de la solución amortiguadora. 

5. :- Culu<.:01 lus cuutt<uidus eu la celda de flujo del espectrofotólll§ 

tro previamente llevado a una absorbanc!a de O. O con agua dfill 

tilada y dejarla estar por 15 segundos. 

Posteriormente hacer·dos lecturas de absorbancra separadas 30 segundos -

entre sr, el cambio registrado entre ambas se usa para obtener los resul

tados de los análisis, los cuales son leídos directamente de la curva de 

calibración trazada con anterioridad. (34) 
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Comentario: 
Como puede apreci<irse, el volumen total del sistema reactivo 

es de O. 9 ml y el t!emp:J para reallzar un análts!s no llega a -

ser mayor de dos mi nútos. 

5. 6 APLICACIONES CLINICAS. 

las aplicaciones de las metodolog!as del sisterne "EMIT" se pueden agrupa-

en tres tipos de categorías: 

Análisis para Monitoreo Terapeútico de Medicamentos. 

Análisis para detectar Drogas de Abuso. 

Análisis para compuestos Endócrinos. 

Análisis para Mo:-iitoreo Terapeútico de Medlcamentos. 

Las principales categorías de medicamentos serían: 

a) Anticonvulsivos: 

b) Cardlotó~icos y 
antiarr!tmicos~ 

e) Antib16tlcos: 

i:l) AntiasmMicos: 

e) Antineoplásicos: 

Fenitorna, Fenobarbital, Prlmidona, Etosuximida. 

_Carbamacepina, Acido Valpr6ico, 

Digoxina, Lidocarna, Procainamida, N-acetilpro-

cainamida, Qurnidina, Disopirarnlda. 

Gentamicina, Tobramicina, Amikacina, Netilmic_l 

na. 

Teofilina. 

Metotrexato. 
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Detección de Drogas de Abuso. 

Mo~·flna, Metadona, Anfetaminas, Secobarbital, Benzoil-ecgonina (metabo

lito de la cocarna), Oxacepam (metabolito de la benzodiacepina), Propoxi

feno. 

Esteroides 

Co:npuestos Endócrinos. 

Co:tisol 

De funclón Tiroidea Tiroxina. (117) 

5. 7 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL SITEMA "EMIT" 

Ventajas: 

1. - El ser técnicas r~pldas, adaptables para ser inclufdas como una catEL 

goña por si misma dentro de las pruebas de emergencra. 

2. - El ser especialmente útiles para problemas de monitoreo terape(¡tlco, -

en los que las dosis de un medicamento tiene que ser ajustadas indivl_ 

dualmente en cada paciente de acuerdo a su estado general y a su -

propfo tipo de metabolismo an partrcualr. (34) 

Desventajas: 

1. - Fundamentalmente, el no ser adaptables para la valoración de hormo

nas y compuestos protéicos cuando su peso molecular supere los ---

10, 000 Daltons. (35),{9'2..) 
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VI FUNDAMENTOS DE LA INMUNOFLUORESCENCIA 

6 .1 INTRODUCCION 

Las técnicas básicas de la Inmunofluorescenéía tienen sus orígenes en -

los trabajos efectuados por el inmunólogo A.H. Co::ms a partir de 1941. 

Sin embargo, dichas técnicas entrarán en la rutina de proced\mientos del 

laboratorio clínico muchos áños más tarde, concretamente desde los alred_g 

dores de 1959. (23) 

L.;s estudio inici-ales de Coons más bién tendrían a encontrar aplicaciones 

en el Laboratorio de Patolog{a y no en el área del Laborato.Ii'.o Clfliico ya 

que tendrfan por finalidad desarrollar métodos para la localización de anU:. 

genos y detectan-la presenci'a de anticuerpos en tejidos y no en fluidos -

del organismo. (27) 

Ya en la actualidad, los métodos basados en la Inmunofluorescencfa se -

emplean para detectar, y a veces hasta para cuantificar, niveles de anti-

cuerpos espedfi cos y también para comprobar la presencra de antígenos -

determinados en muestras de fluidos orgánicos, me di ante técnicas de tipo 

directo o indirecto. (28) 

La esencía de estos métodos tiene una base de Inmunoquímica ya que se -

fundamenta en conjugar un anticuerpo espedfico con un füuorocromo, tal 

como la fluoresceína y en tornarlo fluorescente, detectando la fluorescen

da consecuente mediante un sistema Óptimo. 
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Se han desarrollado una ilmplía variedad de técnicus de Inmunofluorescencia 

de valor diagn6stico, bajo la forma de pruebas de Laboratorro Clínico, una 

de las pri¡rcras fue la detccci6n de anticuerpos fluorescentes a Treponema 

en casos de pacientes con sífilis. 

Una de las recientes metodologías basadas en la Inmunofluoresccncia que -

est6 usandose cada vez con mayor frecuencia es aquella que nos permite d_g 

tectar la pre senda de una forma extracelular de gh_L¿¡!llY.di ª- trachoma_l~m~ 

diante el empleo de anticue~pos monoclonale!? marcados con fluorescerna. 

La Chlamydia trichomatis '.-.ha sido reconocida como un agente causal de u

retritis y exhibe una marcada prevalencia entre hombres y mujeres jóvenes, 

que mantengan una vida sexual actl va. {2.!1) 

6 .2 TECNICAS BASADAS EN EL USO DE ANTICUERPOS 

FLUORESCENTES. 

Estas técnicas han venido a resolver problemas de trabajo de laboratorio, -

relacionados con la identificaci6n de microorgant smos en materiales infectg_ 

dos. r;¡ ff101daje Lle lu:; ctnticuc:rpos se eíecrúa con sustanc(as fluorescentes, 

tales como: 

- Isotiocianato de fluoresceína. 

- Lisamina-rodamina 

Estas substancias, al ser excitadas con longitudes de onda del rango ultra

violeta cercano, emiten luz de una mayor longitud de onda, misma que se 

manifiesta por la fluorescencia, la cual es: 

104 



- llmarillo verdosa para el i sotiocianato de fluorescerna 

- Anaranjado rojiza para la lisamina rodamina. 

La lnmunofluorescencra puede realizarse mediante técnicas directas o indlf! 

rectas. (27) 

Técnicas Directas. 

En ellas lo que se marca es el anticuerpo que habrá de interaccionar dlre_g 

tamente con el antígeno. 

Metodologra: consiste en colocar sobre un portaobjetos la muestra en es

tudio en la cual se busca detectar la presencia de un determina.do antlgeno. 

Se cubre la laminilla con el antisuero marcado con fluoresceína y después 

se efectua un lavado de la misma para eliminar todo resto de material fluo

rescente que no haya:sido específicamente fijado. 

Finalmente, se hace la observación al microscópio, utilizando una fuente 

de luz ultravioleta y filtros adecuados para el caso. 

Si el antígeno ha fijado el anticuerpo marcado, el complejo emititá fluores

cencia al ser excitado por la radiación ultravioleta. (2S} 

Técnicas Indirectas. 

Aquf se emplea como reactivo marcado un. suero antigammaglobullna humana, 

.el. cual se hace actuar sobre el complejo antigeno-anticuerpo no marcado, -

formando en un primer paso de la técnica, al reaccionar Uh reactivo (antí9'..§ 

no) con la muestra de suero del paciente la que contiene los anticuerpos -

cuya presencra se desea detectar. 
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Metodologías: cuando se umplea este tipo de procedimientos, lo que se -

añade al portaobjetos que contiene la muestra, es un antisuero específi

co para el antígeno a investigar, pero en este caso se trata de un antisug_ 

ro no marcado. 

Después de que transcurra un cierto tiempo de contacto, el preparado se 

lava, se cubre con un segundo suero, ahora del tipo de una antiglobulina 

humana, se le deja reaccionar y se lava nuevamente. 

Este segundo suero o antig;:¡mmaglobullna humana sí está marcado con fll.\Q 

resceína. El último paso es una observación microscópica, similar a la -

mencionada para la técnica directa. 

El antígeno fiJ a su anticuerpo específico no marcado, pero sobre este se -

ha de acopiar la antigammaglobullna humana marcada, que es la que final 

mente ha de emitir fluorescencía al ser excitada por la luz ultravioleta. 

Reactivos marcados. 

Se obtiene un huen reactivo marcado cuando el anticuerpo específico ha -

fijado dos o tres grupos fluorescentes en cada una de sus moléculas. 

Si el anticuerpo queda excesivamente marcado, pueden ocurrir Unciones -

fluorescentes inespecfficas en el material de estudio. Para l)linimizar es

te inconveniente, se elimina la mayor parte del material protéico reactiva 

muy rriarcado por procedimientos de filtración sobre resinas interca.mbiad_g 

ras, o bien recurriendo a técnicas de adsorción. 

Finalmente cabe decir que la experiencia nOs indica que si disponemos de 
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un antisuero reactivo marcado con un trtulo de anticuerpos (3 a S mg/ml) 

la dilución previa a su uso, nos reduce e un mínimo de poslbilldades de -

que ocurran tinciones fluorescentes inespecíficas. (28) 

Influencia de la temperatura. 

En la mayoría de los casos las técnicas de inmunofluorescencfa se practi

can en un.:grado satisfactorio, trabajando a la temperatura ambiente. No 

obstante, en algunas d'3 ellas se especifica la necesidad de incubar a -

3 7° C. Se tendrá el cuidado de mantener las laminillas en ambiente húmedo 

para evitar de que ocurra una evaporaci6n de los reactivos. (29) 

6 .2 EQUIPO NECESARIO 

El principio básico de la microscopía de fluore scencía radica en el uso de 

uria fuente de luz, que le suministre longitwses de onda de más allé del -

espectro visible, en ondas de la zona ultravioleta del espectro, 

Corno ya se ha señalado antes los colorantes fluorescentes o fluorocromos, 

al ser expuestos ante la luz UV, se excitan y emiten luz vi si ble; vale d~ 

cir emiten fluorescencía muy particular. 

De ahf que el equipo necesario sea relativamente simple; un rnicrosc6pio -

provisto de una lémpara UV, la luz que este emite se pasa por un filtro s_g 

lectivo para que la luz que se transmita sea de una longitud de onda ópti

ma para lograr la mejor y mayor excitación del fluorocromo con el que se 

trabaje. (28) 

Asi mismo se usa un segundo filtro, este de protección, que se coloca -
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entre el objetivo .del mlcrosc6pi~ y el ojo del analista. Este filtro absorbe -

el remanar.te de luz que no haya quedado retenido en la imágen que se está 

visualizando. 

Material vrnculado con la muestra en estudio. 

Ejemplo; Prueba para Chlamydia trachomatis. 

En esta técnica se trabaja sobre una muestra directa, los resultados se oQ. 

tienen en media hora y no tequlere un cultivo. La muestra se logra con el -

uso de un hisopo especial, de la uretra o del canal endocervlcal uterino. 

La muestra se aplica en laminillas excavadas en su centro, las que se ob

tienen en el comercio, son especiales para esta prueba. Toda la técnica de 

inmunofluorescencra se realiza sobre estos portaobjetos. 

La Chlamydia trachomatis se considera responsable de un alto porcentaje de 

uretritis y cervlcitis no gonoc6ccicas. (24) 

6. 4 REACTIVOS DE USO HABITUAL. 

En su preparación se utilizan colorantes sintéticos o naturales, caracteriz~ 

dos por comportarse como fluorocromos sensibles, o sea, capaces de emitir 

una fluorescencfa substancial y específica. 

Entre los colorantes más usados caben mencionarse: 

Auramlna. 

Naranja de acridina 

Rodamina B 

Tripaflavi na 
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Isotlocianato del fluorcscerna 

Lisamina-rodomina. 

NormalmeJ1te, los reactivos para pruebas de lnrnunofluoresconcra se adqlli~ 

ren ya preparados y las me\s de las veces formando parte integral de "kits" 

o sistemas rnactivos completos de marcas de reconocido prestigio. 

6 .s APLICACIONES CLINICAS. 

Entre las aplicaclones clfoicas de mayor importancfa en la actualidad. encon. 

tramos pruebas para detectar antfgenos y pruebas para detectar antrcuerpos 

específicos. (31) 

Para detectar antfgenos de: 

Candid!:!_ ~lblcafil. 

Q)}la~.@ ~.fbgmati§.. 

il33.J2smems 2allid@!.. 

Virus (Rubeola, sarampión y otros) 

Para detección de anticuerpos: 

A la cisticercosis. 

Al Treponema 2.sllidum 

Antinucleares. 

Antitiroideos. 

Autoantícuerpos (de enf:ermedades autoinmunes) 

Monoclonales 

Tipificación de inmunoglobulinas en linfocitos) 
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VII. - CLASIFIC/\CION DE J.AS PRUEBAS INMUNOQUIM1CAS 

Como un ejemplo ilustrativo veamos el tipo de unidades que pueden ser mane-

jados en reportes de pruebas inmunoquimicos en la actualidad. 

Decigramo dg 10-l g 

-2 
Centlgramos cg 10 g 

Miligramos mg 10-3 g 

Microgramos ".Af g 10-6 g 

Nanogramos ng 10-9 g 

Picogramos pg 10-12 g 

Femtogramos fg 10-15 g 

Attogramos ag 10-18 g 

De ahr que el conglomerado de pruebas que constituyen hoy el campo de la In 

munoquimica Clfnica requiera de ser clasificadas en una forma que a l a vez 

sea integre! y pr.§ctica de asimilar. 

Para que este trabajo cumpla con su objetivo de suministrar una información 

co:1densada, actualizada y de uso pr.§ctlco en el acontecer di.§rio del trabajo -

del Laboratorio Clfnico, se han utilizado una base de clasificación de las Prug_ 

bas fundamentada no en el tipo de técnicas inmunoquimicas de que se trate, -

pero si, en el campo de aplicación clínica correspondiente a cada prueba. 

De ah!: que haya sido posible agrupar las " Pruebas Inmunoquimicas " en sie-
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ce grupos o categorías. 

El orden de las mismas se ha fijado según la frecuencía de requisición por 

parte del médico y el mayor o menor grado de su !mportancía para el mane

jo del paciente. 

lra. Valoración de Hormon.·is 

2da. Perfiles de prevención y orientación d!agn6stica 

3ra. Valoración de medicamentos y drogas 

4ta. Valoraci6n de metabolitos 

Sta. Marcadores tumorales 

6ta. Factores inmunológicos. 

7ma. Pruebas inmunoquímicas di versas 

19 pruebas 

10 

29 

7 

6 

so 
4 

En este breve y último caprtulo se detallarán las pruebas que íntegran cada 

categoría a ffn de que su lectura permita una apreclacl6n de la gran varie

dad de pruebas que integran este creciente segmento del Laboratorio Cl(ni-

co. 

7 .1 VALORACION DE HORMONAS. 

Integrán esta primera categoría, 19 pruebas inmunoquímicas. 

1. - ACTH (Hormona adrenocortitr6fl ca). 

· 2. - HEF (Hormona e stlmulante del folículo) 

3. - HET (Hormona estimulante tiroidea) 

4. - HET (Neonatal) 

5. - HL (Hormona lutefnizante) 
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6. - Honnona de crecimiento. 

7. - Honnona lácteo placentart a. 

8. - Insulina 

9. - ·Progesterona 

10. - Prolactina 

11. - Captación de T3 (Triyodotlronina) 

12. - T3 libre 

13. - T
3 

reserva. 

H.- T
3 

total 

15.-T4 Tiroxina 

16, - T 
4 

libre 

17. - T 4 neonatal 

1 IB. - Testosterona 

19. - Testosterona libre 

7. 2 PERFILES DE PREVENCION Y DE ORIENTACION DIAGNOSTICA. 

Intagrán estu scgu;;.d~ catcgorra, l D perfiles diferentes. 

1. - De esterilidad. 

2. - De inmunoglobulinas 

3 .• - Ginecológico. 

4. - Ginecológico seriado. 

5. - Honnonal completo 

6. - Inmunológico de hepatitis. 
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7, - Metabólico de recién nacido. 

8. - Testicular. 

9. - Tiroideo. 

10. - TORCH completo (Citomegalovirus, Rubeola, Virus B de la hepa-

titis y Virus del Herpes 2) 

7. 3 VALORACION DE MEDICAMENTOS Y DROGAS. 

Integrtm esta tercera categoría, 29 pruebas inmunoqufmicas. 

1. - Acido vaipr6ico 

2. - Amikacina 

3. - Anfetaminas 

4. - Barbrtúricos 

5. - Benzodiacepinas 

.. 6. - Canabinol.des 

7. - Carbamacepina 

8. - Cocaína 

9.- Dlazepam 

10. - Dlgltoxlna 

ll. - Dlgoxina 

12. - Dlsopiramlda 

13. - Etosuximida 

14 ·: - Quinidina 

15. - Fenüorna 
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16. - Fenobarbital 

17. - Gentamicina 

18. - Lldocarna 

19. - Metacualona 

20. - Metadona 

21. - Metotrexato. 

22. - Morfina 

23. - N -acetilprocalnª
mida. 

2~. - Opi~ceos. 

25 • - Primidona 

2 6. - Procarnamida. 

2 7. - Propoxifeno. 

28. - Teofilina 

2 9. - Tobramlcina. 



7. 4 VALOR.l'\CION DE METABOLITOS. 

Integrén esta cuarta categoría, 7 pruebas inmunoquímlcas. 

1. - Aldosterona 

2. - Cortlsol 

3. - Estrad! o! 

4. - Estrlol 

5. - Prealbómlna 

6. - Prelnsullna 

7. - Péptldo-C 

7 .5 MARCADORES TUMORALES. 

Integran esta quinta categoría, 6 pruebas inmunoquímlcas, 

1. - AFP (Alfa-fetoproteína) 

2. - Antígeno carcinoembrlonario (CEA) 

3. - Calcltoclna 

4 .- Ferrltlna 

5. - Gonadotroflna beta cori6nlca 

6. - Gastrlna. 

7. 6 FACTC RES INMUNOLOGICOS 

Integran esta sexta categorfa, la més numerosa, .SO pruebas inmunoquími

cas que se han agrupado en cinco subcategorías. 
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'1. 5. 1 Inmunoglobulinas (6 pruebas) 

1. - IgA 

2 .- IgD 

3. - IgE 

4. - IgG 

5. - IgG
4 

6 .- IgM 

7 .6.2 Factores de complemento C (Bpruebas) 

1. - Complemento hemolrtico total C 

2. - Fracción C l 

3. - .. 'Fracción C g 

4. - Fracción C 2 

5. - Fracción c
3 

6. - Fracción C 4 

7°. - Fracción C 
5 

8. - Fracción c
7 

7. 6. 3 Anticuerpos (2 7 pruebas) 

1. - Anti-amibas 

2. - Anti-bacil~ tuberculoso (Prueba de Calderón) 

3. - Anti-cisticercosis 

4. - Anti-coccodioides 

5. - Anti-Chlamydia 

. 6. - Anti-DNA 

7. - Anti-factor reumatoide 

8. - Anti-herpes 

9. - Anti-herpes II 

10.- Anti-histoplasm2. 

ll. - Anti-Lysteria 
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12. - Anti- Mycoplasma 

13.-Ant!-microsoma 

14. - Antl-mitocondrias 

.15.- Anti-músculo liso 

16.-Anti- nucleares. 

17. - Anti- RNA 

18. - Antl-rubeola 

19. - Ant!-sarampl6n 

20.- Anti-SIDA 

21. - Ant!-tlroldeos 

22. - Anti-tlroglobulina 

23. - Antl-Toxoplasma gondJl 
.. 

24. - Anti- 1:.@.P..O...!lJ?m~ 2_all!.9.!!@ 

25. - Anti- virus de Enstein Barr (Prueba de Paul Bunnell) 

26. - IgM a Toxoplasma 

2 7. - IgM al virus A de la hapatitls. 

7. 6. 4 Marcadores de la hepatitis (6 pruebas). 

1. - Anticuerpos anti-antrgeno A 

2. - Anticuerpos anti-antígeno H B
5 

3. - Anticuerpos anti- ant1geno de centro HBc 

:'4. .- ·Antígeno A de la hepatitis vlral 

5. - Antígeno B de superflcle de la hepatitis vlral (HB5Ag} 
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6. - Antfgeno B de centro de la hapatitls viral. 

7 .6.5 Diversos (dos pruebas) 

1. - Proterna de Bence Jones 

2. - Factor células LE. 

'l · 7 PRUEBAS INMUNOQUIMICAS DIVERSAS. 

Integran esta septima categorra, 4 pruebas inmunoquímicas. 

1. - Alcohol etrlico. * 

2. - Acldo fólico. 

3. - HISTOSET. 

4. - Vitamina B 
12 

*Nota: a(m cuando la valoraclón del alcohol etrlico en sangre u orina, no 

es una verdadera prueba inmunoqu{mica ya que la técnica es por -

medio de métodos enziméticos, se le incluye en este trabajo dado -

que es una prueba complementaria que investiga las drogas de abu-

so. 
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CONCLUSIONES. 

Al final de este trabajo, nos hemos podido dar cuenta del campo de aplic3_;. 

ción de cada uno de los métodos inmunoqufmicos, asr como sus ventajas 

de los mismos. 

A contfnuación comentaremos brevemente las conclusiones a las que se -

llegarón,de cada una de las pruebas inmunoqufmicas. 

ELECTROFORESIS: se aplica para aproximadamente 15 pruebas de laborato

rio, básicamente proteínas y lipoproteíhas. 

Estas técnicas detectan grupos de proteínas y no proteínas especfficas CQ. 

mo es el caso de_ tener que detectar niveles de antígenos o anticuerpos, -

por lo cual son de poco valor como pruebas de detección o escrutinio, en 

un Umitado número de procesos patológicos que reconozcan causas inmu

nológicas. 

INMUNODIFUSlON RADIAL: representa la técnica mas sencilla para la cua_!]. 

tificación de inmunoglobulinas séricas de todas las que actualmente se u

san en forma rutinaiia en el Laboratorio Clfnico. 

Se pueden valorar no menos de 20 tipos de pruebas de valoración de protaj' 

nas séricas especrficas. Dichos procedimientos han sido desplazados por 

los del RIA, fundamentalmente por la mayor d1pidez que se obtienen los -

resultados, además de una mayor precisión ya que las lecturas se realizan 

por medio de instrumentos y no acusan errores de tipo subjetivo, factibles 
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en Ja inmunodifusi6n al tener que medir mm de los anill~s de precipitación. 

No :ibstante siguen siendo de prefcrcncfa cuando sollcitan inmunoglobul!

nas totales y fraccionadas ya que en este tipo de pruebas nos interesa el 

an&l!sis cualitativo. 

INMUNOELECTROFORESIS: son técnicas m.§s refinadas, permiten diferenciar 

en el suero humano, més de 20 proteínas en una forma simulténea. 

Sus limitaciones: 

. a. - requieren mucho tiempo para su realización. 

b. - no permiten efectuar an.§l!sis cuantitativos. 

c. - requieren antisueros especiales, escasos en el merc2_ 

do. 

d. - se requiere de personal especiallzado para identificar 

las bandas de precipitación. 

PROCEDIMIENTOS INMUNOENZIMATICOS. (Sistemas "ELISA" y "EMIT" 

Son técnicas con una amplía utilidad, ya que tienen los mismos alcances 

del "RIA" y también sirven de complemento y pueden llegar a reemplazar a 

t&cnicas serol6gicas tales como: fijación de complemento, hemaglutinac!6n, 

i run unofluore sce ncí a • 

1. - Ambos sistemas involucran metodologías inmunoenziméticas, las que ...; 

derivan de los principios fundamentales del radioinmunoanél!sis, pero 

que no requieren del uso de materiales radiactivos. 
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2. - El sistema "ELISA" se adapta mejor para la detección o valoración de 

compuestos de alto peso molecular y el sistema "EMIT" para compue.§. 

tos de bajo peso molecular, en especial el de mcdicumentos de uso -

delicado y frecuentemente en terapeútica. 

3. - Las técnicas "ELISA" son mctodologfas inmunoenzimáticas de tipo het_f! 

rogéneo, es decir sistemas que involucran el empleo de procedimien

tos ·separativos. Por consiguiente son técnicas lentas que generalmen. 

te requieren de una o variar horas para completarse. 

4. - Las técnicas "EMIT" son metodologfas inmunoenzimáticas de tipo hom..Q 

géneo en las cuales no se requiere el uso de procedimientos separati

vos. Por lo tanto son técnicas rápidas que se completan en contados 

minutos. 

5. - Las técnicas "ELISA" son, generalmente técnicas colort'métricas con -

lecturas en el rango visible del espectro. Usan reacciones de desarro

llo de color y lecturas de punto final a tiempo fijo. 

6. - Las técnicas "EMIT" son, verdaderas técnicas inmunoe'nzimáticas de -

tipo cinético, ya que van midiendo reacciones enzimáticas en el mo-

mento en que va ocurriendo y operar en la zona ultravioleta. 

La rápidez con que pueden reportarse y la mfnima cantidad de muestra 

requerida hacen que las microteénicas "EMIT" encuentren amplio uso -

en urgencias cíe servicios de Pediatrra, Geriatrfa, Oncologfa, Cardiol9. 

g!a, Unidad de Cuidados Intensivos, Unidad Coronaria entre otros. 

Lo antes mencionado, explica claramente su creciente aceptación y popu-
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laridad alcanzada en la actualidad. Adcmi'ls los resultados pueden ser a-

preciados usando equipos normales de encontrar en todo laboratono de anª-

lisis clfnlcos como es el espectrofotómetro. 

COMPAR/\CION DE LOS SIGUICNTES METODOS INMUNOENZTMATICOS 

RADIOINMUNOANALISIS (RIA), INMUNOFLUORESCENCIA (IF), INMUNOENZl 

MATICO (IE). 

CARACTERISTICAS r 
ESPECIFICAS. 

IF RIA IE 

1. - Sensibilidad baja alta alta. 

2. - Especificidad alta depende del depende del 
antfgeno antfgeno. 

3. - Precisión aceptable aceptable aceptable 

4,- Fonna de lectura subjetiva objetiva objetiva 

5. - Preparación del Ag fécil dlfrcil a1trcn 

6.- Uso del conjugado confiable evaluflndose evaluándose 

7. - Para uso de rutina intermedio difrcil fac!l 

8. - Automatización difrcil factible factible 

9. - Co.sto de la prueba alto alto bajo 

10. - Vida media de los 
reactivos. larga corta larga. 

11 • - Pe ltgrosid ad. mfnlma real mfnima. 

Al analizar la tabla antertor nqtamos las principales desventajas del "RIA": 

alto custo por prueba, corta vida de los reactivos, su potencial peligrcsidad. 
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