- L- .
30297
UNIVERSIDAD FEMENINA DE w7
MEXICO ’&j

ESCUELA DE QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

Con EsTupios INcorRPoRADOS A LA U.N.A.M,

“PRUEBAS INMUNOQUIMICAS*

PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:

LETICIA VELAZQUEZ MENDEZ.,

MEXICO, D.F. S



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I._
it.

1.~

INDICE GENERAL ..

INTRODUCCION.

OBJETIVO

FUNDAMENTOS DEL RADIOINMUNOANALISIS. (RIA)

2.1 Generalidades.
2.2 Terminologia.
2.3 Antecedentes Histéricos.

2.4 Bases de las metodologia por "RIA"

2.5 Variantes de las metodologias del "RIA".

Pags.

2.6 Reactivos especificos de unidén para el antigeno. 9

2.6.1 Uso de anticuerpos especificos.

2.6.2 Uso de determinadas proteinas normales.

2.3 Uso de enzimas.
2.6.4 Uso de receptores celulares.

2.7 Tipos de indicadores de marcaje.

‘2.7.1 Marcaje indicador con uno o mas elementos.

radiactivos.

2.7.2 Marcaje indicador en base a una actividad

enzimatica.

10
12
13

14

18

2.7.3. Marcaje indicador por emisidn de fluorescencia 19

2.8 Sistemas separativos aplicables a metodologias

por "RIA"

2.9 Usos de reactivos para métodos por

"RIA"

20

23.



2.10 Recomendaciones sobre las técnicas de trabaljo. 23

IIT._ BASES DE LAS PRUEBAS INMUNCENZIMATICAS. 24
3.1 Antecedentes Histéricos. 24
3.1.1 Técnicas electroforésis. 25
3.1.2 Técnicas delnmunodifusién. 30
3.1.3 Técnicas de Inmunoelectroforesis. 33

3.1.4 Técnicas de Radioinmunoanédlisis. 35

3.2 Técnicas baAsicas de las pruebas Inmunoenzimaticas 36
3.2.1 Fundamentos basicos de las pruebas por "RIA". 37
3.2.2 Variantes segun el tipo de marcje indicador. 42
3.2.3 Sensibilidad de las pruebas Inmunoenzimaticas. 45
3.2.4 Sistemas Inmunoenzimadticos derivados de las

técnicas basicas. 48

3.3 Sistemas heterogeneos y homogeneos. 49

1V_ SISTEMA "ELISA"

$.! Introduccién. 57
4.2 Antecedentes Histdéricos. . 51
4.3 Fundamentos del Sistema "ELISA" 52
4.4 Componentes que integran el sistema. 53
4.5 Técnicas analiticas. 61
4.6 Variantes de las técnicas. 70
4.7 Aplicaciones Clinicas. 71

4.8 Ventajas y desventajas. 75



Pays.

V.- SISTEMA "EMIT"

5.1 Introduccién ' 79
5.2 Desarrollo del sistema "EMIT" 83
5.3 Fundamentos del sistema "EMIT" 84
5.4 Componentes que Integran el sis.tema : 86
5.5 Técnicas Analiticas : . 91
5.6 Aplicaciones Clinicas 101
5.7 Ventajas y desventajas del sistema 102

VI.- FUNDAMENTOS DE LA INMUNOFLUORESCENCIA

6.1 Introduccién 103
6.2 Técnicas basadas en el uso de anticuerpos fluorescentes 104
6.3 Equipo necesario : 107
6.4 Reactivos dé uso habitual 108
6.5 Aplicaciones lenicas 1093
VII. - CLASIFICACION DE LAS PRUEBAS INMUNOQUIMICAS 110
7.1 Valoracién_ de Hormonas 111
7.2 Perfiles de prevencién y de orientacidn diagnéstica 112
7.'3 Valoraci6én de Medicamentos y Drogas 113

7.4 Valoracién de Metabolitos ) 114

7.5 Marcadores Tumorales, ) 114.



7.6 TFactores Inmunolégicos

7.7 Prucbas Inmunoquimicas diversas

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

Pags.

114

117

118

122



INTRODUGCGCION

En los Gltimos afios, es decir aproximadamente a partir de 1976 y hasta el pre
sente, la sofisticacién de metodologfas y el advenimiento de los adelantos -
de la electrénica y la computacién, se han ido incorporando a nucvos instru--
mentos creados por la Bioingenierfa. Ello ha permitido manejar datos acerca -
de componentes de los flufdos orgénicos, que si bién presentes en cantidades
bajfsimas, desempenian eéenci’ales funciones en los procesos que regulan el -
funcionamiento del cuerpo humano, tanto en estado saluble como patolégico,
De ahf que el vinculo y 18 intercomunicacién entre el médico y el laboratorio
clinico se han hecho més esenciales que nunca.

Este avance ha marcade el signo del cambio, de trabajar con métodos poco -
especfficos, complejos y requiriendo bastante tiempo para realizarse, ademés
de operar sobre muestras de aprecliable volumen, se ha pasado a nuevas meto-
dologfas que requieren solo micromuestras y que exhiben la ventaja de una -
mayor sensibilidad y especificidad, asocliados con procedimientos considera—
hlemente simplificados.

En este aspecto, la Inmunologia ha safisfecho la necesidad de disponer de mé

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

pos del laboratorio cltnico como es la Dndocrinolegfa, Infectologfa, Parasito

logfa, Enfermedades de tipo Inmune, Enfermedades Neoplésicas y recienteinen

te en el monitoreo terapedtico. (29)



I. - OBJETIVO

£l objetiveo principal de este trabajo egponer al alcance de aguellas personas
{nteresadas en estas técnlcas, la informacién tebrico-préctica que sea Gtil, de
tal manera que se disponga de una informacitn condensada, actualizada y -
de uso practico en el acontecer diério del laboratorio clfnico, teniendo asf
un panorama amplic de las diversas pruebas Inmunoquimicas clasificadas se-
gtin el campo de aplicaci6bn clfnica, conociendo ademéas las ventajas y des—

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



II. - FUNDAMENTOS DE RADIOINMUNOANALISIS

Las reacciones inmunolégicas se utilizan en procedimientos analfticos, tan-
to de tipo cualitativo o de deteccitn, como de tipo cuantitaflvo o de valora—
cién, permitiendo alcanzar altos nlveies de especificldad y de sensibilidad.
El uso de anticuerposly/o de aﬁtfgenos marcados con distintos tipos de indi
cadores, demuestran ser partfcularmente til para el estudlo de lols flufdos y
tejldos del organismo humano.

Con este objetivo y desde hace un buen nGmero de afios, se han estado em-
pleando varios colorantes‘fluorescentes y la inmunoflucrescenclfa constituye
una forma metodélégica diagn6stica bién establecida que encuentra amplia - '
aplicacién en la Microblologfa y en la Patologfa Clfnica (

Six; embargo, los procedimientos de inmunofluorescencta no son répidos, no
se adaptan con facilidad en autoanalizadores y la lectura de los resultados -
se hace generalmente en forma subﬁettva, lo que introduce un factor indeseg
ble de varlacién en. los mismos.

Un tipo de indicadores de marcaje que se usan en antfgenos y/o en anticuer
pos son los eiementos. bajo su forma de isétoi)os radiactivos, con ellos naclb

"la clencla y la industrda del Radioinmunoanélisis (RIA). (28)



2.1 -GENERALTDADES.

F); desarrollo de las técnlcas por RIA constituye un hecho Importante, que en
ailos recientes demostré sei una contribuci6n del real progreso en muchas a-
reas de la medicina moderna (24).

Las metodologfas que se usan en el RIA son de gran sen;ibr’.lidad y exhiben -
un alto grado de especificidad, lo que nos permite realizar cuantificaclones -

exactas y precisas, de una gran varledad de componentes biol6gicos tales co-

mo: . Péptidos.

Hormonas

Vitaminas

Medicamentos.

Elementos todos ellos, que generalmente se encuentran e;l bajas concentracio
nes en los tejldos y en los fluldos del organfsmo, pero que &un asf, son -
de importancia conslderable para el‘manten!miento de la salud, en las enfer
medades y en tratamiéntos terapetticos. (24)

En la act'ualidad, usando las técnicas del RIA, se valoran niveles de varios
centenares‘ de diferentes substancias, algunas de ellas se manifiestan en la

sangre en concentraciones béjfslmas, del orden de nanograrr;os v afm_ plco

gramos por mililitro. (25)

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

tancias solo se podfan valorar empleando métodos muy tediosos, largos y con
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un alto grado de dificultad, por lo que frecuentemente resultaban tmposibles -

de incorporarse a la rutina préctica del labopatorio clfnico.

2.2 TERMINOLOGIA
El término Radioinmunoanalisis o el de sus siglas RIA, son los que se usan
en forma gAeneralizada.
El usar otros términos puede llegar a crear confusiones, como ejemplos -
tenemos: - An&lisis por saturacién,
. Analisls por desplazamiento
~ Radioanalisis (RB)
- Radioensayo
Estos términos o expresiones resultan de usarlos en base a los fundamen-
tos que rigen a clertas metodologfas del RIA, o bién por el tipo de reactivos

que utilicen en las mismas. 12,4)

2.3 ANTECEDENTES HISTORICOS
Entre los afios de 1950 y 1960, Berson y Yallow estudiahan el comporta--
miento de la insulina marcada-con 1311, reportarén ciertas de sus observaciones,
llas ﬁue, posteriormente sirvieron de base para el desarrollo de un método por ~
RIA, que lvalora niveles de insulina enplasma. Asf mismo comprobarén que -=2-
cuando se trata a un paciente diabgtico con insulina marcada, este desarrolla-

anticuerpos, También tuvierén &xito cuando intentarén producir la induccién de

anticuerpos a la insulina marcada en animal;as de laboratorio.
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Ademas, detectar6n un hecho que a la postre tendrfa un valor fundamental
pera el desamrolle de los métodos del RIA, que In vitro, la insulina no mar--
cada, tiene la capacidad de desalojar a la insulina marcada de su unién con el
anticuerpo, lo que ocurre por razones de una mayor afinidad con el anticuerpo.

Finalmente, constatardn que & una concentracién de ahticuerpo constante,
la cantidad de insulina marcada queda unida, es cuantitativa con respecto a -~
la cantidad de insulina no marcada, presente en la muestra en estudio y/0 sis-

tema reactivo emple'ado en la prueba, (‘“)

2.4 BASES DE LA METGDOLOGIA POR “RIA*®

Los elementos que se necesitan para efectuar la valoracién de un antfgena, -
por medio de las técnicas del RIA, son las sigulentes:
é) Un anticuerpo espectfico pafa el antfgeno a valorar
b) Un antIgeno marcado con u;x indicador,
c) Un.antfgeno no marcado, de concentracién desconbeida
d) El mismo antf{geno no marcade pero bajo formade un -
estandar,
e) Un sistema separativooseleccionada para usar en la‘ prue
ba.
Podrfamos comenzar por representar lo gue ocurreeen la prueba, de la si--
gulente manera, usando las abreviaturas -que se indican.

Ag* Antf{geno marcado



Ag  Antfgeno no marcado {desconocido o esténdar)
Ac  Antlcuerpo

UE Unién espectfica {complejos que se forman)

Ag* + Ac > UE (AgY Ac)

Ag + Ac - UE (Ag/ Ac)

Antfgeno no marcado: esté representado por dos elementos, el primero co-
mo el del antfgeno o elemento desconocido, que est& presente en la muestra en
estudio y cuyo nivel se desea valorar; el segundo, representado por una prepa-
racién que lo contiene en concentraciones conocidas y que usa como un estén--

dar de referencia en la prueba a realizar.

Sistemas separativosf son el procedimiento que permite separar 0O bién me~
dir diferencialmente, la fracci6n del antieno marcado que permanece unida & su
anticuerpo especifico, de aquella fraccién del antfgeno marcade que se encuen-
tra en estado lbre.

EJEMPLO: tengamos el caso de tener que valorar niveles de insulina en plag

ma por RIA, pra ello debiéramos contar con los sigulentes elementps:



a) Antlcuerpos especfficos a la insulina

b) Insulina marcada con un indicador

c).Insulina no marcada (en la muestra a valorar)

d) Insulina no marcada {en un estandar de referencta)
e) Un medio reactivo con buffer apropiado.

f) Un sistema separativp

Fundamento de la metodologfa: el componente a valorar en la xﬁuestra del
plasma del paciente {(antfgeno no marcado o insulina no marcada), compite gon
el antfgeno marcado con un indicador {insulina marcadd) en su tendencia a uni_;'
se al anticuerpo espedfico.

Cuanto méas insulina contenga la muestra, menor serd la cantidad de insu
lina marcada que permaneceri unida a los ant{cuerpos espectficos. La obten--
cién del resultado final del analisis se logra mediante lecturas efectuadas en -

curva est&ndar, trazadas con anterioridad. (34\)

2;5 VARIANTES DE LAS METODOLOGIAS DEL "RIA"

La determinacién de Ty {tiroxina tetrayodétironina) por RIA fue descrita por
primera vez por Elkins, en 1974, consiste en utilizar como reactive espectfico
de unidén cone 1 compuesto o antfgeno a §aloraf (1'4), no un anticuerpq espect-
fico, sino una protefna plasmética, la TBG o globullna fijadora de tiroxina.

Dado que aquf no se utilizan anticuerpos', esta metodollogta representa -
una verdadrea variante de.las técnicas RIA, pues se sigue empleandd .antrge—-
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nos marcadores con un indicador (tiroxina marcada).

Radioané&lisis: es justificable entonces, llamar a la metodologfa de Elkins pa-
ra distinguirla de las de reactivos en base a anticuerpos especfficos.
Otros tipos de variantes serfan:

a) Usar, receptores celulares como elementos
de captacl-én del antfgeno a valorar.

b) Usar enzimas, como elementos de capta--—
cién del antfgeno a valorar, dichas enzimas
lgadas é anticuerpos especificos.

Pero sea cual sea la técnica del RIA o su variante, en todos los casds se de-
berad contar con un sistema separativo que ;'165 permita distinguir éntre compo--

nentes retenidos bajo formas de unién o complejos, (75)

2.6 REACTIVOS ESPECIFICOS DE UNION PARA
CON EL ANTIGENO.

Estos éon esenciales en todas las técnicas del RIA o en sus diferentes v_é
rlantes, y suelen en;plearse entre otros:—
a) Anticuerpcl)s espectficos.
b) Determinadas protefnas normales.
¢) Determinadas enzimas (unidas ono a anﬁ

cuerpos)

d) Receptores celulares,

Cada uno de estos tipos de reactivos especfficos de unién, tienen sus -~
9



~ventajas y desventajas, no hay ningfn tipo 1dealA de reactivo entre ellos.
Propiedades de los reactivos especfficos de unién.
Hay dos caracterfsticas importantes que deben observarse en estos ele--
-mentos: : a) El grado de especificidad para el antigeno
a valorar.

b) El grado de afinidad para dicho antfgeno.

2.6.1 Uso de anticuerpos espectficos.

Los anticuerpos especificos son el tipo de agentes de unidén que se utill-
zan mas frecuentemente.

Empleande animales, como cabras, conejos o carneros. se pueden inducir
en ellos la produccién de anticuerpos contra una grah variedad de compueétos
quimicos como son:. |

a) Protefnas

b) Homoné;s

c) Medicamentos

d) Metabolltos intracelulares.

Muchos de ios antfgenos contra los qv.ie se Aesea obtener anticuerpos, =~
son compuestos de peso molecular bajo, con frecuencia inferior a la clfra de
los 1,000 Daltons, ¥ no.poseen una capacidad inmunogénica por sl mismos, =~
se les tiene qué unir a un portador protéico.

Dichos compuestos, llamados convencionalmente antfgeﬁos, en realldad

no lo son, mas bién podrfan ser considerados como un tipo de haptenos, va

10



due dan especificidad péro no son capaces de inducir la formaci6n de anticuer
pos.

Ventajas de los anticuerpos especificos.

Permiten el desarrollo de una variedacli de metodologfas de alta especifici-
dad y de una gran sensibilidad, para detectar niveles muy bajos del antfgeno
a valorar.

Desventajas de lbs anticuerpos espectficos.

Al inducir la producci6n de apticuerpos en animales, se llega a obtener -
el correspondiente antisuero, pero al usarlo en la practica, frecuentemente se
tropieza con el lnt‘:;:mveniente de que ocurran reacclones cruzadas.

Ejemplo. un anﬂcuerpo a la dogoxina, pﬁede llegar a reaccionar también -
con la digoxina, | |

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

En varias de las horhonas del tipo de las glucopratefnas como son las -
siguientes:ﬂ

TSH Hommona estimulante ttro{dea (HET)

LH Hormona Luteinlzante (HI..)A

FSH Hommona estimulante del folfculo (HEF)
HGC Horm'ona Gonadotrofina Corlénica Humana.

Exlsten entre estés cadenas carbonadas muy-: similares y, por consiguien
te para que ocurran reacciones cruzadas, -en las que un anticuerpo especffico
a una de estas hom:onés rgacciona tami)ién con alguna o algunas de las re_é

tantes,

11



Hay ocaciones en las que los problemas de una reactividad cruzada se ha-
cen tan serlos, gue anulan en valor practico de una determinada metodologfa
del RIA,

Una forma de solucionar el tipo de problemas que representan los casos -
de reacclones cruzadas, consiste an emplear el antisuzro més especlfico que
sea posible de producir y ellminar de la muestra, por procedimientos de adsor
clén, a aquellos antfgenos que puedan originar dichas reacciones, aproyecha_xj
do las diferenclas que en grados de afinidad budieran existir entre el anticuer
po y el antfgeno.

Otra desventaja que puede presentarse es:‘ que el anticuerpo b.uscado, -
puede ser diffcil de producirse.

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

munolégica, y no una actividad biolégica, que serfa més recomendable.(‘s‘l.'ll)

2.6.2 Uso de determinadas protefnas normaales.

El usar protefnas naturales o normales como agentes de unién especifica
resulta ser algo atractivo, ya que las mismas requieren de poca o casi nintgu-~
na preparacién previa, Ademds, sus caracterfsticas y sus propledadés suelen
ser, en general, consistentemente uniformes vy conflables.

El suero sanguineo humano contiene protefnas que pueden actuar como -
agentes de uni6n especifica para con algunos de sus componentes importan-
tes, como son:"Co'rtisol, Hormonas Tiroldeas, Testosterona, Vitamina B12‘ )

Se pueden usar protefnas naturales de unién especifica, pero no necesa-

12



rlamente de origen humano.
Asf se han desarrollado métodos del tipo RA para la vitamina B12 usando
elementos protefnicos como ayentes de unién, entre ellos, factor intrfnseco de

cerdo y suero de pbllo.

Ventajas de usar protefnas normales:

Estas protefnas son compuestos estables, relativamente no costosos hasta
el grado de ser muy econémicos y facilmente pueden ser producidos como reactl
.vos de laboratoxid. Ademés presentan caracterl‘sﬁcas uniformes de lote é lote.

Desventajas de usar protefnas normales:—

Son disponibles sélo para un ntmero lfmitado de compuestos.,

No muestran una buena especificidad ni afinidad para el elemento a valo-

rar.

2.6.3 Uso de enzimas,

Tamblén se pueden usar enzimas como agentes espectficos de unién con
el compuesto a valorar, principalmente cuando se trata de evaluar niveles de
farmacos y en esquemas de minitoreo terapéutico.

Asf en una forma de unién proteica-competitiva, se determinan niveles de
metrotexato, en base a su unién con la enzima dihidrofolatoreductasa.

El metrotexato es un farmaco, antagénico del &cido f6lico, aunque quimi-
camente, resulté ser un anéalogo de este Gltimo.

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

se le emplea en tratamientos de Leucemia agd‘a y en otras enfermedades de -

13



de tipo neoplésico. (8)

2.6.4 Uso de receptores celulares,

Otros elementos que pueden usarse como fuentes de unién espectfica 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 interaceién al unirse a sustan
cias que pueden ser, una hormona, un neurotransmisor o un principio activo.

La especificidad de un receptor va dirigida hacia la porcién biolégicamen
' te activa de la sustancla a la que se une,

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

Seglin las técnicas que se emplean para el aislamientos de células, se -
podran afectar, en mayor o menor grado, la concentracién y la afinidad pro--
pia de un determinado receptor celular en particular.

En términos generales, las metodologtas que emplean receﬁtores celula~
res, son menos sensibles que los inmunoensayos, por la avidez propia y --

caractertsticas que exhiben los anticuerpos para con sus antfgenos espectfi-
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cos,

Ventajas de los receptores celulares:

Nos permiten medir actividades biolégicamente funcionales, en lugar de
de depender de resultados de valoraciones de actividades de tipo inmunolégico o
pasivo.

Desventajas de los receptores celulares£

Su relativa inestabilidad

Ocurrencta de casos de uniones inespecificas. {40)

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 mas elementos radiactivos.

Toda metodologfa de tipo RA o RIA utiliza como moleculas indicadoras a
compuestos marcados con uno o mas elementos radtactivos.

| Ventajas;

AlGn cuando este tipo de marcaje indicador nos presenta algunas innegables
desventajas, se le emplea extensamente, en razén de su flexibilidad y su alta
sensibilidad, ambas propiedades constituyen ventajas de una indudable impor
tancia en la practica del trabajo de laboratorio.

Desventajas

Sus posibles efectos perjudiciales para la salud

15



Su relativa inestabtlidad del marcaje radiactivo.

El costo de los equipos de detecciéon de la radiactividad,

Isétopos que se usan en RIA y en RA; generalmente estos caen unicamente
en una de las sigulentes categorfas:
1) Emisiones de rayos beta como el (3H)

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

Noc.iones béasicas de Radloactividad., cada elemento tiene un n@mero tnico
de electrones y un ntmero de protones, lo que es propio y caracteristico de
cada elemento. Aquellos atomos de un mismo elemento que tienen el mismo -
namero de protones, pero diferente ntmero de neutrones en su ntcleo, son --

los llamados Isé6topos. Aquellos {sétopos que son inestables y que van emitien
do rayos radiactivos, son los llamados radioisétopos.

La emisién de la radicactividad puede ser de tres tipos diferentes:ﬂ

1) Radiaciones de particulas alfa, 8on nticleos de helio, tienen dos neu-
trones y dos protones y una carga positiva neta de +2.

2) Radiaciones de particlilas beta, tiemen una masa igual a la de un ele_c_i
trén y una carga neta de una unidad.

3) Radiaciones de rayos gamma, son emisiones electromagnéticas.

Marcaje con elementos que emiten partfctilas beta. El reemplazar un &to-
mo dé hidrégenc con uno de tritium, en iina molecula, no da lugar a camblios

que influyan desfavorablemente sobre la antigenicidad de la misma, lo cual -
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88 Uita ventaja, los compuestos marcados son, en general,de buena estabil{-
dad y como el tritium tiene una vida media de 12 afios, 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 gue pemmiten obtener los resultados finales de los anlisis.
El tilempo 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 varlas ventajas que
favorecen el uso de materiales marcados con is6topos de emisién gamma.

Una de ellas, es Que la cuenta de este tipo de emisiones radiactiva se
hace en forma directa y lleva poco tiempo. Casi siempre bastar4d un minuto.

Los datos de interés sobre elementos radiactivos de este tipo de emisién
podrfan considerarse de la siguiente manera:"

- Co 57 se usa para marcar compuestos como 19 vitamina B12

-~ Se 75 se usa para marcar compuestos esterdfdes

- 125 o Y 1311 en1a actualidad, el 125 esel is6topo mas frecuen

temente utllizado dentro de las emisiones gamma.
El 125 tiene varias ventajas sobre el ¥31-1
- es mas facil de ohtenerlo,
- sa emisién radiactiva se cuenta mejor

- tiene una vida mayor P
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-~ la emisién del 125 I es menos enérgica que la del 131 1 por los que su
manejo contfnuo representa un peligro menor para la salud del operador.

Como el 1257 es un emisor débil, parte de sus radiaciones se escapan al
contaje. Hay diferencias en las pérdidas que varfan segGn el materlal de los -
tubos usados en la prueba. Comparando los tubos de vidrio v los de material de
plastico, se comprueba que con tubos de vidrio las pérdidas son mayores en -

un 20%. (i8]

2.7.2 Marcaje Indlcador en base a una actividad enzimética.

Hay dos tipos de metodologfas derivadas de los pﬂncipales fundamentos -
del RIA, es decir, son pruebas inmunoquimicas, pero con la particularidad de -
que recurren al uso de enzimas como elementos indicadores y por consecuencia
eliminan la necesidad de manejar materld es radiactivos.

Dado que emplean enzimas, se les llama metodologias inmunoenziméticas
pueden ser consideradas entonces como un tipo especial de pruebas 1nmunoq1i
micas. Se les identifica por medio de siglas y comercialmente se les llama si_é
temas en lugar de metodologias o técnicas, asf tenemos:ﬂ

1) Sistema “"ELISA" Antfgenos Séricos ligados a enzimas.

2) Sistema "EMIT" Técnicas de inmunoensayo con enzymas multiples

Dichos sistemas se describen en los capftulos 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 fluorescencta.

Algunos compuestos qufmicos, poseen la propiedad de absorber la energfa
luminosa y de reemitir después esa energfa en forma de luz de mayor longitud
de onda, que aquella luz originalmente absorbida. Este fenémeno es llamado -~
fluorescencia y puede encontrar aplicacién para el desarrollo de metodologtas
de valor practico para el laboratorio clfnico, especialmente en estudios de se-
rologfa.

Hahitualmente la luz excitadora que se emplea, es la ultravioleta o la ul-
travioleta cercana dentro del rango de los 250 a 400 nm, en tanto que la fluo
rescencia emitida es de una longitud de onda mayor.

Los procedimientos de inminofluorescencfa, permiten detectar y titular an
ticuerpos y antigenos por procedimientos directos e indirectos. Se basan en --
conjugar un anticuerpo con un fluorocromo como la fluorescefna, detectando la
fluorescencla con un sistema optico adecuado. Dichos procedimientos se dg;s
criben con mayor detalle m4s adelante,

L Las pruebas que se basan en la inmunofluorescencia y que son requeri--
dos conrelativa frecuencia al laboratorio som~

1) Anticuerpos fluorescentes a Treponema {FTA-ABS)

2) Anticuerpos antinucleares fluorescentes a Lupus eritematoso, Artritis

reumatoide, reacciones a frmacos.

3) Anticuerpos fluorescentes a Cisticercosis y Toxoplasmésis. {5)
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2.8 SISTEMAS SEPARATIVOS APLICARLES A
METODOLOGIAS POR RIA

El punto final de toda metodologfa por RIA, involucra la determinacién de
la proporcién relativa en que se encuentra coexistiendo, al final del procedi-
miento analitico, las siguientes fracciones:

1) Antfgeno libre o desligado de su unién con su anticuerpo

2) Antfgeno que permanece unido a su anticuerpo

A fin de determinar la distribucién de las fracciones, se cuantifica, ya -
sea el antfgeno libre o el antigeno combinado, por via directa o indirecta.

Se han desarrollado no menos de cinco tipos diferentes de sistemas de -
separacién. Algunos de los primeros sistemas empleados, aquellos de tipo e~
lectroforético, ya casi no se usan en pruebas de rutina por RIA, por haber s_g
do desplazadas por otros sistemas técnicamente mas ventajosos. AGn asi ca~-
brfa mencionar los siguientes tipos de separacién.:"

1) Por migracién diferencial

2) Por adsorcién

3) Por precipitaci6én del complejo antigeno-anticuerpo

4) Por acoplamiento a una fase sélida

5) Por métodos de combinacién

1) Por migracién 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 él us-o de procedimientos de electroforesis o filtra
clién selectiva.,

2) Por adsorci6n, generalmente la fraccién que se adsorbe es aquella que
contiene el antfgeno o compuesto a detectar o valorar, en estado libre. Este -
tipo de método de separaci6én se usa parg, esteroides, péptidos de bajo peso = .
molecular y ciertos fa&rmacos (como la digoxina)

Son muy adecuados para trabajar sobre antfgenos o compuestos de un peso
molecular inferior a los 30,000 Daltons. Como adsorbente se usa una varie-
dad de elementos tales como:

C‘:arbén pretratado {como el Norit A)

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

3) Por precipitacién del complejo ant{geno-anticuerpo, asf queda en solu--
ci6ébn la fraccién que contiene el antfgeno libre.

El sistema precipitante que se emplea es de un tipo inespecifico y se in-
tegra basicamente, con sulfato de aménio, etanol y polietilenglicol. Frecuen-
temente se usa como precipitante a un segundo anticuerpo (anti-anticuerpo).

4) Por acoplamiento a una fase sélida, se puede insolubilizar en forma de
capas de revestimiento interno (de tubos, discos u otroé materiales), o exte-
dc;nnente sobre soportes s6lidos, diversos anticuerpos, que se ligan por uni_év
nes quimicas covalentes o no cowvalentes,

En st, este procedimiento constituye un sistema separativo en fase s6li-

da, perhite sepérar fracciones répida, verséatil 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 combinacién, consiste en usar simult&neamente, en un -
sistema separativo, dos diferentes tipos de anticuerpos. De ahf, que también =
se lame método de doble anticuerpo. Por ejemplo, se induce en un conejo, la
produccién de anticuerpos contra el antfgeno o compuesto a detectar, obtenie__r__i
do as{ un primer anticuerpo; pero el procedimiento analitico 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-anticuer
pos o anti-inmunoglobulinas. Se unen al complejo soluble formade por la unién
antfgeno/primer anticuerpo, se precipita v asf, es posible la separacién de di-
chas fracciones.

Los sistemas separativos tipo doble anticuerpo, sé usan frecuentemente - ‘

en metodologias de valoracién de hormonas y poldpéptidos. (25 29)
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2.9 USO DE REACTIVOS PARA METODOS POR RIA,

Selecci6tn de metodologfas: hay una gran variedad de productos comerciales,
por ejemplo, para Tiroxina por RIA existen mas de 30 "kits" o siétemas reacti
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 tircunstancias que en ello van inbolucrados, en--

tre los cuales tenemos:

Costo, Tipo de sistema separativo
Tipo de marcaje Posibles reacciones cruzadas
Equipo necesarib Tiempo total requerido por an8élisis -

2.10 RECOMENDACIONES SOBRE TECNICAS DE TRABAJO.

Se recomienda hacer todo anédlisis por RIA, trabajando en duplicado y -
ademé&s, usar para cada alicuota de muesira dos diluciones de la misma, con
lo que siempre se habr8 de operar sobre cuatro tubo.s por paciente, para poder
certificar la lineabilidad del procedimiento y su buena precisién.

Con la mejor calidad técnica, la precisién de los analisis por RIA, no-
llega a ser mejor que la de observar una variabilidad minima de 6%, entre el
resultado a anauzar en una alicuocta y aguel gque se obtenga para su duplica-~

do. (6)
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I, - BASES DE LAS PRUEBAS INMUNOENZIMATICAS.

A partir de 1980, el auge de las pruebas inmunoenziméticas en el laborato~
rio cinico, han alcanzado niveles nunca imaginados cuando se iniciara su de-~
sarrollo, aproximadamente en 1967,

P..'K... Nakane y G.B‘.ﬂ Pierce, en un reporte de sus investiéaciones ya suge-
rfan que era posible desarrollar métodos inmunoenziméticos indirectos,semejaé
tes a los qQue ya se usaban por inmunofluorescenclfa indirecta, ambos aplica--

bles para detectar o localizar antfgenos por microscopla. (24)

3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS.

Si uno quisiera comprender como se ha llegado al nivel actual de desarré
llo y sofisticacién en las técnicas inmunoenziméticas, convendria tomar en -
cuenta a aquellas técnicas que las han precedido, ya qug ellas representan -
verdaderos antecedentes histéricos en este tema de tanto interés actual para -
el laboratorio, Por ello resulta justiﬂcable.hacer, en este capftulo, una refe--
rencfa breve acerca de las técnicas anallticas siguientes:.

Técnicas por electroforesis
Técnicas por inmunodifusié_n
Técnicas por inmunoelectiroforesis
Técnicas por radioinmunoanélisis

Técnicas por inmunofluore scencfa.

24



y comentar sus respectivas limitaciones e inconvenientes. Ello nos explica la -

evolucién tecnol6gica que ha ido ocurriendo hasta llegar a las técnicas inmung

enziméticas, que han de inducir cambios en la Inmunoquimica, a manera similar . -

de como las técnicas cinéticas modificarén el campo de la Enzimologfa Diagnés,

tica. (24)

3.1.1 Técnicas por Electroforesis

Definicibni Electroforesis es el término que se utiliza, en forma genérica,
para describir el desplazamiento de formas moleculares ionizadas, através de
una solucidn electrolitica, cuando esta Gltima se sujeta a la acci6én de un car_é
po eléctrico.

Ionoforesis: término que emplea cuando las moléculas ionizadas son de -
bajo peso molecular, de composicién simple y perfectamente definida, como o~
curre en el caso de los amino4cidos.

Estrictamente hablando, al decir Electroforesis, se refiere al movimiento
de formas moleculares de mucho mayor peso, como las protefnas.

El investigador sueco Arne Wilhelm Tiselius es considerado como el autor
de la electroforesis, arafz de sus trabajos sobre la separacién de protefnas -~
séricas humanas, realizados entre 1937 y 1939, empleando tubos de cuarzo,

en forma de U, conteniendo el suero incorporado a una solucidén electrolftica.

()
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MEDIOS DE TRANSPORIE,

El proceso de la electroforesis, requiere incorporar la muestra en un me&io
de transporte, que va embebido en el amortiguador que se haya seleccionado -
para la separacién electrolftica.

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 evolucitn sufrida:

papel filtro.

gel de agar

gel de agarosa

gel de poliacridina

acetato de celulosa

Soluciones amortiguadoras.

En la electroforesis de protefnas, en general, se utilizan, casi -
siempre soluclones amortiguadoras con un pH arriba de 8.0

La velocidad de desplazamiento de las protefnas ionizadas, en un
medio de soporte amortiguador sobre el que actGa un campo eléctrico, depen-
de, fundamentalmente del pH y de la fuerza iénica provista por la soluciébn --
buffer quebse use,

Una solucién amortiguadora tipica de las que se usan en la eleck

troforesis de protefnas, es el Veronal/veronal sédico, de pH 8.6
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Veronal es un nombre comercial, para el barbital o &cido dietil barbitd-

rico.

Fig. 1 Separacidn electrolitica de las protefnas séricas.

ANODO CATODO

hamasomom n e = o denany

L

] ; 3
Fza. y Fza.
Electroendosmética : Electroforética.

1,- Punto de aplicacién de la muestra.
2.- Banda de las 'gamma globulinas.
3,- Banda de la albGmina.

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

anodo, segfin se jlustra en la Fig. 1.
La intensidad de cormriente, para el caso de una electroforesis, se

identifica con la expresib6n fuerza electroforética. (19)

v
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Pruebas de laboratorio que se realizan por elctroforesis.

En la actualidad, los procedimientos de electroforesis se aplican a la
realizacién de aproximadamente unas 15 pruebas de laboratorio, como lo se--
rfan; fraécionamiento de lipoprotefnas séricas y de hemoglobinas.

Acido vainillinmandélico {(AVM) en orina

Aminoé&cidos en orina {cromatograma urinario)

Glicoprotetnas

Haptoglobinas

Hemoglobinas

Isoenzimas de CK {Creatinoquinasa)

Isoenzimas de DHL (Deshidrogenasa lactica)

Isoenzimas de fosfatasa alcalina

Isoenzimas de glucosa 6-fosfatodeshidrogenasa

Iscenzimas de glutamil transpeptidasa

Lipoprotefnas

Protefnas de Hquido cefalorraqufdeo

Protefnas séricas

Protefnas urinarias

Limitaciones de los procesos electroforéticos.
El uso de tecnolegfas de electroforesis aplicado al fraccionamiento de
- protefnas contenidas en lquidos y flufdos biol6gicos, constituyen un ele~-

mento relatilvamente valloso, dentro de los recursos de que se dispone en -
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Para el tema que nos ocupa, PRUEBAS INMUNOQUIMICAS, las técnicas
electroforéticas que caben dentro de &1, serfan protefnas de lquido cefalorra
qufdeo, séricas y tal vez las urinarias.

AGn asf, estos procedimientos nos detectan grupos de protefnas y no pro
tefnas espectficas, como serfan los casos de tener que detectar o cuantificar
niveles de antfgenos y/o antfcuerpos en partfcular.

Es por ello, que dichas pruehas son de poco valor como pruebas inmu-
nolégicas de diagnéstico clinico, ala luz de los avances logrados en las Gl-
timas décadas, a partir de 1957 con el RIA y m&s reclentemente con los sis-
temas ELISA desde 1971, y EMIT en 1378, Estos dos fltlmos sistemas inmu—-
noenziméticos y sus técnicas correlacionadas, han renovado &mpliamente la -
variedad de pruebas de laboratorio que se pueden realizar acthialmente en el

campo de la Inmunologfa. (34)

3.1,2 Técnicas de Inmunodifusién.

Los procedimientos de Inmunodifusién radial constituyen un elemento -
de uso mas frecuente que los delelectroforesls.

Fundamentos de la Inmunodifusién radial,

Las técnicas de la Inmunodifusi6én radial se basan en reacciones del -~
tipo antfgeno-anticuerpo. .

El antfgeno, en anélisis _s.érlcos, est& representado por una protefna o
- por un grupo de ellas correlaclonadas entre sf, perc en ambos casos, con la

caracterfstica de ser especificas para el ser humano.
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El anticuerpo, en andlisis séricos, estd repiesentado por una protetna o
por un grupo de ellas correlaclonadas entre sf, presentes en el suerode un a-
nimal (antisuero humano). cuya produccién se ha desarrollado en el mismo -
después de habersele inyectado el antfgeno humano cuya deteccién o valoracién

interese en partfcular,

Materiales y métodos de la Inmunodifusién Radial.

La inmunoprecipitacién es el método mas simple y directo para la demos
tracién en el laboraforfo, de lo que ocurre en las reacciones antfgeno/anticuer
po.

En otras palabras,la finalidad de cualquier técnica de inmunodifusién -
radial, es identificar una reaccién antfgeno/antfcuerpo mediante una reaccién
especffica de precipitacién. Su aplicacién clfnica mas importante se relacio-
na con la medicién de las inmunoglobulinas presentes en muestras de suero
humanov..

Pasos tfplcos en una técnica de Inmunodifusién.

1) Sz trabaja con cajas Petri, cada una de las cuales contiene una so-
lucién semisélida de agar a 1a que se incorpora el antisuero especifico para
el antfgeno o inmunoglobulinas a detectar o valorar en el suero en estudio.

2) Las cajas de Petrl son de tibpo modificado por que contiene un ntmero
varlable de copas pequefias, sobresalientes de la capa de agar, que configu-

ran pequefios pozos, los cuales se llenan con cantidades medidas con preei-



sién, con la muestra en estudio y con controles en diluciones seriadas. Este -
procedimiento se efecta 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 uni6én del antfgeno {inmunoglobulinas de la muestra y sus controles)
con su anticuerpo espectfico presente en el antisuero contenido en el gel, se
evidencla por la precipitacién 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 tamano decreciente en relacién directa a la concentracién de antfgeno
presente.

6) Los resultados del andlisis se expresan en mg/dl y se obtienen de -
una curva de referencla, que expresa la relacién entre el didmetro de los a-
nillos de precipitacién y sus correspondencfas, con concentraciones del antj;

geno & valorar en muestras de suero.

Este método de determinaci6n cuantitativa, representa la técnica mas -
sencilla de todas las que actualmente se usan en forma rutinaria en el labora
torfo clfnico y fue desarrollada por Mancinl v sus colaboradores en 1965. Se
pueden -practicar no menos de 20 tipos de pruebas de valoracién de protefnas
séricas especftficas por este método, las cuales soné

AlbGminas Hemopexina
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Antitripsina IgA

Antltrombina IiI IgD

C4 (complemento activador) IgE

C3 (complemento) IgG

o} 4 (complemento) - IgM
Ceruloplasmina Macroglobullinas
Fetoprotefnas Plasminégeno
Fibrin6geno ' Protombina
Haptoglobinas 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.

Iimitaciones de los métodos dor Inmunodifusibn:‘

Los procedimientos por inmunodifusi6én han sido desplazadas por las tec
nlcas del RIA, por la mayor rapidez y precisién con que se obtienen los re~-
sulfados, yva que las lecturas se efectuan mediante instrumentos, evitando ~
los errores subjetivos factibles en la tnmunodifusién.

No obstante la inmunodifusién, sigue siendo los de preferencfa, cada
vez que el médico solicite Inmunoglobulinas totales y f{raccionadas, ya que
el grado de precisién del analisis no es tan crftico, pues ei interes del mé-
dico estd en saber si hay fracciones que se encuentren fuera de sus niveles
normales. Desde el punto de vista clfnico no es significativo conocer exac--

tamente ciiantos miligramos est&n fuera de sus rangos. (38)
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3.1.3 Técnicas por Inmunoelectroforesis

Es una tecnologfa refinada, desarrollada originalmente por Grabar y Wi--
111ams en 1953, Permite diferenciar en el suero humano mas de 20 protefnas es
peclficas en forma simulténea.

En realidad, las técnicas de Inmunoelectroforesis precedierén a las de -
Inmunodifusién radial, siendo estas Gltimas mas faciles de realizar y en el -
comercio hay una amplia variedad de placas Petrl preparades y listas para ser
usadas, lo cual representa una clara ventaja de la Inmunodifusién sobre la --
Inmunoelectroforesis, por lo que tiene un lugar mas justificado en estudios de
Genética que en el Laboratorio Cifnico.

Fundamento de la Inmunoelectroforesis

Se toma un portaobjeto estindar 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 vy hacia el centro del portaobjetos se horada um-.rp;é
guefio pozo de unos 2 mm de diametro, para la aplicacién de la muestra del
suero. El pozo va marcado con A, en el tercio inferfor y a unos 5 mm del mis
mo borde inferior, se horada a todo lo largo de la capa del gel de agar, un -~
canal de 1 mm de ancho, para aplicar el antisuero animal (monovalente, pol;;
valex':te)o antlsuero humano especifico, el canal va marcado con B, enla --

Fig. 2
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Preparacion del portaobjotos para efectuar una prueha de Inmnuncelecrroforesis.

>0

La Inmunoelectroforesis se realiza en los siguientes pasos: .
1) Aplicacién de la muestra (antigeno)
2) Electroforesis sobre la capa del gel de agar.
3) Aplicacién y difusidén del antisuero en el gel de agar.
4) Analisis e identificacién de las ineas o bandas de precipitacion de los
complejos antigeno-anticuerpo.

Notas complementarias: El portaobjetos se coloca en una camara
electroforética y se dispone de tal forma que las tiras 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 30 min. Se separan las
albiminas y las fracciones de las globulinas. Las bandas no son visibles, pero es
factible usar algin colorante que funcione como indicador, antes de seguir
adelante con el procedimiento.

Después de practicada la electroforesis,” se coloca el antisaero en el canal
preparado a tal efecto y se incuba el portaobjeto en una camara himeda a la

tempe-
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temperatura ambiente.

Las lineas de precipitacion comienzan a aparecer al cabo de unas 6 hrs. de
incubacion, a la temperatura ambiente.

La inmunocelectroforesis permite la identificacidén cualitativa simulténea de
numerosas fracciones de las proteinas plasmdticas, pero no es aplicable a analisis

cuantitativo de las mismas.

Limitaciones de los métodos por Inmunoelectroforesis
Consideramos, desde el punto de vista del laboratorio clinico, que estos
métodos hen encontrado un uso limitadisimo, ya que llevan ticmpo, no permiten
efectuar analisis cuantitativos, requieren de antisueros esgpeciales, escasos en el
mercadoe del pais, ademas de hacer falta personal experimentado para identificar

correctamente las lineas o bandas de precipitacién. (1,4 5)

3.1.4 Técnicas de Radioinmunoanalisis.

Es frecuente que Hospitales, si cubren servicios generales y $i el volumen de
pacientes que atienden lo Jjustifica, 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 Je administra un material radiactivo vy su localizacion en el
organismo es rastreada posteriormente, obteniendo datos de valor clinico, pars

determinar:

a) Captacidén de yodo por la tiroides.
b) Determinacidén y localizacidén de tumores malignos.

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

seccidon destinada at
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a) Quimica especial

b) Pruebas especiales.

¢) Hormonas.

Y en ellas se efectuan pruebas tales como:

a) 17- cetoesteroides. .

b) Yodo protéico.

¢) 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 clinica;
los métodos por RIA se popularizaron y simplificaron el trabajo al laboratorio,

tendencia que esta invirtiendose a la luz de las metodologias inmuncenzimaticas. (8)

3.2 Técnicas basicas de las pruebas Inmunoenzimdticas.

Los principios Dbasicos que fundamentan las técnicas de las pruebas
inmunoenzimdticas son, los mismosque se aplican a las metodologias del RIA.

La diferencia fundamental, estriba en el tipo de reactivos usadusy en la
naturaleza de lo que se mide para obtener el resultado final de los analisis.

En otras palabras, en el RIA, se utiliza un pozo para contar emisiones
radiactivas ( medimos radiactividad), en tanto que, en las pruebas
1nmunoenzimética§ trabajamos con una luz emisora y efectuamos mediciones de
abgorbancia, (medimos intensidad de color) interponiendo un filtro apropiado, entre

la fuente de luz y el sistema reactive.
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En ambos tipos de metodologias, valoramos o detectamoe la presencia de
protelinas, por formacidén de nuevos compuestos, generados por uniones no
covalentes,las que son del tipo de los compuestos antigeno-anticuerpo.

En ambas metodologias, se puede detectar antigenos y anticuerpos, siendo mas
facil y frecuente el valorar niveles de anticuerpos que detectar antigenos, lo que

representara un gran progreso, especialmente en el campo de la Parasitologia. (31>

3.2.1 Fundamentos basicos de las pruebas por RIA.

La metodologia general del RIA es, en teoria relativamente simple,el primer
paso consiste en preparar antisuero especifico contra la proteina a valorar,
utilizzando para ello especies heterdlogas, como conejos, cobayos o cabras,

Si la proteina a valorar no es, inmunogénica por si misma, 0 sea que es un
hapteno, primero se le liga quimicamente a una macromolécula trasportadora, por
ejemplo, la gamaglobulina de origen bovino, asi como complejo, se le emplea para la
produccién de antisuero especifico.

También debera disponerse de la proteina a estwiiarse en el paciente pero como
reactivo y patrén de referencia, purificada y marcada generalmente con yodo-125.

Antisuero para uso en el RIA

En general, las proteinas de peso molecular relativamente alto y los
polipédptidos hormonales tales como:

a} Harmona paratiroidea.

b) Hormona de crecimiento.

¢) Insulina.
actuan también como inmégenos y asi esposible preparar antisueros adecuados pata
estas hormonas.

Marcacion radiactiva de antigenos protéicos.
Un método generalmente utilizado es yoéar con {25~ o con 13{-1, procesos a

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

H -R1 O~ Ry
125
125 I
LR Y
NH
H2-cu hE :
Nco.oH 2 2
TIROSINA Radical de Tirosina en el antigeno y su
p-hidroxifenilalanina. marcaje con el 125-1.

El antigeno o proteina marcada, reaccionara con su anticuerpo presente en el

antisuero especifico y se unird a el para formar el corplejo antigeno-anticuerpo.

Ellcconstituira el sistema reactivo en el método de RIA.

Al agregar la muestra de suero del paciente a dicho sistema reactivo e
incubar, el antigeno o proteina a valorar, no marcada, presente en la muestra,
compite y desplaza al antigeno marcado de su unidén con el anticuerpo y ocupa su
lugar, con lo que sisminuye la cantidad de antigeno marcado que permanece en union
con su anticuerpo especifico lo que da bases para un sistema de valoracién,

ilustrado en la figura 3.
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Fig. No. 3

A.~ Regi6n lineal de la curva tipo de referencia.

B.- Porcentaje de proteina marcada que permanece fijade a su anticuerpo

espacifico.

C.~ Concentracioén de la proteina a valorar, en el suero sanguineo.

El sueroc o muestra agragado al sistema reactivo, contiene proteina no marcada,
cuyo nivel se desea determinar, la cual desplaza a la proteina marcada de su
combinacién con el anticuerpo y la disminucidn de ella, determinable por medidas de
emigién radiactiva, de la pauta de la concentracién de proteina no marcada presente
en la muestra presente en la muestra del suero en estudio.

Este tipeo de metodologia de RIA es llamado técnica del tipo por competencia,
representa una de las dos técnicas basicas del RIA

En la metodologia del tipo por competencia, uno de sus pasos finales implica

la necesidad de separar, del sistema reactivo, aquella fraccidn del complejo
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antigeno marcado-anticuerpo, de la fraccién que tiene antigeno marcado libre
(desplazado por el antigeno no marcado de la muestra), a fin de hacer medicién de

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

Técnicas del RIA.
Basicamente existen dos tipos de metodologias que son:
a) Técnicas del tipo por competencia

b) Técnicas del tipo sandwich.

Técnicas del tipo por competencia (o desplazamiento)

Puede definirse diciendo gque, una -proteina marcada se une a su anticuerpo
presente en el antisuero especifico, al agregar la muestra, la proteina no marcada,
desplaza parte de la proteina marcada unida a su anticuerpo y su disminucién,
determinada por contaje de emisidn radiactiva remanente, permite deducir niveles de
la proteina no marcada presente originalmente en la muestra del suero analizada.
Estas técnicas pueden realizarse tanto en fase liquida como soliida.

Las técnicas del tipo por competencia se consideran inmunoreacciones directas
en las que basicamente interviene un anticuerpo (el que puede o no estar marcado)
y un antigeno (el que también puede estar o no marcado), para formar un complejo

antigeno-anticuerpo (marcado).

Esquema de la reaccidn.

< O
+ QO3—pn
O @;

Fig. No 4
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1.~ Fase sdlida

2.~ Anticuerpo

3.- Antigeno marcado.

4.~ Complejo antigeno-anticuerpc (marcado)

Las variantes serian el usar anticuerpos o antigenos marcados, por una parte y
por otra, hacer el proceso en fase sbélida. es decir, con uno de los elementos
fijado a un material sélido, o bién efectuarlo en una fase liquida.

Técnicas de tipo sandwich (o doble anticuerpo).

Aqui el sistema reactivo se integra con:

a) Antigeno o proteina de la mdestra del paciente.

b) Anticuerpo presente en el antisuero especifico..

¢) Anticuerpo especifico marcado con (25-1

en este tipo de tecnologia se trabaja con una anticuerpo no marcado, adsorbido
sobre una fase solida, por ejemplo las paredes de un tubo de plastico. Ese
anticuerpc reacciona con un antigeno especifico no marcado, el cual esté presente
en la muestra a analizar, con la condicién de que éste posea mas de una agrupacién
quimica inmunolégicamente 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 incubacién, la cantidad de reactividad captada
y retenida a consecuencia de la segunda incubacion. es proporcional a la cantidad

de antigeno presente en la muestra en estudio.

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

inmunoreacciones indirectas (45) (69)
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Esquema de la reaccién.

Fig. No. &

3.2.2 VARIANTES SEGUN EL TIPO DE MARCAJE [ND1CADOR

Estas ‘técnicas basicas son comunes a Lres importantes tipos de metodologias
sofisticadas que se usan en el laboratorio clinico wara la realizacidén de pruebas
especiales. .Toda la diferencia radica en el tipo de elemento que se utilice como

marcaje indicador. asi tendriamos:

Procedimientos de inmunofluorescencia

Se basanen el uso de anticuerpos marcados con sustancias fluorescentes que van
unidas a ellos, como conjugados. Un ejemlo de dicha susbtancia lo tendriames en el
isotiocianato de fluoresceina y lisamina rodamina, estas dos substancias al ser
exitadas con longitudes de 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 Radioinmumoanalisis.

Se basan, en técnicas del tipo por competencia.

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

hormonas, tales como: Testosterona, Cortisol, T-3, T-4, Prolactina, Hormona
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Estimulante Folicular, Hormona  Luteinizante, Fraccion beta de la Hormona
Gonadotrofina Coriénica. (49, 50)

Métodos de combinacidén: es una variante en las metodologias del RIA. consiste
en una técnica del tipo por competencia, para la captacion de antigenc o compuesto
a valorar ¥y en el uso de un sistgma separativo basado en una técnica del doble
anticuerpo ¢ del tipo sandwich.

Velmos para el caso, como se procede para valorar testosterona por un métedo
de combinacién.
Primer paso! la testosterona previamente extraidé del suero en estudio, compite con
la testosterona reactivo marcada con el 125-1 para unirse con el anticuerpo
especifico 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 fraccion)

Testosterona marcada unida a su anticuerpo (segunda fraccion)

Para la separacién., se hace uso de un segundo anticue}po reactivo, el cual
estd contenido en un antisue}o reactivo producido en cabras y la cual se comporta
como antigamaglobulina de conejo.

El agregado de este antisuero precipita a la segunda fraccidn 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 Gltimo paso se cumple centrifugando, descartando el sobrenadante y
afectuando una cuenta de radiacién gama sobre el precpitado remanente. {56)

Procedimientos Inmunoenzimaticos

Son metodologias anilogas 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 actividades
inmunologicas y enzimadticas, se mantienen aun intactas en los
compuestos conjugados resultantes.

El grado de utilidad practica de 1los procedimientos
inmunoenzimaticos es. indiscutiblemente amplia.

No solamente tienen los mismos alcances que los métodos por
RIA, sino gue estima gue también puede servir de complemento o bién
hasta llegar a reemplazar otros tipos de técnicas serolégicas;
tales como:

Fijacion de complemento.

Hemaglutinacion

Inmunof luorescencia.
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3.2.3 Sensibilidad de las pruebas inmunoenzimaticas.

A partir de 1967, afio en gue se empezardn a desarrollar las
técnicas inmunoenzimaticas, su sensibilidad se ha ido
incrementando, a medida de que los procedimientos
involucrados fuerén mejorados, hasta alcanzar el alto grado de
sofisticacidén actual.

Por ello puede decirse que las pruebas inmunoenzimiticas
tienen wuna sensibilidad al menos igual y a veces ain mayor, que

las caracteristicas del RIA. (33)

GENERACIONES DE LAS PRUEBAS INMONOQUIMICAS

Es asi que actualmente, mirando en forma respectiva lo ocurrido s
en los ultimos afos, podemos hablar de diferentes categorias o
generaciones de pruebas inmunoquimicas en general, como serian:

Pruebas inmunoquimicas de primera generacién 1969

Pruebas inmunoquimicas de segunda generacién 1971

Pruebas inmunoquimicas de tercera generacidén. 1977

Pruebas inmunoquimicas de cuarta generacidén 1982

Pruebas inmunoquimicas de primera generacion:

Puede decirse que ello nos ubica en el afic de 1969, cuando se
pudo comenzar a disponer de los primeros métodos para detectar la
presencia del antigeno B de superficie en casos de hepatitis
viral.Por ese entonces se le llamaba Antigeno de Australia, hoy.

conociendo la complejidad estructurél del agente viral causante
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de la hepatitis se le designa, mas correctamente, antigeno
asociado con 1la hepatitis B de localizacidén en la envoltura o

superficie del virus causal.

Pruebas inmunoquimicas de segunda generacién

Estas pruebas junto con las de primera generacidén tenian valor
como pruebas de deteccién ya 4gque ambas carecian de la
sensibilidad necesaria comne para ser usadas come pruebas
cuantitativas confiables.

Dentro de esta categdria encontramos las pruebas de
hemaglutinacién para la deteccidn de casos de hepatitis ¥
rubeola.

Como métodos de sensibilidad de segunda generacidén han
pemanecido en uso limitado, los de:

Inmunoelectroforesis.

hemaglutinacidén pasiva con latex.

Inmunodifusion radial.

Pruebas inmunoquimicas de tercera generacién

Estas son mag actualizadas, y sobre las anteriores presentan:

Una mayor sensibilidad, especificidad y diversidad.

Representan un conjunto de pruebas endoécrinas, metabélicas, de
monitoreo terapeutico, de valor en enfermedades infeccicsas y
algunas relacionadas con cancer.

Las primeras de esta generaciéq fuerdn del tipo RIA que se
comenzardén 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 inmunoquimicas de cuarta generacién

Similares a las de tercera generacion pero mostrando wmejores
grados de sensibilidad y de especificidad. Las aplicaciones
adiagnésticas mas sobresalientes de las pruebas inmunoquimicas

pueden condensarse en el siguiente listado:

Antigenos virales asociados a la hepatitis B
Rotavirus.

Ferritina.

Enfermedades transmitidas sexualmente.
Fraccidn beta de la zonadotrofina coriénica.
Monitoreo de tumores cancerigenos (Histoset)
Antigeno cancercembrionario.

Anticuerpoa antirubeola.

Anticuerpos anti-toxoplasma. (30,32)
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3.2.4 SISTEMAS INMUNOENZIMATICOS DERIVADOS DE
LAS TECNICAS BASICAS.

Al seleccionar mé todos de laboratorio de aplicacién
‘diagnéstica hay diversos factores que deben ser considerados,
entre ellos, cuando menos, encontramos los siguientes:

Sensibilidad inherente al método.

grado de eséecificidad para con el medicamento a determinar.

Tiempo requerido para la realizacidn del andlisis.

La Histoquimica, sumistrd los fundamentos que sirvierdn de
base para el rapido desarrollo de estas nuevas metodologlas
inmunolégicas que en conjunto constituyen lo que hoy llamahos la
Inmunoenzimatica, lo gque en forma directa o indirecta, nor
permite identificar antigenos Yy valorar hiveles de anticuerpos.

Las bases de la Inmunoenzimologia es similar a la de la
Inmunofluorescencia,de la cual se distingue porque emplea
anticuerpos a gammaglobulina, marcadas con ina enzima capaz de
producir una reaccién de color.

La ‘enzima mas frecuentemente usada, para el marcaje, es la
peroxidasa y 1la reaccion de color se desarrolla con bencidina y
agua oxigenada. para establecer 1los resultados finales de la
prueba se usa microscopia oOptica comiun,o bién espectrofotémetro
operando con zZona visible. 8e valoran resultados de actividades
enzimaticas, ya sea por métodos citoquimicos obién por cambios de

absorbancia 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 técnicas
ELISA

Las metodologias inmunoenzimaticas que no requlieren del uso de
procedimientos separativos del tipo del RIA,son llamados sistemas
neterogéneos, cuyo prototipo son las técnicas EMIT

Sistema ELISA, sonprocedimientos que habitualmete requieren de
un tiempo minime de 35 a 45 minutos para completrse.

Sistema EMIT, son procedimientos rapidos, una vez trazada la
vurva de calibracidén para el lote de reactivos a uysar, en la
mayoria de los casos los andlisis pueden hacerse a razdn de una
muestra por minuto.

Su aplicacidn en pruebas de laboratorio clinico:

En la actualidad la Inmunoenzimologia, a travez del uso de
metodologias de los sitemas ELISA Y EMIT, encuentra una muy
amplia aplicacidén diagndstica en pruebas de laboratorio clinico.

Hay pruebas gque pueden hacerseindistintamente por alguno de
los sistemas antes dichos, otras solo son practicables con uno de
ellos, por logque a veces, el uso de uno u otro sistema dependera
de la preferncia del albortorio.

Hablando en forma generalizada podriamos decir gue los métodos
inmunoenzimatico se aplican a la deteccidén o valoracién de
elementos tales como:

Anticuerpos especificos frente a: rubeola, toxoplasma, virus A de
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de la hepatitis, virus B de la hepatitis, tuberculosis,

treponema, cisticercosis, etc.

Antigenos: canceroembrionarios, grupo de virus tipo B asociados
con la hepatitis, rotavirus, del gonococo, del SIDA, del herpe
I, citomegalovirus, etc.

poLmonass prolactina, Insulina, HEF, HL, Progesterona,
Testosterona, Gastrina, HET, T-4, T-4 Neonatal, Fraccién beta de
la gonadotrofina coriénica, etc.

Medicamentos :fenobarbital, fenitoina, digoxina, gentamicina,

dcido valprdico, morfina, amikacina, anfetaminas,

carbamacepina, teofilina, etosuximida, etc.

L itos: C-3 del complemento.
C-4 del complemento.
Péptido C
Cortisol
Estriol.
Estradiol.

Pre-albumina, etc. (44;45)
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1V SISTEMA E L I S A.

4.1 INTRODUCCION.

En afios recientes, diversos laboratorios de investigacion
se han dedicado al desarrollo de nuevas y mejores técnicas
serolégicas. Asi se llegd a idear tLécnicas heterogéneas
aplicables a pruebas inmunoenzimaticas.

Estas técnicas heterogéneas, en un conjunto son conocidas
bajo 1la denominacién genérica de sistema ELISA; dichas técnicas
son de una definida utilidad préactica, faciles de ser realizadas

y exhiben un grado notable de buena sensibilidad. (3%56)

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
andlogos a los del RIA, pero basandose e¢n el empleo de antigenos
marcados con una enzima y en el de anticuerpos especificos
adher idos sobre una fase portadora sélida.

El mismo Engvall, un afio mas tarde, ya habia conseguido
llegar a trabajar ahora con anticuerpos marcados con enzimas.
Asi pudo desarrollar métodos inmunoenzimaticos analogos a los

del RIA, del tipo de doble anticuerpo o tipo sandwich.Lab)
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4.3 FUNDAMENTOS DEL SISTEMA ELISA

En sus comienzos los métodos inmunoenzimaticos se usaron
con éxito para detectar ¥y localizar antigenos intracelulares
empleando tanto el microscopio 6ptico como el electronico. e
ahi nacidé la idea de usar los mismos lineamientios basicos para
detectar antigenos y anticuerpos solubles en los fluidos del
organismo. Las nuevas técnicacg inmdnoenzimétjcas fuedsn
alternativas para el alboratorio. El sistema ELISA permite
valorar cuantitalivamente lous anticuerpos especificos. La
muestra de suero en estudio se incuba en un tubo de poliestireno
oen una placa del mismo matlerial de las 1ipu para
microdiluciones. Tanto el tubo como la placa son son elementos
comerciales, ya que actian sobre una fase potadora sdélida, al

llevar una capa de antigenos aheridos en el interior de sus

paredes. Después se le agrega al sistema reactivo un segundo

anticuerpo, una antiinmunoglobulina, este va marcado con una
enzima. El primer anticuerpc es el que se busca en la muestia de
suero del paciente.

Posteriormente se efectua un' paso de lavade con 1o gue
quedara una porciéon de enzima adherida a las paredes del tubo
0 placa. Seréd solo aquells que se ha unido al complejo primario
anticuerpo-antigeno Yy es asi como de manera indirecta podemos
detectar © valorar niveles de anticuerpos especificos. En
esencia, el fundamento de este tipo de sistema ELISA, radica en
la insolubilizacién de antigenos solubles por adsorcidén pasiva

sobre una fase portadora sb6lida, en este caso el poliestireno.(sﬂ
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4.4 COMPONENTES QUE INTEGRAN EL SJISTEMA ELISA

En todo sistema ELISA, debemos contar con cuatro elementos
ellos son:

1.~ Fase portadora solida.
2.- Conjugados.
3.- Sustratos enzimaticos.

4.- Técnicas de lavado.

1.- Fase portadora sélida en el sistema ELISA

La fase peortadora soélida se comporta como una superficle
inerte Y bpasiva. Puede estar representada por diferentes
elementos comno son:

- Placas de poliestireno o sensidiscos del mismo material

-~ Tubos de poliestireno de 50 x !1 mm

~ Placas de poliestireno para microhemaglutinacién.

Es iﬁportante el tipo ¥y la calidad del poliestireno que se
emplee en la elaboracién de lus elementos que han de construir
la fase portadora. Las wmejores superficies de poliestireno
muestra un grado apreciable de porosidad. lo gue facilita la
fijacion del antigeno o anticuerpo del cual habra de ser
por tadora. Al final. ya con ei‘material reactivo adsorbido, la
superficie presentara un aspecto esmerilado, como el asbesto.

El uso de los tubos de poliestireno en analisis por sistema
ELISA, ha 1ido decreciendo notablemente, por que su-aspecto no
permite ver 1o gque estd pasando, no son adaptables para ser
usados en un espectrofotéometro y lés lecturas deben efectuarse
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visualmente, acarreando los posibles errores a los gue se induce
una lectura subjetiva y por 1o tante variable de operador a

operador .

El emplear placas de poljestireno, goza de gran
popularidad en el momento actual. va «que son de precio
relativamente economico, permite operar usando pequeias
cantidades de reactivos y se adaptan bfen para realljzar varias
decenas de analisis en forma simultanea. Sus variantes radican
en el diseiio de sus pozos, que pueden ser de fondo en V o en U,
seglin sea mas conveniente para el tipo de prueba @ realizar y
para garantizar y facilitar un lavado inobhjetable de los pozos.

Las perlas o sensidiscoy tienen ventajas, ya que permiten

hacer lecturas en cualquier espectrofotometro.

Preparacion de la fase portadora,; en la adsorcién pasiva del
antigeno o anticuerpo sohre la supwerficie de poliestireno
influyen: el pH, el tiempo y la temperatura a la gue se efectue
la sgensibilizacion de la fase portadora. Dicha sensibllizacidn
3c hace Con aniigenus u Anlivuerpus, i0s cuales quedan adheridos
o aéoplados a la misma en forma de una capa insoluble que se
forma mediante un ploceso fisico de adsorcidn pasiva.

Esa capa interna de antigeno o de anticuerpo asi preparada,
nos permite capturar a los anticuerpos o antigenos especificous,
respectivamente, que pudieran hallarse en la muestra que esta en

estudio. Para la sensibilizacidn de la fase sblida, el antigeno



o anticuerpo se usan solubilizados en una so0lucidn
amor tiguadora, la cual es generalmente alcalina‘de un pH de 9.8,
alin cuando ocasionalmente se llegan a utilizar soluciones de pH
neutro. El antigeno o antlicuerpo estan en concentraciones que
varian entre { y 10 mg/l de solucidn amortiguadora.

Si lo que estamos sensibilizando son pozos de placas de
microhemaglutinacidén, se c¢olocan 0.3 ml de 1la solucidon de
antigeno o anticuerpo en cada pozo y se deja reposar por 12 hrs.
bajo refrigeracion a 4°C. Asi se logran capas reactivas
uniformes. El proceso antes mencionado también puede ser
realizade en una hora, operando a 37°C, pero la calidad de las
capas reactivas disminuye aprecliablemente.

Una vez sensibilizadas las placas, se deben lavar para lo
cual se usa una solucidn salina amortiguadora con fosfatos para
tener un pH de 7.2, se hacen 3 lavados con abundante solucién,
durante un perlildédo de 3 a §& minutos cada vez. Las placas una vez
lavadas, se dejan escuryir bién y una vez secas ya estan listas

'para uso inmediato. 8Si ello no ocurre, se mantendran bajo
refrigeracioén hasta su uso.

Si se tratara de sensibilizar tubos de poliestireno, el
proceso es semejante Yy se usa | ml de antigeno o anticuerpo
solubilizados en el buffer de ph 9.6 por cada tubo. La
concentracioén del antigeno o© anticuerpos generalmente oscila
alrededor de los 5 meg/ml de solucion.

Los mejores materiales que se adsorben, bién sobre el

poliestireno han demostrado ser 1os anticuerpos especificos de

<N
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de agentes 1infecciosos. Ello ha provocado un gran avance en el
tipo de recursos y métodos disponibles para detectarlos mediante
pruebas de laboratorio.

También perecen CONMpPOr Tar se satisfactor iamente los
antigenos de pardsitos de ciertos géneros, de las que pueden
afectar al ser humano.

La siguiente tabla presenta una informacléon condensada
sobre los materiales aque se adsorben sobre el poliestireno de
placas de microhemaglutinacidén y sgobre la procedencia de los

mismos.

Material bioldégico Procedencia

VIRUS

Rubeola Extracto de cultivo de

tejidos infectados.
Herpe simplex
Citomegalovirus.
Gripe

Sarampion- Hepatitis.

BACTERIAS
Treponema Conejos infectados.
Brucella Cultivos en agar.
- Salmonella. ‘ Extracto de lipopoli-
- sacar ldos solubles.
PROTOZOARIOS

Fntamoeba Histolytica. or ganismos lisados y



fragmentados obtenidos

por ultrasonido.

Plasmédium. Eritrocitos infectados

Trypanosomas . Animales infectados.
HELMITOS

Trichinella spiralis. Larvas extraidas de ra-

tas infectadas.

VARIOS

Inmunoglobulinas. Precipitadas con sulfa-
to de sodio al 18%
Anticuerpos especificos. Purificados por afini-

dad cromatografica.

DNA. Extrécto de timo de ternera.

2.- Conjugados

En un sistema ELISA se utilizan conjugados, dandose este
nombre para el caso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima. Para la preparacidén de conjugados sa han usado diversas
enzimas entre las cuales cabe mencionar las sguientes:

Fosfatasa alcalina.

Glucosaoxidasa.

Lisozima (muramidasa)

Peroxidasa. (24,87)
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De ellas se prefieren la fosfatasa alcalina y la peroxidasa,
esspecialmente la Ultima., para la elabotacion de conjugados que
pueden ser adquirlidos como reactivos de labortorio.

La fosfatasa alcalina fue recomendada por Engvall y Perlmann
en 197! y es obtenida de la mucuosa intestinal de terneras,
empleandose bajo forma de suspension en ' sulfato de amdénio,
debiendo exhibir una actividad de al menos 1000 u/mg de proteinas
presentes en la preparaciéon.

Entre las ventajas que presentan se tienen lag sigulentes.

Se les puede preparar en suspensiones de actividad alta.

Su substrato es de hajo costo y no es toxico.

Da un producto final de reaccidn de color amarillo
brillante.

Sus'conjugados exhiben una buena sensibilidad.

l.a peroxidasa se comenzdé6 a usar e¢n productos comerciales
(conjugados)a partir de 1975, es obtenida del rabano silvestre,
se le prefiere sobre la fosfatasa alcalina en Dbase a las
siguientes caisas:!

Sus preparacdos exhiben muy husna estabilidad y actividad

alta.

Se dispone de buenos métodos para su conjugaciébn.

Reacciona con una variedad de sustratos cromogénicos.

Es de mas bajo costo que la fosfatasa alcalina.

En general, los conjugados son elementos relativamente
estables, que deben mantenerse bajo refrigeracidon a 4°C y a los

que Se incorpora azida soédica como agente conservador.
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La mayor especificldad de 1los conjugados se obtiene
trabajando con conjugados de anticuerpos anti-inmunoglobulinag
humanas presentes en antisueros de conejo, carnero o cabra.

Para mayor especificidad debe preferirse al marcaje de

anticuerpos purificados por afinidad cromatografica. (84.85)
3.- Sustrato enzimAtico.

Para conjugados con fosfatasa alcalina, uno de los sustratos
mas comunmente usados es el fosfato de 4-nitrofenilo, el cual
desarrolla wun color amarillo al ocurrir la hidroélisis enzimatica
sobre él. El pico de absorbancia y por ende la zona para las
lecturas al espectrofotémetro, ocurre a los 400 nm. Este sustrato
se usa en concentraciones de 1 gr/l en medio amortiguador de
dietanolamina. También se le puede obtener en tabletaz 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 cabria
mencionar serian los siguientes:

3-3 Diaminobencidina.

Aclido S5-aminosalicilico.

O-Fenilenéiamina.

Cualquieré de ellos requiere de ser wusado con agua
oxigenada, la qgque se comporta como un verdadero cofactor de la
peroxidasa.

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

ya que tanto la 3-3 diaminobencidina como el é&cido 5-

59



aminosalicilico son, al menos potencialmente, agentes de posible

accién carcidegénica. (24)

4.-Técnicas de lavado.

En metodologias del sistema ELISA hay que efectuar de una a
fres incubaciones, incluidas en los siguientes pasos:

a) Sensibilizacién de la fase sédlida.

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

c) Intervencién 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 antigenos o anticuerpos, por 1o que no necesitan hacerse
procesos de lavado.

Pero en los casos b y c, después de cada incubacidn, hay que
efectuar un lavado adecuado del material de poliestireno usado
(tubos, pozos de placas de reaccién o perlas) a fin de eliminar
respectivamente, todo material sérico o de conjugados que nb
hubiera 1llegado a intervenir en el sistema reavctivo y que queda
sobrante.

Los 1lavados ce eofectitan manualmente ¢on piceta ¢ bid&n &on
equipo automatico disehado especialmente para tal objeto. Deben
efectuarse siempre tres lavados si se trabaja en forma manual, de
3 a &5 minutos de duracidén cada uno. Si se utiliza el equipo
automdtico, el tiempo de cada lavado es de sélo un minuto ya que
el mismo opera a presién de | a 2 atmdsferas y garantizan un

lavado rApido y practicamente perfecto.
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Para el lavado, se utiliza generalmente solucién salina
fisiolégica amortiguadora, para tener una solucion de lavado de
un pi de 7.2.

Hay quienes usan s6lo agua desionizada.(Z%)

4.5 TECNICAS ANALITICAS

De preferencia se ha de trabajar con muestras de suero -
sanguineo, pero también son aceptables muestras de plasna.
obtenidas en la forma que se detalla mas adelante, las muestras a
utilizar seran:

a)Suero sanguineo obtenido de sangre venosa.

b)Plasma obtenido en tubos capilares heparinizados.

¢)Suero sanguineo eluido en papel filtro.

Suero sanguineo obtenido de sangre venosa

Para una muestra adecuada, la sangre cde puncién venosa se
deja coagular a la temperatura ambiente durante unas pocas horag
Yy cdespués se extrae cuidadosamente €l suero a analizar por medio
de una pipeta Pasteur.

En oningin momento, ni la sangre ni el sucro debe ser
refrigeracdo ya que ello puede originar pérdidas de cantidades
significativas de anticuerpos de tipo IgM y en menor grado ce los
tipo IgG. {%5)

Plasma obtenido en tubos capilares heparinizados

Se limpia la yema del dedo del paciente con un hisopo



humedecido c¢on etanol se deja secar bién. para evitar la
posibilidad de hemolizar la muestra a obtener. Con una lanceta
desechable se punza la vema del dedo doscartando la primera gota
de sangre que fluya. Después se obtiene la muestra llenando uno
o mas tubos capilares heparinizados, e¢stos tubos han de tener un
didmetro interno minimo de {.1 mm y una longitud de 75 mm.

Si es posible, preferir el empleo de este tipo de capllares
que ademés tenga adiclionado timerosal cono agente antibacteriano,
se sella el extremo de los capilares con plastilina opor calor y
después de unas pocas horas se llevan a la microcentrifuga para
la separacion del plasma. Después se cortan los capilares a nivel
dela interfase plasma/paquete globular, se descarta la porcidn
que contiene ¢l pagquete y la gue tleva el plasma se gella en
ambhos extremos, manteniendose asis hasta el momento de

analizarse.

Suero sanguineo eluido en papel filtro

La sangre se obtiene de puncidn capilar y en tubos de 1.1 X
7% mm pero no heparinizados. Estos tubos permiten obtener una
muestra exactamente medida y de ellos la sangre se acdsorbe sobre
el papel filtro.

Debe evitarse que Jlos filtros de papel impregnados con la
sangre del paciente entren en contacto con ningin 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 maximo.
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‘Lo anterior es véalido Gnicamente para anticuerpos del tipo

dé las 1gG, por lo tanto esta forma de obtener muesira s no es
recaomendable 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 captd la muetra de sangre usande tubos heparinizados,
del tipo de los wusades en 1la rutina diarla para hacer
macrohematocrito, entonces se ha partido de una muestra de 70
microlitros, con la que se impreegné 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 solucidédn amortiguadora de pH
7.2, dejandola toda la noche en refrigeracidédn a 4°c.

Este procedimiento da un eluado de suero en diluciones
aproximadas de 1:20 para sangres de un hematocrito de 50%. Para
valores mé&s bajos de hematocrito, el margen de error en que se
incurre permanece dentro de los limites aceptables.

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

Macrotécnicas (en tubos)

Microtécnicas (en placas de reaccién)-.
lo que bonstituye muchas veces una decisidén de tipo personal o
bién en determinados casos, condicionada al tipo de reactivos que

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

Ejemplo: Deteccién y valeracion de la alfa |-Fetoprpteina Humana.

Paso 1: Se dispdne de tubos de poliestireno de 11 mm de diametro
interno por 50 mm de largo, los cuales se han sensibilizado con
una capa interna de anticuerpos anti-fetoproteina humana,
desarrollade en ovejas. Estos tubos vienen en sistemas de
reactivos comerciales, 1listos para ser utilizados. Empleando el
numero de tubos necesarios, se coloca en cada uno de ellos 200

microlitros de esténdares, sueros desconocidos y controles.

Primera incubacién: incubar los tubos por un tiempo, de dos
horas, a temperatura ambiente. l.o que ocurre en este primer paso
es que la fetoproteina presente en los sucros desconocidos (en
los que 1la hubiera), en los sueros control , se habré de unir a
sus anticuerbos especificos adsorbidos sobre la fase sdolida.

Paso 2: Primer lavado; se lavan los tubos dos veces con 2 ml de
solucién de lavado (solucidén salina fisioloégica)-.

Con este primer lavado se busca eliminar todo material que no
haya quedado unido a la fase sdélida.

Paso 3: Agregado del conjugado: se adiciona a cada uno de los
tubos, 200 microlitros del conjugado enzimdtico, el cual esté
constituido por un anticuerpo antifetroproteina, desarrollado en
conejos, conjugados con peroxidasa de rébanc silvestre.

Segunda 1incubacidn: se incuban todos los tubos, el conjugado
agregado con el complejo antigeno/anticuerpo adherido a las

paredes internas de los tubos, resultante del paso 1. Nuevamente
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1a 1anbécién se hace durante 2 loras, a temberatura ambiente.
Paso 4: Segundo lavado; se ldvan todos los tubos tres veces con 2
ml- de salucidn de lavado. Con este segundo lavado se busca
eliminar todo materisl que no haya quedado unido al complejo
antigeno/anticuerpo adherido a la fase sdlida.
Paso §: Agregar el desarrollador de color, se agrerga a cada uno
de los tubos 200 microlitros del reactivo desarrollador de color,
integrado por la O-fenilendiamina y su catalizador f{agua
oxigenada) en un medio amortisguador aproplado.

Tercera incubacion; todos los tubos se incuban durante 30
minutos a temperaturs amblente.
En cada uno de los tubog en gue se haya presente la fetoprotelna.
4@ desarrollarda un color amarillo de intensidad proporcional a la
concentiraclion existente de la misma.
Paso 6: nto final de la valoracidn; exactamente al transcurrir
log 20 minutos de la lercera incubacidn, se detiene y se termina
con  la reaccldn en curso de desarrollador de color, mediante el
agregado de | ml de actdo sulfarico (0.5 N.
Trazado de la curva de preferenclia; la concentracién'de la
fetoproteina puede ser expresada de cdos maneras:

Nanogramos/mililitro {ng/ml)

Unidades Internacionales por mililitro (UI/ml)
La equivalencia entre ambas formas de expresidén se basa en un
patrén definido por la OMS (Organizacidén 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



en peso.

Para el trazado de la curva de referencia se usan las
absorbancias registradas para cada uno de los 5 estandares
utilizados para tal motivo, cuyas cifras ¥ concentraciones

respectivas podrian ser las siguientes:

Estandares. Cehcentraciones. Absorbancia
Estandar a 3UI/ml A 0.025
Estandar b 10UI/ml A 0.110
EstAndar ¢ 30 Ul/ml A 0.305
Estéandar d 100 Ul/ml A 0.885
Esténdar e 300 UI1/ml A 1.440

‘Con estos datos, la curva resultanie seria la siguiente, trazada
en papel similogaritmico. .
Abscisa: Concentraéién de fotoproteina.

Ordenada: Absorbancia.

Zona de lectura: 492 nm.

A CURVA DE REFERENCIA

2.000 |

1.000

0.300

0.100
0.030 ]

Fig.6 3 10 30 © 100 300
U1/ ml.
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Obtencién de resultados.

Para la lectura directa de absorbancia ver sus concentraciones (A
vs Ul/ml), wusando la éurva de referencia trazada para cada lote
de reactivos.

Para garantizar la valldez 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 "E1ISA" es del tipo del doble anticuerpo, el primero
va adherido a la fase sdélida, como una capa interior de antisuero
especifico de ovino.

Este anticuerpo, es el que se unird a la fetoproteina que pudiera
estar presente en las muestras del suero desconocido, en los

estandares y en los sueros control.

En tanto que el segundo anticuerpo que formara el sandwich
quedara integrado asi primer anticuerpo/antigeno/segundo
anticuerpo, es el con jugado, compuesto por el suero
antifetoproteina especifico de conejo, ligado a la peroxidasa, la
que actlla asi como la enzima de marcaje o enzima indicadora.

Un punto critico en estas metodologias. tanto en las
macrotécnicas como las microtécnicas, estad en la necesidad de
efectuar los lavados inobjetables. para asegurar que ello ocurra
se han ideado equipos para hacer lavados automdticamente. 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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Microtécnicas por sistema "ELJISA"
Ejemplo: Valoracion de Ferritina.
En estas técnicas se enplean placas de reaccién de polietileno
brillante, con pozos de base ancha. E! material gue actla como la
fase porrtadora solida e poliestireno estd constituido por
csgferoperlas recubiertas con anticuerpos, ¢n  este  ©aso  por
anticuerpos a foerritina (primer anticuerpo), generalmente estos
anticuerpos se desarrollan en cohavos.
Se han de usar tantas cavidades o pozos de la placa de reaccioén
como pruebas gue han de efectuarse, contadndose para ello, cohn
sueros dJdesconocidos. estandares ¥y controles gue se integran para
‘formar la carga de trabajo a realizar.
ﬁaso 1En  cada pozo de la placa de reaccidén, se agrega alicuotas
de 25 microlitos de cada uno de los sueros desconocidos, de los
estadndares vy de los sueros control y después plpetear el
amor tiguador diluyente.
Trabajar c¢on sueros control por cduplicado, para Verificar la
precisién con que se trabalja.
Paso 2: A cada cavidad de la placa de 1eaccién que esté
utilizada, agregar la esferaperla.
paso  3: Agregar 300 microlitros del conjugado (segundo
anticuerpo/cnzima) a cada cavidad de la placa.
Paso 4 Primera incubacidn; efectuarla dutrante 1| hora a
temperatura ambhiente con movimiento de rotacidn.
Paso 5 lavar 3 veces, el usc del equipo automatico permite
realizar Jlavados rapidos. faciles e inobjetables de cada una de

las esferoperlas, pudiendo trabajar sobre 5 cavidades



simultaneamente

Paso 6: Todo lo gyue interesa en la prueba ha quedado adherido a
la esferoperla, la cual, en este paso es transferica a los tubos
de leclura.

A ¢ada uno de los tubos se  le agrega el sustrato de o-
fenilendiamina y agua oxigenada. La cantidad 4que se agrega a cada
tubo es de 300 microlitros.

Paso 7: Sergunda incubacidn; esLéi se realiza a la temperatura
antbiente y durante unperidédo de 30 minGtos .

terminada la incubacién se anade de inmediato a cada uno de los
tubos, 1.0 ml de solucién "IN de acido sulfiirico, con la gue se
detiene Jla reaccidén y se termina la parte operativa de la prueba.
Paso 8: Lectura de absorbancia, el sustrato a base de la o-
fenilendiamina forma un color amarillo anaranjado, el quepuede
ser modido a 492 nm y en base al valor de la absorbancia, obtener
el resultiade & reportar por la lectura directa de una curva de

referencia, previamente trazada por el lote de reactivos

empleado.

Para este paso final de lecturas de absorbancia, puede emplearse
cualquier tipo de espectrofotdémetro de uso diario, ya que se lee

a2 492 nm en zona visible. (88)
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4.6 VARIANTES DE TECNICAS

En las metodologias por el sistema "ELISA", ya sea gque se usen
macrotécnicas o se recurra a las microtécnicas, son ampliamente
flexibles 7y nos Dbrindan la oportunidad de practicarlas bajo un
aplicable nlUmero de varianteé en un enfoque béasico.

Mencionaremos algunas de estas variantes.

1.- Teécnicas sancwich de doble anticuerpo, para detectar o
valorar anticuerpos, haptenos, antigenos.

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

3.- Técnicas por competencia, para detectar o valorar antigenos o
anticuerpos.

4.- Técnicas por inhibicidn, para detectar antigenos especificos
§.- Técnicas para antigenos univalentes.

6.~ Técnicas por inversldn, para detectar o valorar anticuerpos

del tipo de las IgM. (91)
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4.7 APLICACIONES CLINICAS.

Se han propuesto con éxito, aplicar el uso de las metodologias
por el sistema "ELISA" a la realizacién de pruebas de laboratorio
clinico, relacionadas con los siguientes campos de la Medicina y

terapedtica.

1.- Infectologia

2.~ Parasitologia.

3.- Endocrinologia.
4.- Enfermedades de tipo autoinmune.
5.~ Enfermedades neoplélsicas.

6.- Monitoreo terapéutico.

A continuacidén se comenta brevemente la aplicacidén de las

metodologias por el sistema "ELISA".

Métodos "ELISA" en enfermedades infecciosas.

Casi todas las metodologias de este sistema, se aplican al
diagnéstico de enfermedades infecciosas, a través de la detecciédn
o valoracidén de anticuerpos especificos, principqalmente para
casos de fiebre tifoidea, meninguitis tuberculosa, hepatitis de
virus B, rubeocla. herpes., citomegalovirus.

En 1la actualidad, el uso mids frecuente de estas metodologias, en
relacidéon 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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Citomggalovirus.
rubeola.
"Virus B asociado a la hepatitis.

Virus del herpes 2.

Métodos "ELISA" en problemas de Parasitologia
En la actualidad, el uso mas frecuente de estas metodologias lo
encontramos en la reallizacidon de pruebas vinculadags a casos de:
Amibiasis.
Toxoplasmésis.
otros tipos de parasitosis en los aue puede aplicarse, es en la
dateccidén y evaluacidn de niveles de anticuerpos especificos de:
Malaria (Paludismo).
Schistosomiasis.
Oncocercosis.
Tripanosomiasis.
Quiste hidatico.
triquinosis.
Sin embargo, aun subsiste para estas parasitosis la dificultad de
lograr técnicas y reactivos que permitan reacciones especificas.
Hay preoblemas de reactividad cruzada que Gn impiden disponer de

metodologias confiables por este sistema.

Métodologias "ELISA"™ en casos de endocrinologia
En este caso se han estado desarrollando técnicas para estudios

de la funcién tiroidea principalmente. Unlistadc mas o menos

completo, se integraria con pruebas para valorar niveles de los
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siguientes parametros en suero;
Cortisol.
Insulina.
Tiroglobulina (TBG).
T-3 (Triyodotironina)
T-4 (Tetrayodotironina).

TSH (Hormona estimulante tiroidea).

Sin embargo, en este tervreno las metodologias de preferencia aln

siguen siendo, las del Radioinmunoanalisis

Métodos "ELISAY aplicables a enfermedades del tipo autoinmune

Agui los parametros 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 ain no son de uso generalizado.

M&étodos "ELISA" en enfermedades Neopléasicas

Se relacionan con la evaluacién de niveles del antigeno
canceroembrionario (CEA), para el monitorco de la evolucién de
cancer tratados quirurgicamente o con quimioterapia.

E n este aspecto richos métodos van desplazando a los del "RIA"™ ¥y
junto c¢fon ellos son 1los mas especificos para la detecciédn

temprana de niveles anormales del (CEA).
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Otra de las pruebas "ELISA"™ que entraria dentro de esta
categoria, es la que determina la actividad de la fraccién
prostidtica de la fosfatasa acida sérica, por su cocnoclida relacién

con casos de carcinoma de prdstata.

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 frecuencia de
uso y de su reconocida utilidad terapéutica, como lo son, para el
caso de la Digoxina y de la Teofilina, en ningin caso ellos

superan a los métodos de monitoreo terapéutico empleados en el

gistema "EMIT" (96
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4.8 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL S1STEMA “ELISA™.
VENTAJAS: en esencia podriamos enumeran nueve elemaentos ;
1.~ Contando con un buen antigeno, exhiben una buena
especificidad, logque 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
absorbancia.
3.- Son técnicas faciles de practicar y adaptables para su uso en
rutina.
4.- Son metodologias susceptibles a ser automatizadas.

5.- Usan reactivos de larga vida Gtil.

7.- Al no emplear materiales radiactivos o potencialmente
carcinogénicos, su préctica no implica riesgos para la salud del
operador.

8§.- Permite detectar la presencia de antigenos soelubles

circulantes en los fluidos del organismo.
8.~ Por prueba son de costo relativamente bajo.
9.- Permiten la deteccidn simultanea de varios tipos de

anticuerpos en muestras de suero sanguineo. HO)
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DESVENTAJAS.

.~ Son técnicas que no puesden considerarse rapidas, por lo tanto
no son Utiles como pruehas de emergencia.

Lag pruebas de aeste sistoenma, pueden llevar varias horas @n
completarse y raramente pueden hacerse en menos de 45 minGtos, en

el mejor de los casos.

2.~ En general, no funcionan bién cuando se trata de detectar o
valorar compuestos de peso melecular inferior a los (0,000
PDaltons, por lo gue su uso no es recomendable para problemas de
monitoreo terapeutico de madicamentos, ni para casos de

intoxjicaciones por los mismos.

Aclemds usan metodolopias de sistemas heterogéneos, los dque
slienipre requioren dé¢ un  paso separativo y no constituyen a la

simplicidad del procedimiento analitico. {90}



gSTR TESIS HO DEBE
AR B LA BIBLIGTECA

V.- SISTEMA "EMIT"

5.1 INTRODUCCION
Estd mciodologia comenzé a ser desarrollada a partir de hace poco més de
una década, es un método répido, aplicado a la deteccion y valoracién -
de compuestos de bajo peso molécular, en especial de medicamentos, en
estudios de toxicologia y de monitoreo terapeatico,
El monitoreo terapéutico consiste en determinar concentractones de mediga
mentos selectivos, en muestras de plasma o suero,
Tiene aplicacidén L’micamenée cuando se trata de medicamentos que exhiben
un alto grado de correlacibén entre sus niveles en plasma o en suero y -
sus respectivas actividades farmacolbgicas.,
En lab actualidad, los procedimientos de laboratorio vinculados al monito-
reo terapéutico constituyen elementos bién consolilados a una terapéutica
racional y eficaz en el manzjo de diversas enfermedades serias del ser -
humano. '}
Cada ser humano es un sistema unico y diferente, No hay dos personas -
en las cuales una misma dosls de un medicamento determinado le produz
ca el mismo efecto. Ellas presentan entre si diferencias en la forma y --
manera en que se absorben, distribuyen, metaholizan y excretan el f&rma
co de que se trate. { !

Incluso un mismo individuo puede variar en suu propfo patrén o manera de
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responder ante un farmaco, secyln camhbios ‘que.en &l ocurran, afcctando su
estado fisico, o por el uso simultaneo de otros medicamentos, ctc.
A continuacibn se mencionan algupos términoss que se usa al analizar los -~

resultados de monitoreo terapéutico, los principales serian los siguientes.

a) Vida media de un medicamento,
Dicha expresidén, nos describe las caracteristicas especfficas que el mis~
mo prescnta sobre el tiempo an que tarda >en eliminarse del organismo hhm_a_
no. (38)
Su definicién, la vida media de un medicamento es el tiempo requerido pa
ra que su concentacién sérica pico, alcanzada después de administrar a un
paciente una ftinica dosis del mismo, registre una caida de niwvel de 50 por
ciento.Se le expresa en unidades de tiempo. (33)
Se ilustra un ejemplo en la siguiente figura. en la cual se tiene cla
ra la referente informacion;

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

8 horas vida media del medicamento considerado (B),

10 mecg/ml caida de nivel al 50% del pico. (B)
El tiempo empieza a contarse desde el momento en que se administra la dg
sis dnica de!l medicamento, adn cuando su nivel pico se logre dos horas 2=
después, figura. ( ) . Se procede asi para poder determinar los interva

los a guardar entre dosis y dosis. @%)
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21
e A. Nivel plco 20 mcg/ml

B. Nivel de cafda al 50%

18 J 10 meg/ml
15 J

12.

6 L
mcg/ml
34

‘ ' L] 1] L k3 Sand
14 1s 18
2 4 & 8 10 12 Horas.

Fig. 7

b) Niveles pico para una dosis dada,

Para determinar el nivel bico o tope, despuéds de administrar una dosis Gnica
de un medicamento, se véloran sus niveles en la muestras seriadas tomad-
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 conocimiento de lva vida media de cada medicamento resula ser algo esen
cial para el médico, por ella determinard cudl es el régimen de dosific{acién
dptima para el paciente, iniciaré las fluctuaciones de niveles que ocurren -
entre diferentes désis y permitird decidir si es necesario o no administrar -
al enfermo una dosis inlcial de carga demedicamento, para asegurar una ra-

pida obtencién de concentraciones séricas de utilidad terapéutica. (28)
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c) Niveles dindmicos cstal)lés de un medicamernto.

El estudio cuantitativo de los procesos mmetaboélicos y de las relaciones en-
trc una dosis de un medicamento y su concentracién en los fluidos bioldgl

cos, ha permitido determinar que si un medican}ento se da por intervalos,-

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

esta forma, se asegura, en suero, niveles dindmices, entre lfmites estables
Lo antes dicho resulta ser de fundamental importancia para trazar esquemas
de dosificacion que garantic.en niveles séricos constantes, dentro de los -

rangos terapéuticos efectivos, de un medicamento dado.

16 -

v v ¥ X L) L L] L
8 16 24 32 40 48 HORAS.
Fig. 8

La gréﬂca que antecede nos ilustra lo dicho. En ella, en la abscisa, se -~
marca el tiempo en horas y en las ordenadas, las concentraciones séricas
"en microgramos por mililitro.

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

de los niveles dind&micos, sus variaciones y los limites estables logrados.
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En cl caso ilustrado, los niveles dindmicos estables se han alcanzado -
después de la administracién 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. (29), 87)

5,2 DESARROLLO DEL SISTEMA "EMIT"
El sistema "EMIT" abarca metodologfas de inmunoanalisis enzimatico de -
tipo homogéneo y fue desa{rollado por la compafiia Syva en USA,
Lo dicho antes, es valido cor{siderando, desde el puntp de vista comercial
va que esta compafifa tiene por lo menos 20 medicamentos de reconocido
valor y utilidad en la misma terapéutica, disponibles en sistemas de reac
tivos, todos ellos se basan en el sistema "EMIT".
Una reciente revision de estado de las técnicas inmunocenzimaticas por sis
tema homogéneos como lo es el sistema "EMIT" fue efectuada en 1978 por
K.E. Rubenstein.

En su trabajo Rubenstein afirma que el sistema "EMIT" representa una sig

g

nificativa simplificacién cn la tecnologia de detsiminar concentraciones s&-
ricas de diversos medicamentos,

Las metodologias "EMIT" suministran resultados comparables a los que --
brindan otros diversos tipos de técnicas pero sin requerir 1ﬁstrumentacibn
costosa ni el manejar y tener que eliminar adecuadamente material y reac-
tivos. Con zste tipo de inmunoensayos, la_s determinaciones de concentra-

ciones séricas de medicamentos, queda accesible practicamente a cualquier
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lahoratorfo clinico razonablemente equipado,

Son verdaderas mlérotécnicas que exhiben una sensibilidad y una especifi-
cidad adecuadas y aceptables para su uso en rutina en la clinica médica.
Lo mé&s atractivo del sistema "EMIT", radica en que son tecnologlfas bién -
probadas, confiables y procesan la muestra con mucha réapidez, usando pro
cedimientps sencillos. Tal vez su ventaja m&s significativa sea la del tiem
po que se requiere para hacer y completar una prueba individual, tiempo---
gue en general es de aproximadamente sé6lo un mintato, toda vez que, ya se
cuente conla curva de calibracién de referencfa, que se establece inicial--

mente para cada lote de reactivos. (L9)

5..3 FUNDAMENTOS DEL SISTEMA ':EMIT"

En la realizaci6tn de un andlisis tipico por sistema "EMIT"se puede usar mu
estras de 50 microlitros (0.05 ml) de :

- Orina.

~ Plasma sangufneo »

- Suero sangufneo
y en todos los casos la muestra utilizada se mezcla con un primer reactivo
(reactivo A) que contiene anticuerpos especificos para el medicaménto, sus
tratos especificos para la enzima reactiva y seleccionada.
El antfcuerpo espectfico reconoce a su correspondiente farmaco y se liga a
€l en un tipo de reacci6n antigeno {medicamento)/anticuerpo. (.,

En un segundo paso del procedimiento se égrega un segundo reactivo (reac.
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tivo B) que contiene el conjugado del farmaco con la enzima,
Vale decir que el sistema feactivo, estard interviniendo un mismo farmaco
pero bajo dos formas, una como elemento desconocido de la muestra en es_
tudio e-'n la que se le desca detectar o valorar en base a su unién con su
antfcuerpo especfficoy otro, agregado como un compuesto marcado con una
enzima al que se tdentifica como "reactivo conjugado", cuya intervencién
- nos permite obtener el resultado final de la prueba en proceso,
Concretamente ld que ocurre en el sequndo paso del método es lo siguiente
el farmaco marcado o conjugado se une a los antfcuerpos que quedarén li--
bres, al no interyenir en el paso previo y con ello se reduce proporcional
mente la actividad enzimética presente en el sistema reactivo.
Sb6lo resta un tercer paso en el método, el cual es de medir la actividad -
enzimética residual que ha quedado presente, mediante una reaccién ciné--
tica de cambio de absorbe;ncfa del NAD a NADH,
' NAD: Dinucle6tido de la nitotinamida y adenina, for-
ma oxidada.
NADH: Dinucleétido de la nicotinamida y adehina, for-
ma reduclda,
Del camblo de absorbancfa que se registre, se infiere la presencta y nivel

o concentracidn del farmaco en la muestra en estudio. {(19), (29)
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5.4 COMPONENTES QUE INTEGRAN EL- SISTEMA "EMIT"
Los elementos que integran una metodologtia "EMIT"," son los que a contf-
nuacién se indican:

- Muestra en estudio,

1

Antfcuerpos contra un medicamento especifico.

1

Sustrato enzimético de diversos tipos.

1

Conjugados
- Coenzima NAD.

Muestra en estudio!

Como se sefialé anteriormente, este tipo de metodologfas "EMIT" permiten
analizar muestras de orina, plasma sangufnec o suero sangufneo. Para --
una prueba en general se usan muestras de tan s6lo 50 microlftros, por lo
que los proceciimientos son, en todos los casos, verdaderas microtécnicas.
Antfcuerpos contra un medicamento especifico:

S; dispong de und varicdad deo rcactives a base de anticuerpos especifi--
cos contra el medicamento cuya presencta se desea detectar o bién cuan
tificar segtn sea el caso.

‘El avance en métodos "E;MIT"lya pérmite aplicarlo no s6lo a casos de mo
nitoreo terapéutico, sino también a la deteccion dg-drogas de abuso y a -
. la de clertos y seleccionados metabolftos, estos Gltimos con técnicas cuan

titativas,
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Los. reactivos de I sistcmas "EMIT", emplean anticuerpos cspecificos --
para el medicamento a detectar o valorar en la muestra en estudio. (5)
Estos anticuerpos especificos se dcsarrollan o inducen en animales, geng
ralmente en carneros inmunizados contra un ant-fgeno artificial, parte del
cual es el medicamento que se trate en partfcular, el cual ha sido ligado
quifmicamente a una macromolécula portadora, para conferirle propiedades -

de antfgeno al nuevo compuesto resultante. (19)

Sustratos enziméaticos de diversos tipos.
Integran reactivos comerciales que se ohtienen en forma licofilizada y va-
rfan segtn la enzima que se haya selecclonado,como la mas apropiada pa
ra la prueba "EMIT" a realizarse.

~ Glucosa 6-fosfo-deshidrogenasa.

- Mallco—deéhidrogenésa.

~ Muramldasa (Lisozima)
Asf que los sustratos serén sales, como fosfatos derivados del &cido méa-
lico, para lés dos primeras enzimas.
El caso de la muramidasa presenta un caso especial ya que esta enzima -
requiere un sustrato bacteriano. Por definicitn, la muramidasa o lisozima
como se le identificaba antfguamente, es una enzima que exhibe la pro--
piedad de lisar las paredes celulares de algunas bacterfas, entre ellas:

- Micrococcus lysodiekticus.

- Micrococcus luteus

* Sarcina lutea.
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- Bacillus magaterium

El substrato.para la murami.;iasa se obtiene como un reactivo de bacterfas

no patégenas (generalmente la M. luteus.), muartas, desecadas y se pre
para una soluci6én amortiguadora, en la que se suspenden las bacterfas qe
han de actuar como substrato de la muramidasa. La accitn de esta se cen
tra en las paredes celulares de detenﬁinadas bacterfas, degradando muco-
poifmeros que las Integran y que contienen residuos alternantes de &cido -

N -~acetilmurédmico y de N—acietilglucosamina. (35)

Conjugados:
El conjugado se integra con el farmaco a detectar o valorar-en la muestra
que ha de analizarse, unido qufmicamente con la enzima que se haya selec

cicnado para emplear en la prueba,

Coznzima NAD:.

Si en una reaccién enzimética, se puede hacer actuar como cofactor a una
coenzima tal como 21 NAD (Dinucleétido de nicotinamida y adenina), que ~
cumble la funcibén de captar hidrogenus 0 Lién cederlus si s¢ le usa bhajo -
su forma reducida (NADH), es posible seguir paso a paso el desarrollo de

digha reacciédn en un instrumento que opere en zona. UV, lo dicho 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. V(NAD) (29)(93)

Esto se ilustra claramente en la siguiente figura:
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Fig. g Curvas de absorci6én a pH 7.5 del NAD* y NADH.

Las lecturas se hacen de preferencia a la longitud de onda de los 340 nm por

ger una zona de maxima absorcién para el NADH y m{nima o practicamente nu

la para la forma oxidada delNAD, (93)
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5.5 TECNICAS ANALITICAS BASADAS EN EL SISTEMA "EMIT"
Las ténicas analiticas que se emplean en el sistema “"EMIT" pueden ser,
de cuando menos, tres tipos diferentes.
~ De detecci6tn o cualitativas,
- Semicuantitativas.
~ De valoracién o cuantitativas.
En ella‘srse usan controles negativos y controles positivos, con el ffn de
nperar con referenctfa a una ¢urva de calibracién individual para cada lote

de reactivos. (34)

Ejemplos de técnicas a;lalfticas por el sistema "EMIT",
5.5.1 Deteccién de drogas de abuso en muestras de orina.

I:"undamento de la prueba:
Prueba inmunoéufmica rapidé, semicuantitativa para la deteccién de dro~
gas de abuso o de sus metabolftos en orina, la cual permite detectar si
un individuo ha ingerido o se ha administrade, en forma voluntlarra o in-
voluntarfa, algunag algunas delas siguientes drogas:

~ Morfina

Metadona

1

Anfetaminas

Secobarbital

Benzoil-ecgonina (metabolito de la cocatna)

- Cxacepan
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~ Propoxifeno
La prucba tiene como finalidad la de ser una prueba de deteccién o es--
crutfneo. Cada prucha pemite obtener sus resutados en aproximadamente
un minGto y se practica en forma simple, mezclando los reactivoes "EMIT"
con una pegqueiia cantidad de orina, la cual no requiere ningtn tratamiento
previo. (18)
Obtenci6tn ¥ manejo de las muestras de orina.
las muestras de orina, pueden ser colocadas, indistintamente en recipien-
tes de vidrfo o de material de plastico. No es recomendable agregarles --
preservativo alguno. Su pig 6ptimo ha de ser entre 5.5 y 8.0 v la muestra
puede ser mantenida a temperatura ambiente hasta por 4 dias o bajo refri-
geracién hasta por 20 dfés, como precaucién adicional, se recomienda Ce_g
trifugar la orina, antes de analizarla y trabajar con el sobrenadante, una
turbidez excesiva, puede llegar a afectar adversamente el anéltsisa ¥ tornar
lo menos confiable 165 resultados. (18)
Reacitivoé que se utilizan en las pruebas;

Para la deteccidn de drogas dc abusc en muestras de orina humana,

7]
[
-

|®

quiere disponer de 3 diferentes tipos de reactivos:

~ calibradores o controles de referencla

~ substrato bacteriaﬁo ‘

- reactivos "EMIT" espectficos para cada droga.
Calibradores o controles de referncfa. - comercia.lment'e pueden adquirirse 3

tipos de calibradores identificados como:
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~ calibrador negativo.A

- callbrador de nivel bajo

- calibrador de nivel medio.
Estos calibradores spn preparados de orinas humanas, suministrados bajo
forma liofilizada y se reconstituyen con 3.0 ml de agua destilada. Son -
estables por dos semanas, si se mantienen refrigerados mientras no se es
ten utilizando. Los cali_bradores sirven como elementos de referencfa para
cualquiera de las drojas o metabollitos cuya presencfa se desee investigar,
con ellos se pueden h'acer ‘curyas de calibracién. Sus valores tfpicos se
incluyen en la sig. tabla N6. , expresados en microgramos por mililf -

tro de orina.

Drogas y metabolitos calibradores Lim. de deteccién
Neg. bajo. medio.
Morfina 0.0 0.3 5.0 . 0.5
Metadona 0.0 0.3 5.0 0.5
Anfetaminas 0.0 1.0 5.0 7 ) 2.0
Secobarbital 0.0 : 1.07 7 SQ 2.0
Benzoilecgonina 0.0 1.0 5.0 1.6
Oxacepam 0.0 0.5 5.0 0.7
Propoxifeno p 0.0 1.0 5.0 2.0
Tabla: Calibradores para drogas de abuso y sus

niveles de referencta para muestras de orina. (34)



Substrato bacteriano.
Consiste en una suspensién de microorganismos no patébgenos. General~-

mente se recurre al uso de Micrococcus luteus que se obtiene como un -

producto desecado, éonteniendo bacterfas totalmente inactivas.Para la pre
paracidén de este elemento como reactive, los microorganismos desecados
se suspenden en una solucién amortiguadora de pH 6.0 constituida por tro
metamina (TRIS) (amino-hidroximetil-propanodicl) y una sal de &cido malico.

Para-cada prueba se usan 0.2 ml de la suspensién de microorganismos. (28)

Reactivos "EMIT" especlficos, para cada droga buscada.

Como menclonamos anteriormente, las drogas o medicamentos cuya detec-

ctén suelen requerirse con mdas frecuencfa y cuyos nombres comerciales -

van entre paréntesis, son las siguientes:-

Morfina.~ principal y mas activo de los.alcaloides del opfo, la prueba tam
bién detecta su glucurénico, metabolitos de la herofna o diace
t{l-morfina y la cadetna o metil-morfina.

Metédona.-la cual es un narcético analgésico cuya férmula gufmica res-~-
.;.)onde al nombre de dimetilamino-difenil-heptona.

Anfeteaminas. - la prueha detecta tanto a la anfetamina propiamente dicha -
{Benzedrine) (Dexedryne) como la metanfetamina (Desoxyn).

Secobarbital. - Es un barbitGrico de accibébn corta, de 3 a 6 horas, segGn la
dosis, cuyo nombre quimico es alil-metilbutil-malonilurea {(Se-

conal),
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La prucbha también détécta la pfesencra de otros agentes barhi
taricos de acci6n similar, entre ellos, amobarbital {Butisol) -
y pentobarbital (nembutal).

Benzoil-ecgonina un metabolito de la cocalna (metilbenzoil-ecgonina), un -
narcédtico y estfmulante presente en las hojas de coca.

Oxacepam. ~ un metabolito de la benzodiacepina, lo cual permite la detecci
6n de compuestos como el clordiacepéxido {(librium), el diace
pam (Valium) y qtros tranquilizantes de composicién quimica -
similar,

Propoxifeno.~ un compuesto analgésico de nombre quimico, propionato de -

dimetilamino-difenil-metilbutanol (Darvon). (25)

Presentacién de los reactivos "EMIT® especificos.

Para cada uno de los tipos de drogas indicadas, pueden obtenerse reactivos
que sumini-stran dos tipos de reactivos, siendo uno de ellos, anticuerpos
contra metabolitos de la droga correspondiente (Reactivo’A) y otro, consti-
tuyendo el conjugado (reactivo B) fntegrado por la unién de una enzima (en

este caso lisozima o muramidasa) con la droga que se trete o uno de sus -

metabolitos principales. (18).

Procedimientos analifticos para la deteccibn de drogas de abuso.
En forma genérica podrfamos resumir la t&cnica en los pasos siguientes:
1.~ Colocar 0.2 ml del sustrato enzimético en un recipiente adecuado

2.~ Agregar 0.05 ml de la muestra de orina junto con 0.25 mlcel -
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amortiguador,

3.~ -Agregar 0.05 ml del reactive A (anticuerpos) junto con 0.25 ml
del amortiguador.

4.- DAgregar 0.05 ml del reactivo B (conjugado) junto con 0.25 ml
del amortiguador.

5.~ Aspirar los contenidos en la celda de flujo, del espectrofotéme-
tro previamente llevado a una absorbancfa de 0.00 con azua
destilada, esperar 10 segundos y efectuar dos lecturas de ab-~
sorbancfa, la primera a los 10 segundos y la segunda exacta-
mente 50 minGtos méas tarde.

6.- Calcular los resultados usando la diferencfa de absorbancias u-
sando para ello la curva de calibracién trazada previamente.

Comentario:

Como puede apreciarse, .el volumen totel finales de 1.1 mly
el 'tiempo para realizar el anélisis no llega a ser mayor de dos

minttos. (34)

Equipo necesario.
Espectrofotometro.
Pipetor dilutor:
Impresor
Vasos de precipitadién descartable de fondo cénico.

Pipetor para la supensibn de bacterias.
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- Cuantyific;acién de Teoi’iliﬁa’ en muestras de plasma o suero
Fundamento de la prueba. |
La metodologfa inmunoenziméatica de tipo homogéneo o "EMIT" para la va
loracitn cuantifativa de teofilina en muestras de suero o plasma, se basan
en los conceptos de competencifa entre protefnas, usando una enzima co-
mo marcador y un anticuerpo como la protefna especifica de enlace.
En la actualidad, la teofilina es considerada como uno de los medicamen-
tos de primera opcibén para ‘la prevenqién o tratamiento de la sintomatologfa
del asma en nifios y en adultos.
El metabolito de la teofilina puede presentar notables variaciones de perso
na a persona pese a que se le administra en dosificaciones idénticas.
De_ aht la importancfa dellmonitoreo terépéutico, ello permite afinar enzex
tremo las dosis que resultan dser de mayor beneficio en un determinado -
paciente, |
Obtenci6tn y manejo de las muestras de sangre.
Para cada valoracién de Teofilina se requiere una muestra de 50 microlf:-
tros de suerc o plasma sanguingoc.
Para el caso de tener que trabajar sobre plasma, los anticuagulantes que
pueden usarse son lés de embleo acostumbrado, es decir, heparina, sales
s6dicas o potésicas de EDTA. u oxalatos.
Reactivos a utilizar,
Para la valoracién de niveles de Teofflina en muestras de suero o plasma,

debemos de contar con cuatro tipos de reactivos:
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!

Controles o calibradores de referencta,

I

Anticuerpos contra Teofilina y sustrato enziméatico. (reactivo A).

Conjugado (enzima/teofilina) (reactivoB)

- Solucién amortiguadora de pH 8.0
Calibradores o controles de referéncfa, 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 negativo -’ o 0.0 microgramos/ml,
Calibrador 1 2,5 "
Caiibrador 2 : 5.0 - "
Calibrador 3 10.0 N
Calibrador 4 . 20.0 "
Calibrador 5 . 40.0 "
Control de valor conocido 15.0 "

Todos ellos vienen en forma liofilizada, en ampolletas y se reconstituyen
con 1.0 ml de agua destilada, mantenidos bajo refrigeracién ya reconstituf
dos, mantienen sus niveles de teofilina por .lo menos durante 3 meses.
Son preparados de suero humano adicionados de teofilina. Los calibradores
1 a 5 se usan para elabora'r la curva de calibracién est& servird como refe-
rencfa para cada lote de reactivos. El calibrador negativo y el control de -
valor conocido, se corren por duplicado en cada serie de muestras a anali

zar. ) .
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Anticuerpos a Teofilina y substrato enzimético {reactivo A).

Este reactivo cbntiene anticuerpos contra un derivado de la Teofilina, pa
ra poder inducir la formaci6tn de este tipo de anticuerpos, se acopla la -
Teofilina a una macromolécula que actitta como portadora y el antigeno asf

producido se emplea para inmunizar carneros induciéndo en ellos la pro--
duccton de antfcuerpos especificos. (35)

Ademas se incorpora a este mismo reactivo un par de componentes esencla
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 lacco
enzima NAD, (34)

Este reactivo A se suministra bajo forma liofilizada y se reconstituye con

6 ml de agua destilada. Bajo refrigeracién se mantiene estable durante no

menos de tres meses, Tiene un pH de 5.~2 dado por un -medio amortiguador

apropiado. (28 )

Conjugado {Enzima/Teofilina) (reactivo B).

Este reactivo se prepara acoplando gufmicamente a la teofilina cen la en-
zima G6FD, se suministra también bajo formasaliofilizada y se reconstituye
asl mismo con 6 ml de agua destilada. Bajo refriferaci6én se mantiene esta
ble durante no menos de tres meses, Tiene un pH de '8.0 dado por un me--
di;z amortiguador apropiado. (34)

Soluciébn amortiguddora de pH 8.0

Bs un amortiguador TRIS como clorhidrato en solucién al 0.055 M,
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Procedimiento anlftico para la valoracién de Teofilina,.
Las técnicas podrfan resumirse en los pasos sigulentes, se recomienda -
que tanto las muestras desconocid-as, como el calibrador negativo y el -~
control de valor conocldo se corran en duplicado y se proéﬁed?en los resul
tados finales que para ellos se obtengan. {35)

1.- Primera dilucién udando un pipetor dilutor colocar 50 microlf--
tros de la muestra { desconocdido, calibrador negativo o control
de valor conogido) junto con 250 microlftros de la solucibn' -
amortiguadora de pH 8.0 en un recipiente adecuado, i

2.-8egunda diluci6n @sando un ;)1}39“.01‘ dilutor colocar 0.05 ml de
la primera dilucién junto con 0525 ml de la solucién amortigua
dora en un segundo recipiente. ‘

3.~ Agregar al segundo recipiente 0.05 ml del reactivo A y 6.25 ml
de la solucién amortiguadora. -

[: Agreé]ar al mismo recipiente 0.05 ml del teactivo By 0.25 ml -
de la soluciébn amortiguadora, .

5.~ Culvcar lus contenidos en la celda de flujo del espectrofotome
tro previamente llevado a una absorbancfa de 0.0 con agua des
tilada y déjarla estar por 15 segundos.

Posteriorr‘nente hacer dos lecturas de absorbancfa separadas 30 segundos -
entre st, el cambio registrado entre ambas se usa para obtener los resul-
tados de los anélisis, los cuales. son lefdos directamente de la curva de -

callbracién trazada con anterioridad. (34)

100



Comentario:
Como puede apreciarse, el volumen total del sistema reactivo

es de 0.9mly el tlempo para realizar un andlsis no llega a -

ser mayor de dos minftos.

5.6 APLICACIONES CLINICAS.
las aplicaciones de las metodologfas del sisteme "EMIT" se pueden agrupa
en tres tipos de categorfas:
Analisis para quitoreo Terapettico de Medicamentos.
An&lisis para detectar Drogas de Abuso.

Analisis para compuestos Endberinos.

An4lisis para Monitoreo Terapefitico de Medicamentos.
Las principales categorfas de medicamentos serfani
a) Anticonvulsivos: Fenitofna, Fenobarbital, Primidona, Etosuximida,
Carbamacepina, Acido Valproico.

b) Cardioténicos y . .
antiarrftmicos: Digoxina,Lidocafna, Procainamlda, N -acetilpro-

cainamida, Quinidina, Disopiramida.

c) Antibigticos: Gentamicina, Tobramicina, Amikacina, Netilmici
na.

d) Antiasmbticos: Teofilina.

e) Antlneoplésicos:. Metotrexato.
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Deteccibn de Drogas de Abuso.
Mofina, Metadona, Anfetaminas, Secobarbital, Benzoil-ecgonina (metabo-
lito de la cocafna), Oxacepam (metabolito de la benzodiacepina), Propoxi-
feno.

Compuestos Endéerinos.
Esteroides Cortisol

De funcion Tiroidea Tiroxina. (87)

5.7 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL SITEMA "EMIT"
Ventajas:
1.- El ser técnicas répidas, adaptables para ser inclufdas comeo una cate
gorfa por si misma dentro de las pruebas de emergencifa.
-2.- El ser especialmente Gtiles para problemas deAmonitoreo terapeltico, -
en los que las.dosis de un medicamento tiene que ser ajustadas indivi

dualmente en cada paciente de acuerdo a su estado general y a su -

propfo tipo de metabolismo =an particualr. (34)

Desventajas:
1.-Fundamentalmente, el no ser adaptables para la valoracién de hormo-
nas y compuestos protéicos cuando su peso molecular supere los --<-

10,000 Daltons. (35)(82%)
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VI FUNDAMENTOS DE LA INMUNOFLUORESCENCIA

6.1 INTRODUCCION
Las técnicas béasicas de la Inmunofluorescenéia tienen sus origenes en -
los trabajos efectuados por el inmunélogo A H. Coons a partir de 1941.
Sin embargo, dichas técnicas entrardn en la rutina de procedimientos del
laboratorio clinico muchos afios més tarde, concretamente desde los alrede
dores de 1959. (23)
Los estudio iniciales de Coons mas bién tendrian a encontrar aplicaciones
en el Laboratorio de Patologfa y no en el &rea del Laboratoiio Clinico ya
que tendrfan por finalidad desarrollar métodos para la localizacidn de anti
genos y detectarrla presencia de _anticqerpos en tejidos y no en fluidos -
del organismo. (27)
Ya en la actualidad, los métodos basados en la Inmunofluorescencla se -
emplean para detectar, y a veces hasta para cuantificar, niveles de anti--
cuerpos especfficos y tgmbién para comprobar la presencfa de antigenos -
determinados en muestras de fluidos orgdnicos, mediante técnicas de tipo
directo o indirecto. (28)
La esencfa de estos métodos tiene una base de Inmunoquimica ya que se -
fundamenta en conjugar un anticuerp§ especlfico con un fluorocromo, tal

como la fluorescefna y en tornarlo fluorescente, detectando la flucrescen-

cfa consecuente mediante un sistema &ptimo.
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Se han desarrollado una amblfa' variedad de técnicas de Inmunofluorescencia
de valor diagnbstico, bajo la forma de pruebas de Laboratorfo Clinico, una
de las primzras fue la deteccidén de anticuerpos fluorescentes a Tieponema
en casos de pacientes con sffilis,

Una de las recientes metodologfas basadas en la Inmunofluorescencia que -
edtd usandose cada vez con mayor frecuencia es aquella que nos permite de

tectar la presencfa de una forma extracelular de Chlamydia trachomatis, me

diante el empleo de anticuerpos monoclonales marcados con fluorescefna.

La Chlamydia trichomatis nha sido reconocida como un agente causal de u-

retritis y exhibe una marcada prevalencia entre hombres y mujeres jbvenes,

que mantengan una vida sexual activa. (28)

6.2 TECNICAS BASADAS EN EL USO DE ANTICUERPOS
FLUORESCENTES.

Estas técnicas han venido a resolver problel;nas de trabajo de laboratorio, -
relacionados con la identificacién de microorganismos en materiales infecta
dos. Ll mardaje de lus anticuerpos se efectta con sustanclfas fluorescentes,
tales como:

- Isotiocianato de fluoresceflna.

- Lisamina-rodamina
Estas substancias, al ser excitadas con lc_mg'ltudes 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:
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~ Amarillo verdosa para el isoticcianato dé fluofescerna
-~ Anaranjado rojiza para la lisamina rodamina.
La inmunofluorescencfa puede realizarse mediante técnicas directas o indif

rectas. 27)

Técni cas Directas.

En ellas lo que se marca es el anticuerpo que habréd de interaccionar direc
tamente con el ant{geno. »

Metodologta: consiste en éolocar sob_re un portaobjetos la muestra en es-~
tudio en la cual se busca detectar la presencia de un determinado antigeno,
Se cubre la laminilla con el antisuero marcado con fluorescefna y después
se efectua un lavado de la misma para eliminar todo resto de material fluo-
rescente que no haya. sido especfficamente fljadé.

Pinalmente, se hace la observacién al microscépio, utilizando una fuex‘ite -
de luz ultravioleta y filtros adecuados para el caso.

Si el antigeno ha fijado el anticuerpo marcado, el complejo emititd fluores-

cencia al ser excitado por la radiacién ultravioleta. (28)

Té&cnicas Indirectas.

" Aqui se emplea como reactivo marcado un suero antigammaglobulina humana,
e) cual se hace actuar sobre el complejo antigeno-anticuerpo no marcado, -
formando en un prlrr;er paso de la técnica, al reaccionar un reactivo {antfge
no) con la muestra de suero del paciente la que contiene loé anticuerpos -

cuya presencia se desea detectar.
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Metddologl’as: cuando sc cmplea este tipo de procedimientos, lo que se -
afiade al portaobjetos que contiene la muestra, es un antisuero especifi-
co para el antfgeno a investigar, pero en esvte 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 sggundo suero o antilgammaglobulina humana si estd marcado con fluo
resceina. El Gltimo paso es una observacién microscépica, similar a la -
mencionada para la técnica directa. '

El antigeno fija su anticuerpo especffico no marcado,» pero sobre este se -

ha de acopiar la antigammaglobulina humana marcada,que es la que final

mente ha de emitir fluorescencia al ser excitada por la luz ultravioleta.

Reactivos marcados.

Se obtiene un buen reactivo marcado cuando el anticuerpo especifico ha -
fijado dos. o tres grupos fluorescentes en cada una de sus moléculas.

Si el anticuerpo queda excesivamente marcado,. pueden ocurrir tinciones -
fluorescéntes inespecificas en el material de estudio. Para minimizar es-
te lnCOnvenienté, sé elimina la mayor parte del material protéico reactivo
muy marcado por procedimientos de filtracién. sobre resinas intercambiado
ras,. o bien recurriendo a técnicas de adsorcidn.

Finalmente cabe decir que la experiencia nos indica que si disponemos de
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un antisuero reactivo marcado con un titulo de anticuerpos (3 a 5§ mg/ml)
la dilucidén previa a su uso, nos reduce e un minimo de posibilldades de -
que ocurran tinciones fluorescentes inespecificas., (28)
Influencia de la temperatura.

En la mayoria de los casos las técnicas de inmunofluorescencfa se practi-
can en unugrado satisfactorio, trabajando a la temperatyra ambiente, No —-
obstante, en algunas d= ellas se especifica la necesidad de incubar a -
37°C. Se tendra el cuidado. de mantener las laminillas en ambiente himedo

‘para evitar de que ocurra una evaporacibn de los reactivos. (29)

6.2 EQUIPQ NECESARIO
El principio basico de la microscopfa Ide fluorescencfa radica en el uso de
una fuente de luz, gque le suministre longitudes de onda de mas alla del -
espectro visible, en ondas de la zona ultravioleta del espectro,
Como ya se ha sefialado antes los colorantes fluorescentes o fluorocron_los,
al ser expuestos ante la luz UV, se excitan y emiten liiz visible; vale de
cir emiten fluorescencia muy particular,
De ahi que &1 equipo necesario sea relativamente simple; un microscépio -
provisto de una lampara UV, la luz que este emite se pasa por un filtro se
lectivo para que la luz que se transmite; sea de una longitud de onda Opti-
ma para lograr la mejor y mayoer excitaciéon del fluorocromo con el que se

trabaje. (28)

Asi mismo se usa un segundo filtro, este de proteccion, que se coloca -
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entre el objetivo _dél microscépio y él rpjo‘:.(:iél: a’na’liS’t;':; ‘v:‘E{sté';ﬁlvt’ra v'abgbrbe -
cl remanente de luz ;iue ‘no haya quédado {etenldo en*l‘d‘imégcn que sre esté
visualizando. k '

Material vinculado con la muestra en estudio,

Ejemplo; Prueba para Chlamydia trachomatis.

En esta técnica se trabaja sobre una muestra directa, los resultados se obp
tienen en media hora y no tequiere un cultivo. La muestra se logra cen el -
uso de un hisopo especial, ’de la uretra o del canal endocervical 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
inmunofluorescencfa se realiza sobre estos portaobjetos.‘

La Chlamydia trachomatis se considera responsable de un alto porcentaje de

uretritis y cervicitis no gonocéccicas. (28)

6.4 REACTIVOS DE USC HABITU]-{L.

En su preparacién se utilizan colorantes sintéticos o naturales, caracteriza
dos por comportarse como fluorocromés sensibles, o sea, capaces de emitir
una fluorescencia substancial y especifica.
Entre los colorantes mads usados caben mencionarse:

Auramina.

Naranja de acridina

Rodamina B

Tripaflavina
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Isotiocianato del fluorescelna
Lisamina-rodamina.
Normalmeute, los reactivos para pruebas dé inmunofluorescencfa se adguie
ren ya preparados y las mdas de las veces formando parte integral de "kits"

o sistemas reactivos completos de marcas de reconocido prestigio.,

6.5 APLICACIONES CLINICAS,
Entre las aplicaclones clfnicas de mayor importancta en la actualidad. encon
tramos pruebas para detecta; antfgenos y pruebas para detectar antfcuerpos
aspecificos. (31)
Para detectar antfgenos de£

Candida Albicans.

Chlamydia trachomatis.

Tfebénéfné palhdum .

Virus (Rubeola, sarampién y otros)

Para deteccién de anticuerpos:
A la cisticercosis.

Al Treponema pallidum

Antinucleares.
Antitiroideos.
Autoanticuerpos (de enfermedades autoinmunes)

Monoclonales

Tipificacién de inmunoglobulinas en linfocitos)
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IVII.- CLASIFICACION DE TAS PRUEBAS INMUNOQUIMICAS

Como un ejemplo [lustrativo veamos el tipo de unidades que pueden ser mane-

jados en reportes de pruchas inmunoquimicas en la actualidad.

Decigramo dg 107! g
Centigramos cg 10_2 g
Miligramos mg 1073 g
Microgramos “g 1076 g
N anogramos ng ) 1079 g
Picogramos ) pg 10712 g
Femtogramos fg 10”15 ' g
Attogramos ag 10718 g

De ahf que el con‘glome‘rado de pruebas que constituyen hoy el campo de la In
mun-oqufmica Clinica requiera de ser clasificadas en una forma que al a vez
sea integrel y practica de asimilar.

Para que este trabajo cumpla con su objetivo de suministrar una informacién
condensada, actualizada y de uso préctlcc; en el acontecer diério del trabajo -
del Laboratorio Clfnico. se han utilizado una base de clasificacién de las Prug
bas fundamentada no en el tip.o de técrﬁcas inmunoquimicas de que se trate, -

pero st. en el campo de aplicacién clinica correspondiente a cada prueba.

De ahf: que haya sido posible agrupar las " Pruebas Inmunoquimicas " en sie-
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ce grupos o categorfas,
El orden de las mismas se ha fijado segtn la frecuenclfa de requisiciébn por
parte del médico y el mayor o menor grado de su importancta para el mane-

jo del paciente.

ira. Valoracion de Hormonas . 19 pruebas
2da. Perfiles de prevencién y orientacién diagnéstica 10 "
3ra. Valoracién de medicamentos y drogas 29 "
4ta. Valoracitn de metabolitos 7 "
Sta. Marcadores tumorales ' 6 "
6ta. Factores inmunolégicos. 50 "
7ma. Pruebas inmunoqutmicas diversas 4 "

En este breve v Ultimo capftulo se detallarén las pruebas que Integran cada
categorfa a fin de que su lectura permita una apreciacién de la gran varie-
dad de pruebas que integran este creciente segmento del Laboratorio Clfni-

Co.

7.1 VALORACION DE HORMONAS,
Integran esta primera categorfa, 19 pruebas inmunoqufmicas.
1.- ACTH (Hormona adrenocortitréfica).
‘2.~ HEF (Hormona estimulante del folfculo)
3,- HET (Hormona estimulante tiroidea)
4,- HET (Neonatal)

§.- HL (Hormona lutefnizante)



6. - Hormona de crecimiento.

7. - Hormona lacteo placentaria.

8.~ Insulina

9.

‘Progesterona

10.~ Prolactina

11.- Captacién de Ty (Triyodotironina)
12.~ T3 libre
13.- '1‘3 reserva,

13.- T3 total
15.- T4 Tiroxina
16.- 'I‘4 libre
17.- T4 neonatal

18.- Testosterona

19.~ Testosterona libre

7.2 PERFILES DE PREVENCION Y DE ORIENTACION DIAGNOSTICA.

orfiles diferentes.

=
[¥]
7]
o
['¢]
P
]
[¢X
7]
Q
<]
o+
4]
e}
Q
s |
[
w
=y
(@]
3

1.- De esterilidad.

De inmunoglobulinas
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Ginecolbgico.
4,~ Ginecoldgico seriado.
5.- Hormonal completo

6.- Inmunolégico de hepatitis.



Integrén
1.-

2.-

1.~
12.-

13.-

15.-

Metabbdlico de recién nacido.

Testicular,

Tiroideo.

TORCH completo (Citomegalovirus, Rubeola, Virus B de la hepa-

titis y Virus del Herpes 2)

7.3 VALORACION DE MEDICAMENTOS Y DROGAS.

esta tercera categorfa, 29 pruebas inmunoqufmicas.

Acldo valpréico
Amikacina
Anfetaminas
Barbittricos
Benzodiacepinas
Canabinoides
Carbamacepina
Cocaina
Diazepam
Digitoxina
Digoxina
Disopiramida
f‘.tosuxlmlda
Quinidina

Fenitolna
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16.- Fenobarbital

"17. - Gentamicina

18. - Lidocalna
19, - Metacualona
20.- Metadona
21.- Metotrex.ato .
22,~ Morfina

23.~ N-~acetilprocaina_

25, - Primidona
26.~ Procalnamida.
27 .- Propoxifeno,
28.~ Teofilina

29.~ Tobramicina.



7.4 VALORACION DE METARBCLITOS.

Integran esta cuarta categorfa, 7 pruebas inmunoqufmicas,

1.- Aldosterona

2.- Cortisol

3.~ Estradiol

4, ~ Estriol

5. - Prealbtimina

6.~ Preinsulina

7.~ Péptido-C

7.5 MARCADORES TUMORALES,
Integran esta gquinta categorfa, 6 pruebas inmunoquimicas.
1.~ AFP (Alfa-fetoprotelna)
2.~ Antfgeno carcinoembrionario (CEA)
3.~ Calcitocina
4 .- Ferritina
5.~ Gonadotrofina beta Hcoriénica

6.~ Castrina,
7.6 FACTCRES INMUNOLCGICCS

Integran esta sexta categorfa, la mé&s numerosa, 50 pruebas inmunoquimi-

cas que se han agrupado en cinco subcategorfas.
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7.5.1 Inmdnoglobulinas (6 pruebas)

1.-IgA 4 .-~ IgG
2.-IgD 5.—IgG4
3.-Igt 6 .- IgM

7.6.2 Factores de complemento C (8pruebas)

1,- Complemento hemolftico total C 5.- Fraccitn C3

2. - Fraccién Cy L 6.~ Fraccidén Cy
3.~Fraccién Gg . 7. - Fraccién C5
4, - Fraccibén C2 ’ 8.~ Fraccién C7

7.6.3 Anticuerpos (27 pruebas)
1.- Anti—amibas
2. - Anti-bacilo tuberculoso (Prueba de Calder6n)
3.~ Anti-cisticercosis
4. - Anti-coccodioides
5.~ Anti-Chlamydia
"6.- Anti~DNA
7 .- Anti-factor reumatoide
8.- Anti-herpes I
9.~ Anti—hgrpes I
10.- Anti-histoplasma

11, - Anti-Tysteria
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12, - Anti- Mycoplasma

13, - Antl-microsoma
14, - Antl -mitocondrias
15.- Anti-mGsculo liso
16. - Anti~ nucleares.
17.- Anti~- RNA

18. - Anti-rubeola

19, - Anti-sarampién
20.- Anti-SIDA

21, - Anti-tiroldeos

22, - Anti~tiroglobulina

23.- Anti-Toxoplasma _gondii

24 .~ Anti- Treponema pallidum

25,- Anti- virus de Enstein Barr {Prueba de Paul Bunnell)

26.-~IgM a Toxoglasrﬁa

27.- IgM al virus A de la hapatitis.

7.6.4 Marcadores de la hepatitis (6 pruebas).
1.~ Anticuerpos anti-antigeno A
2.- Anticuerpos anti-antfgeno HBS
3.-\ Anticuerpos anti- antigeno de centro HBc
‘4~ Antfgeno A de la Hépatitis viral

5.~ Antfgeno B de superficie de la hepatitis viral (HB‘sAg)
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6.~ Antfgeno B de ceniro de la hapatitis viral.

7.6.5 Diversos (dos pruebas)
1.- Protetna de Bence Jones

2.~ Factor células LE.

7.7 PRUEBAS INMUNQOQUIMICAS DIVERSAS.
Integrah esta séptima categorfa, 4 pruebas inmunoquimicas.
' 1,~ Alcohol etflico. *
2.~ Acido félico.
3.~ ﬁISTOSET.

4,~ Vitamina B
12

*Nota: atn cuando'la valoracién del alcohol etflico en sangre u orina, no
es una verdadera prueba ir-lmunoqufmica va que la técnica es por -

- medio de métodos enziméticos, se le incluye en este trabajo dado -

gue 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 aplica:.
ci6én de cada uno de los métodos inmunogqufmicos, asf como sus ventajas
de los mismos.

A contfnuacibn comentaremos brevemente las conclusiones a las que se -~

llegarén,de cada una de las pruebas inmunoquimicas.

ELECTROFORESIS:. se aplica‘para aproximadamente 15 pruebas de laborato-
rio, bésicamente proteinas y lipoproterhas.

Estas técnicas detectan grupos de protefnas y no protefnas e;pecfficas co
mo es €l caso de tener que detectar niveles de antigenos o anticuerpos, -
por lo cual son de poco valor ;:omo pruebas de deteccién o escrutinio, en

un lmitado ndmero de procesos patolégicos que reconozcan causas inmu-

nolégicas.

INMUNODIFUSION RADIAL:" representa la técnica mas sencilla para la cuan
tificaci6én de inmunoglobulinas séricas de todas las que actualmente se u-
san en forma rutinaria en el Laboratoric Clinico.

Se pueden vélorar no menos de 20 tipos de pruebas de valoracién de protef
nas séricas especificas. Dichos procedimientos han sido desplazados por
los del RIA, fundamentalmente por la mayor répidez que se obtienen los -
resultados, ademds de una mayor precisiéniya que las lecturas se realizan

por medio de instrumentos y no acusan errores de tipo subjetivo, factibles
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en la inmunodifusién al tener que medir mm de los anillos de precipitacitn,
No obstante siguen slendo de preferencfa cuando solicitan inmunoglobuli-~
nas totales y fraccionadas ya que en este tipo de prucbas nos interesa el

analisis cualitativo.

INMUNOELECTROFORESIS: son técnicas més refinadas, permiten diferenciar
en el suero humano, mas de 20 protefnas en una forma simulténea.
Sus limitaclones:

.a.—- reqiiieren mucho tiempo para su realizacién.

b.. - no permiten efectuar anélisis cuantitativos.

c.- requleren antisueros especlales, escasos en el merca

do.
d.- se .requiere de personal especializado para identificar

las bandas de precipitacién.

PROCEDIMIENTOS INMUNOENZIMATICOS, (Sistemas "ELISA" y "EMIT'; )

Son técnicas con una amplfa utilldad, ya que tienen los mismos alcances

.del "RIA" y también sirven de complemento S{pueden llegar a reemplazar a

técnicas serolégicas tales como: fijacién de complemento, hemagluttnaclén,

inmunofluorescenct’a.'

1.- Ambos sistemas involucran metodologfas inmunoenziméticas, las que -
derivan de los principios fundamentales del radioinmunoanalisis, pero

que no requiere‘h del uso de materiales radiactivos.



El sistema "ELISA" se adapta mejor para la deteccién o valoracién de
compuestos de alto peso molecular y el sistema "EMIT" para compues
tos de bajo peso molecular, en especial el de medicamentos de uso -
delicado y frecuentemente en terapef(tica.

Las técnlcas "ELISA" son metodologfas inmunoenziméticas de tipo hete

rogéneo, es decir sistemas que involucran el empleo de procedimien-

tos separativos. Por consiguiente son técnicas lentas que generalmen
fe requieren de una o va.rlar horas para completarse.

Las técnicas "EMIT" son metodologfas inmunoenziméticas de tipo homo
géneo en las cuales no se requiere el uso de procedimientos separati-
vos,. Por lo tanto son técnicas répldas que se completan en contados
minutos.

Las técnicas "ELISA" son, generalmente técnicas colorfmétricas con --
lecturas en el rango visible del espe-ctro. Usan reacciones de desafro-
llo de color y lecturas de punto f'inal a tiempo ﬁjor

Las técnlcas "EMIT"“son, vérdaderas técnicas inmunoenziméticas de -
tipo cinético, ya que van midiendo reacciones enziméticas en el mo--
mento en que va ocurﬁendo y operar en la zona ultravioleta.

La rapidez con que pueden reportarse y la minima cantidad de muestra
requeﬁda hacen que las microteénicas "EMIT" encuentren amplio uso -
-en urgencias de servicios de Pediatrfa, Cerlatrfa, Oncologta, Cardiolg

gfa, Unidad de Culdados Intensivos, Unidad Coronaria entre otros.

Lo antes mencionado, explica claramente su creciente aceptacién y popu-
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laridad alcanzada en la actualldad. Ademéis los resultados pueden ser a-

preciados usando equipos normales de encontrar en todo laboratorfo de and

lisis clfnlcos como es el espectrofotémetro,

COMPARACION DE LOS SIGUIENTES METODOS INMUNOENZIMATICOS

RADIOINMUNOANALISIS (RIA), INMUNQFLUORESCENCIA (IF), INMUNOENZL

MATICO (IE).

1.- Sensibilidad baja alta alta,
2.~ Especificidéd alta depende del depende del
antfgeno . antigeno.
3.~ Precisi6n aceptable aceptable aceptable
4,~ Forma de lectura subjetiva objetiv; cbjetiva
5.- Preparaci6én del Ag facil diffcil diffcil
6.~ Uso del conjugado confiable evaluéndose : evalugndose
7.~ Para uso de rutina intermedio dift’gil facil
8.~ Automatizaci6n diffcil factible factible
9.—‘Co‘sto de la prueba alto alto .baio
10.- vida media de los
reactivos, larga corta larga.
11.- Peligrosidad, minima real minima,

Al analizar la tabla anterior notamos las principales desventajas del "RIA"™

alto custo por prueba, corta vida de los reactivos, su potencial peligrosidad,
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