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INTRODUCCION

La deteccion de microorganismos que causan enfermedades infecciosas
es de gran importancia en medicina, debido a la gravedad y a los riesgos a los
que son sometidos los individuos que las padecen. La identificacion rapida de
microorganismos patégenos, puede ser realizada mediante métodos

inmunoldgicos, basados en la interaccion antigeno-anticuerpo.

Los métodos inmunoldgicos poseen gran sensibilidad y especificidad,
por lo cual son bastante utilizados para la deteccion de productos enzimaticos o
de detenminantes antigénicos, utilizando anticuerpos monoclonales.

Los procedimientos inmunoldgicos de identificacion de microorganismos
que causan enfermedades, han sido mejorados para disminuir el tiempo de
realizacion y sus costos. La obtencion rapida de los resultados en muestras de
pacientes, es un medio muy valioso para establecer el diagnéstico y dar el
tratamiento adecuado.

Los | métodos inmunoldgicos presentan un desarrollo continuo y
constantemente se modifican, para aumentar su sensibilidad y su especificidad,
asi como para simplificar la técnica y obtener los resultados lo mas rapidamente
posible. Los avances tecnologicos en instrumentos y equipos automatizados,
permiten detectar antigenos especificos y anticuerpos, en unas horas. (9)

En los ultimos afios, la deteccion de microorganismos causantes de
enfermedades infecciosas tales como los virus de la hepatitis, Treponema



pallidum, el virus de inmunodeficiencia humana, citomegalovirus, Brucella
abortus, Plasmodium sp., Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis,
Trypanosoma cruzi y otros, por medio de métodos inmunoldgicos, ha
aumentado extensamente.

Existe una gran variedad de métodos inmunolégicos que permiten la
determinacion de agentes infecciosos, algunos de los usados mds
frecuentemente, se abordan en este trabajo y son: precipitacion, aglutinacion,
fijacion del complemento, neutralizacién, ensayo inmunoenzimatico,
radioinmunoandlisis e inmunofluorescencia. (16)

La determinacion de los microorganismos que producen hepatitis, sifilis,
SIDA, brucelosis e infeccion por citomegalovirus, se efectia por medio de
métodos inmunol6gicos en la mayoria de los bancos de sangre. La deteccion
rdpida de estos agentes infecciosos, es muy util para eliminar unidades de
sangre potencialmente infecciosas y para prevenir su uso en transfusion.

Los métodos de biologia molecular se han utilizado para conocer las
secuencias de moléculas inmunoldgicas importantes. Estas técnicas se usan
ampliamente en la identificacion de microorganismos patogenos, debido a que
son muy especificas y rapidas. Han reducido el tiempo de identificacion de
estos microorganismos, de semanas a varias horas.



OBIJETIVOS

Describir algunos métodos inmunolégicos utilizados para detectar
rapidamente, los microorganismos causantes de ciertas enfermedades

infecciosas.

Detectar a los virus de la hepatitis tipos A, B y C, a los virus de
inmunodeficiencia humana, a Treponema pallidum y a citomegalovirus,
en el banco de sangre.



1. GENERALIDADES

Los examenes de rutina en el laboratorio clinico, dependen de un factor
muy importante, que es el ticmpo, ya que los resultados se deben obtener de
preferencia, el mismo dia. Las técnicas inmunoldgicas y de biologia molecular
permiten detectar microorganismos patogenos o microorganismos indicadores,

en poco tiempo.

Los métodos inmunoenzimaticos son muy titiles, para la identificacién de
los antigenos especificos o los anticuerpos de ciertos microorganisinos

patogenos, de manera rapida, por lo que son preferidos, en el banco de sangre.

El creciente desarrollo tecnologico en el campo de la Inmunologia, ha
propiciado el surgimiento de numerosos métodos, por lo cual, se deben elegir

los mas adecuados. (14)

Entre las principales aplicaciones de los métodos inmunologicos se
encuentra la deteccion de antigenos y anticuerpos de agentes causantes de

enfenmedades infecciosas.

A continuacion se describen los métodos mas comunmente usados para

detectar algunos microorganismos patogenos.

Precipitacion. La precipitacion se determina por medio de pruebas que

detectan la reaccion antigeno-anticuerpo, en 1a cual el antigeno es soluble v al



ponerse en contacto, con el anticuerpo, en cantidades equivalentes, forman un
precipitado. Los métodos de precipitacion incluyen: inmunodifusion doble en
gel, inmunodifusion radial simple, inmunoelectroforesis y
electroinmunodifusion. (16)

‘Aglutinacion. Esta técnica consiste en la unién de antigenos de la
superficie de células, con anticuerpos, que se manifiesta en forma de

conglomerados visibles,

Entre los métodos de aglutinacion se encuentran; aglutinacion directa de
bacterias, aglutinacion indirecta o pasiva, hemaglutinacion indirecta, inhibicién
de la aglutinacién y coaglutinacién con Staphylococcus aureus.

Las pruebas para las reacciones febriles se basan en la reaccion de
aglutinacion y detectan a los microorganismos: Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi, Brucella abortus y Proteus OX-19.

La prueba rdpida de reaginas en plasma (RPR), consiste en una reaccién
" de floculacién, y se emplea rutinariamente para determinar anticuerpos contra
Treponema pallidum.

La prueba de coaglutinacion de Staphylococcus aureus, se utiliza para la
determinacion de rotavirus, Escherichia coli, Streptococcus A, B, C y D,

Salmonella y de antigenos de otros microorganismos patogenos. (16)



Fijacion del complemento. Mediante ésta prueba se puede cuantificar la
reaccion entre antigenos y anticuerpos, la cual se manifiesta en forma de

complejos inmunes. (5)

La interaccion antigeno-anticuerpo forma complejos inmunes, que fijan
el complemento por la via clésica y esto permite cuantificar el antigeno o

anticuerpo, que esta presente en una muestra. (14)

Las determinaciones de los microorganismos causantes de hepatitis y
sifilis, utilizan esta técnica. (16)

Neutralizacion, La técnica de neutralizacion detecta antigenos
enzimaticos, cuando los anticuerpos producidos contra la misma enzima,
inhiben su accion. Por ejemplo, la enzima hemolitica estreptolisina "O", se
combina con los anticuerpos antiestreptolisina, los cuales neutralizan su
actividad.

La prueba de neutralizacion se aplica frecuentemente en la determinacion

de antiestreptolisinas y en la tipificacion de virus patogenos. (5)

Ensayo inmunoenzimatico (EIA). Este método utiliza una enzima unida
a un anticuerpo o a un antigeno, que actia como una marca que se detecta, al
medir la actividad enzimética.
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El EIA se divide en homogéneo y heterogéneo. En este trabajo solo se
aborda el ensayo inmunoenzimatico heterogéneo, que comprende pasos de
separacion del compuesto marcado con una enzima, del material que no

reacciono, por medio de lavados.

Esta técnica permite determinar rapidamente antigenos y anticuerpos, en
enfermedades causadas por microorganismos. La determinacion del antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B, la identificacion de anticuerpos contra el
virus de inmunodeficiencia humana, contra citomegalovirus y contra
Toxoplasma gondii, son las aplicaciones mds frecuentes del ensayo
inmunoenzimaético, en el diagndstico microbiologico. (18)

Inmunofluorescencia. Esta prueba se emplea para cuantificar antigenos o
anticuerpos, o para localizarlos en fragmentos de tejidos. La
inmunofluarescencia contribuye a la deteccion de anticuerpos contra agentes
infecciosos, como Treponema pallidum y Toxoplasma gondii, y a la
determinacion de anticuerpos contra pardsitos y contra anticuerpos anti-
nucleares. (16)

Radioinmunoandlisis. Esta técnica inmunologica consiste en la
competencia de varios antigenos, por un anticuerpo, algunos de los antigenos
estdn marcados con un compuesto radiactivo. El radioinmunoanalisis se usa
frecuentemente para cuantificar el antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B y las hormonas triyodotironina T3 y tiroxina T4. (16)



Debido a la gravedad de ciertas infecciones, tales como hepatitis, SIDA,
sifilis, brucelosis y por citomegalovirus, es necesario determinar la presencia de
sus agentes etiologicos, en el banco de sangre, para evitar su transmision en los

receptores de sangre o de sus componentes.

CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS RESPONSABLES
DE LAS ENFERMEDADES MENCIONADAS:

Virus de la hepatitis tipo A (VHA): Este virus es una particula
icosaédrica, !.10 envuelta, de 27 nm. Es un virus de acido ribonucleico, con un
genoma lineal de una sola cadena, de aproximadamente 1.9 X 106 daltons.
Pertenece al grupo picomavirus y esta clasificado como enterovirus 72. Se
localiza exclusivamente en el citoplasma de hepatocitos, es estable al
tratamiento con éter, acido y calor (56 °C durante 30 minutos). No tiene
}eacciéxl cruzada con el virus B de la hepatitis; y sus huéspedes son el hombre,

el mono "titi" y el chimpancé.

Virus de la hepatitis B (VHB). Este virus presenta tres entidades
morfologicas de diferentes proporciones. Las formas mas numerosas son
pequefias particulas esféricas, pleomorficas, que miden de 17 a 25 nm de
didmetro. También se observan formas tubulares o filamentosas de diferente
longitud. Las otras fornnas son particulas mas complejas de 42 nm de diametro,
conocidas como particulas de Dane, que consisten de un centro de 27 nm,
rodeado de una capa proteica viral de 7 a 8 nm.



La particula Dane es el virus completo de la hepatitis tipo B. El
determinante antigénico que se encuentra en la superficie del virus se llama
antigeno de superficie de la hepatitis B (AgHBs). Otros nombres anteriores son
antigeno Australia 0 Au y antigeno asociado a la hepatitis. El AgHBs en el
VHB es idéntico al detectado en las particulas mas pequeiias y en las formas

filamentosas, y se compone de proteinas, carbohidratos y lipidos.

El centro intemo de 27 nm del VHB contiene el antigeno central del
virus de la hepatitis B (AgHBc), una pequeila molécula circular de DNA de
doble cadena, y también contiene el antigeno e (AgHBe), que es una subunidad

proteica del antigeno central.

El VHB es estable a 37 °C, durante 60 minutos, pero no lo es a 6 °C,
durante 10 horas. (3)

Virus de la hepatitis tipo C. En 1988 Houghton y colaboradores
identificaron y clonaron el genoma viral, que esta relacionado al agente de la
hepatitis no-A, no-B, transmitida parentcralmente. Llamaron a este agente,
virus de la hepatitis C (VHC).

La hepatitis no-A, no-B es una forma de hepatitis viral aguda o cronica, y

es la causa inds comitn de hepatitis post-transfusion.

El agente de la hepatitis no-A, no-B, (VHC), es un virus de RNA, de

tamaiio de 30 a 60 nm, que esta presente en la sangre en infecciones agudas y
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cronicas en bajo titulo. Esta particula viral no ha sido visualizada, pero el
genoma ha sido caracterizado como un RNA de una cadena de 10.5 Kilobases
de longitud. (3)

Virus de inmunodeficiencia humana. Los agentes etiologicos del
sindrome de immunodeficiencia adquirida (SIDA), son retrovirus conocidos
como virus de inmunodeficiencia humana Tipo 1 (VIH-1) y virus de
inmunodeficiencia humana Tipo 2 (VIH-2). El virus VIH-1, fue aislado en
Francia y en Estados Unidos. Las infecciones con VIH-2 fueron encontradas

originalmente en Africa occidental.

El VIH tiene un tamaiio de 80-100 nm, presenta una cubierta lipidica y
pertenece a la subfamilia Oncoviridae, tipo 1 y 2. Su habitat natural son los
humanos y su distribucién es universal. Se transmite por transfusion, por
agujas contaminadas, por via sexual o por via matemo-fetal.

El aislamiento del VIH en cultivos celulares es dificil y no se obtiene
rapidamente, debido a esto, se emplean pruebas seroldgicas, para estudiar al
virus. (9)

Treponema pallidum. Es un organismo delgado, en forma de espiral,
mide de 6 a 15 p de longitud, y 0.2 p de grosor. El numero de espirales oscila

entre 4 y 14, y presenta una apariencia uniforme. Es el agente etiologico de la
sifilis.
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Todos los treponemas son morfoldgicamente indistinguibles entre si y
presentan la imposibilidad de cultivar cualquier clase de treponema in vitro.

Son microorganismos anaerobios. (8)

Citomegalovirus. El citomegalovirus humano (CMV), es un miembro de
la familia Herpesviridae. La particula completa de CMV consiste en un centro
que contiene acido desoxirribonucleico, de doble cadena, de una capside
icosaédrica y de una envoltura circundante. Presenta particulas esféricas

llamadas cuerpos densos.

CMYV tiene heterogeneidad antigénica, pero la evidencia de serotipos
definidos es limitada. EI CMV es inactivado por tratamientos fisicos y
quimicos, que incluyen calor (56 °C durante 30 minutos), pH bajo, éter y ciclos
de congelacion. (15) |

La bacteria Brucella abortus tiene nueve biotipos, es un cocobacilo

gram-negativo, pequefio, aerobio. Es inmévil y no forma espora,

Es un patogeno del hombre y de animales. Es un parasito intracelular
obligado. Requiere CO2 suplementario para su crecimiento, particularmente
para un aislamiento primario, y tiende a tener crecimiento lento y delicado.
Produce catalasa, ureasa y fermenta lentamente los azicares. (3)



2. METODOS INMUNOLOGICOS UTILIZADOS EN LA
IDENTIFICACION DE ALGUNOS MICROORGANISMOS
PATOGENOS

Los métodos inmunoldgicos que se abordan en este trabajo, son algunos
de los mas empleados para la determinacion de ciertos microorganismos
causantes de enfermedades infecciosas e incluyen: Precipitacion, Aglutinacion,
Fijaciéon del complemento, Neutralizacion, Ensayo inmunoenzimitico,

Inmunofluorescencia y Radioinmunoanalisis.
2.1 PRECIPITACION

Las reacciones antigeno-anticuerpo cuando se combinan en
concentraciones equivalentes, en un gel de agar, producen un precipitado
(14). La precipitacion manifiesta la reaccion antigeno-anticuerpo y se emplea
para el estudio de antigenos de microorganismos.

'

La formacién de complejos antigeno-anticuerpo depende principalmente
de las concentraciones de antigeno y anticuerpo, del pH, temperatura y de los
electrolitos del amoniguadof.

INMUNODIFUSION DOBLE

Ouchterlony describié la técnica de inmunodifusién doble en agar, que
consiste en la difusion de! antigeno y del anticuerpo, en un medio semisolido y

en la formacion de complejos antigeno-anticuerpo.



Esta prueba se efectiia en pozos separados, colocando en cada uno, una
solucién de antigeno y una solucion del anticuerpo en estudio. Las soluciones
se difunden hacia afuera en los pozos, y en el punto en que se encuentran el
antigeno y el anticuerpo, se unen entre si, se entrecruzan y precipitan, formando

una linea de precipitacion. (14)

La difusion doble se aplica bastante en la deteccion de antigenos y de
anticuerpos. En esta técnica se pueden distinguir diferentes interacciones
antigeno-anticuerpo, producidas por distintos anticuerpos presentes en el
antisuero y también permite conocer la relacién inmunoldgica entre diferentes

antigenos y un determinado anticuerpo.

Para andlisis comparativos la doble difusion se efectia, colocando los
pozos de antigeno y de anticuerpo en diversos dngulos. Existen tres formas
basicas de estas reacciones, que se muestran en la figura 1. Estos analisis son
muy utilizados para conocer la identidad de reacciones de antigenos de agentes

infecciosos con anticuerpos conocidos.

'INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE

La técnica de inmunodifusion radial descrita por Mancini, utiliza la
técnica de difusion lineal para la cuantificacion de antigenos. Se basa en la
relacién cuantitativa que existe entre la cantidad de antigeno depositado en un
pozo, de una placa de agar con anticuerpo incorporado, y el anillo de
precipitacion resultante.
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Figura 1. Inmunodifusién doble angular (Ouchterfony). R = antigeno R,
S= antigeno S, R! = antigeno Rl, a R= anticuerpo contra R, o S = anticuerpo
contra S. Reaccién de identidad: Lineas de precipitina iguales se forman en Ia
reaccién de R con o R. Reaccién de no identidad: Interaccién separadade a R con
R ya$S conS cuando Ry S son antigenos de reaccién no cruzada. Reaccién de
identidad parcial: o R reaccionacon R y R1. Tomada de Stites (16).



El método de Fahey, mide los anillos de precipitacion antes de que la
difusion termine. Para esto el logaritmo de la concentracion del antigeno es
proporcional al diametro del anillo, figura 2. En una curva estandar de antigeno
conocido se puede determinar por interpolacion, la concentracion de antigeno
que corresponde a cualquier diametro de un anillo, por el método de intervalo

de tiempo de Fahey.

La inmunodifusion radial tiene una sensibilidad de 1-3 pg/ml de
antigeno, y se emplea para medir la concentracion de inmunoglobulinas y para

cuantificar antigenos.

En las enfermedades infecciosas como SIDA, tuberculosis y hepatitis
entre otras, ocurren cambios en las concentraciones de las inmunoglobulinas,

que se pueden medir por el método de inmunodifusion radial. (16)
INMUNOELECTROFORESIS

La inmunoelectroforesis se emplea para separar mezclas de antigenos
muy complejas. Los antigenos se separan en base a su carga eléctrica y

después precipitan por interaccion con su anticuerpo.

En esta técnica se efectian la electroforesis y la inmunodifusion doble,
en la misma placa de agar. Sirve para identificar y cuantificar proteinas
presentes en el suero, o en otros liquidos bioldgicos.
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Figura 2. Difusién radial simple. A. Al agar que contiene anticuerpo contra el antigeno S, se le
adiciona una cantidad detcrminada del antigeno S. B. El antigeno S se difunde radialmenle durante
24 2 48 boras. C. En el sitio en que el antigeno S se encuentra con su anticuerpo correspondiente, se
forma ua anillo de precipitacion de bordes nitidos. D, Mediante la dilucién seriada de una cantidad
conocida estindar de antigeno S -S/1, S/2, S/4, S/8- se forman anillos de magnitud creciente
progresiva. Tomada de Stites (16)



En un gel de agar se perforan un pozo y un canal. Se coloca la muestra
de suero en el pozo y se separan los antigenos, pasando una corriente eléctrica
a través del gel de agar. En seguida se coloca el antisuero en el canal y se
permite que los antigenos y los anticuerpos se difundan. Las interacciones

antigeno-anticuerpo forinan arcos de precipitacion. (14)

Esta prueba se emplea para comparar mezclas de antigenos, presentes en

el suero humano y para demostrar la identidad de las paraproteinemias.
ELECTROINMUNODIFUSION

La electroinmunodifusiéon combina la electroforesis con la difusion, y
puede ser efectuada de dos formas diferentes denominadas,
Electroinmunodifusion doble unidimensional y Electroinmunodifusion simnple
unidimensional,

En este método el encuentro entre un anticuerpo y un antigeno se puede
acelerar por medio de electricidad, aplicada a través del gel de agar, para que el

antigeno y el anticuerpo se muevan juntos.
Esta técnica se utiliza en el diagnostico de enfermedades infecciosas.
ELECTROINMUNODIFUSION DOBLE UNIDIMENSIONAL

Este método también es conocido como Contrainmunoelectroforesis. Se

efectita en un gel de agar, colocando el antigeno en un pozo frente a otro pozo

Y,



que contiene el anticuerpo. Se realiza la electroforesis simultanea del antigeno
y del anticuerpo en direcciones opuestas, y en el punto donde se encuentran se
produce una linea de precipitacion, figura 3.

La electroinmunodifusién doble en una dimensién produce lineas de
precipitacion en 30 minutos y es de 10 a 20 veces mas sensible que la

inmunodifusion doble.

Esta técnica es semicuantitativa. Se aplica en la determinacién de:
antigeno de Criptococcus y de antigeno de Haemophilus en liquido
cefalorraquideo, antigeno carcinoembrionario (CEA), al-fetoproteina, entre

otras.
ELECTROINMUNODIFUSION SIMPLE UNIDIMENSIONAL

Esta técnica también tiene los siguientes nombres; Electroforesis en
cohete y Técnica de Laurel. La prueba consiste en la incorporacién de un
anticuerpo contra el antigeno que sc desea cuantificar, en un gel de agar. El pH
del gel mantiene inmdviles a los anticuerpos y le da al antigeno una carga
negativa. La muestra que contiene los antigenos se coloca en un pozo de la
placa de agar y se somete a la electroforesis.

La forma de inmunoprecipitacion resultante tiene forma de la punta de un
cohete. La distancia de la migracién del antigeno es directamente proporcional

a la concentracion de antigeno, figura 4.
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La sensibilidad de esta prueba para proteinas es de 0.5 ug/ml. La
principal aplicacion de esta técnica es en la cuantificacion de los diferentes

antigenos de las inmunoglobulinas. (16)
2.2 AGLUTINACION

La aglutinacion se produce por el enlace de los antigenos de superficie
de células o de particulas, con énticuerpos. Tiene una gran sensibilidad para

evaluar las interacciones antigeno-anticuerpo visualmente.

Las reacciones de aglutinacion requieren de una suspencién estable de
células o particulas, de la presencia de uno o mas antigenos de superficie y del

conocimiento de que se pueden detectar anticuerpos no aglutinantes, mediante

* reacciones con antiglobulina,

Las reacciones de aglutinacion se clasifican como directas ¢ indirectas.
La aglutinacion directa requiere de una célula o de un antigeno particulado
insoluble, que es aglutinado directamente por el anticuerpo. La aglutinacion
indirecta (pasiva) se efectia con células o particulas inertes recubiertas de
antigenos, que hacen a estos insolubles.

La aglutinacion espontdnea de eritrocitos por ciertos virus es una clase
de aglutinacion, que se usa para cuantificar virus,



La inhibicion de la hemaglutinacion que utiliza reacciones de
hemaglutinacion pasiva, es sensible para medir concentraciones de antigeno de
0.1 a 10 ug ml. La hemaglutinacion pasiva con células sensibilizadas con

proteina, puede detectar concentraciones de anticuerpo de 0.01ug/ml.
AGLUTINACION DIRECTA

En esta prueba, por medio de un anticuerpo, eritrocitos, bacterias,
hongos y otros microorganismos, pueden aglutinar directamente. La deteccion
de anticuerpos se realiza por medio de titulacién seriada de un antisuero, en
diluciones duplicadas y en presencia de una cantidad constante de antigeno.
Después de la incubacién, las particulas se examinan directamente o al
microscopio, para buscar aglutinacion. Los resultados se reportan como el
titulo de antisuero, el cual indica la dilucion mas alta a la cual se presenta
aglutinacion,

AGLUTINACION INDIRECTA

Para esta prueba se utilizan antigenos solubles absorbidos pasivamente o

acoplados quimicamente a eritrocitos o a particulas inertes, como el latex o la

bentonita. Muchos antigenos se acoplan espontaneamente con eritrocitos, y
forman reactivos estables para la deteccion de anticuerpos. Los eritrocitos

recubiertos con antigenos tienen gran sensibilidad como indicadores.



El tratamiento de los eritrocitos con acido tanico, aumenta la cantidad de
antigenos proteicos que se absorben después. Esto eleva la sensibilidad de la
reaccion de aglutinacion, Los antigenos utilizados deben estar muy purificados
para la especificidad inmunitaria.

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

El método de inhibicion de la hemaglutinacion permite detectar
cantidades bajas de antigeno soluble en la sangre o en otros liquidos
corporales.  Consiste en la inhibicion de la aglutinacion de eritrocitos
recubiertos de antigeno, causada por un anticuerpo sensibilizado con antigenos
homélogos solubles, evitando que el antigeno de la muestra se una a los
eritrocitos y aglutinen. El grado de inhibicién de la aglutinacién representa la
cantidad de antigeno presente en lamuestra problema. Este método se ha
empleado en la deteccion del antigeno de superficie del virus de la hepatitis tipo
B.

La aglutinacion de latex se utiliza frecuentemente, en el diagndstico
rapido de microorganismos infecciosos. Las esferas microscopicas de latex
recubiertas con anticuerpos, en presencia del antigeno correspondiente,

producen una aglutinacion visible.

Las reacciones de aglutinacion son semicuantitativas, y poseen una
sensibilidad elevada para la determinacion de anticuerpos. (16)



2.3 FIJACION DEL COMPLEMENTO

La interaccion de antigenos y anticuerpos, produce complejos antigeno-
anticuerpo que fijan el complemento. El consumo del complemento in vitro se
puede utilizar para medir y detectar anticuerpos, antigenos o ambos. La prueba

comprende un sistema de reaccion de dos etapas. (5)

Primera etapa: Se efectan diluciones dobles del suero problema, y a
cada diluci6n se adiciona una cantidad fija de antigeno. Si existe anticuerpo en
el suero, reaccionara con el antigeno y producen la formacion de complejos
antigeno-anticuerpo.  En seguida se aflade una cantidad conocida de

complemento a la mezcla. Los complejos inmunes fijan al complemento, figura
s.

Segunda etapa: La cantidad de actividad hemolitica residual del
complemento, se titula con una mezcla de células indicadoras (E, eritrocitos de
carnero), junto con una cantidad subaglutinante de anticuerpo de conejo anti-
eritrocito de carnero (A). Si quedan restos del complemento, las células serdn
lisadas, si el complemento fue consumido por los complejos antigeno-

anticuerpo, no habra lisis de eritrocitos. (14)
La actividad hemolitica del complemento depende de los factores

siguientes: la concentracion del complemento, de la concentracion de los

eritrocitos de cordero, de la concentracion de anticuerpo anti-eritrocito de
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para lisar los eritrocilos. Tomada de Roitt (14).



camero, de la concentracion de los iones magnecio y calcio, fuerza ionica,

volumen, temperatura, tiempo y pH. (16)

Los resultados de esta prueba se expresan como, la mayor dilucién de
suero que muestra fijacion, para la medicion del anticuerpo presente en la

‘mezcla inicial,

La prueba de fijacion del complemento se emplea en las determinaciones
de microorganismos patégenos, como son;
- Antigeno de superficie de la hepatitis tipo B (AgHBs)
- Pruebas de Wasserman para sifilis

- Antigeno de Coccidioides immitis

Algunos anticuerpos fijan el complemento, sin la presencia del antigeno

y algunos antigenos tienen actividad anticomplementaria. (14)
2.4 NEUTRALIZACION

La neutralizacién implica, la pérdida de actividad biologica por
interaccion con el anticuerpo, por ejemplo la pérdida de infectividad de un
microorganismo, o la pérdida de toxicidad del producto de un microorganismo.

Dos de las aplicaciones de la técnica de neutralizacion, para identificar
microorganismos patogenos son: la determinacion de antiestreptolisinas del
grupo A de estreptococos B-hemoliticos, y la determinacion cuantitativa de
anticuerpos contra una amplia variedad de virus. (5)
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2.5 ENSAYO INMUNOENZIMATICO

Engvall y Perlman iniciaron los ensayos inmunoenzimiticos (ELA) y
establecieron el término ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Las
técnicas de ELISA se basan en la union de antigenos o de anticuerpos solubles,
a una fase sélida insoluble, reteniendo la reactividlad del componente

inmunoldgico. (18)

Los métodos inmunoenzimaticos usan antigenos o anticuerpos marcados
con una enzima, que actia sobre su sustrato, para dar un producto de reaccion
colorido, que manifiesta la presencia de un antigeno o de un anticuerpo. Este
producto se puede medir en un espectrofotometro. (1)

Existen dos tipos de ensayo inmunoenzimatico (EIA), el homogéneo y el

heterogéneo.

'En el EIA homogéneo, la interaccion antigeno-anticuerpo altera la
actividad de la enzima y no hay necesidad del paso de separacién. Estos
ensayos estan ejemplificados por el EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay
Technique), en el cual un hapteno se une a una enzima, de manera que, la

actividad enzimatica se altera cuando el hapteno se une al anticuerpo.

Los ensayos inmunoenzimaticos heterogéneos se basan en el principio de
que, cualquiera de los dos, el antigeno o el anticuerpo, se puede unir a una
enzima, al mismo tiempo que retienen las actividades inmunoldgica y

enzimatica, en el conjugado resultante.
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Los ensayos heterogéneos incluyen un paso de separacion del
componente marcado con enzima, del material que no reacciond, mediante
lavado. Estos ensayos son muy sensibles, debido al efecto amplificador de las
enzimas y los resultados se obtienen visualmente o con un espectrofotometro.

Los ensayos inmunoenzimaticos utilizan anticuerpos monoclonales, para

obtener reacciones mas especificas.

Nakamura seflala varios tipos de ensayo inmunoenzimatico EIA, que se
clasifican segin; a) el reactivo que hay que determinar, es decir, el antigeno o
“el anticuerpo. b) el reactivo marcado. ¢) la naturaleza competitiva o no del

analisis y d) el método de separacion de los reactivos unidos o libres, (13)

Los EIA heterogéneos se abarcan mas extensamente en este trabajo, por
ser los que se emplean mas en la identificacion de microorganismos que causan
enfermedades infecciosas.

Los tipos de EIA heterogéneos mas comunes son: 1) Método del
sandwich ¢ de doble anticuerpo, para medir antigeno. 2) Método indirecto para
detectar anticuerpo. 3) Método competitivo para determinar antigeno. 4)
Meétodo de inhibicion, para detectar antigeno y 5) Método del sandwich o de
doble anticuerpo modiﬁcho, para determinar antigeno. (18)

Los ensayos heterogéneos utilizan antigenos o anticuerpos unidos a una

fase solida, o libres en solucion. La reaccion antigeno-anticuerpo se puede



detectar por diferentes métodos, en los cuales el material unido se separa del

libre, mediante lavados.

La fase solida mds utilizada en estos ensayos, es el poliestireno en forma

de perlas, de tubo o de placas con pozos.

Los EIA heterogéneos estan dirigidos a la deteccion y cuantificacion de

antigenos y de anticuerpos e incluyen los siguientes:
ENSAYO INMUNOENZIMATICO INDIRECTO (ELISA)

Este método detecta anticuerpos presentes en una muestra, el antigeno
conocido se encuentra inmovilizado, en una fase sélida. El anticuerpo que se
desea determinar se une al antigeno. Luego de la reaccion antigeno-anticuerpo,
se elimina el exceso de anticuerpo mediante lavados, se adiciona una anti-
inmunoglobulina marcada con una enzima, que demuestra la presencia del
anticuerpo unido. Después de otro lavado se ailade el sustrato de la enzima y
se obtiene un producto colorido. La actividad enzimatica se mide
espectrofotométricamente y la intensidad de color es directamente proporcional
a la concentracion de anticuerpo buscado. (1)

Los pasos del método indirecto esquematizados en la figura 6, son los
siguientes:

1. Elantigeno apropiado esta fijo a la fase sdlida, la cual luego se lava.
2. El suero problema diluido se ailade, se incuba, y después se efectiia otro

lavado.
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1. El antigeno esté adsorbido a la placa

Lavar

2, Adicionar suero: cualquier anticuerpo especifico
se fija a el antigeno, . .

Lavar

3. Adicionar antiglobulina marcada con una
enzima, que se fija a el anticuerpo.

Lavar

4. Adicionar el sustrato

Cantidad de hidrolizado = cantidad de anticuerpo presente

Figura 6. Método inmunoenzimitico indirecto para ensayo de anticuerpo. Tomada de Voller
(18).



3. Se ailade un anticuerpo anti-globulina marcado con enzima, y se deja
reaccionar, luego se repite el lavado.

4.  Se adiciona el sustrato enzimatico. La degradacion del sustrato da como
resultado un cambio de color. La proporcion del cambio de color, esta

relacionada a la cantidad de anticuerpo presente en el suero problema.

(18)
METODO DEL SANDWICH O DE DOBLE ANTICUERPO

Por medio de este método se detectan antigenos, para lo cual se recubre
una fase s6lida con un anticuerpo, que se une al antigeno de la muestra.
Después de un lavado para eliminar el antigeno no unido, se afiade un segundo
anticuerpo que esta dirigido a un epitope diferente del antigeno, conjugado a
una enzima. El exceso del conjugado se desecha, y luego se aiiade el sustrato.
Se mide la intensidad de color producida, que es directamente proporcional a la

concentracion del antigeno. (1)

Los pasos del método del sandwich, que se describen a continuacion son

los que se muestran en la figura 7.

1. Una inmunoglobulina o un anticuérpo purificado (contra el antigeno que
se va a medir), se encuentra fijada a- la fase solida, la cual se lava
después.

2. La solucidu problema propuesta a contener antigeno, se incuba con la
fase solida sensibilizada,.que luego se lava.
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1. Anticuerpo adsorbido a la placa

Lavar —r——g

2, La solucién problema conteniendo
el antigeno, es adicionada

Lav'nr

3. Adicionar un anticuerpo especifico

st amacime A
| /

Lavar

4. Adicionar el sustrato enzimitico

Cautidad de hidrélisis = cantidad de antigeno presente

Figura 7. Método del sandwich o de doble anticuerpo para la medicion de antigeno.
Tomada de Voller (18).



3. El anticuerpo especifico marcado con enzima contra el antigeno, se
incuba con la fase sdlida y posteriormente se efectua otro lavado.

4.  Se ailade el sustrato enzimatico. El cambio de color es proporcional a la
cantidad de antigeno presente en la solucion problema. (18)

EIA COMPETITIVO

Esta técnica permite cuantificar antigenos o anticuerpos y consiste en
hacer reaccionar cantidades constantes y limitadas de conjugado, para saturar
sus sitios de unién absorbidos a la fase solida. Si se encuentra en la muestra la
misma especie molecular del conjugado, las dos compiten por unirse a la fase
solida. Una parte del conjugado esta libre y se elimina mediante lavado, por lo
cual, hay menos desarrollo de color. (1)

Se necesita una curva patron para obtener la cantidad de antigeno o de

anticuerpo, presente en la muestra.

Los pasos del método competitivo se ilustran en la figura 8, y se resumen
como sigue:

1. Un anticuerpo se fija a la fase solida y luego se efectiia un lavado.
2. Se adiciona la solucion problema propuesta a contener el antigeno

buscado. Luego se alade antigeno marcado con enzima y se mezclan.
Las placas se incuban y luego se lavan,
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1. Adsorber el anticuerpo a la superficic

2a. Adiciomar antigeno marcado con 2b, Adicionar antigeno
una enzima + antigeno "desconocido" marcado con una cnzima

Adicloaar sustrato
enzimitico

Hidrdlisis del sustrato = marcado (antigenc)
Diferencia cntre 3a & 3b = "desconocido” (antigeno)

Figura 8. Método inmunoenzimitico competitivo para la medicion de untigeno. Tomuda de Voller
(18),




F

3. Se afiade el sustrato enzimético. Los pozos de referencia como
contienen s6lo antigeno marcado con enzima, muestran una coloracion.
Los pozos con muestras problema muestran inhibicion del cambio de

color, que es proporcional a la cantidad de antigeno en las muestras.

(18)

Los EIA se emplean ampliamente para determinar antigenos vy
anticuerpos, en diversas dreas. Dentro del 4rea clinica, son muy utilizados en el
banco de sangre, para la identificacion de microorganismos causantes de

enfermedades infecciosas.

La preferencia por los ensayos inmunoenzimaticos EIA se debe a la
estabilidad de sus reactivos, a la obtencién rapida de los resultados y a que se

pueden procesar un gran nimero de muestras a la vez. (1)

Las enzimas mas empleadas en el EIA heterogéneo son: Peroxidasa de
rabano, fosfatasa alcalina y B-D-Galactosidasa. En el EIA homogéneo se
utilizan mdas frecuentemente: lisozima, malato-deshidrogenasa y Glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa. (13)

Las enziinas anteriores presentan las siguientes caracteristicas:
a)  Tienen actividad enzimatica elevada a concentraciones bajas de sustrato.

b)  Poseen actividad y estabilidad elevadas, al pH 6ptimo para la unién
antigeno-anticuerpo.
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c)  Miden la actividad enzimdtica de forma econdmica y sensible.

d) Conservan su actividad enzimatica al acoplarse al antigeno o al
anticuerpo, para formar el conjugado.

e) Estabilidad en el conjugado al almacenarse.

f)  Puraa bajo costo.

g)  Deben ser solubles.

h)  Ausenciaen ios fluidos biolégicos.

i) . Que no forme compuestos de alto riesgo para la salud. (1)

Aplicaéiones del EIA heterogéneo en la deteccion de agentes
infecciosos.

El ensayo inmunoenzimético se ha utilizado para identificar bacterias
patégenas como son: Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Brucella abortus,
Neisseria gonorrhoeae, Mycobacterium tuberculosis, entre otras.

En las infecciones virales el EIA puede detectar virus como Herpes
simplex, virus Epstein Barr, el virus de la rubeola, citomegalovirus, el antigeno
de superficie del virus de la hepatitis tipo B, los virus de la hepatitis tipos A, C,

y D, el virus de inmunodeficiencia humana y otros.
Algunas aplicaciones de esta técnica en enfermedades parasitarias, son

las determinaciones de: Plasmodium falciparum, Schistosoma mansoni,

Trypanosoma cruzi y Toxoplasmna gondii. (18)
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VENTAJAS DE LOS ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS

1.  Sensibilidad elevada debido al efecto amplificador de la enzima, que
puede actuar sobre numerosas moléculas de sustrato.
2. Tiempo de vida prolongado.

Seguridad en su uso.

Existen otras pruebas inmunoenzimaticas con sensibilidad aumentada,
como son: ensayos de inhibicion, RELIA (Release Enzyme Linked
Immunosorbent), EASIA (Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay), y
ACMIA (Affinity Column Mediated Immunoenzymometric), entre otras. (1) |

2.6 INMUNOFLUORESCENCIA

La Inmunofluorescencia es una técnica inmunocitoquimica que utiliza
anticuerpos o antigenos conjugados con un compuesto fluorescente. Esta

técnica se emplea para detectar antigenos en tejidos o en células.

El anticuerpo se conjuga con un compuesto fluorescente, que se agrega a
los tejidos y se fija a sus antigenos, formando un complejo inmune estable. El
anticuerpo libre se elimina por lavado y la preparacion se examina en un

microscopio de fluorescencia.

Las preparaciones se pueden observar en un microscopio adaptado con
una lampara de luz excitadora (UV), la cual es absorbida por el fluorocromo



que emite una luz de menor intensidad (luz fluorescente). La fluorescencia se

observa por medio de luz incidente, que produce la maxima emision de luz. (1)

El isotiocianato de fluoresceina que emite un color verde a 517 nm, y el
isotiocianato de tetrametil rodamina que emite un color rojo a 580 nm, son los

dos fluorocromos mas utilizados para marcar antigenos o anticuerpos.

La inmunofluorescencia consta de tres pasos: 1. Preparacion de
anticuerpos purificados. 2. Conjugacién con tincién fluorescente y 3. El
procedimiento de tincion.

El antisuero para el antigeno que se busca, se obtiene de especies
heterdlogas o de anticuerpos monoclonales. Se separa la fraccion y-globulina y

se conjuga con el fluorocromo.

El método de inmunofluorescencia directa, utiliza un anticuerpo marcado

con un fluorocromo, que reacciona directamente con el antigeno.

En el método de inmunofluorescencia indirecta, un primer anticuerpo no
marcado reacciona con el antigeno, en seguida reacciona con una anti-
inmunoglobulina conjugada con un fluorocromo. El uso del segundo anticuerpo
proporciona una mayor sensibilidad, figura 9.

Algunas aplicaciones de la inmunofluorescencia son: Deteccion de

antigenos y anticuerpos en la superficie y dentro de las células. Deteccion de
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Directa Indirecta Indirecta amplificada
con complemento
Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo
fluoresceinado
vur Lavar Lavar
Abadir anticuerpo Afiadir complemento
ﬂntl - Ig Nuoresceinado .
Lavar Lavar
Afadir anticuerpo
anti-C3 fluoresceinado
e Ravar ]

Figura 9. Inmunofiuorescencia Directa, Indirecta e Indirecta amplificada con complemento.
Directa. Los anticuerpos fluoresceinados se aplican sobre el corte de tejido, s¢ lncuban y s¢ lavan.

Indirecta. El snticuerpo se aplica sobre ¢l corte y luego, después de lavarlo, se aBade un segundo antlcucrpo
fluoresceinado contrs Is Inmunoglobulina del primero.

Indirccta amplificads por el complemento. Se aplica ¢} anticuerpo y después de lavar, se sfiade compicmento
fresco, que se fija alrededor del Jugar donde se han unido los anticuerpos. Las moléculas de C3b fijadas al corte,

se visualizan después con un antisuero anti-C3 fluoresceinado. Tomada de Roitt (14).



depositos de complejos inmunes y de autoanticuerpos en suero (ANA).
Identificacion rdpida de microorganismos en tejidos o en cultivos.
Identificacion de antigenos especificos de tumor en tejidos neopldsicos.
Identificacion de células en suspension, es decir, antigenos en la membrana de
células vivas. (16).

La sensibilidad de la inmunofluorescencia es mayor que con la técnica de

fijacion de complemento, y menor que con la Inhibicion de la hemaglutinacion.

Otro tipo de prueba es la Fluorescencia cuantitativa, que utiliza antigenos
marcados con fluorocromo. Mediante un microfluorémetro se mide la cantidad
de luz emitida por una muestra fluorescente. Esta técnica mide IgG; IgA e

IgM, C3 y C4, y anticuerpos antinucleares y anti-DNA.

Una técnica que también utiliza la fluorescencia, es la denominada
Sistema de biotina y avidina. La biotina se une en forma covalente a un

anticuerpo, y después reacciona con la avidina acoplada al fluorocromo.

El inmunoensayo fluorescente (FIA) se emplea para detectar la presencia
de anticuerpos contra rubeola, contra toxoplasmosis y contra varios virus. Esta
técnica efectia la medicion cinética de las reacciones antigeno-anticuerpo, al

disminuir la interferencia de la fluorescencia de fondo. (12)

La modificacion de la técnica de inmunofluorescencia indirecta, produjo
la prueba Indirecta amplificada por el complemento, que detecta anticuerpos
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fijadores del complemento. Después de adicionar el anticuerpo se aiade
complemento, que se fija alrededor del lugar donde se unieron los anticuerpos.
Una molécula de anticuerpo puede causar la fijacion de varias moléculas de
C3b al tejido, las cuales se visualizan con antisuero anti-C3 fluoresceinado,
figura 9. (14)

2.7 RADIOINMUNOANALISIS

El analisis de captador y ligando es un importante método desarrollado
recientemente. Este andlisis cuantifica hormonas, medicamentos, marcadores
tumorales y alergenos. También permite la deteccion rapida de antigenos
bacterianos y virales, y de anticuerpos en enfermedades infecciosas como
hepatitis y SIDA.

Los analisis de captador y ligando tienen las siguientes caracteristicas:
emplean estandares para comparar los resultados de las muestras, los reactivos
inmunoldgicos Se separan en fase sélida o liquida, y utilizan una forma de
deteccion para medir la interaccién entre el ligando y el captador.

En este método el analito (molécula de interés), reacciona con una

proteina captadora, que frecuentemente, es un anticuerpo. Por su funcion al

reaccionar con el captador, el analito se denomina ligando.
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El Radioinmunoanalisis es uno de los mas importantes métodos de
analisis de ligando, que comprende las etapas de calibracion, interpolacion y

control de calidad.
CALIBRACION

La calibracion incluye los eventos de: 1. Reaccion entre el captador y el
ligando. 2. La particion y separacion. 3. Medida de la respuesta. y 4.

Creacion de una curva de calibracion.

En la reaccion de captador y ligando, la calibracion requiere de
estandares o calibradores, los cuales son diluciones del analito de
concentracién conocida. En seguida se adicionan diferentes cantidades de
calibrador a una serie de mezclas de anticuerpo con marca.

El paso mas importante en el RIA, es la competencia entre el analito
marcado y el no marcado, por los sitios de captacion del anticuerpo. La marca
que estd unida al anticuerpo se denomina fraccion unida y la marca que esta

libre en la solucion es la fraccion libre.

La particion utiliza métodos que secuestran al captador y a los complejos
captador-ligando. Estos métodos pueden ser:

a)  Extraccion salina de proteina, usando sulfato de sodio o de amonio.

b)  Desnaturalizacion y precipitacion de proteinas por solvente, mediante
metanol, etanol o acetona.
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¢)  Precipitacion, con polictilenglicol o con un anticuerpo dirigido contra el

primero.

La separacion rapida de la marca unida o libre, se logra inmovilizando el
captador a una fase solida tal como una particula macroscopica o al tubo de
ensaye de reaccion. El método de adsorcion de ligando libre permite eliminar
la fraccion libre, usando carbén, resina de intercambio idnico, celulosa o
sephadex.

La separacion fisica de las fracciones unida y libre, se efectiia por
centrifugacion y filtrado.

La medida de la respuesta se efectia por el método de la cuenta
radiactiva. Para un emisor alfa o beta se utiliza un contador de centelleo y para

un emisor gamma se usa un contador gamma de cristal solido.

La creacidn de una curva de calibracion permite obtener Ia relacion entre

la concentracién del calibrador y la respuesta de la muestra,
INTERPOLACION

La respuesta se utiliza junto a la curva de calibracién, para estimar la
concentracion de un analito.

34



CONTROL DE CALIDAD

Los resultados deberan estar entre limites de confianza determinados

estadisticamente.

El analisis de ligando se divide en base al método de marcacion con

radioisdtopaos, en:

D Andlisis inmunorradiométrico (IRMA). En este método, el captador (un
anticuerpo), es el que estd marcado, en lugar del ligando.

2)  Anilisis de emparedado. El ligando reacciona con un anticuerpo
inmovilizado sobre una fase sdlida. En seguida, se adiciona un segundo
anticuerpo radiomarcado, que reacciona con el ligando en un sitio
distinto. Este método ticne especificidad quimica aumentada, debido al

uso de dos sitios antigénicos diferentes.

Los métodos de andlisis se comparan también de acuerdo al método de
marcacion y se denominan: Meétodos de reactivo limitado (o competitivo) y

Meétodos de exceso de reactivo (o no competitivo),

EIRIA es un método de reactivo limitado, donde el ligando marcado y el
no marcado compiten por una cantidad limitada de captador. La sensibilidad
del RIA es de 10-14 mol/L.
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El analisis de ligando mide la reactividad inmunoquimica de un analito.

(16)

Para la radiomarca se usan diversos radioisotopos, el 251 es el mds
usado para marcar péptidos, proteinas y tironinas, y el 3H es usado més
frecuentemente para esteroides. Para sustancias tales como drogas en la sangre,

pueden ser usados isétopos de mas larga vida, tales como 14C.

El !125] es el mas usado para la radioyodacion de péptidos u hormonas
proteicas. Este isotopo tiene una vida media de 60 dias y es un emisor gamma
poco penetrante, Esta tltima propiedad lo hace proteger los efectos iniciales de
1a radiacion.

Para la reaccién de rédiomarcado, la técnica usada proporciona una
combinacion adecuada de 1251 con la proteina o el péptido a ser marcado, y
minimiza el dafio a la hormona o al péptido (a través de la oxidacion). El yodo
puede ser introducido dentro del residuo tirosilo, por medio de una reaccion
que produce un ién catiénico (l+) del yoduro (I7), disponible del Nal25
comercial a través de oxidacion. Esta forma activa interactia con la mitad

hidroxilo fenélico cargada, en el residuo tirosilo de una proteina o péptido.

1. I + HOH agente oxidante HOHI™ + I
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[
2. HOHIT + proteinxn—@—o"-:‘_’protema@O' + HY +H20

El método de radioinmunoandlisis posee sensibilidad elevada, en la
deteccion de antigenos y anticuerpos, y permite efectuar una gran cantidad de

pruebas en poco tiempo, figura 10.

Los reactivos usados en el RIA son de bajo costo, y los resultados estan

dados en términos de alguna referencia o material estandar.

Las técnicas de RIA tienen habilidad para medir cantidades

extremadamente pequeilas de proteinas y hormonas en liquidos corporales. (10)
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1, Sesusibilizar la placa
con antigeno C:: D

2. Lavar & Avtigene

3. ARadir anticuerpo 2:1
problema 4¢

4. Lavar

S, Atadir ligando @ ._,v
radiomarcado 1\ _,I/—g 7\
Ligando

vadiowrmmade

6. Lavar

3¢

7. Recueato

Figura 10, Radioinmunoandlisis. 1. El antigeno, se adsorbe a la placa de plistico. 2.
El antigeno libre se elimina por lavado. 3. El anticuerpo se une al antigeno 4. Los
auticuerpos no unidos se eliminan por lavado. 5. El anticuerpo se detecta mediante un
ligando radiomarcado (otro anticuerpo contra el primer anticuerpo). 6. El ligando no
unido se elimina mediante lavado. 7. La radiactividad de la placa se cuenta en un
contadory . Tomada de Roitt (14).



3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR QUE
DETECTAN CIERTOS MICROORGANISMOS
PATOGENOS

Las técnicas basadas en hibridacion de acido nucleico han aumentado
bastante dltimamente. Existen diversas pruebas con DNA, que se usan
rutinariamente en muchos laboratorios de diagnostico, para la confirmacion del

cultivo y para la deteccién directa de patogenos en muestras clinicas.

Las pruebas basadas en la hibridacion y en la amplificacion de acidos
nucleicos, contribuyen al entendimiento de la patogénesis de muchas

enfermedades infecciosas.

Las pruebas con dcidos nucleicos usan seginentos de DNA o RNA, que
se pueden investigar afuera y unirlos a sus secuencias complementarias, para
formar una nueva molécula doble. Los segmentos se marcan con enzimas,
radioisdtopos o moléculas quimioluminiscentés, para detectar ficilimente la

formacién de moléculas dobles.

Como todos los microorganismos tienen alguna secuencia de nucleétidos
tinica en sus genomas, ésta puede ser utilizada como huellas digitales para su
identificacion rdpida. La gran especificidad de esta técnica y la rapidez de las

reacciones de hibridacion, disminuyen el tiempo para obtener los resultados.
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Las pruebas moleculares para identificar microorganismos pueden usarse

en dos fonmnatos:

1. Se usan para la Confirmacion del cultivo, identificando microorganismos de
un medio semisolido o en caldo. Principalmente se han identificado a
Mycobacterium tuberculosis, M. avium y M. intracellulare, creciendo en
medios solidos, y se ha disminuido el tiempo para identificar estos

microorganismos, de semanas a horas.

También se usan para identificar virus creciendo en cultivo celular, como

son los virus Herpes simplex, citomegalovirus y adenovirus.

2. Deteccion directa de patogenos en muestras clinicas. Este procedimiento
utiliza sondas de DNA, es rapido y especifico. Las sondas de dcidos nucleicos
tienen habilidad para detectar agentes infecciosos directamente en muestras
clinicas, evitando la necesidad del cultivo. Las sondas para los
microorganismos Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae, Legionella
pneumophila, Mycoplasma pneumoniae y sondas de toxinas estables al calor

de E. coli, estan disponibles comercialmente. (17)
3.1 SONDAS DE DNA
Para la deteccion mas rapida y precisa de microorganismos, en muestras

clinicas, se han desarrollado técnicas genéticas. Las sondas de DNA son una
de estas técnicas.
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Una sonda es una secuencia de acidos nucleicos de una sola cadena, que
hibrida especificamente con su cadena complementaria. La  técnica  para
obtener una sonda requiere la desnaturalizacion del DNA, mediante el proceso
de separacion de las cadenas de DNA, cuando se somete a una temperatura
suficiente para romper los puentes de hidrogeno, que unen a las bases

apareadas.

Una solucion que contiene cadenas individuales de DNA, puede ser
utilizada para reconstituir el DNA nativo. La renaturalizacion se utiliza para
demostrar la relacion genética, de fragmentos de DNA obtenidos de diferentes
microorganismos, para detectar una especie complementaria particular de RNA
o para localizar secuencias de bases especificas, en un segundo fragmento de
DNA. La dltima aplicacion es la base del proceso conocido como hibridacion
del DNA.

La enzima DNA polimerasa I (Pol I), corta solo una de las cadenas de la
molécula de DNA de doble hélice. Luego puede sintetizarse una cadena de
nucledtidos complementaria a la cadena no cortada, comenzando por el punto
de corte. Esta cadena tinica, marcada, del DNA, pasa a ser la sonda especifica
para detectar secuencias especificas de acidos nucleicos, en microorganisimos o

en muestras clinicas.

Ciertas sondas de DNA se encuentran disponibles comercialmente, y
algunas de sus aplicaciones son:
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1. Procesamiento de un gran niumero de muestras en estudios

epidemioldgicos, como se hace en el estudio del origen de especies

bacterianas, implicadas en brotes de enfermedades infecciosas.

2.  Deteccion de agentes patogenos en muestras clinicas, como

citomegalovirus, rotavirus y otros.

Las sondas de DNA pueden detectar particulas microbianas aun después
de que el microorganisino no esta vivo. La deteccion de secuencias especificas
de genes, se puede realizar con gran sensibilidad, en presencia de grandes

concentraciones de DNA heterologo. (9).
32 PCR

La reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica molecular
que efectia el aumento en la cantidad de una secuencia de nucledtidos
especifica, contenida dentro de un microorganismo, por un proceso de sintesis
de DNA dirigida. '

La técnica de PCR se usa para encontrar cantidades muy bajas de un
agente infeccioso presentes en muestras clinicas. Consiste de tres pasos:
I.  Desnaturalizacion del DNA presente en la muestra.
2. Unién de los primers (segmentos cortos de DNA complementario a los

extremos 5'y 3', de la secuencia que va a ser amplificada).
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3. Extension de los primers por Ja DNA polimerasa, para producir dos
cadenas de DNA que son copias idénticas de la cadena blanco original,

De esta forma, se amplifica el DNA localizado entre los dos primers.

La mayor parte del DNA producido consiste de productos pequeiios, que

representan solo el area entre los primers oligonucledtidos.

El proceso de ciclado involucra alternativamente calentamiento de la
mezcla de reaccion a 95 °C y luego enfriamiento a 50 °C, y el uso de una DNA
polimerasa termorresistente obtenida del microorganismo Thermus acuaticus.

La reaccion continuia en un tubo sellado, para evitar la contaminacion.

La técnica de PCR se puede utilizar para detectar microorganismos
patdgenos, como los virus de inmunodeficiencia humana, citomegalovirus, virus
de la hepatitis B, papilomavirus humano, poliomavirus, E. coli enterotoxigénica

y muchos otros agentes infecciosos.

Tres puntos clave, en el uso de la técnica de PCR para detectar un
microorganismo en una muestra, son: 1) Deben ser construidos primers
especificos, lo que significa que, los datos de la secuencia de nucledtidos, esta
disponible para el organismo en cuestion, 2) La prueba de PCR debe ser
conducida bajo condiciones de fuerza idnica, temperatura, y concentraciones
del primer y del nucledtido, estrictamente controladas. 3) Los ensayos deben

ser conducidos controlando la contaminacion por DNA extraiio a la muestra.

La técnica de PCR es un procedimiento muy especifico y efectivo. (17)
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4, DETECCION INMUNOLOGICA DE MICROORGANISMOS
PATOGENOS, EN EL BANCO DE SANGRE

En este capitulo se describe la deteccion de los microorganismos que
causan hepatitis, SIDA, sifilis e infeccion por citomegalovirus, mediante

métodos inmunolégicos, en el banco de sangre.

Los microorganismos patogenos que se detectan rutinariamente en los

bancos de sangre son: los virus de la hepatitis tipos B y C, Treponema

pallidum, y el virus de inmunodeficiencia humana. Otros microorganismos que

también se detectan, en la mayoria de los bancos de sangre son: Brucella

abortus, el virus de la hepatitis tipo A y citomegalovirus.

El método utilizado en el banco de sangre del Instituto Nacional de
Cancerologia, para la identificacion de los virus de la hepatitis tipos A, B,y C,
del virus de inmunodeficiencia humana y de citomegalovirus, es el Ensayo
inmunoenzimatico (EIA). Para la determinacion de Treponema pallidum, se

emplea la prueba rapida de reagina en plasma. (RPR).

La determinacion de los microorganismos mencionados, se realiza en
cumplimiento a la norma que regula la utilizacién de sangre humana y sus
componentes, con fines terapéuticos, publicada en el Diario Oficial de la

Federacion, por la Secretaria de Salud. (4)
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En relacion a la identificacion de microorganismos causantes de
enfermedades infecciosas, la Secretaria de salud exige que se efectien
obligatoriamente, a todas las unidades de sangre para uso en transfusion, las

siguientes pruebas:

- Ensayo inmunoenzimatico o prueba de aglutinacion pasiva, para la
identificacion del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

- Ensayo inmunoenzimédtico para la determinacion de anticuerpos
contra el virus de la hepatitis C.

- Ensayo inmunoenzimatico o prueba de aglutinacion pasiva, para la
deteccion de anticuerpos contra el virus de inmunodeficiencia humana,

- Aglutinacion de particulas para la identificacion de reaginas contra sifilis.

Otras pruebas que se deben aplicar a las unidades de sangre,

dependiendo de cada caso, son:

Pruebas para donadores de sangre con antecedentes de haber padecido

paludismo, que puede ser cualquiera de las siguientes:
- Biisqueda microscopica de Plasmodium, mediante extendidos de sangre
teflidos, examen de gota gruesa o con microtubo con naranja de acridina.

- Inmunofluorescencia o ensayo inmunoenzimatico.

Para los disponentes que hayan padecido o que residan en zonas de

riesgo para brucelosis, se practicara cualquiera de las siguientes pruebas:
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- Aglutinacion en placa con antigeno tefiido con rosa de bengala.

- Aglutinacion con 2-mercapto-etanol.

Para los donadores que residan o procedan de zonas endémicas de
Tripanosomiasis americana, se aplicara cualquiera de las pruebas siguientes:
- Ensayo inmunoenzimatico
- Fijacién del complemento
- Hemaglutinacion indirecta
- Aglutinacién directa

- Inmunofluorescencia indirecta

Los métodos inmunologicos empleados, son los de las casas comerciales
que ganan el concurso establecido por el Instituto Nacional de Referencia
Epidemiolégica (INDRE), y la Secretaria de Salud, dispone que se efectiien en

sus instituciones.

La identificacion de los microorganismos causantes de hepatitis, SIDA,
sifilis, y de infeccion por citomegalovirus, en el banco de sangre, se resume a
continuacion,

4.1 DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS TIPO A

La determinacion de anticuerpos contra el virus de la hepatitis tipo A en

suero, se efectia por medio de un Ensayo inmunoenzimatico indirecto
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(HAVAB EIA, 83-2449/R 7), que presenta sensibilidad elevada y un costo
bajo.
FUNDAMENTO

El antigeno del virus de la hepatitis A fijado a la superficie de una esfera
de plastico, se une al anticuerpo anti-VHA de la muestra problema, o al
conjugado que estd formado por anti-VHA y peroxidasa de rabano (anti-
VHA:HRPO), si no estan presentes anticuerpos anti-VHA en el suero. Luego
se adiciona la solucién sustrato de o-fenilendiamina conteniendo H202, y se
produce una reaccion colorida. La intensidad del color se cuantifica en un
espectrofotometro. La cantidad mayor de anticuerpo anti-VHA, posee el valor

mas bajo de absorbancia,

PROCEDIMIENTO.

a)  Sediluye cada muestra en solucién amortiguadora de fosfato.

b)  El control negativo (plasma humano no reactivo para anticuerpo anti-
VHA), el control positivo (plasma humano reactivo para anticuerpo anti-
VHA) y los sueros problema, se colocan en los pozos de una placa de
reaccion.

c)  El antigeno del virus (humano) de la hepatitis A se encuentra unido a
esferas de poliestireno. Se adiciona una esfera a cada pozo con muestra
o con un control,

d) El conjugado constituido por anticuerpo contra virus (humano) y
peroxidasa de rabano, se adiciona a cada pozo y se incuba la placa
durante tres horas a 40° C,
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e) Las esferas se lavan tres veces, con agua destilada.

f)  Se adiciona la solucién sustrato de o-fenilendiamina, diluida en
amortiguador de citrato-fosfato y peréxido de hidrogeno al 0.02 %. La
placa se incuba a temperatura amnbiente por 30 minutos.

g)  Lareaccion de la peroxidasa se detiene con H2SO4 1 N. Para la lectura
de los resultados se miden las absorbancias de los controles y de las
muestras problema, en un espectrofotometro para placas, a una longitud
de onda de 492 mn.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

El punto de corte es la absorbancia media del control negativo mas un
factor. La presencia de anticuerpos anti-VHA se determina al comparar el valor

de la absorbancia de la muestra con el punto de corte.

Los resultados se obtienen por medio de calculos, efectuados
automdticamente. Las muestras con valores de absorbancia menores que o
iguales al punto de corte, son inicialimente positivas para el anticuerpo anti-
VHA. Estas muestras se deben probar de nuevo, si vuelven a dar reaccion, se
consideran positivas.

Las muestras con valores de absorbancia mayores que el punto de corte,

son negativas para el anticuerpo anti-VHA,
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Este procedimiento posee gran sensibilidad. La cantidad de anticuerpo
anti-VHA en una muestra, es inversamente proporcional a su absorbancia.

La especificidad de esta prueba se demuestra en la determinacion de una
gran elevacion de anticuerpos, en las muestras de los pacientes que presentan

una infeccion reciente con virus de la hepatitis tipo A.
4.2 DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS TIPO B

El antigeno de superficie del virus de la hepatitis tipo B (AgHBs), en
suero o plasma humanos, se detecta por medio de un ensayo inmunoenzimatico
tipo sandwich o doble anticuerpo, (MONOLISA AgHBs, 72204).

FUNDAMENTO

La técnica utiliza tres anticuerpos monoclonales, que se unen a los
diferentes subtipos del AgHBs. Un anticuerpo monoclonal recubre la fase
solida, la cual es una microplaca de poliestireno. Los otros dos anticuerpos
monoclonales se encuentran unidos a la enzima peroxidasa, y forman el

conjugado enzimatico.

Los controles y las muestras se distribuyen en la placa, y se les adiciona
el conjugado. Después de la incubacion se lavan los pozos y se adiciona el
sustrato, para producir la actividad de la enzima, unida a la fase solida. La
reaccion se suspende con acido sulfiirico y en seguida se lee la absorbancia en
cada pozo.

48



b)

PROCEDIMIENTO

A la placa que esta recubierta por un anticuerpo monoclonal anti-AgHBs,
se le adiciona control negativo (suero humano sin anticuerpos contra el
AgHBs), control positivo (suero humano con los subtipos ad y ay del
AgHBs y las muestras.

Se le adiciona el conjugado (dos anticuerpos monoclonales anti-HBs y
peroxidasa), a cada pozo y s'e incuba la microplaca 45 minutos a 40° C,
con agitacion.

Se lava la placa con solucion de lavado (amortiguador con NaCl, Tris,
pH = 7.4), cinco veces.

Luego se adiciona solucién de o-fenilendiamina, 2HC1 (diluida en
amortiguador de citrato de sodio y H202), y se incuba la microplaca
durante 30 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad.

Se detiene la reaccion con H2SO4 4N.

Se leen las absorbancias a 492 nm, antes de que transcurran 30 minutos.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Las muestras con absorbancia menor que el punto de corte, son negativas

para el AgHBs,

Las muestras con absorbancia mayor o igual al punto de corte, son

inicialmente positivas para el AgHBs. Estas muestras se deben volver a probar
y si dan nuevamente reaccion, se consideran positivas.
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Esta técnica permite la determinacion cuantitativa < | AgHBs, con una

sensibilidad elevada y gran especificidad.
4.3 DETECCION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS TIPO C

La identificacion de anticuerpos contra el virus de la hepatitis tipo C
(VHQC), se efectiia mediante un método inmunoenzimatico indirecto cualitativo
(ABBOTT HCV EIA, 82-5260R 5). ‘

La mayoria de los casos de hepatitis post-transfusion, son causados por
un virus identificado como tipo C. El virus de la hepatitis tipo C se ha
determinado en pacientes que no presentan anticuerpos contra los virus de la
hepatitis tipos A 'y B, contra citomegalovirus o contra el virus Epstein Barr, y

que tampoco tienen otras causas de hepatitis.

FUNDAMENTO

El suero se diluye y se incuba con una esfera de poliestireno, recubierta
con antigeno del VHC. Si el anticuerpo anti-virus de la hepatitis C estd
presente en la muestra, se une al antigeno. Después se lava la esfera para
eliminar los anticuerpos no unidos. El complejo esfera-antigeno-anticuerpo se
incuba con una solucion de conjugado enzimatico, formado por anticuerpos
anti-IgG humana, marcados con peroxidasa de rabano. Las inmunoglobulinas

humanas unidas a la fase sélida, se detectan al unirse al conjugado.
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Las esferas se lavan nuevamente para remover el conjugado no unido.

Luego, se adiciona solucién de o-fenilendiamina que contiene peroxido de

hidrogeno, la cual después de la incubacion, desarrolla un color amarillo-

anaranjado, proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-VHC unidos a la

fase solida.

Los reactivos empleados son los mismos que los usados para la

determinacion del virus de la hepatitis A, excepto los siguientes:

1.
2,

Antigeno de VHC (tDNA) (£. coli, levadura).

Conjugado de anticuerpo anti-IgG humana (cabra) y peroxidasa de
rabano.

El diluyente de conjugado contiene sueros bovino y de cabra, y tampon
TRIS.

El control positivo consiste de plasma humano con anticuerpos contra el
VHC.

El control negativo contiene plasina humano sin anticuerpos contra el
virus de la hepatitis C.

El diluyente de muestras estd formado por tampén TRIS, Triton X-100,

lisado de E. coli/CKS, extracto de levadura/SOD y sueros bovino y de
cabra.

El procedimiento que se emplea para detectar al virus de la hepatitis C,

es similar al descrito para la deteccion del virus de la hepatitis tipo A. Los

resultados también se obtienen por medio de un espectrofotometro.
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EVALUACION DE LOS RESULTADOS

La presencia de anticuerpos contra el VHC, se determina al comparar la

absorbancia de la muestra con el punto de corte.

Las muestras con valores de absorbancia menores que el punto de corte,
son negativas. Las muestras con absorbancias tayores o iguales al punto de
corte, son reactivas. Si al repetirse vuelven a dar reaccion, son positivas para

anticuerpos contra el VHC.

Esta técnica proporciona la deteccion cualitativa de anticuerpos contra

proteinas de las regiones del genoma del VHC,

La sensibilidad de este método se demostré en la deteccién de muestras
positivas, en personas infectadas con el VHC. La especificidad del ensayo
también se comprobd en la deteccién de muestras negativas, en donadores de

sangre.
Debido a que ciertos donadores de sangre pueden ser portadores del

virus de la hepatitis tipo C y transmitirlo a receptores, esta prueba es obligatoria
en el banco de sangre.:
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44 DETECCION DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA
~ HUMANA (VIH)

La determinacion del anticuerpo contra el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH-1) en suero, se realiza por medio de un ensayo inmunoenzimatico
indirecto, (ABBOTT HIV-1 EIA RECOMBINANTE, 82-2454/R 6).

Los agentes etiologicos del SIDA son retrovirus, pertenecientes a los
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que los han designado
conjuntamente como HIV-1. Estos virus se transmiten por contacto sexual o

por transfusion de sangre.

FUNDAMENTO

Las esferas recubiertas de antigenos HIV-1 core y env denivados del
DNA recombinante, se incuban con las muestras y con los controles, junto con
el diluyente de muestras. Los anticuerpos anti-HIV-1 core y anti-HIV-1 env,
presentes en la muestra, se unen a los antigenos de los HIV-1. Después de
lavar las esferas, se incuba el complejo antigeno-anticuerpo unido a ellas, con

anticuerpo anti-IgG humana conjugado a peroxidasa de rabano.

Después se elimina el conjugado enzimatico no unido, por medio de
lavados, y se aiiade una solucion de o-fenilendiamina. La reaccion de la
solucién sustrato de o-fenilendiamina con la peroxidasa, produce una
coloracion, cuya intensidad es directamente proporcional a la cantidad de

anticuerpos anti-HIV-1, presentes en la muestra.
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Los reactivos requeridos para este procedimiento, diferentes a los

utilizados en la deteccion del virus de la hepatitis tipo A, son:

1.  Antigeno HIV-1 (rDNA) fijado a esferas de poliestireno.

2. Conjugado de anticuerpo anti-IgG humana (cabra) y peroxidasa de
rdbano.

3. Diluyentes de muestras y del conjugado constituidos por sueros
bovino y de cabra.

4.  Control positivo compuesto por plasina humano inactivado, reactivo
para el anticuerpo anti-HIV-1.

5. Control negativo que contiene plasma humano no reactivo para el
anticuerpo anti-HIV-1.

El procedimiento para la deteccion de anticuerpos contra las proteinas de'
la envoltura y del cuerpo viral del HIV-1, es semejante al efectuado para
identificar al virus de la hepatitis tipo A. Los resultados también se obtienen
automadticamente.

EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Las muestras con valores de absorbancia inferiores que el punto de corte,

son negativas para el anticuerpo anti-HIV-1.
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Las muestras con valores de absorbancia iguales o superiores al punto de
corte, y que ya fueron repetidas, se consideran positivas para el anticuerpo
contra el HIV-1,

Las muestras inicialmente positivas, que después de repetir la prueba,

son negativas, se deben volver a analizar.

Una de las principales aplicaciones de la determinacion de anticuerpo
anti-HIV-1, es la seleccion de donadores de sangre, para poder eliminar las
unidades que contengan al anticuerpo. La presencia del anticuerpo anti-HIV-1
no deternina el diagnostico de SIDA, el cual requiere de pruebas
confirmatorias,

La sensibilidad de esta técnica fue igual al 100%, en base a la
determinacién de anticuerpos contra el HIV-1, en pacientes con SIDA.

Este ensayo reveld una especificidad de 99.84%, en base a una
prevalencia del anticuerpo contra el HIV-1, igual a cero, en donadores de
sangre.

4.5 DETECCION DE Treponema pallidum

La deteccion de reaginas contra Treponema pallidum en suero o plasma,

se realiza por medio de la prueba répida de reagina en plasma (Licon, RPR,
0257R8S).
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Las pruebas para el diagnostico de sifilis se dividen en dos:
1.  Pruebas treponémicas. Estas técnicas utilizan antigenos de Treponema
pallidum para detectar anticuerpos. Las pruebas que se usan mas
frecuentemente son la Inmovilizacion de Treponema pallidum, la Absorcion de

anticuerpos treponémicos fluorescentes y la Hemaglutinacion indirecta.

2. Pruebas no treponémicas.Estas prueban usan un antigeno homologo a
Treponema pallidum, que se extrae de lipidos de tejido cardiaco bovino
(cardiolipina), La prueba mas conocida es la de floculacion llamada VDRL
(Venereal Diseases Research Laboratory). La modificacion de ésta prueba,
onginé la RPR (Rapid Plasma Reagin), que es una prueba mas sensible y
rapida.

Los anticuerpos que se producen en respuesta a la infeccion por T.
pallidum, son de dos clases: 1. Anticuerpos reaginicos, biologicamente
inespecificos. 2. Anticuerpos contra T. pallidum, que producen aglutinacion,

adherencia inmune, fijacién de complemento e inmovilizacion.
Los reactivos y el material utilizado en esta prueba, son los siguientes:

1. Antigenode 7. pallidum es una solucion alcohdlica-cardiolipina-
colesterol-lecitina.

2. Tarjetas con 10 circulos de 18 mm cada una.
Tubos gotero de poliestireno.

4.  AgujaNo. 18 sin bisel.
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b)

Q)
d)

PROCEDIMIENTO CUALITATIVO

Se deposita una gota de suero problema, en un circulo de la tarjeta con
un tubo gotero, y se extiende sobre el drea de reaccion.

Se ailade una gota de suspension de antigeno homogenizada, a cada
muestra, utilizando el frasco gotero al que se le ha insertado la aguja.

Se coloca la tarjeta sobre un rotador a 100 rpm, durante 8 minutos.

Se leen los resultados visualmente, antes de que transcurra 1 minuto,

después del termino de la rotacion.

- INTERPRETACION

Prueba positiva: Aparicion de acimulos definidos.

Prueba negativa: Ausencia de acimulos.

PROCEDIMIENTO CUANTITATIVO

Este procedimiento se efectia con las muestras positivas, obtenidas en la

prueba cualitativa.

a)

b)

Se enumeran cuatro tubos y se les agrega 0.5 ml de solucién salina al
0.9% a cada uno.

Se aftade 0.5 ml de suero problema al tubo nimero | (dilucion 1:2) y se

mezclan bien. De este mismo tubo, aiiadir 0.5 ml al tubo nimero 2 y
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mezclar, y asi sucesivamente, a los siguientes tubos para diluir el suero
1:4, 1:8 y 1:16.

¢)  Se deposita una gota de cada dilucioén sobre un circulo diferente de una
tarjeta. Se extiende ia muestra sobre el drea de reaccion.

d)  Seagrega una gota de suspension de antigeno, a cada dilucion.

e)  Secoloca la tarjeta sobre un rotador a 100 rpm, durante 8 minutos.

f)  Seleela prueba visualmente, antes de que transcurra un minuto.
INTERPRETACION

El titulo del suero problema serd, la dilucion mas alta en la cual todavia
hay acumulos.

La técnica rapida para la deteccion de reagina, no necesita complemnento
inactivado, y requiere poco tiempo y equipo. Esta prueba posee una
sensibilidad elevada y es confiable.

4.6 DETECCION DE CITOMEGALOVIRUS
La deteccion de anticuerpos contra Citomegalovirus, se realiza por

medio de un ensayo inmunoenzimatico indirecto (ABBOTT CMV Total AB
EIA, 83-5289/R 5).

Los citommegalovirus (CMV) causan infecciones virales congénitas y han

sido asociados con infecciones transmitidas por transfusiones de sangre, y por
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transplantes renales y de médula dsea.La exclusion de donadores de sangre

positivos para CMV, disminuye la infeccion por CMV en los receptores.

FUNDAMENTO

Las muestras de suero y los controles se incuban con el antigeno de
CMYV, inmovilizado en esferas de poliestireno. Si esta presente anticuerpo
contra CMV se une al antigeno. El material no unido se desecha y las esferas
se lavan, Después se adiciona un conjugado de anti-inmunoglobulina humana y
peroxidasa de rabano, que reacciona con el complejo antigeno-anticuerpo unido
a las esferas. El conjugado enzimético no unido se elimina y las esferas se
lavan.

En seguida, se afade la solucién de o-fenilendiamina conteniendo
perdxido de hidrégeno, a cada pozo y después de la incubacion, se produce una
coloracién amarillo-anaranjada en proporcion a la cantidad de anticuerpos

contra CMYV unidos a las esferas. La reaccion enzimatica se detiene con acido
sulfurico.

Los resultados se obtienen midiendo la intensidad de color desarrollado,

en un espectrofotdinetro a una longitud de onda de 492 nm,

Los reactivos requeridos para esta técnica, diferentes a los usados en la
deteccion del virus de la hepatitis tipo A son:

I.  Antigeno de CMV, fijado a esferas de poliestireno.
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2. Conjugado  enzimatico, compuesto por anticuerpo  contra
Inmunoglobulina humana (cabra) y peroxidasa de rabano.

3. Control positivo, formado por suero humano con anticuerpos contra
CMV.

4, Control negativo, constituido por suero humano carente de anticuerpos
contra CMV.

5. Amortiguador diluyente de muestras, que contiene suero de temera,

El procedimiento para la determinacion de citomegalovirus también es

similar, al descrito para la deteccion del virus de la hepatitis tipo A.
EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Las muestras con valores de absorbancia iguales o superiores que el

punto de corte, son positivas para anticuerpos contra CMV.

Las muestras con absorbancias menores que el punto de corte, son
negativas para anticuerpos contra CMV,

Este ensayo debe ser usado sdlo para rastreo de anticuerpos, contra -
CMV en muestras de suero, y no constituye un diagnostico de la infeccion por
CMV.
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La deteccion de anticuerpos contra CMV por este método, es mas
sensible y mas especifica, que la ejecutada por el método de Hemaglutinacion
indirecta. Este ensayo tiene gran sensibilidad, especificidad y reproducibilidad.

Algunos métodos que también detectan anticuerpos contra CMV, son:
Anticuerpo  fluorescente  indirecto, Fijacion del complemento,

Hemaglutinacion indirecta e Inmunoensayo fluorescente.
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5. DISCUSION

Los métodos inmunoldgicos requieren de un antigeno purificado o de un
anticuerpo, para poder identificar un microorganismo patogeno. No requieren
del aislamiento del microorganismo en un medio cultivo, por lo cual se

consideran como pruebas rapidas.

Las técnicas de radioinmunoanalisis, inmunofluorescencia y ensayo
inmunoenzimatico, tienen un mayor grado de sensibilidad para detectar
antigenos y anticuerpos de microorganismos. Se emplean frecuentemente para

cuantificar anticuerpos en padecimientos patoldgicos.

El radioinmunoandlisis se puede automatizar para efectuar procesos a
gran escala y requiere de medidas de seguridad especiales para utilizar los

reactivos.

La inmunofluorescencia no es facil de ejecutar en forma automatizada y

se requiere de personal experto para leer los resultados.

El ensayo inmunoenzimatico posee diversas aplicaciones en el
diagnéstico de enfermedades, principalmente las infecciosas, y en especial en
las enfermedades virales, para la deteccidn de antigenos, como el antigeno de

superficie de la hepatitis tipo B, y como los antigenos de los virus del SIDA.



Las pruebas de precipitacion, aglutinacién, fijacion del complemento y
neutralizacion, se usan en la determinacion de antigenos o de anticuerpos de

microorganismos, que causan enfermedades. (2)

La sensibilidad de algunos métodos inmunoldgicos cuantitativos, para la
deteccion de antigenos o de anticuerpos, varia con: la avidez, la concentracion,
los lotes de antisuero, la temnperatura, la duracion de la reaccion y con otros

factores. La sensibilidad de las técnicas tratadas en este trabajo, se considera

enla Tabla 1.

Tabla 1. Sensibilidad de diversos métodos que cuantifican

antigenos y anticuerpos.

Métodos Sensibilidad
( por di)

Radioinmunoanalisis (RIA) < 1 pg
Inmunofluorescencia cuantitativa < 1 pg
Inmunoanalisis enzimatico (ELISA) < 1 pg
Aglutinacion 1 ug
Fijacion de complemento I pg
Electroinmunodifusion doble unidimensional

(contrainmunoelectroforesis) < 0.1 mg
Electroinmunodifusion (electroforesis rocket) < 0.5 mg
Difusion doble en agar (Ouchterlony) < 1 mg
Difusion radial simple <la2 mg
Inmunoelectroforesis 5al10 mg

Obtenida de Stites (16)
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El aislamiento de ciertos virus requiere mucho tieinpo, pero por medio de

métodos fisicos y quimicos, se han detectado antigenos virales en varias horas.

Los virus Epstein-Barr, citomegalovirus, los virus de la hepatitis A, B,
C, D y E, los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), rotavirus,
adenovirus entéricos y papilomavirus, entre otros, son dificiles de aislar en

cultivos de células.

La centrifugacion, agitacion, rotacion, temperatura, pH, 02, la presencia
de iones y ciertas enzimas, mejoran el aislamiento, 1a replicacion y la deteccion
de virus, en cultivos de células. También reducen los tiempos de deteccion

viral y mejoran la propagacién viral. (7)

Existen diversos métodos para la determinacion del VIH, entre los que se
incluyen: Técnicas de citometria de flujo, Genelavia mixt, Vidas HIV 142,y
Abbott Recombinant HIV-1/HIV-2 3rd. Generation EIA. La técnica Westem

blot es un inétodo confirmativo para el anticuerpo contra el VIH.

Tres métodos automnatizados que determinan anticuerpos anti-HIV 1 y
anti-HIV 2, y que poseen una sensibilidad elevada son: Behring Opus/Opus
HIV 142, Boehringer Mannheim ES 300/Enzymun-test Anti-HIV 142 y
BioMerieux Vidas HIV 1+2 ELFA.

La técnica VIDAS HIV 1+2 detecta anticuerpos anti-HIV 1 y anti-HIV

2, sinultaneamente, y utiliza el compuesto 4 MUP (4 metilunbelifosfato),
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como sustrato de la fosfatasa alcalina, el cual produce un compuesto
fluorescente ( 4 metilumbeliferona). Esta técnica se denomina ELFA (Enzyme

Linked Fluorescent Assay). (11)

Las técnicas que se abordaron en este trabajo, se enfocaron en base a su
capacidad de deteccion ¢ identificacion rapida, de antigenos o de anticuerpos

de microorganismos causantes de enfermedades infecciosas.

La deteccion rapida de los virus de la hepatitis tipo A, By C, de los virus
de inmunodeficiencia humana y de citomegalovirus, se efectita por medio del
ensayo inmunoenzimatico (EIA), y la deteccion de Treponema pallidum se
realiza mediante la prueba rapida de reaginas (RPR), en el banco de sangre del
Instituto Nacional de Cancerologia. Esta busqueda se debe a que son los
microorganismos mds potencialmente infecciosos y los que se transmiten por

transfusion sanguinea, mas frecuentemente.

Las técnicas molcculares son muy especificas y rapidas, por lo cual
Juegan un papel importante en la deteccion e identificacion de microorganismos

patogenos.



6. CONCLUSIONES

Los métodos inmunologicos permiten identificar antigenos o anticuerpos

de microorganismos patogenos, en varias horas.

Los ensayos inmunoenzimaticos (EIA) poseen sensibilidad y
especificidad elevadas, y sus procedimientos son sencillos y rapidos. Lo
anterior, los hace convenientes para usarse como pruebas de rutina, en el banco

de sangre.

Dos de las principales aplicaciones de los métodos inmunolégicos son, el
diagndstico de enfermedades infecciosas y la seleccién de donadores de sangre.

La transfusion puede ser un vehiculo de transmision de microorganismos
infecciosos, y producir enfermedades mortales como el SIDA o fatales como la
hepatitis u otras. Debido a esto es de primordial importancia detectar estos
microorganismos, en las unidades de sangre para evitar su transmision, en los

receptores.

Los métodos inmunolégicos son muy empleados en el banco de sangre,
para la deteccion e identificacion rapida de los siguientes microorganismos:
virus de la hepatitis tipos A, B y C, virus de inmunodeficiencia humana,

Treponema pallidum, y citomegalovirus, en las muestras de los donadores de
sangre.
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Las técnicas inmunolégicas descritas son algunas de las mas
frecuentemente usadas, para la deteccion cualitativa o cuantitativa de antigenos
o0 de anticuerpos de microorganismos patdgenos. Estas técnicas proporcionan
resultados confiables y precisos en poco tiempo, ya que algunas pruebas se

concluyen antes de cuatro horas, después de recibir la muestra.

El método inmunoenzimatico indirecto (ELISA) puede cuantificar
concentraciones muy bajas de anticuerpos contra microorganismos infecciosos

y permite efectuar un gran niimero de pruebas en poco tiempo.
Las técnicas de biologia molecular detectan rapidamente, cantidades

muy bajas de microorganismos patégenos, en muestras de pacientes. Estos

métodos son muy especificos.
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