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CAPITULO 12
Inmunodiagnéstico: pruebas primarias

Lucia Maria Campero y Maria Cecilia Venturini

Las pruebas de inmunodiagndstico se clasifican en: primarias, secundarias y terciarias, segun
los microgramos de proteinas que sean capaces de detectar. Las pruebas primarias detectan
pequefias cantidades de proteinas y ejemplos de ellas son:

I Inmunufluorescencia (IF)
Il. Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)
Il Immunoblot (IB)

Inmunofluorescencia

Las pruebas de IF se fundamentan en la deteccién de la unién entre el antigeno con el
anticuerpo especifico, mediante el uso de un conjugado marcado con un fluorocromo. La lectura
de la reaccion se realiza con un microscopio de fluorescencia que emite un haz de luz ultravioleta
de una determinada longitud de onda, que incide sobre el portaobjeto, excitando al fluorocromo
del conjugado, haciendo que éste emita un haz de luz con otra longitud de onda, que sera
registrada por el ojo del observador. Esta prueba se clasifica en indirecta (IFl) y directa (IFD).

La IFI (Figura 12.1) se fundamenta en la deteccién de anticuerpos especificos en sueros
problemas (sueros de animales sospechosos de una determinada enfermedad) utilizando un
antigeno conocido. El antigeno diagnéstico conocido esta ubicado sobre areas definidas, en un
portaobjeto que actia como soporte. Dicho antigeno es producido en laboratorios

especializados, que siguen determinados protocolos para cada agente infeccioso.
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Figura 12.1

Esquema de la Inmunofluorescencia indirecta
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Antigeno conocido

Los pasos de la prueba de IFI se pueden resumir en una primera instancia en que el antigeno
diagndstico conocido se enfrenta al suero problema y se incuba a 37°C durante un periodo de
tiempo, usualmente 30 minutos. Posteriormente, se realiza un lavado, generalmente con una
solucién bufferada de fosfatos (PBS) en agitacion para eliminar todo tipo de union inespecifica.
Si el suero problema tuviera anticuerpos especificos para ese antigeno, quedaran unidos y no
seran eliminados mediante el lavado. Como ultimo paso de esta prueba, se adiciona el
conjugado, formado por la inmunoglobulina anti-especie especifica marcada con el fluorocromo,
por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina. Se incuba nuevamente y se y a realiza un ultimo
lavado. Si en el suero problema habia anticuerpos especificos y se produjo la reaccién antigeno-
anticuerpo, el conjugado anti-especie quedara unido y al observar al microscopio de
fluorescencia se detectara fluorescencia periférica completa, identificando al antigeno

diagnéstico, lo que se expresara como un resultado positivo (Figura 12.2).
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Figura 12.2
Derecha: Microscopio de fluorescencia. Izquierda: Microfotografia de un area del portaobjeto

con un suero control positivo para Neospora caninum

Nota. Fotografias: Archivo del Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA), FCV, UNLP

En caso de que no hubiera habido anticuerpos especificos para ese antigeno, al agregar el
conjugado anti-especie, éste sera eliminado con el lavado. Asi, al observar al microscopio no se
visualizara fluorescencia, indicando un resultado negativo. El suero problema se debe diluir en

PBS, segun el protocolo de la enfermedad que se desea diagnosticar (Figura 12.3).

Figura 12.3

Demostracién de una dilucion del suero problema en PBS sobre una placa de dilucion

Suero

gl 100 100pl 100 100p 1004 100wl

Buffer de fosfato 192 il 100! 100ul 1001 100 i 100 pl
(PBS)

DILUCION 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800

Nota. Fotografias: Archivo del Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA), FCV, UNLP

La IFD detecta la presencia de antigenos desconocidos en una muestra bioldgica problema,
utilizando un conjugado anti-antigeno especifico, que se une al antigeno sospechoso, en el caso
de un resultado positivo.
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Figura 12.4

Esquema de la Inmunofluorescencia directa
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Ej. Diagndstico de Campylobacter: IFD

Se toma el material sospechoso del abomasoy se coloca sobre el area del
portaobjeto.

Los conjugados utilizados en las pruebas primarias indirectas se basan en 1) la obtencién y
purificacion de Igs del suero de diferentes especies y 2) su union con el fluorocromo, en el caso
de IF. Para ello el laboratorio productor, elabora un protocolo de inmunizaciéon de un animal
receptor, por ejemplo, una cabra, un conejo, un caballo, con Igs purificadas obtenidas de una
especie filogenéticamente distante. Las Igs heterélogas, de naturaleza proteica, no son
reconocidas por la especie receptora, que como consecuencia generara anticuerpos. Se seguira
un protocolo determinado de inmunizacion con Igs de otra especie a un animal receptor y luego
de un tiempo se analizar4 el titulo de anticuerpos generados en el animal inoculado. Al corroborar
una determinada concentracion de Igs producidas de acuerdo con el protocolo de inmunizacién,
se sangra al animal y se procede a la purificacién de las Igs. Estas se unen a un fluorocromo si
se tratara de la produccion de conjugados para IF 0 a enzimas si se produjeran conjugados para

pruebas inmunoenzimaticas (ELISA e Immunoblot).

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima. ELISA

La prueba de ELISA o ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima tiene como fundamento
la deteccién de la unién antigeno-anticuerpo mediante el uso de un conjugado que esta marcado
con una enzima. Esta enzima actuara sobre un sustrato y en presencia de un cromégeno se
registrara color (densidad éptica) mediante un lector de ELISA o espectrofotémetro. Las pruebas
de ELISA se pueden clasificar en: ELISA directa, indirecta, de captura y de competencia.

La prueba de ELISA directa se utiliza para la busqueda de antigenos desconocidos, mediante
el uso de conjugados anti-antigenos marcados con una enzima (Figura 12.5). La muestra
biolégica (material donde sospechamos puede estar presente el antigeno) se adsorbe en una

placa de poliestireno con fondo plano y se enfrenta a un conjugado anti-antigeno marcado con
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una enzima, por ejemplo, la enzima peroxidasa. Se realiza una incubacién y luego un lavado. Si
el antigeno esta presente en la muestra biolégica, el conjugado quedara unido. Es necesario
adicionar en una segunda etapa el sustrato sobre el que actuara la enzima, en este caso, el
peroxido de hidrogeno (H202). Junto con el sustrato se adiciona un cromdégeno (ej: cloronaftol).
El cromoégeno es incoloro bajo su forma no oxidada. De modo que, si la enzima contacta con el
sustrato, va a escindir al peréxido de hidrégeno en: agua (H20) + oxigeno (O). Este oxigeno
queda libre y al unirse al cromdgeno, oxidandolo, se vuelve coloreado. Es esta la coloracidon que
se detecta como densidad 6ptica, al medir la placa en un espectrofotdmetro. Dado que luego de
cada incubacion se realiza un lavado, en el caso que no existiera antigeno en el material
biolégico, cuando se adiciona el conjugado anti-antigeno marcado con la peroxidasa, no va a
tener antigeno para unirse y sera eliminado en el lavado. Por eso, al agregar el sustrato con el
cromoégeno, no se detectara reaccion colorimétrica, resultando en una muestra negativa.

En la prueba de ELISA indirecta el antigeno diagnéstico es conocido y se buscan anticuerpos
especificos en el suero problema (Figura 12.5). Luego de la incubacion y lavado se adiciona el
conjugado inmunoglobulina anti-especie especifica unido a una enzima. Se incuba y lava y
finalmente se adiciona el sustrato junto con cromégeno y se cuantifica la coloracion mediante el

espectrofotometro, como se indico para el ELISA directo.

Figura 12.5
Esquema comparativo de los ELISAS directo e indirecto
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Immunoblot

La prueba de IB se fundamenta en la deteccién de inmunoreacciones hacia antigenos
inmunodominantes. Para ello, se realiza una corrida electroforética del antigeno en geles de
poliacrilamida, con el objetivo de separar el antigeno por tamano, donde los epitopos mas
pequefios son los que mas migraran en la corrida. Luego se realiza una inmunotransferencia de
esta corrida desde el gel a un soporte mas fuerte como membranas de nitrocelulosa o de
polivinildifluoreno. Esta membrana con el antigeno separado por peso molecular es lo que actua
como antigeno diagndéstico conocido en la prueba de IB. La membrana sera cortada en tiras y
cada tira se enfrentara al suero problema. Se realiza una incubacion seguida de un lavado, y se
adiciona un conjugado anti-especie especifico marcado con una enzima. Nuevamente se incuba
y se realiza un lavado y finalmente se adiciona un sustrato y un cromégeno. La deteccién de

inmunoreacciones hacia antigenos inmunodominantes revela un resultado positivo (Figura 12.6).

Figura 12.6
Izquierda: Esquema del inmunoblot. Derecha: revelado final del inmunoblot

Pasos del Immunoblot
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Nota. Fotografias: Archivo del Laboratorio de Inmunoparasitologia (LAINPA), FCV, UNLP
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