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Resumen: En este articulo lll, que incluye cinco temas, se introducen las diferentes
técnicas inmunoldgicas que se pueden emplear para valorar la respuesta inmunitaria,
tanto humoral como celular. Los cuatro primeros temas incluyen la valoracién de la
respuesta inmunitaria humoral, comenzando con los términos generales de
sensibilidad y especificidad y progresando hacia las técnicas primarias y las
secundarias. El quinto tema trata de la valoracion de la respuesta inmune de base
celular.

Palabras clave: Técnicas inmunoldgicas. ELISA. Western blot. RIA.
Inmunofluorescencia. Aglutinacidon. Precipitacion. Fijacion del complemento.
Seroneutralizacién. Citometria de flujo. Pruebas de funcionalidad de linfocitos. Ensayos
de citotoxicidad. Ensayos de fagocitosis.

PROLOGO

La valoracion de la respuesta inmunitaria es muy importante en veterinaria, una
profesion eminentemente aplicada en la que es necesario conocer si los animales
estan protegidos y hasta qué grado. En este articulo se incluyen temas que tratan
sobre la valoracion de la respuesta inmunitaria humoral y celular.

Los primeros guiones describen las técnicas inmunoldgicas que valoran el
primero de los dos aspectos, que se basan en el reconocimiento especifico y en la
estabilidad de la unién antigeno-anticuerpo. Estas técnicas son de gran aplicacion en
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Medicina Veterinaria, pues suponen una herramienta esencial del denominado
diagndstico serologico individual o de colectividades, que evalua la respuesta humoral
frente a un antigeno determinado.

Se describen técnicas que permiten el andlisis de grandes colectividades de
animales, como son el ELISA, otras que se emplean para animales individuales, como la
inmunomigracion, o que permiten conocer aspectos concretos de la respuesta inmune,
como la inmunoelectroforesis o Western Blot. Asi mismo, se incluyen otras, que no por
haber sido descritas con anterioridad, han dejado de estar vigentes, como la
aglutinacion o la inmunodifusién en gel de agar. Algunas aplicaciones de estas técnicas
son para la elaboracion de los denominados “seroperfiles”, estudios seroldgicos
seriados realizados en colectividades animales para conocer su perfil inmunoldgico y
sanitario.

Por ultimo, se presenta un guion que describe las técnicas inmunoldgicas que
permiten la valoracion de la respuesta inmunitaria celular, incluyendo cémo se
separan las células que intervienen en la respuesta inmunitaria del resto de
componentes de la sangre y las técnicas que valoran la funcionalidad de las mismas.

TEMAS Y CONTENIDOS DEL ARTICULO

e Tema 13. Anticuerpos monoclonales y sus aplicaciones. Valoracion de la
respuesta inmunitaria de base humoral. Reacciones antigeno-anticuerpo in vitro:
tipos de inmunorreacciones. Concepto de sensibilidad y especificidad. Reacciones
cruzadas. Titulo sérico.

e Tema 14. Reacciones primarias. Inmunofluorescencia. Citometria de flujo.
Radioinmunoanalisis.

e Tema 15: .Enzimoinmunoanalisis. Seroperfiles y su aplicacion en veterinaria.
Western blot. Inmunomigracion. Inmunohistoquimica.

e Tema 16: Reacciones secundarias. Precipitacion. Inmunodifusion. Aglutinacién.
Inhibicién de la hemaglutinacién. Fijacion del complemento. Neutralizacién y

seroneutralizacion.

e Tema 17: Valoracion de la respuesta inmunitaria de base celular. Separacion
de células en la respuesta inmunitaria. Pruebas de funcionalidad.
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TEMA 13. ANTICUERPOS MONOCLONALES Y SUS APLICACIONES. VALORACION DE LA
RESPUESTA INMUNITARIA DE BASE HUMORAL. REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

IN VITRO: TIPOS DE

INMUNORREACCIONES. CONCEPTO DE SENSIBILIDAD Y

ESPECIFICIDAD. REACCIONES CRUZADAS. TITULO SERICO.

Objetivos

e Saber qué son y cdmo se producen los anticuerpos monoclonales.
e Conocer las aplicaciones que se ven mejoradas con el empleo de anticuerpos

monoclonales.

e Comprender y diferenciar los conceptos de sensibilidad y especificidad.

e Conocer el significado de la especificidad del anticuerpo y los mecanismos
responsables de la reaccion cruzada de los anticuerpos.

e Comprender el significado del titulo de un suero.

Obtencion de anticuerpos para las técnicas inmunoldgicas

e Policlonales (Sueros): por inmunizacion de animales de experimentacion
(conejos, cabras, équidos, etc.) con el antigeno deseado, siguiendo un
protocolo adecuado, tras el que se extrae sangre y se obtiene el suero. En este
suero estaran los anticuerpos dirigidos frente al antigeno con el que se ha
realizado la inmunizacién (frente a todos sus determinantes antigénicos) y
frente a otros antigenos a los que se haya enfrentado el animal (Tabla 1).

e Monoclonales (Kohler y Milstein, P.N. Medicina 1984): son los anticuerpos
producidos por un clon, es decir, por un grupo de células derivados de una
Unica célula vy, por lo tanto, con caracteristicas idénticas (todas producen el

mismo anticuerpo) (Tabla 1).

Ac POLICLONALES

Ac. MONOCLONALES

Mezcla heterogénea

Quimicamente puros

Variacion entre los lotes (impredecibles)

Invariables (predecibles)

Irrepetibles

Produccion limitada

Es preferible utilizar Ag puros para su
obtencion

No se necesitan Ag puros

Reconocen varios epitopos

Muy especificos (pueden no
reconocer variantes antigénicas)

Multitud de isotipos (plasticidad funcional y

efectora

Un solo isotipo

Facil produccién

Produccidon compleja y larga

Baratos

Caros

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los anticuerpos policlonales y monoclonales.
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Protocolo de produccién de anticuerpos monoclonales (AcMo)
e Inmunizar un ratén con el Ag deseado.

e Tras un tiempo (varias semanas), extraer el bazo y disgregar para obtener
linfocitos B, que tienen una cortisima viabilidad en cultivo.

e Fusionar los linfocitos B con células de mieloma, que tienen la caracteristica de
ser deficientes en la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa,
HGPRT), implicada en la sintesis exégena de ADN, por lo que sélo pueden seguir
la via enddgena.

e Cultivar los productos de la fusién (hibridomas linfocito-mieloma), en medio
selectivo HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) en placas de 96 pocillos (o
de pocillos multiples). La aminopterina bloquea la via enddgena, y sélo las
células que puedan sintetizar acidos nucleicos por la via exégena (que sean
HGPRT+) sobrevivirdn. Los hibridomas formados por la fusién entre un linfocito
y una célula de mieloma son capaces de crecer en este medio.

e Analizar los sobrenadantes de los pocillos por ELISA.

e Clonar los pocillos que contengan hibridos productores de anticuerpos de
interés, realizando diluciones para intentar tener una célula por pocillo, por lo
que todas las que se deriven de ella secretaran el mismo anticuerpo.

e Caracterizar los AcMo.

e Producir en gran escala:

v" Cultivo in vitro: los clones se cultivan en botellas o en biorreactores,
encontrandose los AcMo en el medio de cultivo.

v" Produccién in vivo: los clones se inoculan en la cavidad abdominal de
ratones para producir ascitis en donde se encuentran los AcMo mucho mas

concentrados que en el caso anterior (Fig. 1).

Actualmente las grandes empresas obtienen los AcMo por ingenieria genética.
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Figura 1. Esquema del protocolo de produccion de Ac monoclonales.

Aplicaciones de los anticuerpos monoclonales
En principio, en todo lo que se base en una reaccidn antigeno-anticuerpo:
e Sistemas de deteccidn de base inmunolégica.
e Estudios en microbiologia y parasitologia.
e Inmunohistoquimica.
e Terapia frente al cancer (Inconveniente: Falta de AcMo de origen humano).
Conceptos y naturaleza de la interaccion Ag-Ac
La interaccion Ag-Ac se caracteriza por:

e Unidn “reversible” por enlaces no covalentes.

e Unidn especifica: Interaccion complementaria entre Ag-Ac (en ocasiones,
puede darse reactividad cruzada con otro Ag).
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v'  Especificidad: Capacidad del Ac para discriminar e interaccionar
diferencialmente con Ag de estructura similar. Cuando un Ac frente a un
determinado Ag se une a otro Ag diferente pero estructuralmente
relacionado se habla de reaccion cruzada.

e Formacion de inmunocomplejos Ag-Ac “estables”

v'  Afinidad: Fuerza o intensidad de la unién entre un determinante antigénico
y su sitio de unién al Ac.

v' Avidez: Fuerza total de la unién entre Ag-Ac (suma de fuerzas de atraccién
y de repulsidn).

Concepto de titulo sérico

Se suele calcular haciendo diluciones del suero y determinando cual es la maxima
dilucién de un suero que da una reaccién positiva por la prueba evaluada. Es una
estimacion de la concentracién de anticuerpos que hay en el suero.

Concepto de sensibilidad y especificidad de las técnicas inmunoldgicas

° Sensibilidad: capacidad de un método para detectar positivos. Permite
gue todos los positivos sean detectados.

° Especificidad: capacidad para diferenciar positivos de los negativos.
Capacidad para detectar negativos. Evita resultados falsos positivos (ningln
negativo debe considerarse como positivo).

En general, para clasificar a los animales en positivos o negativos se establece un

punto de corte. Los individuos cuyos valores sean mayores que el establecido por el
punto de corte se consideraran positivos y los que son inferiores, negativos (Fig. 2).

N- P+ N- P+ N - P+

S: baja S: media S: alta
E: baja E: media E: alta

Figura 2. Representacion grafica de la relacion entre sensibilidad (S) y especificidad (E) de una técnica
diagndstica. Clasificacion de animales por el punto de corte. N-: animales negativos, P+: animales
positivos.
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Tipos de técnicas inmunoldgicas

Las inmunorreacciones se aplican al diagndstico para medir la respuesta
inmunitaria:

e Humoral (anticuerpos y complemento).
e Celular (funcionalidad de fagocitos y linfocitos, produccion de citoquinas).

Deteccidn de la respuesta humoral

Técnicas SEROLOGICAS: detectan la interaccién Ag-Ac in vitro. Pueden
clasificarse en 3 tipos:

e Pruebas de unién primaria: Miden directamente la union Ag-Ac.

e Pruebas de union secundaria: Miden los cambios fisicos de la interaccion Ag-Ac
tras la formacion del inmunocomplejo.

e Pruebas terciarias: Miden el efecto protector real de la respuesta inmunitaria
en un animal.

Preguntas tema 13
1. ¢éQué es un anticuerpo monoclonal?

2. ¢Por qué las células de mieloma empleadas para la obtencién de hibridomas
son HGPRT-?

3. ¢Por qué es necesario clonar?

4. ¢Por qué existen problemas para el empleo de anticuerpos monoclonales con
fines terapéuticos en medicina humana y veterinaria?

5. ¢Qué es mas indicativo de la capacidad efectiva de unién de un anticuerpo a un
microorganismo, su afinidad o su avidez?

TEMA 14. REACCIONES PRIMARIAS. INMUNOFLUORESCENCIA. CITOMETRIA DE
FLUJO. RADIOINMUNOANALISIS

Objetivos
e Comprender los fundamentos de las técnicas inmunoldgicas basadas en

reacciones primarias y su aplicacion en el diagnéstico veterinario.
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Reacciones primarias
La unién Ag-Ac se detecta midiendo la formacion de inmunocomplejos.
Utilizan un SISTEMA INDICADOR (o “marcador”) de la unién Ag-Ac:
e Fluorescencia: inmunofluorescencia.
e Radiactividad: radioinmunoanalisis.
e Enzimas: enzimoinmunoanalisis, Western Blot (WB), inmunohistoquimica, etc.

e Metales pesados: Inmunocromatografia, inmunomicroscopia electroénica, etc.
La combinacion del Ag o del Ac con el indicador se denomina conjugado.

El diagndstico que se consigue por las distintas técnicas de la reaccién Ag-Ac in
vitro puede considerarse:

e Directo: Deteccién de Ag en la muestra.
¢ Indirecto: Deteccion de Ac en el suero, calostro, leche, fluidos, etc.

Las técnicas primarias se desarrollan en pasos o etapas con incubaciones
intermedias en las que se produce la reaccion Ag-Ac. Entre ellos es fundamental LAVAR
concienzudamente para arrastrar los reactivos que no hayan reaccionado.

A su vez, las técnicas pueden ser (Fig. 3):

e Directas: sélo emplean un reactivo.

e Indirectas: los anticuerpos se detectan por Ig anti-especie (Ac secundario), que
son las Ig obtenidas al inocular Ig de una especie en otra, en la que se
comportan como extrafias.

e Tipo sandwich: el Ag queda atrapado entre dos capas de Ac. Puede ser DAS
(cuando el segundo Ac estd marcado) o HADAS (cuando el segundo Ac no estd

marcado y se emplea Ig anti-especie marcado para detectarlo.

e De competicion: De Ac o de Ag (Ac problema y marcado compiten por el Ag) o
de Ag (Ag problema y marcado compiten por los Ac).
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Figura 3. Esquema de los tipos de técnicas inmunoldgicas basadas en reacciones primarias. En los
recuadros verdes, el interrogante significa si el diagndstico es directo o indirecto en base a que se
detecte Ag o Ac, respectivamente.

Inmunofluorescencia

Utiliza Ac marcados (“Conjugados”) con colorantes fluorescentes o fluorocromos
(fluoresceina [FITC] o rodamina, entre otros) como sistema indicador. Cuando se aplica
luz ultravioleta en el microscopio de fluorescencia, el fluorocromo emite luz visible
verde o naranja/rojo (o azul, dependiendo del fluorocromo, por ejemplo, DAPI).

e Inmunofluorescencia Directa: Se detecta antigenos en células, bacterias,
tejidos, heces o cultivos celulares, etc.

¢ Inmunofluorescencia Indirecta (IFl): Se utiliza un conjugado anti-especie
marcado con fluorocromo para detectar los Ac especificos unidos al Ag (Fig. 4).
Es mds sensible que la técnica directa. Se utiliza en el diagndstico de muchas
enfermedades infecciosas y parasitarias.
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v' Permite titular el suero, haciendo diluciones del mismo y determinando
qgué dilucién es la dltima en la que se aprecia fluorescencia.

o Afadir Ac

4@ Afiadir Incubar conjugaclo Incubar

a@ suero (Ac) Lavar a con Lavar
uocrocromo

1:10 1:50 1:250 1:1250

Figura 4. Esquema del protocolo correspondiente a la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

e Citometria de flujo: Utiliza Ac monoclonales fluorescentes para la deteccién de
Ag de superficie celular mediante un laser de luz que identifica especificamente
las células marcadas.

Radioinmunoanalisis (RIA)
Marcadores: radioisotopos (se cuantifica en contador de centelleo).
Ventajas: muy sensible, rapido y facil.

Desventajas: instalaciones costosas, corta vida media de isétopos.

e Radioinmunoanalisis directo o RIA competitivo: Se emplea Ag marcado que es
desplazado por el Ag no marcado de la muestra (Fig. 5).

e Radioinmunoanalisis indirecto o RIA no competitivo: Se utiliza un Ac anti-

inmunoglobulina marcado con radiactividad. Ej. Se utiliza para medir IgE
especificas de Ag en animales alérgicos (Fig. 6).
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Figura 6. Técnica de radioinmunoanadlisis (RIA) no competitivo.

Preguntas tema 14

1. ¢éPor qué en la citometria de flujo se emplean anticuerpos monoclonales y no
policlonales?

2. ¢Lainmunofluorescencia indirecta es mas sensible que la directa? éPor qué?

3. ¢Por qué se emplea el RIA para detectar IgE sérica y no se usan otros métodos
empleados con la IgG?

4. ¢Eslo mismo un titulo de 1:50 por inmunofluorescencia y por RIA? ¢{Por qué?

5. ¢éQué son los anticuerpos secundarios y cdmo se obtienen?
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TEMA 15: ENZIMOINMUNOANALISIS. SEROPERFILES Y SU APLICACION EN
VETERINARIA. WESTERN BLOT. INMUNOMIGRACION. INMUNOHISTOQUIMICA.

Objetivos

Comprender los fundamentos de las técnicas inmunoldgicas basadas en la
participacién de una enzima y su sustrato y su aplicacion en el diagnodstico
veterinario.

Comprender la aplicacidn de los seroperfiles en veterinaria.

Técnicas que emplean enzimas

Marcadores: enzimas que actlan sobre un sustrato para desarrollar color visible,
luz o fluorescencia.

Enzimas mas utilizadas: peroxidasa, fosfatasa alcalina, luciferasa, glucosa-6-P-
deshidrogenasa, etc.

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (ENZIMOINMUNOANALISIS): Se
utiliza para detectar y cuantificar tanto Ac como Ag. Utiliza placas de
poliestireno con multiples pocillos que se “tapizan” con el Ag o con el Ac. La
reaccién se revela afiadiendo el sustrato que al actuar sobre la enzima del
conjugado da lugar a un color visible (amarillo, azul, etc) que es cuantificable
mediante un colorimetro especial (“Lector de ELISA”). Es muy utilizada en
diagndstico de numerosas enfermedades humanas (ej. SIDA) y animales (ej:
Herpes virus bovino-1, aspergilosis canina, etc.). Existen diversas modalidades

(Fig. 7):
v' Para la deteccidn de anticuerpos especificos en el suero problema:

O ELISA indirecto: emplea placas tapizadas con el Ag; Ac anti-Ilg o anti-
especie (secundario) unido a la enzima (conjugado).

0 ELISA de competicion: emplea placas tapizadas con Ac especifico. El
suero problema se incuba previamente con el Ag antes de afadirlo a la
placa, y por tanto, compite con él. La ausencia de color es resultado
positivo.

v' Para la deteccién de antigeno:

0 ELISA directo: Deteccidén de Ag, que se fija a la placa, con el Ac especifico
“marcado”.

O ELISA EN SANDWICH de Ac: Aunque sirve tanto para detectar Ac como

Ag, es la modalidad mas empleada para deteccién de Ag. Emplea placas
tapizadas con el Ac especifico; Ac especificos marcados o sin marcar.
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A SO
ELISA indirecto ELISA directo ELISA sandwich (de Ag y de Ac)
DAS HADAS

Fig. 7. Tipos de ELISA.

Inmunoblotting, inmunoelectrotransferencia o Western blot (WB): Se utiliza
para detectar la presencia de Ac frente a mezclas complejas de Ag. Primero se
separa la mezcla de Ag mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y
posteriormente se transfiere a papel de nitrocelulosa. Se utiliza un Ac (anti-Ig o
anti-especie) unido a la enzima (conjugado), para detectar los
inmunocomplejos. Tras afiadir el sustrato se observan una o varias lineas de
precipitacion segun existan Ac frente a una o varias proteinas (Fig. 8).

Muestra de células
infectadas Electroforesis

hervidas en detergente de Transferencia a papel

revelado UUI]DI]DUD[“]I]

proteinasse
separan —
segun su
tamano
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LI ]
L ]
L I I ]

L]
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(]
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"
L ]

bt
Cada tira se enfrenta a:
1.Ac del suero
2.Conjugadeo p—
3.5ustrato
-~ ™~

Figura 8. Protocolo de la técnica Inmunoelectrotransferencia.
Pasos:
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v'  Electroforesis de la mezcla de Ag en geles de poliacrilamida = separacién
de proteinas.

Transferencia a papel de nitrocelulosa.

Inmunodeteccién: adicién de suero, adicién de conjugado, adicidon de
sustrato de revelado.

ANERN

¢ Inmunohistoquimica: Se utiliza para detectar la presencia de Ag en tejidos.
Puede ser directa o indirecta. Generalmente se emplea la peroxidasa
(Inmunoperoxidasa) y puede implicar un complejo de amplificacion: avidina-
biotina, estreptavidina, etc (Fig. 9).

Afiadir Ac Afiadir conjugado Ac enzima
primarios

/Y_‘
f»\

LY
Tejido fijado o Yoo
congelado - Afadir sustrato

de la enzima

Figura 9 Protocolo de la técnica Inmunohistoquimica.

e Inmunomigracion: Utiliza Ac marcados con metales pesados: selenio (color
azul) y oro (color rosa). La muestra (saliva, orina, sangre, etc.) fluye a través de
una tira porosa reaccionando con el Ac marcado, al que solubiliza y con el cual
forma inmunocomplejos, y después con un Ac frente al antigeno inmovilizado,
gue captura los inmunocomplejos y reacciona con el sustrato dando color. Es el
método empleado en muchos de los kits rdpidos de diagndstico, como por
ejemplo la deteccion de Ag del virus de la leucemia felina (Fig. 10 y Fig. 11):
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Figura 10. Protocolo de la técnica Inmunomigracion.
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Figura 11. Validacion de la técnica Inmunomigracion.

Seroperfiles y su aplicacion en veterinaria

Estudios serolégicos seriados realizados en una explotacion para conocer su
perfil inmunoldgico y sanitario. Se basan en la deteccién de los anticuerpos circulantes
mediante cualquiera de las técnicas inmunitarias disponibles, con el fin de obtener
informacién sobre la situacion inmunitaria de la poblacion en ese momento o en
estados previos.

Permiten, entre otros, conocer la situacion sanitaria de la explotacion, elegir el

mejor momento para vacunar y prevenir la entrada de enfermedades en la
explotacién. Se aplica fundamentalmente en explotaciones porcinas.
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Preguntas tema 15

1. Los Ag-1vy el Ag-2 pueden dar lugar a complejos inmunitarios “estables” y son
de distinto tamafio. ¢Qué técnica inmunoldgica basada en una reaccién
primaria Ag-Ac elegirias para distinguir la unién del Ac a cada uno de estos Ag?

2. Enumera cinco razones por las que la técnica de ELISA es la mas utilizada en el
diagndstico clinico.

3. La formacion de Ac frente a los acidos nucleicos de las células es caracteristico
del Lupus eritematoso sistémico. ¢Qué técnica podrias utilizar para el
diagndstico de esta enfermedad autoinmunitaria?

4. Al realizar una prueba de ELISA de sandwich se afiaden por este orden: solucién
de antigenos, suero bovino problema y Ac-anti Ig bovina marcado con

fluoresceina. Al afiadir el sustrato no se desarrolla color. Explica qué ha
sucedido.

TEMA 16: REACCIONES SECUNDARIAS. PRECIPITACION. INMUNODIFUSION.
AGLUTINACION. INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION. FUACION DEL
COMPLEMENTO. NEUTRALIZACION Y SERONEUTRALIZACION.
Objetivos
e Distinguir las reacciones Ag-Ac primarias y secundarias.
e Conocer los factores que influyen en la interaccion Ag-Ac en las reacciones
secundarias.
e Comprender los fundamentos de las técnicas inmunoldgicas basadas en
reacciones secundarias y su aplicacion en el diagndstico veterinario.

Reacciones secundarias

Las reacciones secundarias valoran los cambios fisicos de la interaccion Ag-Ac
tras la formacion del inmunocomplejo.

Precipitacion

Se produce cuando el Ag es soluble. Se emplea como ensayo cualitativo o
semicuantitativo para medir la cantidad de Ac.

Tipos:

e Inmunoprecipitacion en medio liquido.
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e Inmunoprecipitacion en medio sélido.
v" Inmunodifusién

0 Simple en tubo.
O Doble en placa.
0 Simple en placa.

Inmunoprecipitacion en medio liquido: técnica clasica, de uso infrecuente en la
actualidad, detecta la presencia de antigenos o anticuerpos en una muestra, cuando se
mezclan en fase liquida. Se denomina también precipitina, y su reaccion se estudia
graficamente “curva de precipitacién cuantitativa” (Fig. 12).

Efecto prozona: Ausencia de reaccion inmunitaria cuando hay altas
concentraciones de Ac.

Zona de equivalencia: Todo el Ag y Ac se encuentra formando complejos
macromoleculares insolubles (teoria del reticulo). Consecuencias biolégicas: sdélo
se dan determinadas actividades (p.ej. fagocitosis) cuando hay un equilibrio
entre las concentraciones de Ag y de Ac (en la zona de equivalencia).

Y g
p My Y
— A
~ /,\= | |
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E | |
Zona de ! Zona de | Zona de
-8 exceso de Ac : equivalencia : exceso de Ag
4]
c i i
o | :
a i |
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1 | >
Prozona Concentracién de Ag Postzona

Figura 12. Curva de precipitacién cuantitativa.
Inmunoprecipitacion en medio sélido: utiliza un soporte sdélido gelificado en el
que difunden el Ag y Ac. Se agrupan dentro de dos categorias: inmunodifusién y

técnicas inmunoelectroforéticas.

v" Inmunodifusién: utiliza un soporte de agar en el que difunden el Ag y Ac.
Donde se establece el equilibrio entre las concentraciones de Ag y de Ac se
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observa una banda de precipitado. La difusidn puede realizarse en una o dos
dimensiones y ademas en tubo y en placa:

0 Doble en placa: Ac y Ag difunden en el gel. Pueden observarse 3 patrones
(Fig. 13):

Anti- AB Anti- AB Anti-B

Identidad total Identidad parcial no Identidad

Figura 13. Interpretacion de los distintos resultados obtenidos por el método de inmunodifusion
doble placa.

0 Inmunodifusion simple en placa (radial): El Ac es incorporado en el gel de
agar. El Ag de los pocillos difunde formando “anillos” de precipitacién (Fig.
14y Fig. 15):

Agar conteniende el Ac espacifico

\ | ] i [
|
! \

Control1 Control 2 Control 3 Ag Problema [P)

Figura 14. Inmunodifusion simple en placa (radial).
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Area del anillo de precipitacion (mm?)
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Concentracionesde Ag(control y problema)

Figura 15. Curva estandar para determinar la concentracion de la solucién antigénica problema.
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0 Difusién simple en tubo: Se establece un gradiente de concentracion sélo
para uno de los reactivos (Ej. Ac).

0 Difusién doble en tubo: El gradiente de concentraciones es para el Acy el
Ag.

Aglutinacion

Mas sensible que la precipitacion. Se utiliza cuando el Ag es particulado (ej.
bacteria). En el caso concreto de Ag ligados a eritrocitos, se habla de
hemoaglutinacién. Ademas, algunos virus pueden aglutinar especificamente eritrocitos
de mamiferos y aves, lo que puede usarse para su identificacion. La aglutinacidén puede
utilizarse como ensayo cualitativo o semicuantitativo de la cantidad de Ac.

e Test de aglutinacidn cualitativa (aglutinacién rapida): Consiste en mezclar Agy
Ac y observar la aglutinacion. Ej. Prueba de aglutinacion rapida para la
brucelosis, test de determinacion de grupos sanguineos, test de Coombs para la
anemia hemolitica autoinmune, etc.

e Test de aglutinacion cuantitativa (aglutinacion lenta): Para la “titulacion” de
un suero: se diluye el suero y se enfrenta a una cantidad fija de Ag (Fig. 16).

% ¥ 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 .. (Dilucidn suero)

. (0000000 RO@®| w
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; 000000500

| SOXCICICIORCIC! [ IO B

5 000 V00 00®|

e § 00000 ©0@O@| us
. 000000 00@| =

. 10000 000®|

Controles

Figura 16. Resultados de la técnica de microaglutinacion en placa. Efecto prozona.

Titulo: corresponde a la maxima dilucidn del suero en el que la aglutinacion es
positiva.
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Efecto Prozona: Debido al exceso de Ac no se forma la red que permite la
aglutinacién. Puede también deberse a la presencia de Ac “no aglutinantes”.

e Aglutinacion pasiva: conversién de una prueba de precipitacion en una de
aglutinacién, uniendo quimicamente Ag solubles a particulas inertes como
bacterias, latex o eritrocitos (se habla de hemaglutinacién pasiva).

e Inhibicidn de la hemaglutinacidn: algunos virus pueden aglutinar glébulos rojos
(p.€ej. los de la gripe o el de Newcastle). Para evidenciar su presencia se afladen
Ac especificos para los mismos y se determina la inhibicion de la
hemaglutinacion por bloqueo de los virus. También se pueden emplear para
titular sueros.

Pruebas de fijacion del complemento

Medida indirecta de Ac que no dan reacciones visibles. Se basan en que la unién
Ag-Ac y formacion del inmunocomplejo activa el complemento y produce complejos
que lesionan membranas celulares (eritrocitos y otras células). Exige que todos los
reactivos estén bien cuantificados y usar controles de cada uno. Son pruebas que se
realizan en dos fases:

e Seincuba el suero problema con el Agy el complemento.

e Se afade un sistema indicador, como eritrocitos de oveja recubiertos de Ac
especificos (hemolisinas).

Si se lisan los eritrocitos indica que hay complemento libre que no se fijé en la 12
reaccion y, por tanto, no hay Ac en el suero. Ej: diagnodstico seroldgico de brucelosis y
perineumonia contagiosa bovina (micoplasma), coccidioidomicosis, histoplasmosis,
etc.

Reacciones de neutralizacion

Reacciones Ag-Ac que inactivan una exotoxina bacteriana o un microorganismo
(generalmente un virus). Ej. anti-toxina de Clostridium perfringens o anti-toxina de
Staphylococcus aureus.

Se emplean frecuentemente para la identificacion de virus desconocidos y medir
el titulo de Ac especificos en sueros (“Seroneutralizacion virica”) mediante diluciones.

Preguntas tema 16
1. éCrees que el resultado de las pruebas de aglutinacion rdpida (o cualitativa)

puede ser siempre determinante en el diagndstico de una enfermedad
infecciosa? Razona tu respuesta.
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2. ¢éCon qué criterios elegirias una técnica inmunoldgica sobre otras, como test de
diagndstico?

3. ¢Qué tipo de ensayo podrias emplear en la valoracién de la eficacia de una
vacuna frente a una bacteria toxigénica?

4. Sabemos que un virus determinado aglutina hematies (hemaglutinacién) y
gueremos determinar el titulo de Ac especificos frente a ese virus en un animal.
¢Crees que podriamos hacerlo mediante una técnica de aglutinacién
cuantitativa? Razona tu respuesta.

5. ¢Por qué se necesita realizar la técnica de fijacion de complemento en 2 fases?

TEMA 17: VALORACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA DE BASE CELULAR.
SEPARACION DE CELULAS EN LA RESPUESTA INMUNITARIA. PRUEBAS DE
FUNCIONALIDAD.

Objetivos

e Conocer la importancia de la valoracion de la respuesta inmunitaria de base
celular

e Aprender los métodos mas frecuentes de separacion de células inmunitarias.

e Utilizaciéon de las técnicas inmunoldgicas in vivo e in vitro basadas en la
respuesta inmunitaria de base celular en el diagndstico clinico.

Valoracion de la respuesta inmunitaria de base celular

Esta respuesta esta mediada por distintas células del sistema inmunitario,
fundamentalmente por linfocitos T y macréfagos y, en menor medida, células NK,
neutréfilos y baséfilos.

La valoracion de la respuesta celular se emplea para conocer el estado
inmunitario de los individuos, tanto sanos como con procesos en los que la respuesta
inmunitaria de base celular esté implicada (enfermedades infecciosas producidas por
virus, bacterias intracelulares, hongos, helmintos y protozoos; inmunodeficiencias,
reacciones de hipersensibilidad retardada, tumores o rechazo de injertos).

¢COomo se estudia la respuesta inmunitaria de base celular?

Se puede determinar con técnicas:
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e |n vivo: estudian la funcion de los de los linfocitos T, responsables de la
hipersensibilidad retardada o de tipo IV. Incluyen pruebas como la reacciéon de
la Tuberculina (Tema 21).

e |n vitro: estudian la funcionalidad de los distintos tipos celulares implicados en
la inmunidad celular: linfocitos T, células NK, macréfagos y neutrofilos.

Técnicas in vitro
Material:

e Sangre periférica entera con anticoagulante (de eleccidn).
e Organos y tejidos linfoides (post mortem).

Las técnicas in vitro que emplean células sanguineas requieren en primer lugar el
aislamiento e identificacion de las células cuya funcion se quiere averiguar.

e Separacion de las células de la respuesta inmunitaria Las células inmunitarias
se pueden separar por varios métodos.

v' Métodos fisicos
0 Aislamiento por centrifugacion en gradiente de densidad (Ficoll-
Hypaque): Con esta técnica podemos obtener de forma separada las
células mononucleares (linfocitos y monocitos) de los granulocitos.

O Separacion por adhesion selectiva:

¢ Los monocitos se adhieren a superficies de vidrio o plastico y se
separan de los linfocitos.

¢ Los linfocitos B se fijan a lana de nylon o algodén en columnas o
jeringas (se obtienen poblaciones separadas de LBy LT).

v"  Estudio de marcadores y antigenos de membrana (diferencia poblaciones
y subpoblaciones de células). Las técnicas mas empleadas son:

0 Citometria de flujo con FACS (separador celular activado por
fluorescencia).

O Separacion por sus antigenos de membrana:
++ Separacidon magnética.

*

*» Separacion por afinidad en columnas.
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0 Formacion de rosetas por linfocitos By T.
e Pruebas que miden la funcionalidad de las células inmunitarias
v' Para los linfocitos T:
0 Pruebas de proliferacion celular:

Se basan en que los linfocitos que reconocen un Ag determinado se
estimulan y proliferan. Hay dos ensayos fundamentales:

*

* Ensayo de linfoproliferacion:

Se realiza sobre linfocitos purificados (capa blanca) o sangre entera.
Se basa en que los linfocitos proliferan tras su estimulacién con un
mitogeno (inespecifico) o con un antigeno especifico (Fig. 17). Se
emplea con dos fines:

= Medir el estado global de la respuesta celular de un animal.
= Diagnosticar si un animal ha estado expuesto previamente a
un microorganismo intracelular (por vacunacién o infeccién
natural).
¢ Reacciodn linfocitaria mixta:
Se basa en que los linfocitos proliferan cuando se incuban en

presencia de otras células con antigenos CMH-II diferentes. Se
emplea para determinar la histocompatibilidad en trasplantes.
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Figura 17. Evaluacion de la respuesta a PPD (derivado proteico purificado de Mycobacterium
tuberculosis) y mitégenos inespecificos (PHA y Con-A) en bovinos sospechosos de padecer
tuberculosis.
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0 Determinacidn de la produccion de citoquinas (IFN-y): valoracidén de la
funcionalidad de linfocitos T CD4+

La produccién de citoquinas evidencia la funcionalidad de los linfocitos
Th, e incluso puede identificar la subpoblacién (Th1l o Th2).

¢ Prueba del Interferén- y: deteccién por un ELISA tipo sandwich del
IFN-y producido por linfocitos Thl tras su estimulacién con el
antigeno. Sélo se estimulan los linfocitos con contacto previo con el
mismo antigeno. Se realiza en sangre entera con heparina y es una
prueba complementaria a la “tuberculina” para el diagndstico de la
tuberculosis bovina (Fig. 18).

A B C
A=PPD M. bovis
B=PPD M. avium subsp. avium
C=sin PPD

Incubar 24h, 37°C, 5% CO

Centrifugar

Plasma con IFN-y

Figura 18. Prueba de interferén-y para linfocitos Thi.
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*

% ELISPOT: Sirve para medir los linfocitos T secretores de una
determinada citoquina mediante una modificacién del ELISA de
captura.

X/

% Deteccion de citoquinas intracelulares por citometria de flujo:
Permite determinar el perfil de citoquinas producidas por un tipo
celular mediante una citometria de flujo especial que permite la
entrada de los anticuerpos al interior de la célula.

O Ensayos de citotoxicidad: valoracion de la funcionalidad de los
linfocitos T CD8+ o citotoxicos y de las células NK.

Determinan la capacidad del linfocito Tc para lisar células diana que
presenten el complejo péptido-CMH | especifico que reconocen. Estas
células diana, al haber sido cultivadas previamente con cromo radiactivo
(Cr’Y), cuando se lisan liberan radiactividad que puede medirse. Se
realiza con linfocitos aislados de sangre periférica.

Un ensayo similar se emplea para valorar la actividad citotdxica de las
células NK de sangre periférica, generalmente empleando lineas
celulares tumorales sensibles (ya que las células NK no estan
restringidas por el CMH-I).

v Evaluacion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)

Es un ensayo similar al descrito para linfocitos Tc y células NK, en el que se
incluye un paso previo de incubacién de las células con anticuerpos
especificos frente a ellas. Posteriormente se afaden las células implicadas
en esta respuesta inmunitaria (monocitos, neutréfilos, eosinodfilos,
basodfilos, células NK) que se unen a la fraccién Fc de los Ac fijados a las
células activando asi los mecanismos citotéxicos propios de cada tipo
celular.

v Para los macréfagos y neutréfilos

Aunque hay grandes diferencias entre estos tipos de células, la
metodologia de estudio es coincidente, puesto que ambos son
responsables de la fagocitosis en la respuesta inmunoldgica innata. Por
tanto, las técnicas que valoran la funcionalidad de macréfagos y neutréfilos
mas utilizadas son los test de actividad fagocitica, que determinan la
capacidad de fagocitosis de estas células, destacando las pruebas que
valoran: capacidad de migracién o quimiotaxis, ingestion y destruccién
intracelular de un microorganismo o agente extrafio (Fig. 19).
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Figura 19. Prueba de la ingestion por neutrdfilos.
Preguntas tema 17

1. Explica dos métodos por los que podemos estudiar la inmunidad innata frente a
un patogeno.

2. iCémo se puede valorar in vitro la funcionalidad de los linfocitos
colaboradores.

3. ¢Qué prueba se puede usar para conocer el estado global de la respuesta
celular de un animal?

4. La prueba del IFN-y para el diagndstico de la tuberculosis bovina se realiza en
muestras de sangre entera mediante una técnica ELISA. ¢Por qué no se emplea
suero o plasma sanguineo?

5. ¢Se puede usar el mismo ensayo para determinar la actividad citotdxica directa
de los linfocitos T CD8+ y las células NK? ¢Por qué?
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