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Introduccion a los Inmunoensayos
Objetivos del Entrenamiento

¥ Una vez finalizado este capitulo, usted podra:
— Definir inmunoensayo
— Describir la estructura y preparacion de los anticuerpos

— Definir cuatro categorias de metodologias de inmunoensayos
(competitiva y no competitiva, y homogénea y heterogénea).



Introduccion a los Inmunoensayos
Introduccion

¥ Inmunoensayo es una prueba que usa complejos de anticuerpo y
antigeno como medio para generar un resultado perceptible. Un complejo
anticuerpo:antigeno también es conocido como inmuno-complejo.
“Inmuno” se refiere a una respuesta inmunoldgica que hace que el cuerpo
genere anticuerpos, y “ensayo” se refiere a una prueba. Entonces, un
Inmunoensayo es una prueba que utiliza inmunocomplejos cuando se
unen los anticuerpos y los antigenos.

¥ Los Inmunoensayos se diferencian de otros tipos de pruebas de
laboratorio, como las pruebas colorimétricas, ya que usan complejos
anticuerpo:antigeno para generar una sefial que pueda medirse. En
oposicion, la mayoria de las pruebas de rutina de quimica clinica utilizan
reacciones quimicas entre el reactivo (solucion de sustancias quimicas u
otrosbagentes) y la muestra del paciente para generar un resultado de la
prueba.
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Introduccion a los Inmunoensayos
Inmunoensayo: Anticuerpos, Antigenos y Analitos

i Antlcuerpo es una protelna produmda por el cuerpo en respuesta a una
sustancia “invasora” (extrafia)’. Los anticuerpos se producen como parte
de la respuesta inmunologica del cuerpo para protegerse. Es también el
caso, por ejemplo, de algunos test de inmunoensayos para determinar la
presencia de anticuerpos contra las moléculas de cancer. Asi, si los
anticuerpos estan presentes, significa que las células invasoras de
cancer también lo estan.

¥ Antigeno es la sustancia que el cuerpo esta tratando de “combatir”
(eliminar o reducir) preparando una respuesta inmunologica. Algunos test
de inmunoensayos determinan la presencia de antigenos directamente,
en vez de buscar anticuerpos. En un analisis para medir la concentracion
de una droga terapéutica, por ejemplo, la droga es el antigeno que se une
al anticuerpo.

1 Una excepcion es el caso de las enfermedades autoinmunes, donde el cuerpo produce
anticuerpos para proteinas que existen naturalmente en vez de sustancias extrafas.
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Introduccion a los Inmunoensayos
Inmunoensayo: Anticuerpos, Antigenos y Analitos

¥ Analito es todo lo que se mide en una prueba de laboratorio.
En el inmunoensayo, el analito puede ser tanto un anticuerpo como
un antigeno.
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. Resumen de Técnicas del Inmunoensayo

¥ [ os inmunoensayos utilizan un anticuerpo selecto o mas para
detectar analitos de interés. Los analitos que se miden pueden ser
aquellos que estan presentes en el cuerpo naturalmente (como por
ejemplo una hormona tiroidea), aquellos que el cuerpo produce
pero no estan tipicamente presentes (como por ejemplo un
antigeno de cancer), o aquellos que naturalmente no existen en el
cuerpo (como por ejemplo una droga de abuso).

¥ L os anticuerpos poseen una alta especificidad y afinidad para un
antigeno especifico. Es la union especifica de un anticuerpo a un
antigeno lo que permite la deteccion de analitos por medio de una
variedad de tecnicas de inmunoensayo.
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. Estructura de los Anticuerpos

¥ Los anticuerpos (Ab) son un tipo de proteinas
denominado inmunoglobulinas. La mas
comun es la inmunoglobulina G (IgG).
lgG es una proteina compuesta por dos ~
regiones principales, estructural y funcional:

> Fab
¥ Region Fab: P
Contiene el punto de unién del
antigeno (Ag) que varia entre
diferentes anticuerpos. g

¥ Region Fc:
Region de estructura constante
dentro de una clase de anticuerpo.

_/

Figura 1-1 Estructura del anticuerpo
y puntos funcionales



Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ |os reactivos para anticuerpo se desarrollan a partir de anticuerpos
policlonales como monoclonales. El antisuero policlonal (suero
sanguineo que contiene los anticuerpos deseados) se genera en
animales, siendo los mas comunes ovejas, conejos, 0 cabras.
Los animales producen el antisuero — igual que un ser humano —
como mecanismo de defensa al ser expuestos a un antigeno. El
antisuero contiene una mezcla de anticuerpos, cada uno de los
cuales puede unirse a diferentes puntos de union del antigeno o
epitope.



Preparacion de
Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ E| proceso de preparacion de un anticuerpo comienza cuando le se
Inyecta a un animal una solucion que contenga el antigeno de
interes. A este antigeno de interés a veces se lo denomina
sustancia inmunogena, debido a que puede estimular una
respuesta inmunologica. Transcurrido un tiempo, y en algunos
casos con multiples inyecciones, el sistema inmunologico del
animal produce anticuerpos para el antigeno que fue inyectado. Se
toma sangre del animal, y se separa el suero. Este suero
generalmente es rico en anticuerpos que reconocen el antigeno y
se lo denomina antisuero.



Preparacion de
Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ E| antisuero por lo general contiene una mezcla de anticuerpos que
reconocen y se unen al mismo antigeno, pero pueden combinarse
con diferentes epitopes (ver Figura 1-2). Un antigeno que contenga
multiples puntos de union para los anticuerpos se denomina
antigeno multivalente. Estos tipos de anticuerpos, presentes como
una mezcla diversa, se denominan anticuerpos policlonales.

Multivalent Antigen Polyclonal Antibodies Antibody-Antigen
Complex Complex

Figura 1-2 Especificidades del antigeno multiple de anticuerpos policlonales



Preparacion de
Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ | os anticuerpos monoclonales se diferencian de los anticuerpos
policlonales en que son muy especificos para un epitope simple en
un antigeno multivalente (ver Figura 1-3). Se producen a partir de
una linea celular simple usando tecnologia para hibridomas y
lineas celulares de mieloma de raton. Las hibridomas son células
tumorales productoras de anticuerpos que producen varias copias
del mismo anticuerpo y se desarrollan facilmente en poblaciones
celulares de laboratorio.



Preparacion de
Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ Una ventaja de los anticuerpos monoclonales es que la linea
celular hibridoma que los produce es potencialmente “inmortal” y
que puede producir los mismos anticuerpos en forma constante e
indefinida. Un antisuero policlonal producido por inmunizacion de
animales puede variar de un animal a otro, y un antisuero util
puede ya no estar mas disponible si el unico animal que lo produce
muere.

Multivalent Antigen Monoclonal Antibody Antibody-Antigen
Complex

Figura 1-3 Especificidades uniformes de anticuerpos monoclonales
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Preparacion de
Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ | as hibridomas se producen en multiples etapas
(ver Figura 1-4) :
—Inyectando un antigeno especifico en un animal
huésped (tipicamente un raton)

— Aislando células productoras de anticuerpos (células B)
del bazo del raton

—Fusionando estas células B con un tipo especifico de célula tumoral
que se desarrolla facilmente en poblaciones y produce anticuerpos

— Aislando hibridomas logrados (células fusionadas) que produzcan
anticuerpos especificos para el antigeno de interés
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Preparacion de
Anticuerpos Policlonales y Monoclonales

¥ En los inmunoensayos, ambos anticuerpos monoclonales y
policlonales se usan para detectar antigenos, cada uno con
fortalezas especificas para aplicaciones particulares. Es probable
que los inmunoensayos que detectan anticuerpos en sueros de
pacientes supongan la deteccion de anticuerpos policlonales
generados por el sistema inmunologico del paciente.



Células plasmaticas
productoras de
anticuerpos

Células de plasma

L . GAMNGErOS0
Fusion de células para

realizar hibridomas

Las células hibridomas se
desarrollan en poblaciones

Se clonan las células
hibridomas individuales

Se analizan los clones para
detectar el anticuerpo deseado

Loz clones

dezeados se
Los tumores de cultivan v
hibridomas se congelan

mantienen vivos
en el ratén

Se purifican log articuerpos monoclonales r : A *

Figura 1-4
Procedimiento para
generar anticuerpos
monoclonales
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. Categorias de las Técnicas de Inmunoensayo

¥ En este capitulo, se trataran cuatro categorias de técnicas de
Inmunoensayo. Ellas son: inmunoensayos no competitivos y
competitivos, e inmunoensayos homogéneos y heterogéneos.



. Categorias de las Técnicas de Inmunoensayo

¥ Todos los inmunoensayos requieren el uso de material marcado
para medir la concentracion de antigeno o anticuerpo presente.
Una marca es una molécula que reacciona como parte del ensayo,
por lo tanto un cambio en la sefal puede medirse en la sangre-
reactivo.

¥ Los ejemplos de marcas incluyen un compuesto radioactivo, una
enzima que hace que cambie el color de una solucion, o una
sustancia que produzca luz. La marca puede apllcarse durante la
fabricacion del reactivo tanto al anticuerpo (Ab*, ver Figura 1-9)
como al antigeno (Ag*, ver Figura 1-6). Las tecnologias de
inmunoensayo utilizan diferentes formatos para distinguir el
complejo antigeno-anticuerpo de la marca libre no unida.



Labeled Antibody Analyte in Antibody-Analyte
Reagent Specimen Complex

Figura 1-5 Los anticuerpos marcados permiten la deteccion de complejos antigeno/anticuerpo en los inmunoensayos

Ab Ag* Ag Ag*-Ab + Ag-Ab
; + ¥+ CJD—“"QD}E:
Labeled
Antibody Analyte Analyte in Antibody-Analyte
Reagent Reagent Specimen Complex

Figura 1-6 El antigeno marcado también permite la deteccidon de complejos antigeno/anticuerpo en los inmunoensayos
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. Inmunoensayos Competitivos y no Competitivos

¥ [ a medicion del analito en un inmunoensayo se logra usando tanto
un formato competitivo como uno no competitivo

¥ En los formatos competitivos, el analito sin marcar (generalmente
antigeno) en la muestra se mide por su capacidad para competir
con un antigeno marcado en el inmunoensayo. El antigeno sin
marcar bloquea la capacidad del antigeno marcado de unirse

puesto que ese punto de union en el anticuerpo ya se encuentra
ocupado.
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. Formato Competitivo

¥ Asi, en un inmunoensayo competitivo, el hecho de que se mida
menos marca en el ensayo significa que hay mas antigeno
marcado (muestra) presente. La concentracion de antigeno en la
muestra esta inversamente
relacionada a la
concentracion de marca
que se mide en el formato
competitivo
(Figura 1-7).

Indirect Relationship

Signal

Concentration

Figura 1-7 La concentracion de antigeno esta
inversamente relacionada a la concentracion
de marca (senal) en formatos competitivos
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. Formato Competitivo

¥ En el formato competitivo de un solo paso (ver Figura 1-8), tanto el
reactivo del antigeno marcado (Ag*) como la muestra sin marcar (0
analito de la muestra) compiten por una cantidad limitada de
anticuerpo.

Ab-Ag Ab-Ag*

%+GD+*GD->GD%+*GD%

Figura 1-8 Inmunoensayo competitivo de un solo paso
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. Formato Competitivo

¥ En el formato competitivo de dos pasos, la concentracion de
anticuerpo del reactivo se encuentra presente en exceso
comparada con la concentracion de antigeno. El reactivo del
anticuerpo primero se incuba con una muestra que contenga
antigenos de interés, luego en el segundo paso, se agrega el
antigeno marcado.



. Formato Competitivo

¥ Recuerde que en el formato competitivo, menor concentracion de
antigeno marcado unido indica mayor concentracion de antigeno
presente en la muestra.
Los formatos de ensayos competitivos de dos pasos proporcionan
una sensibilidad mejorada, comparados con los formatos de
ensayos de un solo paso.

Step 1:
Ab (excess) Ab-Ag Ab

>3 +<:]D —><:]D%+

Step 2:
Ab-Ag Ab-Ag Ab-Ag*

GD>=+%+*GD—>G:%+*G%

Figura 1-9 Inmunoensayo competitivo de dos pasos
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. Tecnica No Competitiva (sandwich)

¥ | os formatos de ensayo no competitivos generalmente
proporcionan el nivel mas alto de sensibilidad y especificidad del
ensayo (ver Glosario para la definicion de estos términos) y se
aplican a la medicion de analitos criticos como pueden ser los
marcadores cardiacos y de hepatitis (ver Capitulo 3). A este
formatO S€ |O conoce como Sandwich Assays: Antibodies bind to two sites on analyte

ensayo “sandwich” ya que

el analito esta unido %ﬁ‘
(como un sandwich) Sulkd stpp

entre dos reactivos de  miotier plates %ﬁ*
anticuerpo muy especificos

(Figura 1-10). %ﬁ\-

Figura 1-10 Técnica sandwich no competitiva de inmunoensayo



. Tecnica No Competitiva (sandwich)

¥ | os formatos de ensayo no competitivo también pueden utilizar las
técnicas de un paso o de dos pasos, como en el ensayo
competitivo. El formato del ensayo de dos pasos emplea etapas de
lavado en el que se aisla y se lava el complejo sandwich para
quitar el exceso del reactivo marcado no unido y cualquier otra
sustancia que interfiera.

¥ E| formato no competitivo de dos pasos generalmente ofrece la
mayor especificidad y sensibilidad de todos los formatos de
ensayo que se tratan en la presente guia.
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Tecnica No Competitiva (sandwich)

¥ Enlos ensayos no competitivos, la medicion del analito marcado,

generalmente un anticuerpo, es directamente proporcional a la
concentracion de antigeno presente en la muestra. Esto puede
representarse por medio de una curva de respuesta a la concentracion.

(Figura 1-11).

El eje X traza la concentracion
de un antigeno. El eje Y traza

la respuesta, que en este caso
se trata de la sefal. Asi, cuanto
mayor sea la cantidad de
antigeno presente, mas
anticuerpos marcados se uniran.
Esta proporcion directa contrasta
con la indirecta de los
Inmunoensayos competitivos
tratados anteriormente.

Direct Relationship

Signal

Concentration

Figura 1-11 La concentracion de antigeno es
directamente proporcional a la
concentracion de marca
(senal) en los formatos no competitivos
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Técnicas de Inmunoensayo
Homogéneas y Heterogéneas

¥ A las técnicas de inmunoensayo que requieren la separacion del
complejo unido Ab-Ag* se las conoce como inmunoensayos
heterogéneos. Aquellas que no requieren separacion se
denominan inmunoensayos homogéneos.
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Técnicas de Inmunoensayo
Homogéneas y Heterogéneas

¥ [ as técnicas homogéneas generalmente se han aplicado a la
medicion de pequefios analitos como por ejemplo las drogas de
abuso y terapéuticas. Debido a que las técnicas homogéneas no
requieren la separacion de la union Ab-Ag* del Ag* libre,
generalmente son mas faciles y mas rapidas de realizar.

Reactivo de

Anticuerpo de Fase

Sélida (]-Ab)

-+

Muestra (Ag)

ola

Reactivo de

Anticuerpo
Marcado (Ab

TR

>

%)
i

Tubo de
Reaccion

I-Ab

Ab*

Técnica
Homogénea

e Se mide el complejo

Ab- Ag

Técnica
Heterogénea Alslar y Lavar el

Complejo] -Ab- Ag- Ab*

=:?>=*
Figura 1-12
Inmunoensayos homogéneos y

heterogéneos



¥ Inmunoensayos son pruebas que usan complejos de anticuerpo y
antigeno (tambien denominados inmunocomplejos) para medir la
presencia de un analito especifico en una muestra.

¥ Anticuerpos son proteinas que normalmente produce el sistema
Inmunoldgico en respuesta a una sustancia extrana.

¥ Antigenos son las moléeculas a las que se unen los anticuerpos,
que en el cuerpo podrian ser un un agente patdégeno invasor, o las
moléculas extrafnas inyectadas a un animal con el fin de provocar
la respuesta inmunoldgica.

¥ Anticuerpos se componen de dos regiones principales, la region
Fab (antigeno especifico) y la region Fc.
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. Resumen

¥ Las preparaciones de anticuerpo son antisueros policlonales,
que reconocen multiples puntos en los antigenos, o anticuerpos
monoclonales, que reconocen puntos simples en los antigenos.

¥ En los inmunoensayos, se marca el anticuerpo o antigeno con el
fin de obtener una senal perceptible que corresponda a la
concentracion del analito.

¥ [ os inmunoensayos pueden ser competitivos 0 no competitivos. En
los inmunoensayos competitivos, la concentracion de antigeno
es inversamente proporcional a la concentracion de la sefial. En
los inmunoensayos no competitivos, la concentracion de
antigleno es directamente proporcional a la concentracion de la
sefal.
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. Resumen

¥ Inmunoensayos homogéneos no requieren la separacion de los
complejos no unidos de los complejos unidos y de ahi que sean
mas rapidos y mas faciles de llevar a cabo que los inmunoensayos
heterogeneos.

¥ Inmunoensayos heterogéneos requieren la separacion de los
complejos no unidos, a menudo utilizando un reactivo de fase
solida como una particula magnética o una esfera plastica.
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. Revision

¥ |os anticuerpos monoclonales y los anticuerpos policlonales:

A. Pueden proveer especificidad y sensibilidad
para medir los analitos

B. Son inmunoglobulinas
C. Se unen al antigeno a través de la region de unidn Fab
Todas las opciones anteriores

O



. Revision

¥ [os anticuerpos monoclonales y los anticuerpos policlonales:

A. Pueden proveer especificidad y sensibilidad
para medir los analitos

B. Son inmunoglobulinas
C. Se unen al antigeno a través de la region de union Fab

D. Todas las opciones anteriores
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. Revision

¥ Enumere tres clases de marcas usados en las técnicas de
Inmunoensayo:

1.
2.




. Revision

¥ Enumere tres clases de marcas usados en las técnicas de
Inmunoensayo :

1 Enzimas

2. Compuesto radioactivo

3. Compuestos generadores de luz
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. Revision

¥ Un anticuerpo monoclonal individual se une a varios puntos
diferentes (epitopes) en un analito.

[0 Verdadero
1 Falso



12l
. Revision

¥ Un anticuerpo monoclonal individual se une a varios puntos
diferentes (epitopes) en un analito.

1 Verdadero

!( Falso



¥ En los formatos de inmunoensayos no competitivos, la sefial
medida es tipicamente
a la concentracion de analito de la muestra.

A. Proporcional
B. Inversamente proporcional
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. Revision

¥ En los formatos de inmunoensayos no competitivos, la sefal
medida es tipicamente
a la concentracion de analito de la muestra.

A. Proporcional
B. Inversamente proporcional
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Revision

¥ ; Qué técnica de inmunoensayo se prefiere para proporcionar la
mayor sensibilidad y la mayor especificidad?

A. Competitiva de un paso

B. No competitiva de dos pasos
C. Competitiva de dos pasos
D. No competitiva de un paso



. Revision

¥ ; Qué técnica de inmunoensayo se prefiere para proporcionar la
mayor sensibilidad y la mayor especificidad?

A. Competitiva de un paso
B. No competitiva de dos pasos

C. Competitiva de dos pasos
D. No competitiva de un paso



IMMUNOCHEMISTRY DIAGNOSTICS

Tecnologias de Deteccion del Inmunoensayo




),
|

Tecnologias de Deteccion del Inmunoensayo
Objetivos del Entrenamiento

¥ Una vez finalizado este capitulo, usted podra :

—Describir las técnicas de
RIA, EIA, FPIA, MEIA y CMIA

—|dentificar ensayos que utilizan técnicas
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Tecnologias de Deteccion del Inmunoensayo
Primeras Técnicas de Inmunoensayo: RIA y EIA

¥ El desarrollo de los inmunoensayos practicos comenzo en los afos ‘60
con la aplicacion de radioinmunoensayos (RIA). RIA utilizan isétopos
radioactivos como marca (Figura 2-1), y la concentracion de
radioactividad medida indica la concentracion de analito presente.
Recuerde que en el formato sandwich no competitivo, a la izquierda en la
Figura 2-1, la concentracion de marca tiene relacion directa con la
concentracion de antigeno presente; mientras que en el formato
competitivo, a la derecha en la Figura 2-1, la concentracion de

antigeno tiene
relacion inversa con  Sandwich Format Competitive Format

la concentracion GD_,l‘odineus

lodine,,s
de antigeno. ?ﬁ
Gﬁ%

Figura 2-1 Los radioinmunoensayos (RIA) utilizan una marca de isétopo radioactivo



. Tecnologias de Deteccion del Inmunoensayo

¥ RIA: aun se usan en la actualidad, particularmente para la deteccion de
cantidades muy bajas de analitos. Sin embargo, debido a las
complicaciones inherentes al manipuleo y desecho de los materiales
radioactivos en el laboratorio clinico, RIA se usa con menos frecuencia
que otro tipo diferente de inmunoensayo, denominado inmunoensayo
enzimatico (EIA).

¥ En EIA, las marcas de las enzimas se usan en lugar de las marcas
radioactivas. Las marcas tipicas de enzimas son la fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rabano picante, y la galactosidasa B. Mientras que RIA usa
radioactividad para medir la concentracion de analito, EIA tipicamente
usa un cambio de color, emision de luz, u otra sefial. Se requiere un
equipo especifico para obtener la concentracion de enzimas presentes
midiendo el cambio especifico que ocurrio.
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. Tecnologias de Deteccion del Inmunoensayo

¥ ELISA, o Enzimo-inmunoensayo, representa una aplicacion
popular del inmunoensayo sandwich heterogéneo de fase soélida
que combina un reactivo marcado enzima-anticuerpo con un
anticuerpo unido a una fase solida. Un ensayo ELISA es un tipo de
EIA. Inicialmente, se utilizaban como material de base solida tanto
las placas de microtitulo como las esferas de 1/4 de pulgada. Una
placa de microtitulo es simplemente una placa plastica cuadrada
con pocillos de poca profundidad recubiertos con un analito.



. Tecnologias de Deteccion del Inmunoensayo

¥ Hacia fines de la década del ‘70 y durante los afios ‘80 y ‘90, se
lograron importantes avances en lo que se refiere a la
automatizacion y sensibilidad de los inmunoensayos, y EIA en
particular. Las tecnologias de inmunoensayos por polarizacion de
fluorescencia (FPIA) e inmunoensayo por microparticula (MEIA)
representaron a las tecnologias predominantes durante algunos
afios. Mas recientemente, la tecnologia del inmunoensayo
magnético quimioluminiscente (CMIA) se ha aplicado como rutina
debido al significativo aumento de sensibilidad. Cada una de estas
técnicas sera tratada mas detalladamente.
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Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ Inmunoensayo por Polarizacion de Fluorescencia (FPIA) es un tipo
de inmunoensayo homogéneo competitivo por fluorescencia. Con
la union competitiva, el antigeno de una muestra y el reactivo
marcado antigeno-fluoresceina (AgF) compiten por los puntos de
union en el anticuerpo. Como inmunoensayo homogéneo, la
reaccion se lleva a cabo en una solucion de reaccion simple, y el
complejo Ab-AgF no requiere un paso de lavado para separarlo de
la marca AgF “libre”.

Ag-F Ab/Ag Ab/Ag-F

% + Ao+ CJD—-» Lo+ _ L,

Antibody Analyte-Fluorescein Analyte in
Reagent Label reagent Specimen

Figura 2-2 Inmunoensayo competitivo por polarizacion de fluorescencia (FPIA)
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Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ FPIA se utiliza para proporcionar una medicion exacta y sensible
de pequenos analitos de toxicologia como pueden ser las drogas
terapéuticas, y las drogas de abuso, toxicologia y algunas
hormonas. La aplicacion de FPIA al sistema TDx® de Abbott
automatizo en gran medida los inmunoensayos manuales de otros
tiempos que requerian mucha mano de obra.

¥ El reactivo FPIA incluye:
—S: Reactivo para anticuerpo: Antisuero para analito
—T: Indicador radioactivo (Tracer): analito marcado fluoresceina

—P: Detergente para pretratamiento:
facilita la liberacion de la droga de las proteinas del suero
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Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ FPIA utiliza tres conceptos claves para medir analitos especificos
en un formato homogeéneo: fluorescencia, rotacion de moléculas en

la solucion y luz polarizada.

¥ Fluorescencia: La fluoresceina es una marca fluorescente. Absorbe
la energia de la luz a 490nm y libera esta energia a una longitud de
onda superior (520nm) como luz fluorescente (Figura 2-3).

Light
Source

490nm I 520nm
EE> Detector
AgF of 520nm
Figura 2-3
,=> Deteccién de
fluorescencia en

complejos de conjugado
de fluoresceina
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Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ Rotacion de Moléculas en la Solucion: Las moléculas mas grandes
rotan mas lentamente en la solucion que las moléculas mas
pequenas. Este principio puede utilizarse para distinguir entre la
molécula mas pequefia antigeno-fluoresceina: AgF, que rota
rapidamente, y los complejos Ab-AgF mas grandes , que rotan
lentamente en la solucion.



Fluorescencia - FPIA

¥ Luz Polarizada: La tecnologia de polarizacion por fluorescencia
distingue la marca antigeno-fluoresceina (AgF) del antigeno-
fluoresceina (Ab-AgF) unido al anticuerpo por sus diferentes
propiedades de polarizacion por fluorescencia cuando son
expuestos a la luz polarizada (Figura 2-4).

Light
Source

420nm %@DF

Ab-Ag-fluorescein
rotate slowly in solution

Inmunoensayo por Polarizacion de

Light
Detector

high level
of measured
fluorescence

Figura 2-4 Medicién de grandes complejos usando fluorescencia, rotacion,

y luz polarizada en FPIA




Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ | aluz polarizada describe ondas de luz que solamente estan
presentes en un plano simple del espacio. Cuando la luz
polarizada es absorbida por la molécula mas pequeiia AgF, la AgF
tiene la capacidad de rotar su posicion en la solucion rapidamente
antes de que la luz sea emitida como fluorescencia.

Light Polarized Light

Source Filter Detector
. low level
42onm of measured
§> G GD fluorescence
F F

Analyte-fluorescein
rotate rapidly in solution

Figura 2-5 Los complejos mas pequefios en FPIA dan como resultado una senal de fluorescencia mas baja
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Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ | aluz emitida se liberara en un plano diferente del espacio de
donde fue absorbido y por consiguiente se la denomina luz no
polarizada. Con el complejo Ab-AgF de mayor tamafio, la misma
luz polarizada absorbida se libera como fluorescencia polarizada
ya que cuanto mas grande sea el complejo Ab-AgF no rota tan
rapidamente en la solucion. La luz es liberada en el mismo plano
del espacio como energia de la luz absorbida, y el detector puede
medirla.
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Inmunoensayo por Polarizacion de
Fluorescencia - FPIA

¥ [ os resultados de FPIA se
muestran como una curva
inversa por cuanto a valores
bajos de analito del paciente
producen una sefal mas alta (en
este caso, la sefial es luz
polarizada).
Una sefial alta a niveles bajos de
analitos del paciente dan como
resultado un ensayo muy
sensible (Figura 2-6).

Polarization Units

Concentration

Figura 2-6 FPIA da como resultado una relacion inversa
inferior entre la sefal y la concentracion de
analito
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. Inmunoensayo por Microparticula — MEIA

¥ El Inmunoensayo por microparticula (MEIA) es una técnica de
Inmunoensayo que utiliza el aislamiento de complejos
anticuerpo/antigeno en una superficie de fase sélida de pequefas
esferas denominadas microparticulas.
MEIA se ha adaptado ampliamente para automatizar la medicion
de moléculas grandes como por ejemplo marcadores asociados al
analisis cardiaco, de fertilidad, de cancer, metabdlico, de hepatitis,
y de tiroides.
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. Inmunoensayo por Microparticula — MEIA

¥ Los componentes de MEIA incluyen ,en suspension en un buffer
especifico optimizado para el ensayo, lo siguiente: (Figura 2-7):

— Fase Soélida Microparticula-Anticuerpo : Microparticulas de latex que estan
recubiertas con un anticuerpo para unirse al analito especifico que esta
siendo medido

— Conjugado Anticuerpo-Enzima: Enzima Fosfatasa Alcalina unida al
anticuerpo

— Sustrato de Enzima: Fosfatasa 4-Metil Umbelliferona Fluorescente (MUP)
en solucion, la que esta disponible para una reaccion con la enzima en el
anticuerpo.

Microparticle Alkaline phosphate MUP
labeled antibody
(conjugate)

Figura 2-7
Componentes
de MEIA
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. Inmunoensayo por Microparticula — MEIA

¥ En lafigura 2-8 se puede ver un resumen de la forma en que los
componentes trabajan en combinacion con la muestra para
producir una seial y el correspondiente resultado de la prueba.

¥ Observe como la matriz de fibra de vidrio sirve para fijar los
complejos. También note que esta técnica usa un formato no
competitivo, de modo que la concentracion de analito es
directamente proporcional a la concentracion de sefal.



Las microparticulas recubiertas con
anticuerpos antianalito y muestra se
incuban juntas para formar una
mezcla de reaccién.

Se transfiere una alicuota de la
mezcla de reaccion a la matriz de
figra de vidrio.

Se deja que los anticuerpos
antianalito marcados con fosfatasa
alcalina se unan al complejo de
microparticulas.

Se agrega el sustrato Fosfato 4-
Metil Umbeliferona (MUP) a la
mezcla. Se mide el producto
fluorescente, metilumbeliferona
(MU).

Figura 2-8
Proceso de la
técnica MEIA



Inmunoensayo Magnético Quimioluminiscente -
CMIA

¥ [ os compuestos quimioluminiscentes también pueden usarse para
marcar analitos. Los compuestos quimioluminiscentes son distintos
de los marcados radioactivos, fluorescentes, y enzimaticos.
Una marca quimioluminiscente produce luz cuando se lo combina
con un reactivo “trigger”. Aunque muchos instrumentos en el
laboratorio clinico se basan en la tecnologia quimioluminiscente, el
tipo especifico de marca varia y a menudo esta patentado, y por
ello puede variar la performance.
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Inmunoensayo Magnético Quimioluminiscente
CMIA

¥ En el caso de Abbott ARCHITECT® (de Abbott Laboratories, Chicago,
lllinois, Estados Unidos), por ejemplo, la marca es un derivado de
acridina patentado. Esta marca produce una alta emision de luz, y por
consiguiente alta sensibilidad (es mas facil medir una gran
concentracion de luz). El principio quimico se ilustra en la Figura 2-9.

- T
_ Sulfupropyl Group
S03 *Improves water solubility
N@ *Leads to more efficient reaction
AN
=
0 N > SO,Ar Sulfonamide Group
| *Improves stability Figura 2-9
v marca de
S— quimioluminiscencia

para CMIA de
Abbott ARCHITECT™



Inmunoensayo Magnético Quimioluminiscente -
CMIA

¥ Los pasos de la reaccion para ChemiFlex® (marca comercial de la
version de CMIA de Abbott) son muy similares a los de MEIA
descriptos anteriormente, y se los compara en la Figura 2-10.
Ambos utilizan la tecnologia de ensayo sandwich no competitiva
para medir analitos. Recuerde que en
estos dos inmunoensayos

MEIA

no competlltwos, la < + QD + D+ +
concentracion de sefal ) Akaline

. . icroparticle ample Phosphatase
medida es directamente e e Conjugate "

proporcional a la
concentracion de analito
presente en la muestra.

CHEMIFLEX™

B+ D+ ae+ §

__Patented
Magnetic Sample Acridinium Derivative Base/Acid
Microparticle Conjugate

Figura 2-10 Comparacion de las técnica MEIA y CHEMIFLEX™
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Inmunoensayo Magnético Quimioluminiscente -
CMIA

¥ | as técnicas de MEIA y CMIA usan microparticulas para fijar
anticuerpos, pero existen otras similitudes y diferencias también
(Tabla 2-11). La marca, la etapa de separacion y la tecnologia de
medicion difieren entre estas dos técnicas.

Etapa de
Tecnologia Fase Sélida Separacion Tecnologia de Deteccion

MEIA Microparticula ~ Matriz de Fibra  Enzima Fosfatasa Detector de
de Latex de Vidrio Alcalina Fluorescencia

CMIA Microparticula  Iman Compuesto Tubo Fotomultiplicador
Magnética Quimioluminiscente de Quimioluminiscencia

Figura 2-11 Comparacién de los pasos en las técnicas MEIA y CMIA



¥ Existen cinco técnicas de inmunoensayo que se resumieron en
este capitulo.

— Radioinmunoensayo (RIA): El anticuerpo o el antigeno se marcan con
radioactividad, y se usan en un formato no competitivo o competitivo.

—Inmunoensayo enzimatico (EIA): El anticuerpo o el antigeno se marcan
con una enzima que convierte un sustrato en un producto con una sefal
resultante que se mide, como por ejemplo cambio de color.



— Inmunoensayo por Polarizacion de Fluorescencia (FPIA): Tipicamente se
marca el antigeno con una marca fluorescente y compite con el antigeno sin
marcar de la muestra. La rotacion relativamente lenta de las moléculas grandes,
como también la capacidad de las particulas de movimientos lentos de polarizar la
luz se utilizan para obtener una medicion del numero de particulas grandes de
anticuerpo-antigeno-fluoresceina en la solucién. En este formato competitivo, la
concentracion de analito presente es indirectamente proporcional a la
concentracion de sefial medida.

— Inmunoensayo por Microparticula (MEIA): Se cubre una microparticula de fase
solida con anticuerpos en contra de un antigeno de interés, y se usa para capturar
el analito. Se marca el anticuerpo para la deteccion con un enzima al igual que en
EIA. La concentracion de analito es proporcional a la cantidad de sefial medida.
Un formato sandwich no competitivo produce resultados que son directamente
proporcionales a la cantidad de analito presente.



—Inmunoensayo Magnético Quimioluminiscente (CMIA):
Una marca quimioluminiscente se conjuga con el anticuerpo o antigeno,
y produce luz cuando se lo combina con su sustrato. Esta técnica es muy
similar a MEIA, aunque la reaccién quimioluminiscente ofrece alta
sensibilidad y facilidad para la medicion. Un formato sandwich no
competitivo produce resultados que son directamente proporcionales a la
cantidad de analito presente.
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¥ Enumere cuatro tecnologias de deteccion del inmunoensayo
(5 posibles)

1.

2
3.
4.
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Revision

¥ Enumere cuatro tecnologias de deteccion del inmunoensayo
(5 posibles)

1. Radioinmunoensayo

2. Inmunoensayo enzimatico

3. Inmunoensayo por polarizacion de fluorescencia
4. Inmunoensayo por microparticula

5. Inmunoensayo magnético quimioluminiscente




¥ En la tecnologia FPIA:

A. La sefnal medida es directamente proporcional
a la concentracion de analito

B. La molécula Ag-Fluoresceina rota rapidamente
y emite luz polarizada

C. Tanto el analito marcado como el analito sin marcar de la
muestra compiten por los puntos de union del anticuerpo

D. Todas las opciones anteriores



¥ En la tecnologia FPIA:

A. La sefal medida es directamente proporcional
a la concentracion de analito

B. La molécula Ag-Fluoresceina rota rapidamente
y emite luz polarizada

C. Tanto el analito marcado como el analito sin
marcar de la muestra compiten por los puntos de
union del anticuerpo

D. Todas las opciones anteriores
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. Revision

¥ La tecnologia FPIA se aplica usando cual de las siguientes
opciones?:

A. Ensayo homogéneo
B. Formato no competitivo
C. MEIA
D

. Ensayo heterogéeneo



¥ La tecnologia FPIA se aplica usando cual de las siguientes
opciones?:

A. Ensayo homogéneo
B. Formato no competitivo
C. MEIA

D. Ensayo heterogeneo
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¥ ; Qué tipo de fase sélida utiliza MEIA?:
A. Microparticulas magnéticas
B. Placas de microtitulo
C. Microparticulas de latex
D. Esferas de 1/4 pulgada



. Revision

¥ ; Qué tipo de fase sdlida utiliza MEIA?:
A. Microparticulas magnéticas
B. Placas de microtitulo
C. Microparticulas de latex
D. Esferas de 1/4 pulgada



¥ ; Cual de las siguientes opciones tipicamente representa
la marca mas sensible?

A. Quimioluminiscencia
B. Enzima

C. Fluorescencia

D. Microparticula
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Revision

¥ ; Cual de las siguientes opciones tipicamente representa
la marca mas sensible?

A. Quimioluminiscencia
Enzima

B
C. Fluorescencia
D. Microparticula



IMMUNOCHEMISTRY DIAGNOSTICS

Factores de Impacto en el Rendimiento
Analitico del Inmunoensayo
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Factores de Impacto en el Rendimiento

Analitico del Inmunoensayo
Objetivos del Entrenamiento

¥ Una vez finalizado este capitulo, usted podra:

—Describir la exactitud y la precision en lo que se refiere a
Inmunoensayos

— Discutir el uso de calibradores y controles en estos ensayos

— Comprender los riesgos potenciales para las pruebas de
iInmunoensayo, particularmente interferencias del efecto” hook “en
concentraciones elevadas y los anticuerpos humanos anti-raton
(HAMA)



Factores de Impacto en el Rendimiento

Analitico del Inmunoensayo
Introduccion

¥ Los fabricantes de inmunoensayos pasan un tiempo importante
determinando qué técnica de inmunoensayo es la mas apropiada para un
analito especifico con el fin de asegurar resultados de calidad superior.
En muchas instancias, se modifica una técnica particular, quizas con el
agregado de un componente especial del reactivo, para combatir algunos
obstaculos comunes y asi obtener resultados optimos.

¥ A veces estos desafios se deben a sustancias que interfieren, presentes
en la sangre, problemas inherentes a la tecnologia de medicion y/o a
técnicas de laboratorio. Este capitulo tratara la forma en que se optimizan
los inmunoensayos para asegurar resultados de alta calidad que dan
como resultado un 6ptimo cuidado del paciente. En este capitulo se trata
el impacto de la calibracion, material de control, interferencias, y los
efectos “hook” en concentraciones elevadas.



Factores de Impacto en el Rendimiento

Analitico del Inmunoensayo
Los Inmunoensayos Deben Ser Exactos y Precisos

¥ La exactitud y la precision en los inmunoensayos son fundamentales para
la utilidad de los mismos (Figura 3-1). Exactitud significa que el ensayo le
esta dando la respuesta correcta tanto al bioquimico como al médico, y
esta describiendo la cantidad de analito realmente presente. A menudo
se lo ilustra con una flecha dando en el blanco.

Exacto Preciso Sensible Especifico
L
Figura 3-1
Daen el Da en el Capacidad de Capacidad de Exactitud, precision,
centro del mismo excluir falsos excluir falsos sensibilidad,

blanco blanco negativos positivos especificidad en los
inmunoensayos
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Factores de Impacto en el Rendimiento

Analitico del Inmunoensayo
Los Inmunoensayos Deben Ser Exactos y Precisos

¥ Precision en los inmunoensayos significa que la combinacion de
reactivos, analizador, y otros factores de influencia puede
proporcionar resultados reproductibles. Puede compararse con la
flecha dando en el mismo punto del blanco, una y otra vez, aunque
no necesariamente en el centro.

¥ Exactitud es la capacidad de medir la concentracion correcta de
analito en una muestra. Los inmunoensayos pueden ser exactos
pero imprecisos, precisos pero inexactos, 0 ambas cosas, exactos
y Precisos.



Factores de Impacto en el Rendimiento
Analitico del Inmunoensayo

¥ Tipicamente se cree que la sensibilidad y la especificidad clinicas
son subconjuntos de la exactitud y la precision. Si un ensayo tiene
la capacidad de generar resultados con exactitud y en forma
reproductible que no produzcan falsos positivos, entonces se lo
considera especifico. Un falso positivo significa que un resultado
puede indicar erroneamente que existe una cierta condicion de un
paciente (el resultado “positivo” realmente no identifica a un
paciente que es positivo).



Factores de Impacto en el Rendimiento
Analitico del Inmunoensayo

¥ En un analisis de hepatitis, por ejemplo, un falso positivo significa
que el ensayo indico que un paciente es positivo para hepatitis,
cuando no lo es. Esto puede ocurrir por muchas razones, pero en
la mayoria de los casos se debe a que la metodologia del ensayo
no puede distinguir entre el analito deseado que se esta midiendo
y uno que se comporta igual que ese (tal vez comparten
estructuras moleculares similares, pero fisiologicamente tienen un
efecto diferente sobre el organismo).



Factores de Impacto en el Rendimiento
Analitico del Inmunoensayo

¥ Se considera que un ensayo muestra sensibilidad clinica cuando
en forma exacta y reproductible puede asegurar que no ocurren
falsos negativos. Volviendo al ejemplo del analisis de hepatitis, el
bioquimico no quiere entregarle al médico un resultado que
erroneamente indique que un paciente no tiene hepatitis cuando si
la tiene. Si el paciente es realmente positivo para hepatitis, un
ensayo con sensibilidad clinica deficiente que no pueda detectar
niveles muy bajos de hepatitis (no es lo suficientemente sensible)
puede indicar falsamente que el paciente es negativo para hepatitis
(no tiene hepatitis).



Calibracion y Controles en los Inmunoensayos
Impacto del Calibrador en los Inmunoensayos

¥ Los calibradores son soluciones con valores conocidos que establecen la
relacion entre la cantidad de sefal producida en el ensayo y la
concentracion de analito. Al “correr” un set de calibradores, en el software
del instrumento se produce una “curva de calibracion” (Figura 3-2)
(basicamente una curva de respuesta a la concentracion como se tratara
anteriormente) y se establece
una correlacion entre ciertos
valores de la sefal para las
concentraciones de analito
conocidas.

Signal

0 5 10 15 20
Concentration

Figura 3-2 Curva de calibracion de una muestra
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Calibracion y Controles en los Inmunoensayos
Impacto del Calibrador en los Inmunoensayos

¥ Al comparar con esta curva de calibracion los niveles de sefal
producidos por las muestras de un paciente, se puede determinar
el valor de concentracion de analito de un paciente, o el resultado.
Es muy importante que se trate adecuadamente el material de
calibracion de acuerdo con el inserto de fabricacion, y que el
criterio de aceptacion sea el apropiado, asi se puede establecer
una correcta curva de calibracion.

Si la calibracion no es correcta, los resultados del paciente
correspondiente no seran correctos. La mayoria de los aspectos de
la calibracion estan automatizados en los analizadores para
Inmunoensayos actuales, aunque los calibradores liquidos,
refrigerados y listos para usar aseguran menos posibles errores
por parte del operador comparados con aquellos que necesitan ser
reconstituidos o descongelados manualmente.
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Calibracion y Controles en los Inmunoensayos
Impacto del Calibrador en los Inmunoensayos

¥ También es importante que el fabricante elija la matriz correcta
para los calibradores. La matriz es el solvente que contiene al
analito en el calibrador (o control). Es para asegurar que la
respuesta de la sefial de la curva de calibracion sea idéntica a la
sefial de las muestras de los pacientes. Las matrices pueden ser a
base de suero animal, acuosas, o derivadas de otros materiales.
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. Impacto del Control en los Inmunoensayos

¥ | os controles son muestras que contienen concentraciones
conocidas de analito. Se utilizan para monitorear la exactitud y la
precision del rendimiento de un ensayo y de un analizador. Si el
control se encuentra “dentro del rango”, se supone que el
rendimiento de los reactivos y del analizador es correcto y que el
analisis del paciente puede comenzar. Es tipico hacer un ensayo
de los controles en cada corrida, turno o dia, dependiendo del
analito y/o del analizador y del inserto de fabrica. Tipicamente se

lleva a cabo el analisis usando una Tabla de Levey Jenning (Figura
3-3).
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. Impacto del Control en los Inmunoensayos

¥ Este tipo de grafico traza los valores del control e indica si se estan
desarrollando posibles tendencias al respecto. Si los controles tienden a
subir o bajar (o por el contrario se comportan de una manera no
aceptable), probablemente indica algun problema del reactivo, la
calibracion, o el analizador que puede estar afectando los resultados de
un paciente de una manera similar.

Muchas de las mismas
consideraciones que se
discutieron anteriormente O

para Calibracion también ® ® o @

son relevantes para los X >

controles, como asegurar @ @

el minimo error por parte ® © ®
del operador y usar una ®
matriz base apropiada que dm = = = - - - - - === © .
sea idéntica a las muestras
de los pacientes.

e b s e e e e e e e G e e e

Figura 3-3 Tabla de Levey Jenning para analisis y seguimiento de controles
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Interferencias en los Ensayos

¥ L os inmunoensayos de un paso pueden tener tendencia a las
interferencias que afectan tanto la sensibilidad como la
especificidad. En la mayoria de los casos las interferencias se
deben a agentes que interfieren en la union de anticuerpos con
antigenos por varias razones.



}
;m{ , A

Tl

ST

.-/l-.r-

. Interferencias en los Ensayos

¥ En este capitulo, nos ocuparemos de las interferencias que se deben
al efecto “hook” en concentraciones elevadas y a anticuerpos
humanos anti-raton. En general, es mas probable que los ensayos en
secuencia (de dos pasos) proporcionen resultados exactos eliminando
la contribucion adversa de las proteinas de union, sustancias
endogenas de interferencia y efectos generales de la matriz, debido al
paso extra de lavado (Figura 3-4).

Working Range >

Signal

<_High Dose Hook

Figura 3-4
Efecto hook en concentraciones elevadas

Analyte Concentration



Efecto “Hook” en Concentraciones Elevadas :
Exceso de Antigeno (Fenomeno Prozona)

¥ | a posibilidad de que exista un efecto “hook” en concentraciones
elevadas es un fendmeno inherente a los disefios de los ensayos
“‘sandwich” de un paso. Las concentraciones muy elevadas de
antigeno en la muestra del paciente se unen a todos los sitios
disponibles saturandolos, tanto en el anticuerpo- fase sélida
como en el anticuerpo- conjugado marcado y asi evitar la
formacion “sandwich”.

¥ Bajo estas condiciones, el nivel medido de analito puede ser
significativamente mas bajo que el nivel real presente en la
muestra. El efecto “hook” en concentraciones elevadas se refiere al
“‘gancho” que se observa en la curva de respuesta a la
concentracion cuando la informacion se traza como una sefial
versus la concentracion de analito (Figura 3-4). Este efecto” hook’
en concentraciones elevadas también se denomina efecto prozona.



. Anticuerpos Humanos Anti-Ratén (HAMA)

¥ QOtra forma de interferencia en los inmunoensayos es la presencia
de anticuerpos humanos anti-raton (HAMA). Estos anticuerpos
pueden estar presentes en la sangre humana como consecuencia
de la respuesta inmunologica del cuerpo al estar expuesto a
antigenos de raton.

¥ Existen varias razones para que un sistema inmunologico humano
produzca anticuerpos para “combatir” antigenos invasores que
derivan de la exposicion a ratones. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales del raton se usan en algunos tratamientos para el
cancer. Un sistema inmunologico humano también puede producir
una respuesta a los ratones si el paciente esta en contacto con
ellos. También es comun la exposicion ambiental a los ratones.



. Anticuerpos Humanos Anti-Ratén (HAMA)

¥ [ as muestras de pacientes que contienen HAMA pueden producir
resultados falsamente elevados (falso positivo) o reprimidos (falso
negativo) en los inmunoensayos que utilizan anticuerpos
monoclonales de raton. Los ensayos sandwich por lo general son
los mas susceptibles a la interferencia HAMA.

Para evitar los efectos prozone (efectos “hook’”
en concentraciones elevadas), se pueden
disefar los ensayos usando un formato de
ensayo de dos pasos, el cual usa pasos de
lavado para eliminar el exceso de antigeno.
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. Anticuerpos Humanos Anti-Ratén (HAMA)

¥ Falsos Positivos Debidos a HAMA: En el caso de falsos positivos,
se forma un ensayo sandwich y asi se produce la sefial, aunque no
haya presente analito del paciente (Figura 3-5). HAMA se une
tanto al anticuerpo de captura
de fase soélida como
al reactivo de anticuerpo
marcado. Por lo tanto
parece como si el analito
estuviese presente en la . .
muestra del paciente, Miciipart e
causando el complejo.

HAMA antibody — |

Figura 3-5 Como HAMA genera un falso positivo
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. Anticuerpos Humanos Anti-Ratén (HAMA)

¥ Falsos Negativos Debidos a HAMA: HAMA puede provocar
resultados del ensayo falsos negativos por medio de dos
mecanismos: uniéndose y bloqueando al anticuerpo de captura de
fase solida, o uniéndose y bloqueando al reactivo de anticuerpo

marcado.
Capture antibody is blocked Detection antibody is blocked
HAMA antlbody HAMA antibody —b

Figura 3-6
Cémo HAMA
genera un falso
negativo




. Anticuerpos Humanos Anti-Ratén (HAMA)

¥ Los fabricantes utilizan varias técnicas para minimizar el impacto
de HAMA incluyendo:
—Disefio real de dos pasos para eliminar las interferencias

—Bloqueadores para reducir o eliminar las interferencias ocupando
los puntos de union en los anticuerpos HAMA.

Los bloqueadores son unicos para la formulacion de
cada ensayo y algunos ejemplos pueden ser
detergentes, proteinas depuradas y suero animal.
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. Resumen

¥ Exactitud significa que el ensayo esta dando la respuesta
correcta, midiendo la cantidad de analito realmente presente en la
muestra.

¥ Precision significa que el ensayo mide |a cantidad de analito de
una manera reproductible cada vez.

¥ Sensibilidad clinica y especificidad clinica se refieren a la
capacidad del ensayo de generar resultados exactos y
reproductibles que minimicen la cantidad de falsos positivos y
falsos negativos que ocurran.

¥ Calibradores son muestras de concentracion conocida usados
para establecer los parametros del analizador o instrumentos.
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. Resumen

¥ Controles son muestras de concentracion conocida que se usan
para monitorear la exactitud y la precision de un analizador y un
ensayo.

¥ E| efecto “hook” en concentraciones elevadas, tambien
denominado efecto prozona es un tipo de interferencia que puede
reducir la exactitud y la precision de los inmunoensayos. Bajo
condiciones de exceso de antigeno, el ensayo lee una
concentracion de antigeno inferior a la que realmente se encuentra
presente.
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. Resumen

¥ QOtro tipo de interferencia se debe a la presencia de anticuerpos
humanos anti-raton (HAMA) que pueden estar presentes en el
suero de pacientes que hayan sido tratados con anticuerpos de
raton para alguna terapia, o se hayan expuesto a ratones de
alguna otra manera.

¥ Los inmunoensayos de dos pasos pueden reducir la
interferencia de un efecto “hook” en concentraciones elevadas o
la presencia de anticuerpos HAMA.
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¥ L a capacidad de un ensayo de dar en forma reproductible con una
concentracion fijada se denomina:

A. Especificidad
B. Sensibilidad
C. Precision
D. Exactitud



. Revision

¥ La capacidad de un ensayo de dar en forma reproductible con una
concentracion fijada se denomina:

A. Especificidad
B. Sensibilidad
C. Precision
D. Exactitud



. Revision

¥ Con cual de las siguientes opciones puede eliminarse
la interferencia de “efecto hook” por exceso de antigeno?:

A. Metodologia de inmunoensayo de dos pasos
B. Metodologia de inmunoensayo de un paso
C. Disminucion del reactivo de anticuerpo

D. Disminucion del reactivo de soporte solido



¥ Con cual de las siguientes opciones puede eliminarse
la interferencia de “efecto hook” por exceso de antigeno?:

A. Metodologia de inmunoensayo de dos pasos
B. Metodologia de inmunoensayo de un paso

C. Disminucion del reactivo de anticuerpo

D. Disminucion del reactivo de soporte solido
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¥ | a interferencia de HAMA puede eliminarse
metodologias de inmunoensayo de dos pasos.

[0 Verdadero
1 Falso



12l
. Revision

¥ | a interferencia de HAMA puede eliminarse
metodologias de inmunoensayo de dos pasos.

# Verdadero
1 Falso
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Revision

¥ |os anticuerpos HAMA se producen como resultado de:

A. Exposicion del paciente a ratones
0 a proteinas de raton

B. Contaminacion de la muestra
con proteinas de raton

C. Inmunizacion
Alergias a los alimentos

-



. Revision

¥ |os anticuerpos HAMA se producen como resultado de :
A. Exposicion del paciente a ratones
o0 a proteinas de raton

B. Contaminacion de la muestra
con proteinas de raton

C. Inmunizacion
Alergias a los alimentos

O
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¥ | os calibradores son muestras de individuos que se sabe que
estan dentro del rango normal usados para verificar el
funcionamiento del instrumento.

[0 Verdadero
1 Falso
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¥ | os calibradores son muestras de individuos que se sabe que
estan dentro del rango normal usados para verificar el
funcinamiento del instrumento.

[0 Verdadero

‘i( Falso
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Ejemplos de Pruebas
que Utilizan Inmunoensayos




Ejemplos de Pruebas que Utilizan Inmunoensayos
Objetivos del Entrenamiento

¥ Una vez finalizado este capitulo, usted podra

—Nombrar varias clases de pruebas que utilizan
tecnologia de inmunoensayo.

—Describir el uso de pruebas especializadas para hormonas
endocrinas, dafno cardiovascular, antigenos de hepatitis,
y antigenos tumorales.?

2 El auspiciante de esta Guia educativa, Abbott Laboratories, no hace
representaciones de este u otros productos dentro o fuera de los Estados Unidos.
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Ejemplos de Pruebas que Utilizan Inmunoensayos
Introduccion

¥ Al concluir los capitulos uno al tres de esta Guia de Entrenamiento,
usted habra aprendido varias tecnologias y técnicas utilizadas en la
aplicacion de inmunoensayos.
El presente capitulo tratara sobre la aplicacion de estas distintas
técnicas de inmunoensayo para pruebas de laboratorio especificas.
Existen cuatro clases principales de inmunoensayos especializados
que seran tratados: hormonas endocrinas, marcadores cardiacos,
antigenos de hepatitis y antigenos tumorales.
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Ejemplos de Pruebas que Utilizan Inmunoensayos
Tipos de Pruebas Especializadas — Hormonas Endocrinas

¥ Las hormonas generalmente son producidas en glandulas
endocrinas especificas y se transportan a las células a través del
sistema circulatorio. Los ejemplos de glandulas endocrinas
Incluyen hipotalamo, lobulo pituitario anterior, glandula tiroidea,
ovario, testiculo, corteza suprarrenal, placenta, y pancreas. Las
hormonas juegan varios roles para mantener el funcionamiento
normal del cuerpo y medir los niveles de estas hormonas puede
ser crucial para diagnosticar una enfermedad o para monitorear el
tratamiento. Varias hormonas claves se miden tipicamente a traves
de la tecnologia de inmunoensayo (ver Tabla 4-1).



Categoria de Punto Primario de
Analisis Accion

Tirotrofina (TSH) Tiroides Glandula Tiroidea Estimulacion de la secrecién de la hormona
tiroidea
Tiroxina (T4) y Tiroides Tejido Corporal Estimulacion del consumo de oxigeno
Triyodotironina (T3) General y de la tasa del metabolismo del tejido
Tiroxina Libre (fT4) y Tiroides Tejido Corporal Formas libres de las hormonas tiroideas que se
Triyodotironina Libre (fT3) General encuentran en el suero, no unidas a otras
proteinas, de ahi, “libre”; se cree que son la
medida méas exacta del estado tiroideo.
Cortisol Metabdlico Tejido Corporal Metabolismo de hidratos de carbono, proteinas,
General y grasas
Hormona Fertilidad Ovarios, Testiculos Crecimiento de foliculos y secrecion de
Foliculoestimulante (FSH) estrégeno, y ovulacion
Hormona Luteinizante (LH)  Fertilidad Ovarios, Testiculos Ovulacion, secrecion de progesterona
Prolactina Fertilidad Glandula Mamaria Crecimiento de la glandula mamaria, iniciacion
de la produccion de lecha
Estrogeno Fertilidad Organos Sexuales Desarrollo de caracteristicas sexuales
Femeninos. Auxiliar. secundarias
Progesterona Fertilidad Estructura Preparacion del utero para la implantacion del
Reproductiva dvulo, mantenimiento del embarazo
Femenina. Auxiliar.
Testosterona Fertilidad Organo Sexual Desarrollo de caracteristicas sexuales
Masculino. Auxiliar. secundarias
Gonadotrofina Cori6nica Embarazo/ Ovarios, Testiculos Mantenimiento de la funcidn del cuerpo luteo,
Humana (hCG) Fertilidad ovulacion, secrecion de progesterona

Tabla 4-1 Hormonas Endocrinas Medidas a través del Inmunoensayo
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. Indicadores de Lesion Cardiovascular

¥ El analisis de inmunoensayo es de gran ayuda para evaluar el
dafo cardiaco durante o después de un infarto de miocardio (0
ataque al corazon). A menudo se llevan a cabo analisis de
iInmunoensayo para proteinas especificas liberadas durante y
después de un ataque cardiaco, para un diagndstico y monitoreo
de la condicion del corazon. Tales marcadores incluyen troponina,
mioglobina, CK-MB, y mas recientemente Péptido Natriurético del
tipo B y Proteina Reactiva C de alta sensibilidad (hsCRP). Los
marcadores se enumeran en la Tabla 4-2.



Marcador de Lesion
Cardiaca Descripcion

Como se Correlacionan los Niveles con la Lesion
Cardiovascular

Troponina-| Proteina que se libera de  Los niveles aumentan a las 4 horas después del infarto de
las células musculares miocardio; solo 0 mejor aun cuando se lo combina con
muertas o dafiadas del pruebas para CK-MB (ver abajo), es un anélisis de
corazon diagnostico muy confiable; permanece elevado hasta 8

dias posteriores a la lesion.

Mioglobina Proteina que se Se libera ante el dafio de algiin musculo; los niveles
encuentra en el corazon  aumentan a las 2 horas después del infarto de miocardio;
y otros musculos, los niveles vuelven a los rangos de referencia a las 24
importante para horas aproximadamente; se lo considera un analisis de
transportar el oxigenoa  diagndstico prematuro muy sensible, especialmente junto
las células musculares con otros marcadores de infarto de miocardio.

Creatinine Una forma de laenzima  Los niveles aumentan a las 4 o 6 horas después del infarto

Kinase-MB (CK-
MB)

que se encuentra
principalmente en los
musculos del corazén y
que se libera ante algun
dafio

de miocardio; los inmunoensayos rapidos son utiles para
los diagnosticos de emergencia; se lo considera una
prueba estandar en el diagnostico de infarto de miocardio.

Péptido Hormona de la proteina  Los niveles elevados indican lesién o stress en el

Natriurético del que se libera del ventriculo izquierdo del corazén, lo que incluye infarto de

tipo B (BNP) ventriculo izquierdo del miocardio, hipotension (presion sanguinea baja), o stress
corazon cuando esta del musculo ventricular por la acumulacion de sangre y
dafiado fluido como en un ataque cardiaco congestivo.

CRP de Alta Proteina liberada en el Puede ser util para predecir riesgo de otro infarto de

Sensibilidad suero en respuesta a miocardio, en el caso de que ya haya ocurrido uno; sin

(hsCRP) una lesion, infeccion, e embargo, deben considerarse multiples “disparadores”

inflamacion

para la produccion de CRP al interpretar los resultados.

Tabla 4-2 Marcadores de Dano Cardiovascular



¥ L a hepatitis es la inflamacion del higado, y pueden causarla
virus, bacterias, farmacos, toxinas o la ingestion excesiva de
alcohol. En parte, debido al desarrollo de los inmunoensayos, se
han identificado cinco virus distintos que causan hepatitis: Hepatitis
A, Hepatitis B, Hepatitis C, Hepatitis D, y Hepatitis E. Cada virus
puede ser individualizado usando técnicas de inmunoensayo (ver
Tabla 4-3).
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Virus de la Hepatitis A Via Fecal Oral Generalmente 15 - 45 dias Alrededor del 0.3%
(HAV): Picornaviridae; abrupto

enterovirus pequefio, ARN

de una sola hebra

Virus de la Hepatitis B Agujas contaminadas, Generalmente Promedio de 60 - 90 0.5-1.0%

(HBV): Hepadnaviridae; transfusiones con insidioso dias

virus ADN de cadena doble  sangre no analizada, iy .

parcialmente tatuajes, contacto sexual 2l w9 -l dles

Virus de la Hepatitis C Similar a HBV Insidioso 2 — 26 semanas 0.2 - 0.4%; proceso
(HCV): Flaviviridae; virus cronico a menudo sin
ARN de una sola hebra sintomas que puede

producir cirrosis hasta
en un 30% de los
pacientes infectados

Virus de la Hepatitis D Similar a HBV Generalmente 21-90 dias 2-20% con

(HDV): abrupto coinfeccién, hasta un

virus ARN de una sola hebra 30% con
sobreinfeccion

Virus de la Hepatitis E Ingestion de agua Generalmente Promedio de 40 dias Alrededor del 1 - 2%,

(HEV): contaminada, higiene abrupto 15 - 20% en mujeres

Extension 15 — 60 dias

Apariencia de calicivirus; personal deficiente embarazadas

virus ARN de una sola hebra

Table 4-3 Tipos de Hepatitis detectados por Inmonoensayos
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. Hepatitis

¥ Todos los tipos de hepatitis virales afectan las células hepaticas.
Los individuos infectados con un virus de hepatitis tienden a
padecer sintomas generalizados, que en la primera etapa son
similares a la gripe. Los sintomas incluyen fatiga, dolor
muscular/articular, pérdida del apetito, nauseas, diarrea,
fiebre e ictericia.

¥ Debido a que los sintomas no son especificos, se requieren
iInmunoensayos para distinguir entre los virus especificos. Las
pruebas de hepatitis se utilizan tanto para “screening” como para
monitoreo. Por favor consulte la Guia de Entrenamiento sobre
Hepatitis de Abbott Diagnostico para obtener mas detalles.
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. Marcadores Tumorales

¥ | as células tumorales pueden producir proteinas que se detectan
en suero por medio del inmunoensayo, y estas proteinas se
conocen como marcadores tumorales. Los marcadores tumorales
generalmente son especificos para un cierto tipo de cancer. La
medicion de los marcadores tumorales puede ser util para el
diagnostico y monitoreo de diferentes tipos de cancer, y estas
pruebas pueden usarse para detectar cancer y monitorear la
progresion del tratamiento (ver Tabla 4-4).



5

Hormonas Gonadotropina Coridénica Humana (hGC)  Testicular, Mama, Tracto Gl , Pulmén,
Ovario
Antigenos Alfafetoproteina (AFP) Test Sindrome de Down, Estémago.
Oncofetales Estfabo, Ovario
Antigeno Carcinoembrionario (CEA) Colon rectal, Tracto Gl , Pulmén, Mama
Antigeno Prostatico Especifico (PSA) Prostata
Marcadores CA 15-3, CA 549, CA 27-29 Cancer de Mama
gearbohidratos Ca 125 Carcinoma de Ovario y Endometrio
Antigenos del CA 19-9 Pancreas, Tracto Gl
Srupo Ca 50 P4 Tracto GI
Sanguineo a ancreas, Tracto
Ca72-4 Ovario, Tracto Gl
CA 242 Pancreas, Tracto Gl
Proteinas Monoclonal IgA, Monoclonal IgG Mieloma Multiple

Monoclonal IgM, B2-Microglobulina

Macroglobulinemia Waldenstrom

Tabla 4-4 Marcadores Tumorales Detectados por inmunoensayo

Nota: no todos los inmunoensayos del mercado estan
aprobados por normas gubernamentales para todas
las indicaciones mencionadas arriba.
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. Marcadores Tumorales

¥ |dealmente, los marcadores tumorales serian 1) especificos para el
organo objetivo, y 2) producidos en una concentracion lo
suficientemente grande como para ser detectados con exactitud en
pacientes con cancer pero no en una poblacion normal.
Desafortunadamente, con la posible excepcion de PSA
(marcador comun usado para indicar la presencia de cancer de
prostata), rara vez se logran ambas caracteristicas.

¥ Por lo tanto, en la practica clinica, los marcadores tumorales se
usan mas como ayuda en el diagnostico en combinacion con otras
pruebas de diagnostico (p. €j., MRI), y para monitorear la
progresion de la enfermedad después de su deteccion y
tratamiento.
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Marcadores Tumorales

¥ El porcentaje y la magnitud de la reduccion de los marcadores

tumorales se usa para evaluar la eficacia del tratamiento. Después
del tratamiento, el marcador tumoral deberia reflejar si aquel ha
sido exitoso.

Un descenso del nivel del marcador tumoral reflejaria una
respuesta positiva al tratamiento mientras que un minimo cambio
en el nivel del marcador tumoral reflejaria una respuesta pobre al
tratamiento.

Si el tratamiento es exitoso, entonces una vez que el nivel del
marcador tumoral se ha estabilizado en un nuevo nivel inferior, las
mediciones de seguimiento del marcador programadas en forma
regular son de ayuda para determinar la estabilidad de Ia
enfermedad.
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. Pruebas Congeénitas

¥ También se encuentran disponibles los inmunoensayos que miden
ciertos agentes infecciosos que son especialmente perjudiciales si
un feto esta expuesto. Estos ayudan a diagnosticar proactivamente
alguna infeccion de la paciente y a prevenir un dafio en ella o en el
feto (Tabla 4-5).

Condicion Médica que Puede
Prueba Factor que se Mide ser Causa de la Infeccion

Rub IgG y Rub IgM Anticuerpos IgG o IgM  Causa una erupcion que generalmente es leve en nifios y
para Rubeola adultos; la infeccién durante el embarazo puede ser
perjudicial para el feto y provocar aborto, muerte, y
deficiencias de nacimiento

Toxo Gy Toxo M Anticuerpos IgG o IgM  Defectos del sistema nervioso central, especialmente si la
para Toxoplasmosis infeccion tiene lugar en el primer trimestre del embarazo;
causa principal de muerte en paciente con SIDA

CMVGyCMVM Anticuerpos IgG o IgM  Neumonia intersticial, mononucleosis, deficiencias
para Citomegalovirus ~ congénitas de nacimiento, aborto, retraso mental, ceguera
y sordera

Tabla 4-5 Pruebas para Factores Congénitos
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. Pruebas Congeénitas

¥ | as pruebas para exposicion a la Rubeola, Toxoplasmosis, y CMV
son de especial importancia para el “screening” de embarazadas y
gente con inmunosupresion. Los recién nacidos, pacientes con
SIDA, pacientes con cancer, y quienes hayan recibido un
transplante de organo son susceptibles de enfermarse si se
exponen a estas enfermedades, mientras que las personas con
sistemas inmunoldgicos normales luchan contra las infecciones en
forma exitosa. Los recién nacidos pueden padecer alguna infeccion
si sus madres estan expuestas durante el embarazo.
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. Pruebas Congeénitas

¥ Existen pruebas para detectar anticuerpos IgM e IgG que son
especificos para virus particulares en los pacientes. Si un paciente
es positivo en anticuerpos IgM, recientemente ha estado expuesto
al virus y se encuentra preparando una pronta respuesta
inmunologica. Si un paciente es positivo en anticuerpos IgG,
estuvo expuesto por lo menos varios meses antes de la prueba, y
puede ser un infectado crénico.

¥ E| tipo de anticuerpo que se encuentra en los recién nacidos
también puede ayudar al médico a descubrir si el infante adquirio
en forma pasiva anticuerpos de la madre, o si él se infect6 con el
virus. Estas pruebas proporcionan informacion importante acerca
de infecciones actuales y pasadas en poblaciones susceptibles.
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. Pruebas Metabolicas

¥ [ os inmunoensayos también estan disponibles para una amplia
variedad de indicadores de funciones metabdlicas y deficiencias
nutricionales. Las deficiencias especificas pueden surgir como
resultado de dietas inadecuadas, o como indicio de alguna
enfermedad fisiologica, como la anemia. Existen multiples formas
de anemia que requieren un cuidadoso diagnostico y tratamiento.
Algunos ejemplos de estos tipos de pruebas y sus indicaciones se
detallan en la Tabla 4-6.
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. Pruebas Metabolicas

Ferritina

Factor que se Mide

Proteina que almacena hierro para
ser usado posteriormente por
multiples tejidos del cuerpo

Condicion Médica que Puede

ser Causada por una Infeccién

Los niveles de ferritina en suero se correlacionan
con la cantidad de hierro almacenado; niveles
bajos indican anemia

o dieta deficiente

Vitamina
B12

Vitamina, cobalamina, que ayuda a
formar globulos rojos que llevan
oxigeno a los tejidos del cuerpo

Las deficiencias pueden causar anemia
macrocitica, enfermedades neurologicas, y
pueden ser un indicio de enfermedades
autoinmunes y otros desérdenes del tracto
digestivo

Folato

Vitamina que es cofactor en
diversas rutas metabdlicas

Las deficiencias durante el embarazo pueden
causar defectos de nacimiento en la columna
vertebral; la deficiencia de la vitamina B12 y del
folato pueden llevar a una anemia megaloblastica

Tabla 4-6 Pruebas para Factores Metabdlicos
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. Otras Pruebas y Tecnologias de Inmunoensayo

¥ Muchos otros analitos se analizan usando inmunoensayos. Un
ejemplo es el uso de ensayos turbidimétricos para las pruebas de
proteinas especificas en analizadores de quimica clinica. Los
Inmunoensayos también se usan para analizar los niveles de
drogas terapeuticas en suero, lo que puede ser de utilidad para
asegurar la dosis adecuada de medicamentos para un paciente
individual.
Las pruebas para drogas de abuso son otra aplicacion de los
Inmunoensayos.



¥ Este capitulo se centro en ejemplos de inmunoensayos |
comunmente usados en el entorno clinico. Se describieron seis
categorias de pruebas.

—Hormonas Endocrinas: Entre los ensayos para una variedad de
hormonas tiroideas, de fertilidad, y de embarazo se incluyen las pruebas
para tirotrofina, hormona foliculoestimulante, testosterona, y otras.

—Indicadores de Dano Cardiovascular: Los ensayos para las proteinas
liberadas por el musculo dafado del corazdn tras un ataque cardiaco son
utiles para el diagnostico y tratamiento de esta condicion. Entre las
pruebas se incluyen aquellas para medir troponina, mioglobina, Creatinine
Kinase-MB, Péptido Natriurético del tipo B , y otros marcadores cardiacos.

— Antigenos de Hepatitis: Los ensayos para cada una de las cinco cepas
de virus de Hepatitis se utilizan con fines de diagnostico y monitoreo.
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. Resumen

— Antigenos Tumorales: Los ensayos para antigenos especificos
producidos por celulas cancerigenas pueden usarse para diagnostico y
monitoreo, e incluyen antigeno especifico de prostata (PSA) para cancer
de prostata y alfa fetoproteina (AFP) para cancer testicular, entre otros
ejemplos.

— Agentes Infecciosos Congeénitos: Los ensayos de suero para los
anticuerpos IgM e IgG en personas expuestas a agentes infecciosos
como la Rubeola, Toxoplasmosis, y Citomegalovirus (CMV) son utiles
para dlagnostlcar y monitorear la posible infeccion, particularmente en
mujeres embarazadas para determinar el riesgo de defectos de
nacimiento de sus hijos.

—Metabaolicos: Los ensayos para proteinas y vitaminas que intervienen en
el metabolismo pueden medirse, incluyendo la ferritina como medida de
los niveles de almacenamiento de hierro, y las vitaminas B12 y folato.
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¥ | as pruebas para cual de las siguientes opciones no se
cuantifican rutinariamente usando inmunoensayos:

A. TSH
B. AFP
C. Glucosa
D. Folato
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¥ Las pruebas para cual de las siguientes opciones no se
cuantifican rutinariamente usando inmunoensayos :

A. TSH
. AFP

B
C. Glucosa
D. Folato
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¥ Una prueba para hCG se clasificaria como:
A. Ensayo para tiroides
B. Marcador de hepatitis
C. Marcador de embarazo
D. Marcador de cancer
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¥ Una prueba para hCG se clasificaria como :
A. Ensayo para tiroides
B. Marcador de hepatitis
C. Marcador de embarazo
D. Marcador de cancer
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Revision

¥ Cual de los siguientes son los cinco virus principales
que causan hepatitis viral:

A. HBV1, HBVZ, HBV3, HBV4,
y Virus de Epstein-Barr

HAV, HBV, HCV, HDV, HEV
Ictericia y sus cuatro subtipos
Ninguna de las opciones anteriores

OO w
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¥ Cual de los siguientes son los cinco virus principales
que causan hepatitis viral :

A. HBV1, HBV2, HBV3, HBVA4,
y Virus de Epstein-Barr

B. HAV, HBV, HCV, HDV, HEV

C. Ictericia y sus cuatro subtipos
Ninguna de las opciones anteriores

O
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¥ | os paneles de la hepatitis viral se usan para:
A. Diagnostico
B. Monitoreo
C. Screening
D. Todas las opciones anteriores
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¥ Un paciente que es positivo por anticuerpos IgG para Rubeola
estuvo expuesto recientemente al virus y esta preparando una
respuesta inmunologica temprana.

[0 Verdadero
1 Falso
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. Glosario

¥ Afinidad — medida de la atraccion entre un punto simple del
antigeno y un anticuerpo simple con ese punto.

¥ Analito — sustancia, conjunto de sustancias, o “factor”
que se analizara.

¥ Anticuerpo - glicoproteina producida por los linfocitos B en
respuesta a la exposicion a un antigeno y se une especificamente
a ese antigeno.

¥ Antigeno — sustancia que es capaz, bajo condiciones apropiadas,
de inducir una respuesta inmune especifica y de reaccionar con el
producto de esa respuesta (anticuerpo o especificamente linfocitos
T sensibilizados).



= |
. Glosario

¥ Exceso de antigeno — la presencia de exceso de antigeno en
relacion con la concentracion de anticuerpo, provoca una
desestimacion de la concentracion de antigeno (a veces
denominado “efecto prozona”).

¥ Antisuero — suero que contiene anticuerpos.

¥ Avidez - |a intensidad combinada de reactividades de un
anticuerpo y un antigeno, representando la afinidad neta de todos
los puntos de union en el antisuero.

¥ Calibrador — material de caracteristicas conocidas (concentracion,
actividad, reactividad) usado para calibrar o ajustar un
procedimiento de ensayo. El material deberia tener las mismas
caracteristicas de rendimiento que las muestras para la prueba en
ese procedimiento.
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¥ Quimioluminiscencia — emision de luz a traves de una reaccion
quimica que incluye la oxidacion de un compuesto organico por
medio de un oxidante (por ejemplo peroxido de hidrégeno).

¥ Sensibilidad clinica — la capacidad de una prueba para clasificar
correctamente a los pacientes que padecen una enfermedad
produciendo un resultado de la prueba verdadero positivo.

¥ Especificidad clinica - la capacidad de una prueba para clasificar
correctamente a los pacientes que no padecen una enfermedad
produciendo un resultado de la prueba verdadero negativo.

¥ Curva de respuesta de concentracion — describe la relacion
entre la sefal del ensayo y la concentracion de analito.



¥ Epitope -region Unica en un antigeno que se une a un anticuerpo
especifico.

¥ ELISA (Enzimo-inmunoensayo) — inmunoensayo que utiliza un
anticuerpo marcado con un marcador enzimatico. El cambio en la
actividad enzimatica como resultado de la reaccion enzima-
anticuerpo-antigeno es proporcional a la concentracion de
antigeno y se puede medir.

¥ Resultado falso positivo de un ensayo - resultado positivo de
una prueba que se obtiene de una muestra realmente negativa.

¥ Resultado falso negativo de un ensayo- resultado negativo de
una prueba que se obtiene de una muestra que realmente contiene
un analito.

¥ Polarizacion por fluorescencia — ocurre cuando una molécula
absorbe luz a una longitud de onda y reemite luz a una longitud de
onda mayor.



¥ HAMA (Anticuerpo Human Anti Raton) — producido en los seres
humanos como respuesta inmune luego de una exposicion a
anticuerpos de raton.

¥ Inmunocomplejos — complejos formados por la union de
moléculas de antigenos y anticuerpos, con o sin fijacion del
complemento.

¥ Inmunoglobulina — proteina compuesta por cadenas pesadas y
livianas y que funciona como un anticuerpo.

¥ Anticuerpos monoclonales — anticuerpos que se producen in
vitro por una linea celular que se origina en una célula simple.
Todas las moléculas son de tipo y subtipo simple y poseen una
especificidad antigenica simple.



. Glosario

¥ Inmunoensayo no competitivo — inmunoensayo en el cual el
analito de la muestra y el analito marcado se presentan en forma
consecutiva al anticuerpo de la reaccion.

¥ Precision - punto hasta el cual los analisis de replicacion de una
muestra concuerdan en_tre si. Estadisticamente, es lo contrario de
la varianza de una medicion o calculo.

¥ Radioinmunoensayo (RIA) — ensayo cuantitativo para la
deteccion de reacciones antigeno-anticuerpo usando sustancia
marcada radioactivamente para medir la union de sustancia sin
marcar a un anticuerpo especifico o receptor.

¥ Ensayo sandwich- se usa para describir un inmunoensayo, que
combina analitos entre dos anticuerpos especificos.
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