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= Métodos para evaluar la respuesta
inmune humoral

4 * Métodos para evaluar la respuesta
celular

= PERO PRIMERO

= Ensayo inmunoenzimatico
(ELISA)

* [nmunofiuorescencia
= Citometria de flujo

= Métodos bioquimicos v
moleculares: PAGE, WB, PCR,
reaccion en cadena de la
polimerasa convencional y en
tiempo real




¢ Radioinmunoensayo (RIA):
El marcador es un isdtopo radioackive.

e Ensayos inmunoquimioluminiscente:

\ R Marcados: El marcadior es una sustancia
@“ & e Conjugados a moléculas quimioluminiscente.
W v gue emiten sefiales
% U detectables o ' Analisis inmuvoenzimaticos (EIA):
. t@ .
M ) El marcador es una enzima.

ﬁéf e Fluoroinmunoandlisis:
f ﬁh El marcador es una particula
fluorescente.

Formacién de
inmunocomplejos

(antigeno/aticuerpo) No marcados:

Son medidos por dispersion
de luz o por visualizacién
directa

e Precipitacion

e Aglutinacion
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Ensuyo de Inmunioadsorcion
Ligado a Enzima

Determina presencia de
anticuerpos o antigenos en la
muestra de un paciente

El basamento de la técnica radica
en la formacién de
inmunocomplejos que se
encuentren fijos o adsorbidos & una
superficie, y una reaccion
enzimdatica como
sistema de revelado
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4th generation HIV antibody
and p24 ELISA (Combg)
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nanotechnology

Plasmonic ELISA for the ultrasensitive detection
of disease biomarkers with the naked eye
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Aprovechnindo software ante las carencias

Cellular Immunology 284 (2012) 9-19, Exp Cell Res. 2016 May 1;343(2):159-67.
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0 Permeabllized celis are mixed with
30-100 dilferent antibodies, each labeled
with & (tferent rare earth metal,

e The the cells are sprayed, as single-cell droplets
into an argon plasma hotter than 5,000°C, which
vaparizes each cell and strips electrons from the metals
to generate lons. The mietal lons are accelerated in an
electrostatic field arid o deflector separates as they fly
towards a deteciin at different speeds depending 0i
their masi. The mass spectrometer is precise paough to
distinguith isotopes that differ by a singie atomic mass
unit, making it possible to measure up to 100 different
parameters in a single experiment,
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e The deiector counts the arriving lons, quantifying how much of each
metal--nnd therefare of its tagged antibady's target—was on or in each

cell. Analyzing single cells with so many parameters has allowed Nolan and

Collecting
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coworkers to study changes in phodphorylation in any given cell type,




'CUTARES)

| ™
I ! Y

J - \
— L — o — - b — — A\ e — |
.
A

——
|V

Illu’




— 1=
M
o)
()
g
g | |
-

sample loaded anto gel
by pipdtte

plastic casing

(+) anode

protein with two
suibunits, A and B,
joined by a disulfide

nogatively
charged SDS
moleculas
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l Q-PCR amplification
Fois poirt PCR detection fange (b)
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Cycle number Cycle number
l Standard curve constiuction

(€)

Slope -3.47
PCR efficiency, E = (10 "%9_1)*100 = 94%
Y-irtercept 38.76
R? 0).998
Mean NTC Ct 327
Ct cycle cutoff (32.7 - 3.3 cycles) = 294

Cycleinreshold (Ct) value

Equivalent to 398 genes pl"
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Altemative
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A/CH50 75 a 160 U/ml
C1 Inhibidor 16 a 33 mg/ di
C3 Hombres 88 a 252 mg/ dl
C3 Mujeres 88 a 206 mg/ dI
C4 Hombres 12 a 72 mg/ dl
C4 Mujeres 13 a 75 mg/ dl
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Property

INMUNOCIOBUNINAS

IgG igA

Usual molecular form
Other chains
Subclasses

Heavy chain allotypes
Molecular mass, kDa

Serum level in average
adult, mg/mL

Percentage of total
serum Ig

Serum half-life, days
Synthesis rate, mg/kg
per day

Antibody valence

Classical complement
activation

Alternate complement
activation

Binding cells via Fc

Biologic properties

Monomer Monomer, dimer
None Jchain, SC
G1,G2,G3,G4 AlL A2

Gm (=30) No A1, A2m (2)
150 160, 400
95-125 15-26

75-85 7-15

23
33

2
+G1, 22, 3)

+(G4)

Macrophages, neutro-
phils, large granular
lymphocytes

Placental transfer, sec-
ondary Ab for most
antipathogen responses

Lymphocytes

Secretory immuno-
globulin

Pentamer, hexamer
J chain

None

None

950, 1150

0.7-1.7

5-10

Lymphocytes

Primary Ab responses

Marker for mature B cells

Source: After L Carayannopoulos, JO Capra, in WE Paul (ed): Fundamental Immunology, 3rd ed. New York, Raven, 1993; with permission

Mast cells, basophils,
B cells

Allergy, antiparasite
responses
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PROBLEMA:
Un joven de 24 aics'se expone a una situacion de riesgo de infeccion por VIH:;
a) Ud. como médico iqué le recomendaria al paciente?

b) Por otra parte, el individuo decide ir a la semana a un laboratorio a hacerse una prueba
de ELISA para evaluarse su estatus serologico, en el laboratorio le inforrian que ellos
realizarén un ELISA de 4ta generacién, dicha prueba resulta positiva. Asi mismo, acude a
un segundo laboratorio donde le realizan un ELISA de tercera generacion, que arroja un
resultado negativo. Explique cudl es la diferencia entre ambos tipos de ELISA y el porqué
de la disparidad de los resultados

¢) En vista de los resultados obtenidos se le realiza una carga viral de VIH, la cual'da un
resultado de 500.000 copias/ml. Explique en gué consiste la cuantificacion ¢e carga viral
por PCR real time, que sistemas de deteccién fluorescente se pueden emplear para llevar
a cabo dicha cuantificacién

d) Luego de todas estas pruebas, explique cudl es el estado serolégico de dicho paciente

e) (Qué estudios adicionales le recomendaria Ud. a dichc joven?
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