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Técnicas basadas en interaccion antlgenO—

anticuerpo

* Inmunoensayos a
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«  Western blot
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Reagent Specimen Complex

« Inmunoprecipitacion
Figura 1-5 Los anticuerpos marcados permiten i deteccidn de complejos antigeno/anticuerpo en los inmunoensayos

« Inmunohistoquimica

e Inmunofluorescencia
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Tipos de inmunoensayo:

&7

Inmunoensayo:
Formacion de
inmunocomplejos
(antigeno/anticuerpo)
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Marcados:

que emiten sefiales
detectables

No marcados:

Son medidos por dispersion J
de luz o por visualizacion
directa

Conjugados a moléculas <

e N\

Radioinmunoensayo (RIA): El
marcador es un isdtopo radioactivo.

« Analisis inmunoenzimaticos (EIA): El
marcador es una enzima.

 Fluoroinmunoanalisis: El marcador es una
particula fluorescente.

 Ensayos inmunoquimioluminiscente. La
marca es una sustancia
\ quimioluminiscente.

-
* Precipitacion
+ Aglutinacion
+ Difusion radial

J Immunol Methods. 1992; 150. 5-21




Inmunoensayos:

v'Comparacion
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Aszzay

Sensitivity
{1g antibody fml)

Precipitation reaction In fluids
Precipitation reactions in gels

Maneini radial immunodiffusion

Ouchterleny double immunodiffusion

Immunoelectrophoresis

Rocket electrophoresis
Agglutination reactions

Cirect

Passive agglutination

Agglutination inhibition
Radloimmunoassay
Enzymelinked immunosorbent

assay (ELIGA)
ELISA using chemiluminescence
Immuncflucrescence

Flow eytometry

20-200

1050
20-200
20200

0.3
G.000-0.06
.0e-0.08

e ~0.006

<0,0001-0,01
<0.0001-0.017
1.0

0.06-0.006




ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay):

La deteccion se realiza colorimétricamente por
la interaccion de un sustrato cromogénico y
una enzima que ha sido acoplada a un
anticuerpo detector La prueba de ELISA se basa
en la formacion de inmunocomplejos,
(reaccion antigeno-anticuerpo, uno de los
cuales debe ser de reactividad conocida), para
detectar la presencia de un analito de interés.
La deteccion se realiza colorimétricamente por
la interaccion de un sustrato cromogénico y
una enzima que ha sido acoplada a un
anticuerpo detector.

En el ELISA, uno de los reactivos se conjuga con
una enzima formando un complejo con
actividad inmunolédgica y enzimatica.
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Engvall y Perlman 1971




ELISA. Pasos

‘/Conjugacic')n del anticuerpo o
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Tipos de ELISA.
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Primary .
Antibady ubstrate
Conjugate

Direct Assay
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Primary
Antlbody
Conjugate

Signal Amplication
Avidin-Biotin Complex

SIENAL
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| Substrate

!

ﬁ Primary
At pody

Competitive Assay

Secondary
Antibody Substrate SEGNAL

Conjugate ,()
Yy

Primary
Antibody
Conjugate

Indirect Assay

SIENAL
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Substrate

Primary
Antibrody #2

Primary
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Capture Assay Sandwich
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Evaluacion de células B

Anticuerpos / ELISA & CBA

HRP-Linki & d A ntiboody

L
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Target Frotein
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Utilidad
Clases y subclases de Ig

LIRS R  Properties and biological activities™ of classes and subclasses of human serum immunoglobulins

Property [ Activity lgG1 1gG2 1gG3 lgC4 IgAl IgA2 igm* IgE gD

Molecular weight” 150,000 150,000 150,000 150,000 150,000- 150,000- 900,000 150,000 150,000
600,000 600,000

Heavy-chain 1 2 43 i al al i € ]
component

MNormal serum g 3 1 0.5 3.0 0.5 1.5 0.0003 0.03
level (mg/ml)

In vive serum 23 23 B 23 ] [ 5 2.5 3
halflife (days)

Activates classical + +/- ++ - - - +++ - -
complement
pathway

Crosses placenta + +/- + + - - - - -

Presenton - - - - - - + - +

membrane of
rmature B cells

Binds to Fe ++ +/- +4 + — _ 3 _ _
receptors of
phagocytes
Mucosal transport - — — — ++ 11 s _ _
Induces mast-cell - — — - — _ _ + _

degranulation
“Activity levels indicated as follows: ++ = high; + = moderate; + /— = minimal; — = none; ? = questionable.

TIgG, IgE, and IgD ahways exist as monomers; Igh can exist 2s 2 monomer, dimer, trimer, or tetramer. Membrane-bound
Igh is &2 menomer, but secreted [gM in serum is & pentarmer.

tlgM is the first isctype produced by the necnate and during a pimary immune response.




Utilidad

Deteccion de Ag y Ac
‘Bacterias

Parasitos

*Hongos

*Virus

HAP-Linked Antibody

Deteccion de complejos autoinmunes ——

Tz @ =

Anti- DNA (Antigenos nucleares \ *",;#

Detection Antibody e -
ey

extractables: Sm - Ro - La - RNP)
*Anti-Histonas (HI, H2Z2A, H2B, H3, H4)

Capture Antibody

Sandwich Elisa
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Utilidad

Deteccion de Acs contra antigenos de tejido
*Anti-tiroglobulina
*Anti-microsomal

-Anticuerpos Antifosfolipidos (Cardiolipina IgG-M)

Detecion de Ags asociados a tumores: HHP-LInW

-Ag prostatico E f =
o
*Ag ovario (Ca125) Detaction Antibody o

Pl

*ACE, alfafetoproteina

UNIVERSIDAD Sandwich Elisa
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ELISA, y Generaciones:
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12 generacion

« Ag: lisado purificado de VIH

« Pocas sensibilidad y especificidad
2492 generacion

« Ag. proteinas recombinantes de VIH.
Deteccion de VIH-1 y VIH-2

« Poca sensibilidad, mejora la especificidad
3r2 generacion

« Ag. proteinas recombinantes de VIH.
Deteccion del grupo O del VIH. IgM e IgG

* Mgjora la sensibilidad
42 generacion

« Capacidad para detectar al Ag p24 y
anticuerpos




Técnicas basadas en fluorescencia
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Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Hidrodinamica

Optica

Electron

UNIVERSIDAD
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Técnica que permite analizar
particulas en suspension que
se hacen fluir a través de un
rayo de luz, las particulas
interactuan dispersando este
haz de luz y emitiendo
fluorescencia, estas senales

adas

Laser 835 nm

Lazer 488 nm

Laser 405 nm

555 LF

525/50

Objective

Cuvette

FL-6

Pinhole




Separacion Celular

Diluted Peripheral
blood blood
mononuclear
7y N POO0OC] cells
Ficoll- & centrifugation >
Hypaque Y
(specific Red
gravity blood cells
and

=1.078) u

granulocytes
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Boyum A. Isolation of mononuclear cells and granulocytes from human
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Fluorocromos
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OH

s T
Exeitation Erussion
Piobe Weavelength 300 350 400 450 500 550 600 650 700
FITC 7
PE ZZ
PE-Texas Red Tandem
| | i
PE-Cy5 Tandem 7 T
Propidium lodem £
i L
EGFP -~ g
EYFP 7
ECFP |
DsRed Iy 1 4527,
Allophycocyanin (APC) /E"
PerCp s st
[FFIFTTIFT I T T
Sylox Green s
- i m =
Source

Argon lon Laser

Krgpton lon Laser

Nefium-Meon Laser

Hedium-Cadmium

Mercury Lamp




Utilidad. Evaluacion de la funcion hematopoyética y de

P
{\) ﬂtnnhmal T-MHL
Ig,-mp_l"tgid }:‘ ETLLIHELN- |
progenitar ce
TdT : m
HLA-DR 2
CcD34
co117 & mature he:lp.e-_r.I nducer activated
e thymocylte Hymphocyte  helperfinducer
prothymocyte {TdT) (CDT) Tymphocyte
cov ch2 (GO
TdT co2 Cns (0]
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o34 CD5 TRCD3 CDe
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immabura
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EET? peipheral T-MHL
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CDa TdT
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co2
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Cos mature CytoloxEc! activated
CDi trymocyte SUPPressor cytotoxic!
CO4CDE {TdT) Tymphooyte SUPPressor
(R-CD3) cD7 o7 Tiymphocyte
(CD10} cD2 o2 co?
CyCDy) CD5 co?
CO5 coa CO5
COE TeF-CD3 cD3
TcR-CLC3 (C21EB) TcR-CD3
(CI56) {CDECDERCDET)
(G257 HLA-DR
Coes

UNIVERSIDAD

ME-LGL leukemia

DE LOS ANDES



Produccion de citocinas/ marcadores intracelulares

Counts
8o 703 o 20 30795 =0 so 70

S0
i

Counts

o 10 0 30 =N
i | PP

% = 43 + 33 A % = 95 + 4 D
GM=45+5 GM =148 + 32
+ Ionomicina / Brefeldina A
% =944 B | %=17t4 E
GM =191 £ 56 GM=62%6
Intracellular CD69 (PE) Surface CD69 (FITC)
P |- sigoal
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Usos de la citometria de flujo g
v'Evaluacion de subpoblaciones 3 .
celulares - T ———
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Sfiraulated with PMA_]
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Inmunofluorescencia

Inmuno fhw rescenc ia Anticuerpo unido a
directa fluoresceina dingido
contra

inmunoglobulinas
humanas

Anticuempo
Antigeno +— {inmunoglobulina)
tisular ™, unido in situ
normal 4] (ol [

Biopsia del paciente en estudio

._/
Iusvuo DEINMUNOLOGIA CLINICA
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Inmoumo fhw rescencia

Fot L1

Antigeno —

similar al~.
humano £ [

Amticuerpe unido a
fluoresceina dingido
contra
inmunoglohulinas
humanas

Suero del paciente en
estudio —conteniendo
el anticuarpo-
incubaido conla
seccion que contiene

a‘:au!.irelm

Substrato: tejido animal




Figura 12.3: Patmanas de inmunofiuorescancia an 1a
datarminacian de anticuarpos antinucleares. (A) patran difusa;
[B) patrdn pariférco; (C) patrdn ruciaalar; (D) patrdn molBada.

Inmunofluorescencia

v'Anticuerpos Antinucleares (IFI Hep-2)
v Anticuerpos Anti DNA

v Anticuerpos Antimitocondria

v Anticuerpos Antimusculo Liso

v Anticuerpos contra Polimorfonuclear
Neutrofilo (ANCAS)

v Anti-FTA




Microscopia confocal

Pheotomubtipier

Pinhole

Beam Splitter

Objective Lens
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Microscopia confocal
Aplicaciones!11 Confocal endomicroscopy
Kerry Dunbar and Marcia Canto

fata =]

Current Opinion in Gastroenteroloegy 2008
24:6531-637

Table 2 Comparison of reported performance characteristics in endomicroscopy studies

Sensitivity (%) Specificity (%) Accuracy (Ja)

CLE pattern classification for colorectal pathology [5] 97.4 99,4 98.2
Gl neoplasia-miniprobe CLE [4%] 83.1 821 92.4
Chromoendoscopy-guided CLE in UC [7**] 94,7 98.3 97.8
Chromoendescopy-guided CLE in UC [8%] a4 92 -
CLE for DALM and ALM [8**] 100 96.6 a7
Chromoendoscopy-guided CLE for polyps [10] g97.4 98.3 841
CLE for distinguishing adenoma vs. hyperplastic polyps [11] B3 100 Bg
Cenfocal Barrett's esophagus classification [12] 92.3 98.4 97.4
CLE-guided EMR [13] 94 50 =
Esophagesal squamous cell carcinama [14%] 100 87 a5
Gastric pit pattern

MNeoplasia 80 904 871

Atrophy B3.6 09.6 07.5

Gastritis [15"7] g1.8 Q8.3 858
Confocal caliac criteria [16] 70 95 80
Fuorescent peptide for colon dysplasia—confocal miniprobe [17°°] 81 82

ALM, adenoma-like masses; CLE, confocal laser endomicroscopy; DALM, dysplasia-associzted lesional masses: EMR, endoscopic mucosal resection;
Gl, gastrointestinal; UC, ulcerative colitis.

v" FITC sodica

v’ Violeta de Cresilo

L________ v’ Acriflavina HCL
NSTTUTO DEINMUNOLOGIA CLINICA
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BLOTTING
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WESTERN BLOTTING

Pasos basicos

Transfer buffer

O

e Difusion.
e Capilaridad (southern like).

o Electroforética.

'If proteins are hydraphobic,
use FVDF membrane instead.

SR \

Membiane
[with wansfemed
prateins)

Prirary antibody

I‘J |

Blocking buifer 'I'I'JSII buiTer IBST

[weth
transferned
prateins) =

Incubate blots
overnight at 4~ €
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=S L %%

Horseradish
peroxidate
conjugated
mnnd:ry antibadiec

- h

Incubate biots 2
hours & room

tempenture

=

Nemrbrane
[ready tu ke
wisualized)




WESTERN BLOTTING

Everybody knows western

—— ¢p160 (arv precursor)
— epi30 (suter emv or “sudsee” glyeosnetsin)

— PES {reversa transeriptase)

— F23 {cond precursarl/ps” (RT)

— gpdl (iransmembrane ghcoprotsin)
— 40 {core)

!
. — 31 {endonucieass)

L v B Lt . & H
Tl - —— i —— (24 {core shl or "capsid®)

R (]
PRy

==

! — 16 {Core matrix)

HIW-1
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Inmunohistoquimica

ne I:: on P:Eil‘:]:a \ Cuchilla , RETALLADG
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(Preservacion del tejido) -
ot adr =
.. . . . - -
v' Fijado e inclusion en parafina - ,
. : ;”foll,':: DESBASTADO Firamide truncada
v Cortado ultrafino °
v' Montaje en laminas
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BIQWRE/ ‘ ?
5
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Portaohjetos

Estufa
a 40 oC

Portaohjetos con cortes
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evaporarse ¢l agua
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Inmunohistoquimica
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Immunohistochemical approaches to the diagnosis of

InmunOhIStoquimlca undifferentiated malignant tumors

AplicaCioneS‘. 11 Annals of Diagnostic Pathology 12 (2008) 72 -84

? LeiomyosarcomaIMTIFibrarmalosisfAFX I

Desmin/Muscle-specific actin/Alpha-Actin

Sarcomatoid carcinoma

Keratin &
Epithelial membrane
antigen (EMA)

Malignant FHST
ar neuraid
g eanl melanosma

Vimentin

I
5

rmali

@

Technically
Inadeguates Imien

o)

CD56/CD57

Malignant PNST .

D2-40/CD31/CD34/ThrombomodulinfFLI-1

Fib o aMFH.I'I.lFH.I'IMTI
rosarcem + | Vascular sarcoma (or BFSPIEIET [CO34+ anlsl) i

IMMUNOHISTOCHEMICAL DIAGNOSIS OF SPINDLE CELL
TUMORS OF THE SKIN & SOFT TISSUES
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Aplicaciones!!!

p
o

Epidermis-lj\/\/_\_;\
Dermis{

-
| Tee .’:\./'\_r]
o,

2

Extraccién de otra capa
delgada de piel

Inmunohistoqui

Lesion visible

mica Current Progress of Immunostains in Mohs Micrographic

Surgery: A Review

1.
Extraccién de |la primera
capa delgada de piel

< = X
Extraccion de otra capél Extraccién de la capa
delgada de piel final con cancer




Inmunohistoquimica
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Aplicaciones!!!

Dermatol Surg 2008:34:1621-1636

TABLE1. Tumor Types Treated with Mohs Micrographic Surgery and Immunohistochemistry

Tumaor

Immunostain

Melanoma, lantigo maligna, lentigo
maligna melanoma

Desmoplastic melanoma, spindle
cell melanoma

Basal cell carcinoma

Bquamous cell carcinoma
Microcystic adnexal carcinoma

Dermatofibrosarcoma protuberans

Mucinous carcinoma™™®
Extramammary Faget's disease
Atypical fibroxanthoma

Malignant nodular
hidradenoma' ™"
Sebaceous carcinoma

Merkel call carcinoma

Atypical cellular neurothekeoma™®

Syringomatous carcinoma >

Trichilermmal carcinoma™’
Embryonal rhErr:u':l|:|rr'|1,,-'|:|5:ﬂra::nr'r'mr"22
Granular cell tumopi#3-132
Infantile digital fibroma'**

Mel-&, human melanoma black-45, Malan-&/malanoma antigen
recognized by T-cells, 5100
5100

| + ) stains =cytokeratins (AE1/AE3), Ki67, Ber-EP4, proliferating
cell nuclear antigen

i~ stains =desmogleing, CD34

{ + ) staing =cytokerating (AE1/AE3)

{—] stains =desmoglains

(+ ) stains =CK1, AE1/AESZ, CK13, EMA, CEA

(—) stain =CK20

(+ ) stain=C034

{—] stains =factor Xlllg, tenascin (negative at DEJ only), HMGAT,
HMGAZ, CD163

Low molecular weight cytokeratin (Cam 5.2)

CKET

[+ )stain=CD10

{—) etain=5100, CO34

(+ | stains =@strogen receptor, cytokeratin, EMA, CEA

(=) stain = progesterone receptor

[+ ) staine = AE1/AE3, Cam 5.2, ph3, Ki67, EMA, BRST-1

{—) stains =p21, bol-2

{+ | stains =CK20, synaptophysin

[~} stains =thyroid transcription factor 1

{ + ) stains =nonspecific esterase, vimentin

|—] stain=5100

i+ ) staing =high- and low-rolecular-weight cytokerating, CEA

[~} stain =patchy S100

{+ )stains =CK17, c-erb-E2

[—) stain =CK15

Vimentin, 3100, MyoD1

S100

Actin

EMA = epithellsl membrene enthgen: CEA = cercinoembryonic entigen; HMG= high maobility group; DEJ = dermo-apidermel junction,
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PCR (Polymerase Chain Reaction)

DNA blanco )
B . st Desarrollada en 1986 por Kary Mullis
> . Obtener un gran numero de copias de un
Pri hibridi [ bl . .
I s fragmento de ADN particular, partiendo de
- R TR una cantidad muy pequena
REPETICION i i
e por ONA pl s Amplificar un fragmento de ADN o ARN
NG O T Tl T o (RT-PCR)
" A T e T TN
Dos nuevos hibridos Identificacion de.
DNA formados
N TN 0 0 1 T T v’ Microorganismos
S v'Personas

Investigacion

UNIVERSIDAD
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Pasos_de la PCR

_.'“'.: 1l5 SEqUEncE

5,
Genomic DMHA

@) Denaturation: 5 g g
Heal briefly
o separate DA
strands

£) Annealing: I. L
Cool to allow -
Cyele 1 primers to form

bl hydragen band /’:
* = " 4 with ends of Brimérs

malpciles target sequence +

€) Extension; l [

1

ONA palymarasa .

adds nucleotides to

the 3" end of each Hew

Pt nuchen-
tides

Cycla 2
el
¥ 4'1‘-‘ ¥
molecules
yiolde 8
. molecubes;
1 1 2 molecules o é g E
{in white boxes)

match target
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PCR en tiempo Real




PCR en tiempo Real
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®La amplificacion y deteccion se producen
de manera simultanea

®La deteccion por fluorescencia permite
medir durante la amplificacion la cantidad
de ADN sintetizado en cada momento.

®»Los termocicladores para llevar a cabo la
PCR a tiempo real incorporan un lector de
fluorescencia y estan disenados para poder
medir, en cualquier momento, la
fluorescencia emitida en cada uno de los
viales donde se realice la amplificacion.




PCR en tiempo Real
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PCR en tiempo Real. Ventajas

“»Mayor precision, exactitud y sensibilidad
¢ Permite hacer detecciones multiples
¢ No requiere procesamiento post-PCR.

¢ Evita la contaminacion

‘s Mayor rapidez en la obtencion de los
resultados

¢ Cuantificacion del contenido del material genético
(ADN, ARN) T ————
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PCR en tiempo Real. Utilidaci
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