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Evaluacion de |la Respuesta HumoraII
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TEcNIcAS INMUNODIAGNOSTICAS

v/ Dye test v Hemaglutina.

v/ Fijacion del indirecta
complemento v/ Reaccién

v Inmunofluores- intradermica
cencia indirecta ¥/ RIA

‘/Aglutinacic’)n v ELISA

directa / Inmunoblot



Métodos de Aglutinacion

Aglutinacion con latex

; Particula
Particulas de latex |
_ o 4
Co—agluitinacion 0.0
Y 2R 2

Proteina A —— fragmento Fc
Agl adserhido

IHemagluitinacion
Globulos rojes
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INMUNOPRECIPITACION
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Enzyme linked Inmunosorbent Assay ELISA

En ELISA, uno de los reactivos se
conjuga con una enzima formando

?@ * 4 C un complejo con actividad
2\

n Inmunologica y enzimatica.

Engvall y Perlman 1971
Ac (OAEJ

S - —
\4
—

S

Producto
Coloreado



Método Indirecto

Reaccion de color

|

Adicion del cromogeno

i
X
X A conjugado
i
Adicion la muestra
10

@ Placa sensibilizada




COPROELISA-Eh

Urdaneta H, Rangel A, Martins S, Munoz JE & Hernandez V.

Ac. Monoclonal
96 kDa

Ac. Policlonal
(Inmunoafinidad)

COPROELISA-Eh

Sensibilidad Il Especificidad
94.4% | |
0 31 ng 98.3%

V.P.P.: 96.2%. V.P.N.: 97.6%



ELISA, Usos:

PDeteccion de Ag y Ac
Bacterias
Parasitos
Hongos
Virus

Deteccion de Complejos autoinmunes

anti-DNA

anti-desexinucleoproteina

anti-histona (H1, H2A, H2B, H3;, H4)
EUpUSEREMaleSErSIStemice



ELISA, Usos:...

Deteccion de Acs contra Ags del
tejido endocrino

Anti - tiroglobulina
anti-microsomal células de tiroides

Deteccion de Ags asoclados a
tumores

AQ prostatico especifico
Antigeno del ovarie (Ca 125)
ACE, alfa-fetoproteina
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Inmunoblotting (Western blotting)

Papel 1Ttro

Nitrocelulosa
Gel

Papel filtro

Inmunodeteccion
con Ac marcados




INMUNOBLOT ING
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NORTHERN BLOT

ENA Blot on
Nitrocellulose

> Determinar del
PM de ARN

> Medir cantidades
Irelativas de ARNm

presente en Label with Specific
diferentes muestras Huelele AckdTrobe

RNA Separation by
Gel Electrophoresis

Detect Probe
(on X-ray film)

Reveals RNA of Interest




Tecnica basadas en
fluorescencia

Fluorescencia
Inmunofluorescencia

Cltometria



Fuorescencia

Luz visible

. ............................. Liberacion
D ~._ge energia

Electron

Electron

Luz de
excitacion
Electron

Rosse N., and col. 1997



Microscopios de fluorescencia

Viicroscopio de luz de trasmicion
\iierRoscoplo de Incidencia

\VICKoScoplor optico de barkido o
cofffoczl
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Otras tecnicas

» REACCION EN » CITOMETRIA
CADENA DE LA
POLIMERASA > PCR-SHELA
(PCR). » LUMINOMETRIA
> 8;'“'\2':“%”'\/'”\”5' > AUTORADIO-
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Técnicas moleculares

v . Sondas moleculares
Hibridacion en fase solida
Hibridacion en fase liquida
Hibridacion /1 situ

v Amplificacion de acides nucleicos

Amplificacion del blanco
Amplificacion de la senda

Amplificacion de la senal



Técnicas moleculares...
Hibridacion en fase solida

337 -

Celulas Lisis Denaturacion Soporte de nylon
Intactas del ADN 0 nitrocelulosa

m—- o ., . . . “dot’,
EEEEEENENNEE] Fijacion
_ del ADN m——— (0]
Solucion de

Revelado  —2V390  pibridacion



La Quimioluminiscencia

NOo U A wWN R

. Membrana

Proteina/ Ag

. Anticuerpo primario
. Anticuerpo secundario

Reactivo Covalight
Luz
Filtro



QUIMIOLUMINISCENCIA

_|. DESNATURALIZACION 7 HIBRIDACION

3 CAPTURA




Frepare CUNAWIODE: ErepareVicroarray
"Normal” Tumor
i =
Microarray Al

RT/PCR
Label with
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Microarray Technology
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Prepare Target mRMAs

2 e VAN 2 <24

RTPCR
Labeal witi
Fluorescent Dyes

XKXE- XK

Combine

Hybridise
target mixture
Ig_u. 5!1I¢ roarray
XS

Generate Microarray

prepsTniinm

Sranedmg
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Microarray

Es una herramienta desarrollada para estudiar
gran numero de genes gue interctuan entre si
regulando la funcidn celular.

La tecnologia de Microarray se usa actualmente
para medir los genes cuya actividad es mayor o
menor en una determinada enfermedad.

Con ellalos investigadores pueden descubrir
algunas proteinas reguladoras de la funcion
genética.

Util en lainvestigacion de las enfermedades
toxicogenéticas.



Jiecnicas moleculares: Amplificacion del blanco
PCR: Polymerase Chain Reaction

Productos
cortos

A. ADN doble hebra (molde)

B. Denaturacion: 94 °C

Hibridacion de oligos
(annealing): 52 °C

C. Extension: 72 °C (ADN
polimerasa). Primer ciclo.

D. Segundo ciclo:
Hibridacion de los oligos
(en.  exceso) con los
productes de C vy
acumulacion exponencial
de productos cortes en
cicles sucesivos.



PCR : Polymerase Chain Reaction

30-90 ciclos de 3 pasos:
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Principles of /n situ PCR performed in cells in suspension

! in situ PCR

NS

agarose gel cytocentrifuge
electrophoresis preparations

! 1

Southem blot im sity hybridization




VARIACIONES DE LA PCR




RT-PCR

v Jiécnica sensible para la deteccion de ARNm y para su
cuantificacion.

v2 Uses: clonacion, construccion de bibliotecas de ADNCc,
identificacion de mutaciones y polimorfismo

v. Eases: *Sintesis de ADNc a partir de ARN por RT vy
*Amplificacion de un ADNc por PCR

v. Consideraciones: - Aislamiento del ARN

—Use de Primers especificos: Secuencias conocidas

—Adicion de tallo poli A al 3" terminal. Cuando se conoce solo
Un extremo.



Evaluation of newer diagnostic methods for the detection and
differentiation of
Entamoeba histolyticain an endemic area. A. K. Sharma et al 2003.

Tahlg. Comparative efficacy of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and polymerase chain
reaction (PCR)-based methods for deteetion and differentiation of Entamoeba spp. in stool samples

—

" PCR-hased colorimetric Assay
ELISA-based detection Entamoeba spp. differentiation

-

Antigen Antibody
detection detection E, histolyrica E dispar Total

Microscopy-posttive LASY U183 05948 £ 0. 180" ¥ 15 33
(n=133) (30/33,90.9%)  (17/33, 51.51%)

Microscopy-negative 0.200 £ 0,134 0,035+ 0.011° -

(n=10) (10010, 100%) (10010, 100%)

"Posiove aprical density (mean = s1),




Comparison of Real-Time PCR Protocols for Differential
Laboratory Diagnosis of Amebiasis
Qvarnstrom et al 2005

TABLE 4. Performance characteristics of assays

Limit of detecti : . .
Assay l.::f}bim [ '-'EI':U]DJD Linear range Slope (efficiancy) Rilat ive oot

Canventional PCR 119 {800} NAf NA +
5YBR Green : 10P-10" -42(T1%) ++
LightCyeler } 10°-10° -35{00%) ++++
TagMan 1 j 105107 -33(100%) +++
TagMan 2 Afkal 105107t -35(0%) +++

" Cost for equipment not included. The LightCyeler assay requires a LightCyeler thermocyeler. The other real-time assays can be performed on less expensive

real-fime thetmocycles.
® Estimated time from reception of specimen to final fesult (2 b for DNA extraction is included),

“MA. not applicable.




BIOL OGIA MOLECULAR...

LA PCR PERMITE, LA AMPLIFICACION DEL
DNA O RNA DEL AGENTE INFECCIOSO Y SU
IDENTIFICACION.

“+ES HASTA 100 VECES MAS SENSIBLE QUE OTRAS.



PCR
Aplicaciones Clinicas

»En infecciones congeénitas
»En pacientes Inmunosuprimidos
¥ Durante la fase aguda

Y Prueba de eleccion en la evaluacion
de pacientes con SIDA



Técnicas moleculares...

Hacia la automatizacion...

Extraccion del
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