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® Inmunoensayos

® Fundamentos del ELISA
® Componentes

® Tipos

m Aplicaciones diagnosticas

m Ejemplo
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* Radioinmunoensayo (RIA): El
marcador es un isétopo radioactivo.

* Analisis inmunoenzimaticos (EIA):
Marcados: El marcador es una enzima.
Conjugados a
moléculas que emiten * Fluoroinmunoanalisis: El marcador
senales detectables es una particula fluorescente.

* Ensayos inmunoquimioluminiscente:
La marca es una sustancia
quimioluminiscente.

%

Formacion de
inmunocomplejos
(antigeno/anticuerpo)

No marcados:

Son medidos por
dispersion de luz o por
visualizacion directa

J Immunol Methods. 1992; 150: &

* Precipitacion

e Aglutinacion
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Streptavidin-HRP
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Detection
Antibody

Protein

Ensayo de Inmunoadsorcion
Ligado a Enzima

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

El basamento de la técnica radica
en la formacion de
inmunocomplejos que se
encuentren fijos o adsorbidos a
una superficie, y una reaccion
enzimatica como
sistema de revelado
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[ Sensibilizacion ]
Formacion de
Inmunocomplejos

[ Reaccidn enzimatica ]
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[ Sensibilizacion ]
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Anticuerpos
D ‘5

m Monoclonales:

., 5 PPEESPESPES 1
Formacion de. = Altamente mono especificos \
Inmunocomplejos = Dificil obtenciéon (hibridomas)

’ m Policlonales:

= Poli especificos

= Facil obtencion

= Reacciones cruzadas

(!

m Conjugados:
m Marcados directamente con la

enzima ($$$9)

m Biotinilados:
® Acoplados a biotina ($$9)
= Multiuso
= Amplifica senal
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Antigenos

‘ ® Lisados:

®  Muy baratos
= Reacciones cruzadas
®» Inespecificos

Formacion de
Inmunocomplejos
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a

Purificados:
® Mejora especificidad
= Laboriosos

f

Sintéticos:
® Costosos
® Estructuras 3 y 4 comprometidas

a

f

Recombinantes:
Moderadamente costosos
Altamente especificos
Reproducibilidad
Permiten quimeras
Sistemas eucariotas y procariotas
Produccion en masa

a

f

@ ® @ @

(it

Al

A

® Anticuerpos como antigenos
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Formacion de
Inmunocomplejos
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Muestras

® Practicamente cualquier muestra
biologica en solucion
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ELIS

Enzyme Source Chromogenic substrates
and measurement
Alkaline phos- Calf
phatase intestine p-nitrophenyl-phosphate
A =405 nm (pNP)
B-galacto- E. coli o-nitrophenyl-8-p-galacto-
sidase pyranoside (ONPG) A = 420 nm
Chlorophenolic red-g8-p-
galactopyranoside (CPRG)
A =574 nm L g—
Peroxidase Horseradish H,0, /2,2"-azino-di(3-ethyl- ; ACIDO
benzthiazoline sulfonic acid-6) S MURIATICO
(ABTS) A = 415 nm z
H,0, /3,3",5,5"-tetramethyl-
benzidine {TMB) A = 450 nm
H,0, /o-phenylenediamine
(oPD) A =492 nm
Glucose oxidase / Aspergillus Coupled enzyme reaction
peroxidase miger glucose + chromogen for HRP
Urease Jack bean
peroxidase niger Glucose + chromogen for HRP
Urease Jack beans Urea/bromeresol yellow

A =588 nm







[P@sosrgeﬂeral:eg lel EI_,IEA
S 2

[

De interés diagnostico y epidemioléogico
Analisis de resultados

m Sensibilidad:
= Que los enfermos den positivo
m Cualitativos: m Especificidad:
» Positivo y Negativo ® Que los sanos den negativo
m Necesita establecer
puatos de corte m Valor predictivo positivo
-~ o ®  Que los positivos realmente sean
®  Cuantitativos: enfermos
m Valores continuos
m Necesita curva de
calibracion

al

[

Valor predictivo negativo

ml

Que los negativos realmente sean sanos



~ Tipos o v:
De interés diagnostico y
epidemiologico

®m Directo:
= Detecta directamente
al analito o al agente
(antigenos)

m Indirecto:
® Detecta senales de la
presencia del analito o
agente (anticuerpos)
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Ademas de las obvias
determinaciones de

icaciones! | [ [ [0

: : Prima Seconda
presenc1a, ausencia o antibodr)'/ reg)onse antibody resp%nse
cantidad; en infecciones = =
] s First Repeat
permlte determlnar infection infection Plasma
cuadros agudos o crénicos - by
: B | @yt
100 ~
Total g Short-lived plasma
cells in Iymphond D
organs @
10 -§~ | 3
Reaccion Reaccion &) Activated
> SR (% B cells b o

1.0 - :5.
c )
S il plasma cells

IgG g AP in bone marrow

< Naive B cell o, -

0.1 0 7 5300 3 10 >30

Days after
antigen exposure: P> B>
0.01
l"TAg -)»T,\g Cinética de respuesta de anticuerpos




® Afinidad: fuerza de union de un
anticuerpo con un antigeno
monovalente.

Avidez: fuerza de union de un ! I3G Avidity
antisuero con los antigenos 1gG
multivalente. Se incrementa con el
tiempo de la estimulacion
antigénica, depende de la afinidad
y de las valencias.
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S/E S/E S/E S/E
96/96 96/96 98/98 100/98
Generation 1st 2nd 3rd 4th
Antigen # *
Sample ‘
Conjugate g’ p (‘ ‘
Signal . Y - L
Antigen Lysate Recombinant & synthetic
ﬁ 1gG / IgM aVIH-1
IgG / IgM aVIH-1
IgG aVIH-1 IgG / IgM aVIH-1/0
Detect IgG aVIH-1 1aG aVIH-2 IgG / IgM aVIH-1/0 1aG / 1aM aVIH-2
9 1gG / IgM aVIH-2 9 5:)24
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