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RESUMEN

Las técnicas basadas en las reacciones antigeno-anticuerpo
(inmunoandlisis) permiten el estudio, reconocimiento y cuantificacion de
una gran cantidad de moléculas. El presente texto describe algunas de las
mas comunes y ejercicios practicos para la titulacion de un anticuerpo y
cuantificacion de un antigeno, mediante la técnica de ELISA.

Palabras clave: Antigeno, anticuerpo, ELISA, radioinmunoensayo.

Abreviaturas: Ac: Anticuerpo, Ag: Antigeno, ELISA: enzyme-linked
inmunosorbent assay, PBS: buffer fosfato salino

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Como toda técnica inmunoquimica se basa en reacciones especificas
antigeno (componente a valorar)-anticuerpo (reactivo), que en estos casos es
de tipo primario, es decir, el reconocimiento especifico y combinacion entre
ambas moléculas simplemente.

El objetivo principal estara dirigido a la comprension e identificacion de
conceptos relacionados es este tipo de ensayos como son: antigeno,
anticuerpo, especificidad, afinidad, asi como la descripcion de las técnicas
basicas y su uso.

1.1. Técnicas basadas en reacciones inmunoldgicas primarias
1.1.1. Inmunofluorescencia indirecta

Se trata de una técnica microscopica cuya base es una reaccion
inmunologica con marcador fluorescente.

En particular, la técnica consiste en incubar el antigeno (parametro a valorar
de la muestra) con un anticuerpo especifico que se encuentra fijado a un
cubreobjetos, luego se le afiade un anti-anticuerpo marcado con el fluoréforo
gue se unird al complejo fijado al portaobjeto, y tras una nueva incubacion y un
lavado se visualiza la positividad o no del ensayo visualizandolo en un
microscopio con lampara ultravioleta.

1.1.2. Enzimoinmunoanalisis

Su particularidad radica en el empleo de enzimas como marcadores
inmunoquimicos que permiten valorar las uniones antigeno-anticuerpo que se
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producen tras un periodo de incubacion, con la adicidbn posterior de un
sustrato.

En estos ensayos hay tres piezas constantes que hay que tener siempre en
mente, y que originan distintos tipos de EIA en funcion de como se combinen,;
son el analito (antigeno o anticuerpo), el conjugado (de antigeno o de
anticuerpo) y el sustrato.

A este tipo de técnicas se las reconoce con distinta terminologia, pero con
fundamentos comunes. Entre la mas habitual se encuentra... ELISA, EIA,
MEIA, EMIT,....

Es la metodologia que mas ha evolucionado en las ultimas décadas, y esta
actualmente muy difundida en todos los laboratorios.

Se emplea para la deteccion/cuantificacibn de componentes que se
encuentran a muy baja concentracion en liquidos biolégicos.

Existen distintas clasificaciones de los EIA, entre las que cabe destacar la
que los divide en dos grandes grupos en funcion de la necesidad de medir el
grado de reaccién inmunologica separando los complejos antigeno-anticuerpo
formados del resto de los componentes, o bien, realizando la medida en la
matriz original de reaccion aprovechando que dicha union afecta a la actividad
catalitica del conjugado, son respectivamente heterogéneos y homogéneos.

Otras clasificaciones surgen a raiz de las combinaciones entre la sustancia a
valorar y el marcador que lleva ligada la enzima (conjugado), ya sean antigeno
0 anticuerpo, asi se dividen en competitivos y no competitivos, en "sandwich",
de antigeno marcado, de anticuerpo marcado.

Por otra parte, también se pueden clasificar en funcién del sustrato
empleado, el cual puede generar una reaccién colorimétrica, ultravioleta,
fluorescente, quimioluminiscente, etc.

1.1.3. Fluoroinmunoandlisis

La introduccion de marcadores fluorescentes en los inmunoanalisis, fue una
de las primeras alternativas al RIA (radio-inmuno-andlisis) a mediados del
pasado siglo. El primer escollo con que se encontré esta técnica fue la menor
sensibilidad con respecto a los radioisétopos, debido a la presencia de "ruido
de fondo" por la fluorescencia propia de moléculas enddgenas de la muestra y
no separables de la misma (sobre todo entre 340-500 nm). EI
perfeccionamiento de los marcadores fluorescentes (fluoréforos) y de la
instrumentaciéon fue dando mayor validez a esta tecnologia.

1.1.4. Radioinmunoandlisis

Es una técnica inmunoldgica en la que se utilizan radiois6topos para
detectar antigenos o anticuerpos en liquidos biolégicos.

En este ensayo se incorpora una reaccion de enlace competitivo, en la que
una cantidad fijja de antigeno marcado radiactivamente y antigeno de la
muestra compiten por un namero limitado de sitios de enlaces especificos con
el anticuerpo. La union de los dos antigenos con el anticuerpo forma un
complejo precipitable. El porcentaje de antigeno marcado que se precipita
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disminuye a medida que la concentracion de antigeno no marcado en la
muestra aumenta. Por tanto, la concentracion de antigeno en la muestra
problema es inversamente proporcional a la cantidad de radioactividad de la
fraccion enlazada.

Sea antigeno (Ag) la sustancia que quiere medirse, Ag* la misma sustancia
gue contiene en su molécula un isétopo radioactivo y el anticuerpo (Ac) que
reacciona especificamente con los anteriores y que se encuentra en una
cantidad insuficiente para unir todas las moléculas de antigeno presente. Si se
incuba una muestra que contenga Ag, Ag* y Ac, los dos Ag y Ag* compiten por
Su unién con Ac.

Tras producirse la reaccion, se separan los antigenos unidos (Ag-Ac, Ag*-
Ac) de los libres Ag*, Ac). Una vez separados se mide la radioactividad de las
fracciones unida y libre. Utilizando curvas de calibracion obtenidas con
patrones de los que se conoce la concentracién de Ag, es posible mediante la
relacion entre el Ag libre y unido calcular la concentracion de Ag en la muestra
problema.

Los métodos de separacion del Ag libre y unido pueden agruparse en tres
tipos:

1.2. Método de adsorcion

El Ag libre se retiene superficialmente en un material insoluble adecuado
(carbén activo, silicato magnésico, resinas de intercambio i6nico). La
centrifugacion deja en el sobrenadante la fraccion unida y lleva al sedimento la
fraccion libre.

1.3. Método de precipitacion

El Ag unido se separa del libre precipitando el Ag unido con compuestos
precipitante de proteinas como el sulfato amédnico, etanol, acido perclérico.
Tras centrifugar, el Ag unido queda en el sedimento y el libre en el
sobrenadante.

1.4. Método de doble anticuerpo
El Ag unido puede precipitarse con un segundo Ac para él. Después de
centrifugar, el Ag unido queda en el sedimento y el libre en el sobrenadante.

1.5. Otras técnicas
1.5.1. Inmunoensayo de electroquimioluminiscencia

1.5.2. Técnicas basadas en la variacién de la radiacion emitida debida a la
formacion de inmunocomplejos

1.5.3. Inmunoensayos en fase solida
1.5.4. Técnicas basadas en reacciones inmunoldgicas secundarias
1.5.4.1. Aglutinacion

1.5.4.2. Precipitacion

1.6. Objetivos



El objetivo de la presente practica es la utilizacion la técnica de ELISA
(enzyme-linked inmunosorbent assay) para la titulacion de un anticuerpo y la
cuantificacion de un antigeno. Los protocolos se adaptan para la utilizacion de
cualquier pareja de Ag-Ac que se disponga en el laboratorio.

2. LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO
Pipetas automaticas
Puntas desechables
Agua destilada
Matraz aforado
Vaso de precipitado
Carbonato sodico
Bicarbonato sodico
Fosfato monopotasico
Cloruro monopotasico
Cloruro sédico
Anticuerpos
Placa ELISA
Lector placa ELISA

3. PROTOCOLOS A REALIZAR

3.1. Protocolo 1: Titulacion de un anticuerpo especifico

A) plaquear el Ag en la placa de ELISA. Preparar una solucion de Ag en
el tampon bicarbonato a una concentracion de 0,02 mg/ml y pipetear 50
pl/pocillo (1pg) (ElI ELISA es sensible hasta 100 ng/pocillo, rutinariamente se
plaquea 0,5-1ug/pocillo).

En este caso utilizar cuatro filas horizontales de la placa (ejemplo A (1-
12), B (1-12), C (1-12) y D (1-12)).

Dejar secar los pocillos durante toda la noche en campana, o con un
secador de aire 1-2 horas.

B) Lavar los pocillos. Los pocillos se lavan tres veces con PBS-Tween
para eliminar el exceso de Ag no adsorbido al pocillo.

C) Anadir el primer Ac. Preparar el primer Ac en PBS-Tween.



Puesto que en este caso se va ha titular un Ac especifico (ej. suero inmune)
se recomienda preparar diluciones 1:100 (4 ul Ac mas 396 ul PBS-Tween) del
suero inmune y de un suero irrelevante 6 suero preinmune.

Afadir por duplicado en los pocillos A1 y B1 200 ul del primer anticuerpo
especifico diluido 1:100

Afnadir por duplicado en los pocillos C1 y D1 200 pl del suero preinmune, o
suero irrelevante.

Los pocillos Al, B1, C1y D1 tendran una dilucion 1:1.

En los pocillos restantes se colocan 100 pl de PBS-Tween y con una pipeta
multicanal se van haciendo las diluciones de pocillo a pocillo:

Tomar 100 ul de A1/B1/C1/D1 y transferirlos a A2/B2/C2/D2, homogenizar.

Tomar 100 pl de A2/B2/C2/D2 vy transferirlos a A3/B3/C3/D3. Tomar 100 pl
de A3/B3/C3/D3 y transferirlos a A4/B4/C4/D4 y asi sucesivamente.

De esta manera se iran haciendo diluciones el primer Ac 1:100, 1:200,
1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1: 6400, 1:12800 etc...

Incubar unas 2h a temperatura ambiente 6 toda la noche a 4°C.

D) Lavar los pocillos. Los pocillos se lavan tres veces con PBS-Tween para
eliminar el exceso de primer Ac que no ha reaccionado con el Ag.

E) Afadir el segundo Ac. Anadir 100 pl del Ac en PBS-Tween y a la
dilucion que recomiende la casa comercial (1:5000 puede ser correcta).

Incubar 1h a temperatura ambiente

F) Lavar los pocillos. Los pocillos se lavan tres veces con PBS-Tween
para eliminar el exceso del segundo Ac que no ha reaccionado con el primer
Ac.

G) Revelar. Afiadir 200 pl de la solucion de revelado de la peroxidasa,
preparada inmediatamente antes de usarla.

El color aparecera en 15-20 min.
Parar la reaccion afiadiendo 60 pl de sulfarico 2,5 M por pocillo
Leer absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA

H) Representar graficamente DO frente a las diluciones del primer Ac.
La reaccion del suero preinmune sera una reaccion inespecifica que se restaria
a la reaccion del Ac especifico.

3.2. Protocolo 2: Cuantificacion de un Ag

A) plaquear el Ag en la placa de ELISA. Preparar una solucion del Ag en
tampon bicarbonato, ej. a una concentracion de 0,02 mg/ml y pipetear por
duplicado:



100 pl (2 pg) en los pocillos E1y F1
90 ul (1,8 pg) en los pocillos E2 y F2
80 ul (1,6 pg) en los pocillos E3y F3
70 pl (1,4 pg) en los pocillos E4 y F4
60 ul (1,2 pg) en los pocillos E5 y F5
50 ul (1 pg) en los pocillos E6 y F6

40 ul (0,8 ug) en los pocillos E7 y F7
30 ul (0,6 pg) en los pocillos E8 y F8
20 pl (0,4 pg) en los pocillos E9 y F9
10 pl (0,2 pg) en los pocillos E10y F10

Las muestras a cuantificar se prepararan en el mismo tampoén y se colocaran
en los pocillos E11y F11,y E12 y F12.

Dejar secar los pocillos como se indicé anteriormente.
B) Lavar los pocillos. Los pocillos se lavan tres veces con PBS-Tween.
C) Afadir el primer Ac especifico.

Preparar el primer Ac en PBS-Tween. La titulacion realizada en el apartado
anterior indicara la dilucibn mas correcta a utilizar. En cualquier caso una
dilucion de referencia puede ser 1:5000. Se afiaden 100 pl a todos los pocillos

Incubar unas 2h a temperatura ambiente
D) Lavar los pocillos. Los pocillos se lavan tres veces con PBS-Tween .

E) Afadir el segundo Ac. Aiadir 100 pl del segundo Ac en PBS-Tween y a la
dilucién que recomiende la casa comercial (1:5000 o 1:2000 puede ser
correcta).

Incubar 1h a temperatura ambiente.
F) Lavar los pocillos. Los pocillos se lavan tres veces con PBS-Tween.

G) Revelar. Anadir 200 ul de la solucion de revelado de la peroxidasa,
preparada inmediatamente antes de usarla.

El color aparecera en 15-20 min.
Parar la reaccion afiadiendo 60 pl de sulfarico 2,5 M por pocillo
Leer DO a 492 nm en un lector de ELISA

H) Representar graficamente DO frente a las concentraciones del Ag.
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ANEXO 1

Tampon bicarbonato pH 9.6:

- 0,16 g Na,CO3
- 0,29 g NaHCO3
En 100 ml de H,0 y ajustar a pH 9,6 con Na,COs3

PBS-Tween:
- 8 g NaCl/l
- 0,2 g KH,POu/I
-2,9 g NayHPO/I
.0,2g KCI/
Anadir 5 ml/l de Tween 20
El antigeno (AQ)
Un primer anticuerpo especifico
Un anticuerpo irrelevante (no reconoce al Ag) o un suero preinmune
Un segundo anticuerpo marcado con peroxidasa

Solucién de revelado (para una placa):

10 ml H,O

4.8 ml &cido citrico 0,1 M

5,2 ml de Na,HPO, 0,2 M

8 mg O-Phenilendiamine (OPD)

8 ul de H,0, al 30%
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