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V. Las pruebas de Elisa
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Los ensayos inmunoldgicos son procedimientos en los
cuales se utilizan anticuerpos como reactivos enlazantes
“especificos”. Y tienen aplicacion universal para la
determinacion o cuantificacion de farmacos terapéuticosy
noterapéuticos, diversas sustancias bioldgicas, sustancias
infecciosas o anticuerpos de respuesta del huésped en el
suero, enlaorina, en el liquido cefalorraquideo en salivay
en cualquier liquido biolégico donde se encuentre la
sustancia a investigar.

Elradioinmunoensayo desarrolladaen 1959 por Yalowy
Berson, es el precursor de los ensayos enmunoenzimaticos
gue fueron descritos originalmente en 1971 por Engvall y
Perlmann,y Van Wemeny Schuurs, sinembargo el uso de
material radioactivo halimitado elusodelradioinmunoensayo,
y a la vez a popularizado el empleo del inmunoensayo
enzimatico (EIA), del que hay dos técnicas principales: el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas y el ensayo
inmunoldgico multiplicado por enzimas (EMIT).

Elensayoinmunoabsorbente ligadoaenzimas (ELISA)
utilizacomo sus siglasloindican unaenzimacomo marcador
paramediarlaformacion de complejos antigeno-anticuerpo.
Existen diversas variaciones al método de ELISA para
detectar y cuantificar ligandos de alto peso molecular (>30
000 daltons), el marcador enzimatico que se emplea en
estos andlisis se conjuga con un ligando, que puede serun
antigeno, un anticuerpos especifico para el antigeno de
interés o un anticuerpo para el anticuerpo primario. Casi
todas las pruebas ELISA son ensayos en fase sélidaenlos
cuales se adsorbe un antigeno o un anticuerpo sobre un
soporte soélido. Algunos de los protocolos se basan en
reacciones de enlace competitivo y otras en reacciones de
enlace no competitivo, pero en todas las pruebas ELISA se
requiere de unpasode separacion paraeliminarel conjugado
enzimaticolibre antesde procederadeterminarlacantidad de
conjugado enzimatico enlazado. Para lo cual se afiade
sustrato enzimatico y se mide la reaccion catalitica entre la
enzimay el sustrato. Por sus caracteristicas cataliticas las
enzimas son marcadores muy sensibles y versétiles. Una
sola proteina enzimatica puede transformar en algunos
minutos gran nimero de moléculas de sustrato en una
cantidadigualmente abundante de productofinal, produciendo
un cambio de color amplificado y que se detecta con
facilidad.Enelmétodo ELISAdeinhibicién el cambio de color
se reduce, porque la actividad enzimatica se inhibe cuando
el anticuerpo se enlaza al conjugado enzimatico 3.

* Quimica farmaco-bidloga.

La prueba ELISA se basa en varias teorias: 1)EI
antigenoy anticuerpo pueden enlazarse a una superficie
portadorainsoluble y retener sureactividad inmunolégica;
2)las enzimastienen actividad especificaaltay convierten
una cantidad relativamente grande de sustrato en producto
detectable, lo que permite detectar concentraciones muy
bajas delligando; 3) laactividad enzimatica o reactividad
inmunoldgicade los conjugados se preservay permanece
estable durante el andlisis y el almacenamiento; y 4) las
enzimas no estan presentes en el liquido biolégico que se
va a analizar.

Losanticuerpos utilizados en el método ELISAsonde
origen monoclonal o policlonal que se suministran como
antisuero no fraccionado o fracciones deinmunoglobulina
purificada, pueden ser solubles o estar inmoviles en un
soporte solido, son empleados como conjugados no
marcados 0 enzimaticos y por ultimo reaccionan con
determinante antigénico especifico de un antigeno o de
un anticuerpo ligando-especifico (anticuerpo primario)
segun el protocolo de analisis.

Losantigenos se purifican o se producen contecnologia
recombinante, y al igual que los anticuerpos se utilizan
como conjugados marcados o enzimaticosy soninmoviles
osolubles, dependiendo del protocolo de analisis. Como
se puede deducir los conjugados enzimaticos son
antigenos o anticuerpos unidos en forma covalente a la
enzima de eleccién . Asi pues, el reactivo que se forma
delaunion covalente entre enzimay antigeno o anticuerpo
es el conjugado. Se conoce que es posible, también,
marcar de formano covalente anticuerpos o enzimas con
biotina y agregar avidina. La avidina posee cuatro sitios
de enlace para la biotinay no todos ellos participan en la
interaccién con el anticuerpo marcado con biotina. Los
sitios de enlace libres funcionan como aceptores parala
enzima marcada con biotina. Este procedimiento se
acorta utilizando anticuerpo marcado con biotinay avidina
marcada con enzima **.

Las combinaciones de enzima y sustrato que se
emplean en los diversos métodos ELISA incluyen:
1)peroxidasa de rabano y su sustrato, perdxido de
hidrogeno que en presenciade cromodgeno o-fenilendiamina
produce un producto color amarillo-naranja medible; 2)
galactosidasa beta y su sustrato o-nitrofenil-beta-D-
galactopiranésido que se transforma en un producto
nitrofenolado amarillento medible; o 3)fosfatas alcalinay
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su sustrato p-nitrofenilfosfato que también se transforma
en nitrofenolato. Se utiliza acido sulfarico para inhibir la
actividad enzimética y estabilizar el producto final de
reaccion que tiene color.

Ensayos de enlace competitivo

Los ELISA en fase solida, no competitivos se utilizan
paradeterminar antigenos, haptenos o anticuerpos. Aqui
elligando no marcado compite con un ligando conjugado
conenzima porunnumero limitado de sitios de enlace con
el anticuerpo inmovilizado, y siguiendo el protocolo se
retira el ligando no reactante, para asi poder relacionar
inversamente la cantidad de producto que se forma con
la concentracion del ligando no marcado en la muestra
problema.

Ensayos de enlace no competitivo

Son denominados también, técnicas del emparedado y
sonlos métodos mas utilizados para determinar antigenos
que por lo menos tienen dos determinantes antigénicos,
como fase sdlida pueden ser utilizadas perlas de
poliestireno en donde se absorbe un exceso de anticuerpos
generalmente monoclonales, y se sigue el protocolo de
trabajo retirando también como enlos casos anteriores el
exceso de antigeno presente no unido.

Técnicas de ensayo inmunoldgico por multiplicacion
enzimatica
La técnicas de ensayo inmunolégico por multiplicacion

enzimatica (EMIT) esun andlisis sin separacionen el cual
se emplea una enzima conjugada al hapteno de interés
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como marcador en una reaccion enzima-sustrato como
sistemade deteccion. Este tipo de analisis lo describieron
Rubensteiny colaboradores en 1972. Su principio es que
se pueden determinar la cantidad de interaccién entre el
haptenoy elanticuerpo utilizando un marcador enzimatico.
Se basa en una reaccién de enlace competitivo entre el
hapteno de la muestra y el hapteno conjugado con la
enzima en un namero limitado de sitios de enlace con el
anticuerpo. Elenlace del anticuerpo al hapteno conjugado
conlaenzimaproduce inhibicién de laactividad enzimatica.
Esta inhibicion se debe a que el anticuerpo interfiere
estéricamente con el enlace del sustrato al sitio catalitico
de la enzima o el enlace del anticuerpo transforma la
configuracién de laenzima. Lacantidad de haptenoenla
muestra determina el nimero de sitios para anticuerpos
disponibles paraenlazar e inactivar el hapteno conjugado
conlaenzima. Amedida que hay mas hapteno hay menos
anticuerpo disponible para inhibir la actividad
enzimatica,por lo que el cambio de color se observa
directamente proporcional a la cantidad de hapteno
presente en la muestra.

Referencias

1. Theantiglobulintest. Technicalmanual. 122. Ed. AABB.cap. 11.
US. 1996.

2. PetzLD,Garratty G. Antiglobulin sera, past, presentand future.
Transfusion 1978;18:257.

3. RaichleTL,Paranto ME. Compatibility testing. En: Hardening
MD. Modern blood bancking and transfusiéon practices.
Philadelphia:FA Davis; 1994.p.256-75.

4.  Brecher ME. TechnicalManual AABB Press 14Th ed Bethesda,
Maryland 2003.

5. Watkings WM. The ABO blood group system: historical
backgruond. Transfusion Medicine 2001;11:243-66.

6.  ChiaroniJ. Terminologie numeririque des antigens de groupes
sanguins erythrocytaires. Transfus Clin Biol. 1998 ; 5: 366-71.

S49




