Inmuno-electro-precipitacion

NUEVO PROCEDIMIENTO DE VISUALIZACION DE REACCIONES
ANTIGENO - ANTICUERPO

INTRODUCCION

El presente trabgjo tiene por objeto
presentar y discutir un procedimien-
to nuevo para la deteccién y estudio
de reacciones antigeno-anticuerpo.

MATERIAL Y METODOS

1 — Antigenos:

a) Los antigenos micéticos fueron
preparados con cepas diferentes de
Sporothrix schenckii, Paracoccidioi-
des brasilensis y Aspergillus fumiga-
tus: de los dos primeros solamente
antigenos levaduriformes.

b) El antigeno viral usado en al-
gunas reacciones fue vacuna antirro-
bica gentilmente suministrada por el
doctor Guillermo Mendoza del Labo-
ratorio de Produccién de Vacuna An-
tirrdbica del INPES.

¢) La toxing diftérica usada en al-
gunas reacciones fue toxina standard
suministrade por el doctor Alvaro
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cién de D.P.T. del INPES.

d) Las nucleo-proteinas usadas en
algunas reccciones fueron prepara-
das por el doctor Gabrie] Cerén.

2 — Sueros immunes:

Los sueros usados en las pruebas
con antigenos micéticos fueron obte-
nidos por inoculaciones repetidas de
los antigenos respectivos en onima-
les de experimentacién.

a) Los sueros hiperinmunes antirrd-
bicos fueron preparados en caballo
y suminisirados por el Laboratorio

de produccién de vacuna antirrdbica
INPES.

b) Los sueros antidiftéricos fueron
obtenidos en conejos y suministrados
por el Laboratorio de Produccién
DP.T. - INPES.

¢) Los sueros usados en las reac-
ciones cmtinucleoproteinas fueron
sueros de pacientes con Lupus Erite-
matoso clinicamente active gentil-
mente suministrados por el doctor
César Mendoza del Hospital San
Juan de Dios de Bogoté.
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3 — Medio de soporte:

En las reacciones descritas se usd
como medio de soporte Agar Noble
(Difco) v buffer de veronal pH 8.6.

4 — Sueros controles:

Se usaron como control sueros de
cnimales no infectados y sueros de
personas supuestamente soanas.

5 — Electroforesis:

Se utilizé para lag pruebas de in-
munoelectroprecipitacién una cédma-
ra Beckman con fuente de poder,
igualmente Beckman.

Los antigenos levaduriformes de
Sporothrix schenckii fueron preparc-
dos de acuerdo a la técnica descrita
por Karlin y Nielsen® (1970). Los an-
tigenos de fase levaduriforme de Pa-
racoccidioides brasilensis fueron pre-
parados segin la técnica descrita

por Restrepo y Schneidau® (1967), los
antigenos de A. fumigatus fueron

preparados segun la técnica dada
por Pepys vy colaboradores® (1959).
Los sueros hiperinmunes se obtuvie-
ron medicnte inoculaciones adecua-
das de los agentes correspondientes
a Cobayos; cucndo se considerd que
los animales tenfon niveles adecua-
dos de anticuerpos, se practicé en
ellos pruebas de hipersensibilidad
retardada medionte inoculacién in-
tracutdnea de 0.1 ml. de una suspen-
sién al 1:100 en solucién salina del
ontigeno correspondiente, en un drea
abdominal previamente rasurada; co-
mo control se utilizé 0.1 ml. del me-
dio correspondiente en el cual se
prepard el antigeno, los animales que
presentaron una reaccién positiva; a

las 24-48 horas, fueron songrados,
el suero obtenido se adiciond de

Merthiolate al 1:10.000 y se congelé
a —20° C. para uso posterior.

El medio soporte se preparé con
Agar Noble (Difco) al 1.59% en buffer
de veronal pH 8.6; una vez fundido,
se repartié en tubos independientes
en cantidades de 10 ml. guarddndo-
se a 4°C para ser usados en el mo-

mento oportuno, Placas de vidrio de
6x 10 cms desengrasadas y limpias
se cubrieron con fina capa de agar
adhesivo dejdndose secar en la estu-
fa a 37°C; cuando éstas estuvieron
listas, se fundié el agar, previamente
preparado, vy una vez que éste estu-

va en una temperatura de 50°C, se
le adicioné el ontigenc correspon-
diente sin diluir en forma tal que fi-
nalmente quedara a una concentra-
cién del 209% (0.2 ml. de antigeno

por ml. de agar fundido), rotémdose
fuertemente en las mancs para lo-

grar unca distribucién homogénea en
el medio y vertiéndose inmediata-
mente sobre las ldminas de vidrio
colocadas sobre una mesg nivelada.
Una vez que éstas estuvieron solidi-
ficadas, se guardaron en nevera por
30 minutos para permitir una mejor
estabilizacién del ontigeno en el
ngar; posteriormente se hizo un ori-
ficio de 1.5 mm. x 3 mm. con un dis-
positivo similar al usado en inmuno-
electroforesis sobre un pairén como
el que se muesira en la Fig. N° 1; en
cada uno de estos orificios se colocé

con jeringg Hamilton 2 microlitros de
suero asi: en el primer orificio, suero

puro homélogo del antigeno incor-
porado; en el segundo y tercer ori-
ficios, sueros no homdlogos, v en el
cuarto en suero control negativo pa-
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ra el antigeno incorporado, las pla-
cas fueron puestas en la cédmera
Beckman con buffer veronal pH 8.6
y sometidos a electro foresis por 90
minutos a 250 voltios de corriente
confinua, a] término de los cuales
fueron observadas para cmotar los

resultades obtenidos. Para conserva-
cién permanente las placas fueron

lavadas con solucién salina durante
18 horas, secadas en estufg a 37°C
y coloreadas por 10 minutos en Ami-
do-Black at 0.759% en Metanolagua-
4cido acético (70:20:10) decolorados
varias veces en una solucién lava-
dora metanol-agua-écido  acético
(70:20:10:) v secadas en una estula
a 37°C,

-+ —

000000

Figura 1
Esquema que muestra la localizacién de los
orificios para colocar las muestras de sueros
en la placa de agar.

RESULTADOS

Los sueros obtenidos de animdles,
y estudiados por técnicas de doble

inmunodifusién, tipo Ouchterlony”
(1953) fueron positivos entre las 48-

96 horas, presentando lineas de pre-
cipitacién aparente, como puede ver-
se en la Fig. N° 2 correspondiente a
ung reaccién de un suerc obtenido
por inoculacién de A. fumigatus en
cobayo probado frente a antigeno
del mismo hongo, pusden verse alli

cuatro bandas de precipitacién. En la
inmunoelectroprecipitacion, una vez
finalizado el paso de la corriente, se
observg en los cascs positivos sobre
la zona de migracién de las inmuno-
globulinas, un cono de precipitacién
aparente, no presentédndose reaccién
cruzada entre los sueros v antigenos
probados. Como puede observar-
se en la Fig. N° 3 correspondiente a
sueros .amti- Aspergillus .fumigatus
contra el antigeno correspondiente,
una vez coloreada la placa, se apre-
cian claramente las mismas cuatro
bandas de precipitacién dispuestas
sobre la zona de migracién de lag in-
munoglobulinas e imbricadas una «
continuacién de la ofra.

DISCUSION

La busqueda de reacciones rdpi-
das, sendillas vy especificas, tqnto pa-
ra el dignéstico como para el estu-
dio de sistemas cntigenoc-anticuerpo
es siempre deseable. En el diagnés-
tico de las entidades Micéticas, el
uso de las reacciones de inmunodi-

fusién tino Quchterlony” (1953) ha si-
do amplia y exitosamente usado por

sencillez vy especificidad en un buen
nimero de entidades tales como
Blastomicosis Norteamericana, Aber-
nathy v Heiner® (1961). Histoplasmo-
sis Hainer® (1958), Schubert, Lynch
vy Ajello™ (1961 Coccidioidomicosis,
Huppert v Bailey * (1963), Paracocci-
diocidomicosis, Restrepo® (1966). Sin
embargo, esta redccién toma un
Hiempo variable entre 24-96 horas; lg
reaccién aqui descrita, cuya utilidad
como prueba “'screening’ puede ser
importante por la ventajct de poder-
se procesar simultdneamente grom



138

REVISTA DE LA FACULTAD DE MEDICINA

cantidad de muestras obteniéndose
un resultado rdpido, conservendo la
misma especificidad, ya que se trata
de la precipitacién en un medio de
soporte de las proporciones éptimas
de antigeno-anticuerpo, en este ca-
so al ser incorporado homogénea-
mente el ontigeno en el medio y
someter el suero problema a una
electroforesis se obliga que las inmu-
noglobulinas se separen y migren
concentradas en una direccidén, ddn-
doseles la oportunidad de que en-
cuentren y reaccionen rdpidamente
con el antigeno incorporado en el
medio, los aspectos fisicos sobre los
cuales se basa esta reaccién, son si-
milares o los descritos por Laurell ®
(1966) y similares a los presentados
por Culliford® (1964); como muestra la
Fig. N° 4, la electroforesis combina-

da aqui, permite una concentracién
de las inmunoglobulinas sobre una
sola zona, lo cual hace mds posible
que cantidades muy escasas de an-
ticuerpos se concentren dando una
reaccién positiva, aumenténdose asi
la sensibilidad de la reaccién. Aun-
que agqul se presenta la reaccién
mds en detalle utilizando cantigenos
obtenidos de hongos, fundamental-
mente compuestos por polisacdridos,
la prueba es util también en todos
aquellos casos en que un antigeno
soluble pueda ser adecuadamente
incorporado en el medio como en
caso de virus de la rabia, como pue-
de verse en la (Figura N° 5), o de
nucleoproteinas frente a sueros de pa-
cientes en lupus eritematoso (Figura
N¢26), 0 de toxina diftérica frente a
su antisuero homélogo (Figura N° 7).

Figura 2
Fotografia que muestra una prueba de doble inmunodifusién. En el orificio central
se colocé un suero Anti-A. fumigatus, en los orificios periféricos se colocaron antige-
nos de A. fumigatus. Nétese la presencia de por lo menos 4 bandas de precipitacion.



Figura 3
Fotograjia que muestra una prueba de inmunoelectroprecipitacién. En el agar se in-
corporo el antigeno de A. fumigatus, en los orificios se coloc6é suero hiperinmune.
Notese le presencia de multiples bandas de precipitacién en la zona de migracion
de las inmunoglobulinas.

:

Figura 4
Fotografia que muestra una electroforesis en agar para senalar la concentracién de
inmunoglobulinas en una zona, técnica que se combina con la inmunoprecipitacion.



Figura 5
Fotografia que muestra una reaccién de inmunoelectroprecipitaciéon con virus de
la rabia, el virus (vacuna antirrabica) fue incorporado en agar, el anti-suero homo-
logo se coloco en el orificio y se sometié a electroforesis; nétese la clara banda
de precipitacién.

Figura 6
Fotografia que muestra una reacciéon de inmunoelectrovrecipitacién con nucleopro-
teina incorporada en el agar, el suero en el orificio es de un paciente con LES.
Nétese la banda de precipitacién.
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Figura 7

Fotografia que muestra una reaccién de inmunoelectroprecipitacion con toxina dif-
térica incorporada en el agar; la antitoxina homéloga se colocé en el orificio.
Nétese las multiples bandas de precipitacion.

RESUMEN

Se presenta una técnica para de- troforesis. La pruebg denominada de
tsccidn de reacciones antigeno-anti- Inmuno - electroprecipitacién puede
cuerpo en agar, combinando con elec-  ser Gtil en diagnéstico.

SUMMARY

An Inmunoelectroprecipitin tests is
described and its applicability in the
diagnosis is discussed.
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