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Diagnostico por deteccion de antigenos

John J. Estrada

La demostracion del agente causal constitu-
ye el diagnostico definitivo. En los ultimos afios
se han desarrollado técnicas de diagnéstico por
medio de las cuales es posible la deteccion de
antigenos producidos por los agentes causales.
Dichos antigenos pueden encontrarse circulan-
do en los fluidos corporales o pueden detectar-
se en los tejidos del huésped. En el presente ar-
ticulo se discuten varias de las aplicaciones de
esta metodologia para el diagnéstico y se ha-
cen comparaciones con métodos tradicionales
tales como la histopatologia, el cultivo y la de-
teccion de anticuerpos especificos. Se discuten
también las ventajas y dificultades técnicas de
los métodos para la deteccion y cuantificacion
de antigenos circulantes. Se da particular im-
portancia al enzimo-inmunoensayo (ELISA) ya
que éste se ha impuesto como método de diag-
néstico. Ademas se presentan algunas expe-
riencias adquiridas en nuestro laboratorio en
la deteccion de antigenos parasitarios circulan-
tes.

INTRODUCCION

Indudablemente, el diagnéstico mas seguro es
la demostracion del agente causal. Para tal efecto,
se han desarrollado diferentes métodos, siendo los
mas clasicos el cultivo de los agentes infecciosos
a partir de las lesiones o de los fluidos corporales
y los métodos histologicos. Ambos tienen gran-
des limitaciones; por ejemplo, en la mayoria de
los casos los cultivos requieren de mucho tiempo
para lograr la demostracion del agente causal o
muchos de los patégenos de importancia médica
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no permiten su cultivo en los medios desarrolla-
dos hasta hoy. Igualmente, las técnicas tradiciona-
les de cultivo o tincidon no son efectivas cuando
los agentes bacterianos tienen periodos de replica-
cioén largos o cuando se pretende hacer el diagnos-
tico a partir de fluidos corporales en pacientes que
han sido previamente tratados con antibioticos. En
muchos de los casos el diagnostico histopatologi-
co requiere de la obtencion de los tejidos por mé-
todos invasivos, el procesamiento de las muestras
es lento y los resultados estan sujetos a diferentes
interpretaciones.

Los métodos seroldgicos tradicionales se ba-
san en la deteccion y cuantificacion de anticuer-
pos contra los agentes etiologicos. Para que el sis-
tema inmune produzca anticuerpos especificos
contra un agente se requiere que el mismo entre al
organismo y desencadene una serie de eventos.
Después de dicha entrada hay un periodo de laten-
cia antes de que se puedan detectar los anticuer-
pos especificos contra el agente. Estos anticuer-
pos pueden persistir por muchos afios, aun des-
pués de la cura o del tratamiento exitoso. La pre-
sencia de anticuerpos es indicativo de la exposi-
cion al agente causal pero, en muchos casos, no
diferencia entre un proceso actual o pasado. En
personas inmunosuprimidas la produccion de an-
ticuerpos esta afectada y por lo tanto éstos no po-
dran detectarse. A lo anterior se agrega el hecho
que los agentes patdogenos pueden causar la inmu-
nosupresion como uno de los mecanismos para
evadir la respuesta inmune del huésped.

Muchos son los "agentes extrafios" causantes
de patologia en el hombre. Estos agentes se valen
de mecanismos para no ser reconocidos y ataca-
dos por el sistema inmune, pero, afortunadamente
para nosotros, ellos se delatan cuando dejan tra-
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zas o evidencias de su presencia. Las trazas dela-
toras producidas por los agentes pueden ser pro-
ductos metabodlicos, ADN u otros componentes.
Cuando esos componentes pueden ser reconoci-
dos por anticuerpos o por otros elementos del sis-
tema inmune, se les denomina antigenos. Es posi-
ble aislar esos componentes y producir anticuer-
pos monoclonales o policlonales en otra especie
diferente a la humana, por ejemplo, ratones o co-
nejos. Esos anticuerpos obtenidos en otra especie
animal contra los antigenos delatores pueden utili-
zarse in vitro como identificadores de tales antige-
nos. Tomemos, por ejemplo, el caso de una bacte-
ria X la cual puede liberar proteinas en el plasma
de un individuo. Si disponemos de un anticuerpo
identificador de esas proteinas, podemos ponerlo
en contacto con el plasma del individuo infectado
utilizando un método de laboratorio. El reconoci-
miento de las proteinas de la bacteria X por parte
de los anticuerpos identificadores seria indicativo
de infeccion. El método de laboratorio no implica
el cultivo de la bacteria ni su tincion ni la detec-
cion de anticuerpos especificos contra la misma
en el plasma del individuo. Ademas, este método
puede ser bastante sensible y especifico, depen-
diendo de la afinidad del anticuerpo identificador
por el antigeno y de las condiciones que permitan
la deteccion del mismo.

Debido al avance de la inmunologia y ciencias
afines como la biologia molecular y la bioquimi-
ca es posible hoy en dia hacer una caracterizacion
bastante precisa de los componentes antigénicos
de cualquier molécula. De tal manera que se pue-
den encontrar aquellas porciones "exclusivas" de
las moléculas antigénicas, que no tienen repeti-
cidén en otras moléculas. Los anticuerpos son ca-
paces de discriminar entre pequeiias diferencias,
aun diferencias de un aminoacido. Los anticuer-
pos son entonces herramientas muy poderosas que
pueden utilizarse como marcadores. A esa capaci-
dad discriminatoria, conocida como especificidad,
se agrega la afinidad que puede entenderse como
la fuerza de union del anticuerpo con su antigeno.
Las reacciones antigeno-anticuerpo no pueden
verse, a no ser que la cantidad de antigenos y anti-
cuerpos sea lo suficientemente grande para que
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los complejos antigeno-anticuerpo se precipiten y
puedan verse. En el caso que nos ocupa, los anti-
genos producidos por los agentes invasores no se
encuentran en grandes cantidades en los fluidos
corporales o en los tejidos del huésped. Se requie-
re entonces de métodos de visualizacion de la reac-
cién antigeno-anticuerpo. Por ejemplo, particulas
de latex con anticuerpos unidos a su superficie
pueden aglutinar en presencia de un antigeno que
se encuentre en un fluido corporal y que sea reco-
nocido por tales anticuerpos (1,2).

Los anticuerpos identificadores pueden también
marcarse con radioisétopos; en tal caso el indicati-
vo de la reaccidn antigeno-anticuerpo en una prue-
ba de diagnostico seroldgico seria la deteccion de
radioactividad, la cual puede cuantificarse, dando-
nos una idea de la cantidad de antigeno presente.
En los ultimos afios las pruebas inmunoenzima-
ticas tipo ELISA han desplazado a las pruebas
radioinmunolégicas ya que las primeras ofrecen
igual o mayor sensibilidad, son menos costosas,
mas faciles de cuantificar, la vida media de las
enzimas es mas larga que muchos de los radioiso-
topos utilizados y el operador no se expone a sus-
tancias radioactivas. En estas pruebas los antige-
nos o los anticuerpos son marcados generalmente
con enzimas. Después de la reaccion antigeno-
anticuerpo se adiciona un sustrato especifico para
la enzima. La reaccion enzima-sustrato produce
un color, el cual puede determinarse macroscopi-
camente, microscopicamente o con el uso de un
espectofotometro. Las variaciones colorimétricas
son indicativo de la cantidad de antigeno circulan-
te (3).

El objetivo del presente articulo no es el de dar
informacion sobre las diferentes posibilidades téc-
nicas para la deteccion de antigenos. Es mas im-
portante discutir las ventajas y las desventajas de
esta tecnologia y dar algunos ejemplos concretos
sobre su uso. Ademds se discutird en detalle la
utilizacién de las técnicas inmunoenzimaticas y
se daran algunos ejemplos de su uso en nuestro
laboratorio para la deteccion de antigenos. Las téc-
nicas inmunoenzimaticas se han impuesto sobre
otras en la deteccion de los agentes invasores (4,
5).
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Ventajas del enzimo-inmunoensayo (ELISA)
en la deteccion de antigenos

Mayor sensibilidad, ya que antigenos o anti-
cuerpos marcados con enzimas u otros marcado-
res dan un poder de magnificacion. Una molécula
de la enzima puede catalizar muchas moléculas
del sustrato, favoreciendo la reaccion colorimé-
trica la cual es detectable a simple vista y cuantifi-
cable con la ayuda de colorimetros.

Los componentes de los sistemas de ELISA son
estables y pueden guardarse por un tiempo largo.

Automatizacion. Con el desarrollo de microtéc-
nicas se permite el diagndstico en muchas mues-
tras. Cada muestra puede ser estudiada para la
busqueda de antigenos de varios microorganismos.
Lo anterior se facilita con el uso de espectofoto-
metros adecuados para tales microtécnicas.

Més rapidez y menos costo, comparado con los
cultivos in vitro para la identificacion de los agen-
tes patogenos.

Debido a que estas técnicas detectan antigenos
en vez de organismos vivos, el diagnostico especi-
fico puede hacerse aun cuando el paciente ha reci-
bido antibidticos. En los métodos de cultivo, la
terapia con antibiéticos hace que los cultivos sean
negativos.

La deteccion de antigenos tiene valor para el
diagnostico, el seguimiento durante y después del
tratamiento médico y el prondstico.

La deteccion directa de los antigenos es indica-
tivo de infeccion activa, en oposicion a la detec-
ciéon de anticuerpos.

La deteccion del antigeno puede hacerse mu-
cho antes de la seroconversion, cuando los anti-
cuerpos son positivos, lo cual puede presentarse
en meses o afos después de la infeccidén con el
microorganismo.

La deteccién y cuantificacion de cantidades
muy pequefias de antigeno, no detectables por
otros métodos.

Dificultades

Los anticuerpos preformados en el organismo
del individuo pueden formar complejos antigeno-
anticuerpo en los fluidos corporales o en los teji-
dos en los cuales se pretende demostrar la pres-
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encia del antigeno. Estos anticuerpos inhibirian la
uniéon del antigeno con el anticuerpo identifica-
dor. Ademas, los complejos antigeno-anticuerpo
son removidos de la circulacién por las células
fagociticas. Este inconveniente ha sido resuelto en
parte con el desarrollo de técnicas que permiten el
tratamiento de la muestra con agentes que diso-
cien los complejos preformados, permitiendo asi
que los antigenos sean identificados. Otro proble-
ma es el de las reacciones cruzadas entre el anti-
cuerpo identificador y antigenos de diferentes
especies u organismos; por ejemplo, anticuerpos
identificadores contra N. meningitidis pueden reac-
cionar en forma cruzada con E. coli y H. parain-
fluenzae. Esto no estaria a favor de la especifici-
dad de la prueba diagndstica. Con el avance de
los métodos de caracterizacion antigénica y de
produccién de anticuerpos monoclonales y poli-
clonales especificos se estd obviando este ultimo
problema.

Deteccion de antigenos en fluidos corporales

Plasma o suero sanguineo. Antigenos de bac-
terias (6, 7), virus (8-10), hongos (11) o parasitos
(12-14) pueden ser detectados usando una varie-
dad de técnicas inmunoenzimaticas. Dichas técni-
cas se han ido refinando con el fin de aumentar su
sensibilidad y de acortar el tiempo de realizacion
de las mismas. Ademads, ya se consiguen en el
mercado gabinetes que permiten un diagnostico
facil.

Liquido cefalorraquideo. La deteccion de an-
tigenos en este fluido corporal ha mejorado gran-
demente el diagndstico de las afecciones del siste-
ma nervioso (15). Debido a que en muchas de las
enfermedades que afectan al sistema nervioso se
requiere de un diagnostico preciso y rapido, la de-
teccion de antigenos es una alternativa promiso-
ria. E1 diagnostico al momento del ingreso del
paciente permite el establecimiento de la terapia
correcta, el seguimiento y el prondstico. En este
campo se han desarrollado técnicas inmunoenzi-
maticas para la deteccion de H. influenzae, S.
pneumoniae, N. meningitidis (16), y tuberculosis
(17).

En nuestro laboratorio hemos desarrollado
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métodos inmunoenzim aticos para la deteccion de
antigenos de C. cellulosae, el estadio larvario de
la tenia del cerdo, causante de la neurocisticerco-
sis. La deteccion y cuantificacion de antigenos del
parasito en liquido cefalorraquideo es un diagnos-
tico preciso. La especificidad y sensibilidad son
altas (18, 19). Hemos encontrado correlacion en-
tre el estado clinico-radiologico y la cantidad de
antigeno circulante; ademads, la cuantificacion de
los antigenos durante y después del tratamiento
médico permite vigilar la efectividad del trata-
miento y la aparicion de recaidas.

Orina. La facilidad de obtencion de una mues-
tra de orina para el diagnostico y seguimiento es
una gran ventaja. En algunos casos se requiere de
la concentracion de la orina, lo cual puede hacer-
se facilmente. La deteccion de antigenos en orina
se ha realizado para virus, bacterias y hongos (7,
9, 20-24). Hay también algunos métodos inmuno-
enzimaticos de deteccién de antigenos en orina
para el diagnodstico de enfermedades parasitarias
(25,206).

Materias fecales. Antigenos de los microorga-
nismos y parasitos entéricos, tales como giardias
y amibas, pueden encontrarse en las heces (27).
Ademas, la deteccion de toxinas puede hacer el
diagnostico de diarreas producidas por E. coli y
V. cholerae (28).

Deteccién de antigenos
en otros fluidos corporales y en tejidos

Aparte de las técnicas mencionadas, se estan
desarrollando métodos que permiten la deteccion
de antigenos de agentes patdogenos en saliva, espu-
to, secreciones bronquiales, exudados vaginales,
liquido pericardico, liquido sinovial y liquido ple-
ural (29, 30). Por métodos inmunoenzimaticos
puede hacerse la identificacion de microorganis-
mos en cortes de tejidos, tomando ventajas de la
sensibilidad de estos métodos. La disponibilidad
de anticuerpos especificos permite la identifica-
cion de antigenos en extractos de tejidos tomados
de los pacientes.

ABSTRACT
Despite many diagnostic techniques, demon-
stration of the causative agent still constitutes the
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definite diagnostic proof. In the last few years sev-
eral laboratory procedures have been developed
by which the antigens of etiologic agents can be
detected and cuantified. These antigens can be
found in body fluids or in tissues of the compro-
mised host. This paper deals with the various ap-
plications of antigen detection as a diagnostic tool;
its advantages and technical difficulties are also
discussed. Particular attention is given to Enzime-
Linked Inmunoassays (ELISA) which have ac-
quired widespread use. Some of the author expe-
rience in detection of parasite antigens by ELISA
is also discussed.
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