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FUNDAMENTOS DE LA TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA
Dr. JorGE OLirTE

LA FLUCRESCENGIA fue empleada por primera vez en la microbiologia por Coons

et al,l en la Universidad de Harvard, en 1942. Poca atencién recibié durante
los primeros afios; sin embargo, a partir de 1950 ha encontrado multiples aplica-
ciones en el estudio de diversos fenémenos inmunolégicos, asi como en otros cam-
pos de la Biclogia.2 3

Los fundamentos de la inmunofluorescencia son los mismos de las reacciones
antigeno-anticuerpo clasicas, como la aglutinacién, precipitacién, fijacién del com-
plemente, ete. La diferencia consiste en la introduccién en la molécula del anti-
cuerpo de substancias que poseen la propiedad de emitir rayes de luz fluorescente
al ser sometidas a la accién de luz de onda corta, generalmente ultravioleta o
azul, Al combinarse tales fluorocromos, es decir, las substancias fluorescentes, con
los anticuerpos, confieren a estos Gltimos sus propiedades luminosas. El perfec-
cionamiento logrado en los aparatos para microscopia permite detectar con gran
precisién, ain cantidades muy pequenas de los complejos resultantes de las
reacciones inmunolégicas, cuando se usan los conjugados fluorescentes. Es asi
come, en ciertos casos, la inmunofluorescencia ofrece ventajas evidentes de sensi-
bilidad y rapidez sobre los métodos serolégicos ordinarios.

* Trabajo de conjunto presentado en la sesién ordinaria del 3 de abril de 1964.
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Aunque se ha ensayado un nimero considerable de fluorocromos, entre otros,
diversos tipos de rodaminas, acridinas, etc., se ha encontrado que el isothiocianato
de fluoresceina es mas estable, se combina ficilmente con las globulinas, siendo
el ojo humano muy sensible a la luz amarillo-verdosa que emite. Por estas razones
se le prefiere en la mayoria de los sistemas actuales de inmunofluorescencia.

También es posible el uso de antigenos fluorescentes, en lugar de los anti-
cuerpos marcados, siempre vy cuando la naturaleza de los antigenos les permita
entrar en combinacién con fluorocromos. En esta ocasién se tratara tnicamente
de sistemas que utilizan anticuerpos fluorescentes.

Aunque no es nuestra intencién dar detalles de los métodos, los que pueden
ser consultados en monografias recientes, tales como las de Cherry et al,2 y Nairn
va que cada investigador tiene necesariamente que enfrentarse a problemas pecu-
liares para cada sistema, quisiéramos enumerar, nada mas, los pasos generales
que se siguen en la técnica directa:

Primero. Esta técnica sirve para determinar la presencia de microorganis-
mos patogenos, directamente en los exudados o en los propios tejidos de los
enfermos.

Segundo. Dichos materiales se preparan en la forma habitual de frotis, im-
pronta o cortes, los que se fijan con diversas substancias, segin la naturaleza de
los mismos materiales,

Tercere. En seguida se cubren las preparaciones con los sueros que con-
tienen los anticuerpos fluorescentes, es decir, con los conjugados, y se incuba, por
periodos de tiempo y a temperaturas que varian con cada sistema.

Cuarto. Terminada la incubacién, se lavan las preparaciones con soluciones
amortiguadoras especiales, a fin de eliminar el exceso de anticuerpos fluorescentes.

Quinto. La preparacién, una vez seca, se monta usando una mezcla de sue-
1o fisiolégico y glicerina, y cubreobjetos ordinarios, quedando lista para su obser-
vacién al microscopio.

Sexto. Siempre deben utilizarse controles que eliminen las reacciones falsas
o no especificas.

Por tltimo, es importante recalcar que la especificidad de la inmunofluores-
cencia depende del grado de especificidad del propio sistema antigeno-anticueipe
que esté en juego, al igual que ocurre con otras reacciones serolégicas conocidas.

No obstante, hay que tener en cuenta que ciertos tejidos, y en particular de-
terminadas células, como por ejemplo, los leucocitos, poseen fluorescencia pro-
pia, llamada auto-fluorescencia. Los inconvenientes que este fenémeno presenta
se pueden eliminar, por lo menos en parte, recurriende a ciertos artificios, como
son el uso de fluorocromos que den colores de contraste, purificacién de los anti-
cuerpos, absorcién de los sueros, tratamicnto de los tejidos con substancia que
destruyan o disminuyan la fluorescencia natural, etc.
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