
INMUNOFLUORESCENCIAINMUNOFLUORESCENCIA



Que es la fluorescencia?Que es la fluorescencia?

……....Es la propiedad de una sustancia de emitir Es la propiedad de una sustancia de emitir 
luz cuando es expuesta a radiaciones de baja luz cuando es expuesta a radiaciones de baja 
longitud de onda y alta energlongitud de onda y alta energíía (UV a (UV –– RxRx). Las ). Las 
radiaciones absorbidas (invisibles al ojo), son radiaciones absorbidas (invisibles al ojo), son 
transformadas en luz visible, o sea de una transformadas en luz visible, o sea de una 
longitud de onda mayor a la incidente.longitud de onda mayor a la incidente.



Como se produce la fluorescencia?Como se produce la fluorescencia?
La absorciLa absorcióón de luz por parte de la moln de luz por parte de la moléécula de cula de 

fluorocromofluorocromo la eleva a un estado de la eleva a un estado de exitaciexitacióónn en el cual en el cual 
contiene mayor energcontiene mayor energíía. a. 

La molLa moléécula permanece en el estado de cula permanece en el estado de exitaciexitacióónn por un por un 
perperííodo de tiempo muy corto.odo de tiempo muy corto.

El retorno a un nivel de energEl retorno a un nivel de energíía menor es acompaa menor es acompaññado por ado por 
emisiemisióón de luz (fluorescencia)n de luz (fluorescencia)



Inmunofluorescencia DirectaInmunofluorescencia Directa
El procedimiento se realiza en El procedimiento se realiza en un paso bun paso báásicosico de reaccide reaccióón. n. 

La muestra clLa muestra clíínica que presuntamente contiene nica que presuntamente contiene 
antantíígenos del microorganismo bajo estudio es puesta en genos del microorganismo bajo estudio es puesta en 
contacto con un anticuerpo monoclonal dirigido contra contacto con un anticuerpo monoclonal dirigido contra 
dicho microorganismo conjugado con fluorescedicho microorganismo conjugado con fluoresceíína. Si el na. Si el 
antantíígeno esperado estgeno esperado estáá presente se formarpresente se formaráá un un 
complejo antcomplejo antíígenogeno--anticuerpo. La reaccianticuerpo. La reaccióón positiva en n positiva en 
forma de fluorescencia verde manzana puede verse con forma de fluorescencia verde manzana puede verse con 
la ayuda de un microscopio de fluorescencia.la ayuda de un microscopio de fluorescencia.



Esquema de la tEsquema de la téécnicacnica



Inmunofluorescencia IndirectaInmunofluorescencia Indirecta
Es una tEs una téécnica de doble capa en donde se aplica el cnica de doble capa en donde se aplica el anticuerpoanticuerpo sinsin
marcarmarcar directamente sobre el sustrato de tejido y se visualiza directamente sobre el sustrato de tejido y se visualiza 
por tratamiento con un suero por tratamiento con un suero antianti--inmunoglobulina conjugado con inmunoglobulina conjugado con 
fluorocromofluorocromo

ElEl proceso consta de proceso consta de dos etapasdos etapas::

Primera etapaPrimera etapa: se fijan sobre un portaobjetos los ant: se fijan sobre un portaobjetos los antíígenos que genos que 
constituyen el substrato conocido especconstituyen el substrato conocido especíífico (cfico (céélulas que lulas que 
contiene virus, contiene virus, T. T. gondiigondii, , T. T. pallidumpallidum, etc.) sobre , etc.) sobre éél se coloca l se coloca 
el suero de quien se sospecha la presencia de anticuerpos el suero de quien se sospecha la presencia de anticuerpos 
especespecííficos, si la reaccificos, si la reaccióón es positiva se darn es positiva se daráá formaciformacióón de n de 
complejo antcomplejo antíígenogeno--anticuerpo no visible ya que el anticuerpo no anticuerpo no visible ya que el anticuerpo no 
estaba marcado estaba marcado 

Segunda etapaSegunda etapa: se agrega una : se agrega una antianti--inmunoglobulina humana inmunoglobulina humana 
marcada, que reaccionarmarcada, que reaccionaráá con el anticuerpo del complejo con el anticuerpo del complejo 
producido en la primera etapa.producido en la primera etapa.



Inmunofluorescencia IndirectaInmunofluorescencia Indirecta
La tLa téécnica se realiza en dos etapascnica se realiza en dos etapas

PRIMERA ETAPAPRIMERA ETAPA

SEGUNDA ETAPASEGUNDA ETAPA







Microscopio de Microscopio de 
inmunofluorescenciainmunofluorescencia

Fuente de luz (lFuente de luz (láámpara de mercurio)                                              mpara de mercurio)                                              

FiltrosFiltros

Espejo dicroicoEspejo dicroico



ExcitaciExcitacióón n -- EmisiEmisióónn



Tipos de filtrosTipos de filtros















FluorocromosFluorocromos
Sustancias que emiten un fotSustancias que emiten un fotóón cuando                                                        n cuando                                                        
son excitados por un fotson excitados por un fotóón incidente.n incidente.

Formen uniones con las proteFormen uniones con las proteíínas (nas (AcAc) ) 
pero sin afectar los grupos de pero sin afectar los grupos de 
combinacicombinacióón especn especíífica del anticuerpo.fica del anticuerpo.

La reacciLa reaccióón de unin de unióón ocurre entre los  n ocurre entre los  
grupos amino y carboxilo de la grupos amino y carboxilo de la 
proteproteíína y los grupos tiocianato o na y los grupos tiocianato o 
cloruro de cloruro de sulfonilosulfonilo de los colorantesde los colorantes

El pH afecta la fluorescencia El pH afecta la fluorescencia yy por por 
esta razesta razóón se debe trabajar a pH n se debe trabajar a pH 
estable y adecuado dependiendo del      estable y adecuado dependiendo del      
colorante : fluorescecolorante : fluoresceíína (pH 8), na (pH 8), 
rodamina (pH 7), rodamina (pH 7), 

DANS (pH 1.6DANS (pH 1.6--14)14)



PARÁMETROS DE FLUORESCENCIA

Afinidad Afinidad 

Selectividad Selectividad 

Especificidad Especificidad 

Intensidad (brillo)  Intensidad (brillo)  

Estabilidad Estabilidad 

CompetitividadCompetitividad



Ventajas y desventajasVentajas y desventajas
VENTAJASVENTAJAS

-- Se pueden obtener resultados rSe pueden obtener resultados ráápidos.pidos.
--No es necesario realizar cultivos.No es necesario realizar cultivos.
--Se puede identificar microorganismos especSe puede identificar microorganismos especííficos en un grupo mixto.ficos en un grupo mixto.
--Determina la identidad de un organismo muerto. Determina la identidad de un organismo muerto. EEs sensibles sensible..

Nota: La figura muestra un ejemplo de fagocitosisNota: La figura muestra un ejemplo de fagocitosis..

DESVENTAJASDESVENTAJAS
--Costos en reactivo y equipoCostos en reactivo y equipo
--Debe ser realizado por personal muy especializado.Debe ser realizado por personal muy especializado.
--Los resultados no son 100% especLos resultados no son 100% especííficosficos



PhotobleachingPhotobleaching
�� Es la disminuciEs la disminucióón de la intensidad de emisin de la intensidad de emisióón de n de 

la muestra debido a la descomposicila muestra debido a la descomposicióón n 
irreversible de la fluorescencia de las irreversible de la fluorescencia de las 
molmolééculas.culas.

�� Este fenEste fenóómeno esta directamente relacionado meno esta directamente relacionado 
con la intensidad de excitacicon la intensidad de excitacióón y y con el tiempo n y y con el tiempo 
durante el cual estamos excitando la muestra.durante el cual estamos excitando la muestra.

�� Para reducir este efecto podemos utilizar Para reducir este efecto podemos utilizar ““antianti
fadingfading”” (glicerina) en la preparaci(glicerina) en la preparacióón de la n de la 
muestramuestra..





DetecciDeteccióónn de Anticuerpos de Anticuerpos AntiAnti--
CCáándidas por Inmunofluorescenciandidas por Inmunofluorescencia

�� 1 1 --ColocarColocar 1010 µµll dede unauna suspensisuspensióónn dede 106 106 ccáándidasndidas enen cadacada wellswells
�� dede un portaobjeto de 7 un portaobjeto de 7 wellswells. Dejar secar. . Dejar secar. 

�� 22-- Agregar 20Agregar 20µµll de suero de suero diludiluíídodo 1/161/16-- 1/321/32-- 1/ 641/ 64-- 1/1281/128-- 1/2561/256--
1/5121/512-- negativo en cada negativo en cada wellswells. Incubar 30 minutos a temperatura . Incubar 30 minutos a temperatura 
ambiente en cambiente en cáámara hmara húúmeda.meda.

��

�� 33-- Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Secar los bordes. Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Secar los bordes. 

�� 44-- Agregar 20ul Agregar 20ul dede suerosuero antianti FcFc-- FITCFITC (diluci(dilucióón 1/100).n 1/100). Incubar 30 Incubar 30 
minutosminutos a temperatura ambiente en oscuridad en ca temperatura ambiente en oscuridad en cáámara hmara húúmeda. meda. 

�� 55-- Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Secar los bordes. Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Secar los bordes. 

�� 66-- Montar con 1 gota de glicerina Montar con 1 gota de glicerina bufferadabufferada. . 

�� 77-- ObservarObservar en en microscopiomicroscopio dede Inmunofluorescencia.Inmunofluorescencia. LaLa imagenimagen eses
�� positivapositiva si permite ver fluorescente el contorno de la levadura.si permite ver fluorescente el contorno de la levadura.



Para recordarPara recordar……....



APLICACIONESAPLICACIONES

� Técnicas analíticas (cuali-y cuantitativas) en Química 
y Bioquímica.

� Métodos inmunológicos de diagnóstico médico.
� Procedimientos microscópicos en Microbiología, 
Genética, Histología, Histoquímica, Biología Celular, 
Biología Molecular, Biología del Desarrollo, Patología 
(sondas vitales, ensayos de viabilidad, indicadores, 
inmunofluorescencia, FISH).

� Análisis poblacional de células (citofluorimetría de 
flujo).



APLICACIONESAPLICACIONES

Treponema Treponema PallidumPallidum agente etiolagente etiolóógico de la Sgico de la Síífilis. Determinacifilis. Determinacióón n 
por inmunofluorescencia donde se observa la forma de espiroquetapor inmunofluorescencia donde se observa la forma de espiroqueta



DengueDengue

�� Las cLas céélulas lulas 
fluorescentes fluorescentes 
representan crepresentan céélulas lulas 
infectadas con el virus infectadas con el virus 
dengue. dengue. InfecciInfeccióónn
evidenciada con evidenciada con 
anticuerpos anticuerpos 
monoclonales para monoclonales para 
cada cada serotiposerotipo..



Biopsias renales :Biopsias renales :

Anticuerpos contra Membrana basal glomerular de tipo Anticuerpos contra Membrana basal glomerular de tipo IgGIgG



Virus RespiratoriosVirus Respiratorios

Virus Influenza B (IFD Virus Influenza B (IFD deteccideteccióón de antn de antíígenogeno))



SerotipificaciSerotipificacióónn



Anticuerpos anti Toxoplasma gondii, agente etiológico de la 
toxoplasmosis. El sustrato antigénico utilizado es una suspensión 

de Toxoplasma gondii. Detecta antígenos de membrana .



ANCA C               ANCA PANCA C               ANCA P



Fluorescencia utilizando mas de un Fluorescencia utilizando mas de un 
fluorocromofluorocromo


