


Es la propiedad de una sustancia de emitir

luz cuando es expuesta a radiaciones'de baja
longitud de onda y alta energia (UV - Rx). Las
radiaciones;absorbidas (inyisibles al 0jo), son:
Transformadasieniuzwisible;or'sea de una
M6rgitud de onda mayor a la incidente.
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Larabsercion de uz por partie de la molécula de
fluorocromo la eleva a uniestado de exitacion en el cual
contiene mayor energia.

La molécula permanece en el estado de exitacion por un
periodo de tiempo muy corto.

El retorno a un nivel de energia menor es acompafiado por

emision de luz (fluorescencia)
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El pr'ocedlmlen’ro se realiza en’ c ~de-reaccién.

La muestra clinica gue presuntamente contiene
antigenos del microorganismo bajo estudio es puesta en
contacto con un anticuerpo monoclonal dirigido contra
dicho microorganismo conjugado con fluoresceina. Si el

antigeno esperado estad presente se formarawun
complejo antigeno-anticuerpo. La reaccion positiva en
forma de fluorescencia verde manzana puede verse con
layayudarde un;microscopio de fluorescencia.

Antigeno Anticuerpo Flugrescencia
monacional
conjugada con
fluaresceina
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

CONIJUGADO
FLUDRESCENTE.




Crmunof

Es’Una tecnica de doble capa en’ donde se . 12000
directamente sobre el sustrato de tejido y se visualiza
por fratamiento con un suero

El proceso consta de

Primera etapa: se fijan sobre un portaobjetos losi antigenos que
constituyen el substrato conocido especifico (celulas que
contiene virus, T. gondii, T. pallidum, etc.) sobre el se coloca
el suero de quien se sospecha la presencia de anticuerpos
especificos, si la reaccion es positiva se dara formacion de

S complejo antigeno-anticuerpo no visible ya que el anticuerposno.

-

estaba marcado

Segunda etiapa:’'se ag_r':ega una anti-inmunoglobulina humana
marcada, que reaccionara con el anticuerpo del complejo
producido en la primera etapa.




Antigeno
(Sustrata)

Anticoerpo Fuorescenda
antihumano
conjugode con




Inmurnonfhwn rescenc ia Amticuarpo unido a
indirecia fluoresceina dingido
contra

inmunoglobulinas
humanas

Suero del paciente en
estudioc —comeniendo

el anmticuerpo-

Antigeno “— incubado conla
similar al~. seccion que contiene
humano ] - efantigeno

Substrato: tejido animal



Inmunofluorescencia

indirecta




Fuente de luz (lampara de mercurio)
Filtros
Espejo dicroico

Filtro barrera

Lente
colector
Espejo (filtro)
dicroico

Lampara
bz Uy, Filode
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»FILTRO EXCITACION
Selecciona el espectro de excitacion

»ESPEJO DICROICO
Refleja la parte del espectro necesaria
para la excitacion y transmite el resto

~ »FILTRO BARRERA
Deja pasar la parte de la emision de la
muesira qUE nos interesa




L La lampara emite luz en todo el
espectro

@ Filtro de emisidn

BP490

Beamsplitter
(espejo dicroico)

Filtro de excitacion

Lampara

Muestra



II.  Elfiltro de excitacion solo deja pasar la
parte del espectro necesaria para excitar
la muestra. (Excitacion FITC: 490nm —
Filtro Excitacion: BP490)

BP490

\  Beamsplitter
1\ (espejo dicroico)

Filtro de excitacion

Lampara

Muestra



~ III.  Elespejo dicroico refleja hacia la
muestra la excitacion correspondiente.

(Dicroico: RSP500) @ Filtro de emisién

BP490

Beamsplitter
(espejo dicroico)

RSP500

Filtro de excitacion

Lampara

Muestra




IV. Lamuestra se excita con la luz que le llega
y emite en un espectro supertor al de la

excitacion. (Emision FITC: 520nm).

También refleja parte de la excitacion,

BP490
M

|

Filtro de excitacion

Lampara

& Filtrodeemision

Beamsplitter
\\  (espejo dicroico)

RSP500

Muestra



V.  Elespejo dicroico transmite la emision de la
' muestra. (Dicroico: RSP500) v filtra parte
de la senal reflejada

& ., > Filtrodeemision

| PN Beamsplitter
1 (espejo dicroico)

RSP500

Filtro de excitacion

Lampara



| VI. Elfiltro barrera hace una seleccion exacta
del espectro de emision que nos interesa
(Filtro Barrera: LP515) y suprime la
reflexion restante.

BP490

fl
|

\/

Filtro de excitacion

Lampara

,ﬁ Filtro de emisién

| Y Beamsplitter
)\ (espejo dicroico)

RSP500

Muestra



FUereCromos

Sustancias que emiten uni foton cuando
son excitados por un foton: incidente.
Formen uniones con las proteinas (Ac)

——

Fluorafara )

pero sin afectar los grupos de i R S
combinacion especifica del anticuerpo
La reaccion de union ocurre entre los o 9“* i
grupos amino y carboxilo de la i o
proteina y los fgr'q os tiocianato o
cloruro de sulfonilo de los colorantes e o 0
- LFfi
spHrafecta la fluorescencia y por
" esta razon se,debe trabajar a pl—al,. (il i 5
. estable, y adecuado dependiendo del [ S - -
Wcolorante : fluoresceina (pH 8), ol :
r'odamma (PH 7)' Verde de Calow e i

DANS (pH 1.6-14)

Anil ae Evans L 363



Afinidad
Selectividad

E

Especificidad
Intensidad (brillo)

Estabilidad
Compeftitividad
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VENTAJAS

- Se pueden obtener resultadosi rapidos.

-No es necesario realizar cultivos. )

-Se puede'identificar microorganismos especificos en un grupo mixto.
-Determina la identidad de un organismo muerto. Es sensible.

@Cell Press Maniak et al. Cell 83, 915-924, 1995

DESVENTAJAS ..
“Costos)enireactivo Yy equipo

=Debe ser realizado por personal muy especializado.
-Los resultados no son 100% especificos
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o Es Ia disminucion de Ia mTensmfad de emision de
la.muestra debido a la descomposicion
irreversible de la fluorescencia de las
moléeculas.

= Este fenomeno esta directamente relacionado

con la intensidad de excitacion y.y-con el tiempo
durante el cual estamos excitando la muestra.

weiPara reducir este efecto podemos ufilizar “anfi

—

rading” (glicerina)ieniaypreparacion de la
muestira.
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Figure 4




Deteccion de Anticuerpos Anti-
idas vor Tnmunofliyorzscerncid

"1 -Colocar 10 4l de una suspensién de 106 cdndidas en. cada wells
de un'portaobjeto de 7 wells. Dejar secar.

2- Agregar 20ul de suero diluido 1/16- 1/32- 1/ 64- 1/128- 1/256-
1/512- negativo en cada wells. Incubar 30 minutos a temperatura
ambiente en camara hdmeda.

3- Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Secar los: bordes.

4- Agregar 20ul de suero anti Fc- FITC (dilucion 1/100). Incubar 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad en camara himeda.

i —

=5~ Lavar 5 minutosicon PBS) (Repetir 2 veces). Secar los bordes.

A

6- Montar con 1 gota de glicerina bufferada.

7- Observar en microscopio de Inmunofluorescencia. La imagen es
positiva si permite ver fluorescente el contorno de la levadura.
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Teécnicas analiticas (cuali-y cuantitativas) en Quimica
y.- Bioquimica.

Métodos inmunologicos de diagnostico médico.

Procedimientos microscopicos en Microbiologia,
Genetica, Histologia, Histoquimica, Biologia Celular,

Biologia Molecular, Biologia del Desarrollo, Patologia

(sondas vitales, ensayos de viabilidad, indicadores,
inmunofluorescencia, FISH).

1élnc.'xli)sis poblacional de células (citofluorimetria de
ujo).
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Treponema Pallidum agente etiologico de la Sifilis. Determinacion
por inmunofluorescencia donde se observa la forma de espiroqueta




Las células
fluorescentes
representan celulas

Infectadas con el virus
dengue. Infeccion
evidenciada con
ANLICUErPOS

monoclonale__m@,._
~ cadas erotlpo
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Anitiicuerpos contraMembrana basa@merular de tipo Ig6
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" Wirus Influenza B (IFD deteccion de an‘rigeno)
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Figura 2. Tipificacion del virus dengue por IFI




Anticuerpos anti Toxoplasma gondii, agente etiologico de la

.. toxoplasmosis. El sustrato antigénico utilizado es una suspension
"""de Toxoplasma gondii. Detecta antigenos de membrana .










