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¿Qué se puede evaluar? 

Diagnóstico  

•Patologías inmunes 

•Procesos infecciosos 

Productos de la respuesta 

•Citoquinas  

•Inmunoglobulinas/anticuerpos 

•Complemento 

¿Para qué? 

Poblaciones celulares 

•Células T 

•Células B 

•Células fagocíticas 

•Células citotóxicas 



Técnicas para evaluar la 
respuesta inmune 

• Inmunoensayos 

• PCR 

• PCR en tiempo real 

• Microarreglos (microarray) 

• Otros   



Inmunoensayos: 

Tipos: 

 

Métodos analíticos 

basados en la 

interacción antígeno-

anticuerpo 

• Enzimoinmunoensayos 

(ELISA) 

• Western blot 

• Inmunoprecipitación 

• Inmunohistoquímica 

• Inmunofluorescencia 



Cómo pueden ser los inmunoensayos: 

Directos: 

• Se mide directamente la reacción Ag-

Ac  

• Dispersión de luz  

• Visualización directa 

Ejemplos: 

• Aglutinación 

• Precipitación  

Murphy, K. Janeway´s Immunology 2011. https://prezi.com/-oem3dhb0qy7/inmunoensayos/ 



Cómo pueden ser los inmunoensayos: 

Indirectos o con reactivos marcados: 

• Uno de los componentes de la 

reacción antígeno-anticuerpo es 

conjugado a una molécula que emite 

una señal detectable 

Pueden ser: 

• Radioinmunoensayo (RIA) 

• Fluoroinmunoensayo (FIA) 

• Enzimoinmunoensayo (EIA, ELISA) 

• ELFA (ELISA+ Fluorescencia) 

• Quimioluminiscencia  

Murphy, K. Janeway´s Immunology 2011. https://prezi.com/-oem3dhb0qy7/inmunoensayos/ 



¿Cúal inmunoensayo emplear? 

Kindt, T. Inmmunología de Kuby. 2007 



ELISA (Enzyme linked 
Immunosorbent Assay): 

La prueba de ELISA se basa 

en la  formación de 

inmunocomplejos, (reacción 

antígeno-anticuerpo). Es una 

técnica en placas diseñada 

para detectar y/o cuantificar 

sustancias como proteínas, 

péptidos, anticuerpos, 

hormonas etc.  

Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-4. FEBS Lett. 1971 Jun 24;15(3):232-236. Methods in Molecular Biology. 1318 2015 

  



 El elemento crucial de la estrategia     

de detección es la alta especificidad  

de la Interacción Ag-Ac 

ELISA (Enzyme linked 
Immunosorbent Assay): 

Uno de los componentes 

de la reacción antígeno-

anticuerpo es 

inmobilizado en una 

superficie sólida y luego 

acoplado al otro que esta 

ligado de forma covalente 

a una enzima. La 

detección se realiza 

activando el conjugado 

enzimático mediante la 

incubación con su 

sustrato para generar un 

producto medible.  

Immunochemistry. 1971 Sep;8(9):871-4. FEBS Lett. 1971 Jun 24;15(3):232-236. 

  



ELISA  

Conjugación del 

anticuerpo o antígeno a 

una enzima 

Unión del antígeno (o 

del anticuerpo) al soporte.  

Formación de los 

inmunocomplejos.  

Revelado de la reacción 

enzimática. 

Lectura 

(espectrofotómetro) 

Fases 

 Lavados entre cada 

paso 



Tipos de ELISA: 

• No competitivos: La muestra se enfrenta con el Ag o Ac  

Se detectan 

antígenos 

Se detectan 

anticuerpos 

Se detectan 

antígenos usando 

dos anticuerpos 

http://nptel.ac.in/courses/102103047/module5/lec30/images/1.png 



Tipos de ELISA: 

• Competitivos: El anticuerpo o el antígeno de la muestra 

compiten pos sus sitios de unión 

Al igual que en los ELISA no competitivos 

pueden ser: directos, indirectos, sandwich 

http://nptel.ac.in/courses/102103047/module5/lec30/images/1.png 



Utilidad 

Detección de Ag y Ac: 

•Bacterias 

•Parásitos  

•Hongos 

•Virus 

Detección de clases y sub-clases de Ig 

Detección de complejos autoinmunes:  

•Anti- DNA (Antígenos nucleares 

extractables: Sm - Ro - La - RNP)  

•Anti-Histonas (H1, H2A, H2B, H3, H4)  

•LES 

Detección de Acs contra antígenos de 

tejido  

Anti-tiroglobulina          

Anti-microsomal 

Anticuerpos Antifosfolípidos 

(Cardiolipina IgG-M)  

Deteción de Ags asociados a tumores: 

Ag prostático 

Ag ovario (Ca125) 

ACE, alfafetoproteína 

Detección de hormonas, metabolitos, 

fármacos, toxinas, citoquinas….. 



ELISAs y Generaciones: 

Ejemplo: Dx de infección por HIV 



ELISA: Generaciones:  

http://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/vidas-hiv-duo-rapid-tests-graph_1.jpg. 

http://img.medscape.com/article/715/166/715166-tab1.jpg 

Ejemplo: Dx de infección por HIV 

Ventaja del ELISA de 

4ta generación: 

 

 Acorta el período 

de ventana 
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Ventajas del ELISA: 

 Muy sensible 

 Gran número de muestras 

procesadas simultáneamente.  

 Resultados rápidos 

 Utilización de reactivos menos 

tóxicos 

 Menor costo 

 Cuantificación de sustancias 

diversas:  hormonas, metabolitos, 

fármacos, toxinas, citoquinas... 



Electroforesis/                        
Western Blotting 



WESTERN BLOTTING 

Técnica analítica usada para detectar proteínas específicas en 

una muestra determinada (una mezcla compleja de proteínas, 

como un extracto tisular).  



WESTERN BLOTTING 

Pasos: 

Electroforesis en gel se separan las proteínas atendiendo al 

criterio que se desee: peso molecular, estructura, hidrofobicidad, 

etc.  

Transferencia a una membrana adsorbente (típicamente de 

nitrocelulosa o de PVDF) para poder buscar la proteína de interés 

con anticuerpos específicos contra ella 

Detección de la unión antígeno-anticuerpo por actividad 

enzimática, fluorescencia , quimioluminiscencia, entre otros. 



WESTERN BLOTTING 

Diagnóstico de HIV: Prueba confirmatoria 



Técnicas basadas en fluorescencia 

 Citometría de flujo 

 Inmunofluorescencia-microscopia de 

fluorescencia 

 Microscopia confocal 



Fluorocromos 

http\\:www.bdbioscience.com 

Es un grupo funcional de 

la molécula que 

absorberá energía de 

una longitud de onda 

específica y la volverá a 

emitir en otra 

determinada de mayor 

longitud de onda (es 

decir, con menor energía)  

http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_funcional


Pruebas basadas en fluorescencia  

Muestras 

Tejidos  

Sangre periférica 

Suero 

LCR  

Requisito indispensable para la citometría de 

flujo: 

 La muestra debe estar en suspensión  



Citometría de flujo 

La Citometría de Flujo es una técnica 

de análisis celular multiparamétrico 

cuyo fundamento se basa en hacer 

pasar una suspensión de partículas 

(generalmente células) alineadas y de 

una en una por delante de un haz de 

láser focalizado. El impacto de cada 

célula con el rayo de luz produce 

señales que corresponden a diferentes 

parámetros de la célula y que son 

recogidos por distintos detectores. 

Estos convierten dichas señales en 

señales electrónicas que 

posteriormente serán digitalizadas 

para permitir la medida simultánea de 

varios parámetros en una misma 

célula. 



Citometría de flujo 

El citómetro de flujo 

esta formado por tres 

sistemas complejos: 

 

Fluídico 

(hidrodinámico) 

Óptico  

Electrónico 

 



Funcionamiento: 



Citometría de flujo 

Análisis de datos 

Gates y regiones 

Histogramas Gráficos de punto/ Dot Plot 



Utilidad: 
Desordenes 

hematológicos: 

 Tipificación de las 

leucemias y los 

linfomas que permite 

alcanzar un 

diagnóstico preciso, 

permitiendo un 

tratamiento y 

seguimiento más 

adecuado y eficaz.   

 

 

Hematology - The european hematology association program | 2006; 2(1) 



Utilidad: 

Sub-poblaciones 

linfocitarias: 

 Estudio de 

inmunodeficiencias 

primarias y secundarias 

Marcadores intracelulares 

Análisis del contenido de 

ADN 

Otras 

 

 

Nat Rev Microbiol. 1998, 6, S7-S15 



Citometría de flujo  

Desventajas: 

Poca información morfológica de 

la célula 

No proporciona información de la 

localización celular en un tejido 

Costos de la tecnología 

Incapacidad de visualizar las 

células que se analizan. 

 

Ventajas: 

Análisis de un número 

estadísticamente significativo de 

células  

Múltiples marcajes de una sola célula. 

Análisis de alto numero de partículas 

en corto tiempo (5.000 eventos /seg. ). 

Alta sensibilidad y objetividad. 

Medidas separadas de cada célula (no 

sólo el promedio). 

Medidas cuantitativas : discriminación 

de las células según la cantidad de 

marcador. 

Múltiples parámetros : define 

subpoblaciones complejas. 

 

 



Inmunofluorescencia 

La inmunofluorescencia es 

una técnica de 

inmunomarcaje que hace 

uso de anticuerpos unidos 

químicamente a una 

sustancia fluorescente 

para demostrar la 

presencia de una 

determinada molécula 

http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo


Inmunofluorescencia 
Tipos  



Anticuerpos Antinucleares (IFI Hep-2)  

Anticuerpos Anti DNA  

Anticuerpos Antimitocondria  

Anticuerpos Antimúsculo Liso  

Anticuerpos contra Polimorfonuclear 

Neutrófilo (ANCAS)  

Anti-FTA 

Inmunofluorescencia  



Microscopía confocal 
http://www.medic.ula.ve/histologia/anexos/microscopweb/MONOWEB/inicio.htm.  

Claxton, N. et al. 2008.http://www.olympusfluoview.com/theory/LSCMIntro.pdf 



Microscopía confocal 
Aplicaciones!!! 

Nature Protocols 6, 1471–1481 (2011). Ann Biomed Eng. 2012 Feb; 40(2): 378–397 

Estudio de diversos órganos y tejidos: 

 Tracto gastroinstinal 

 Tracto genito-urinario 

 



Inmunohistoquímica 



Inmunohistoquímica 
Algunos usos 



Inmunohistoquímica 
Algunos usos 

Harrison´s. Principles of Internal Medicine, 18 e 



Inmunohistoquímica 
Algunos usos 

Cirugía de Mohs 

Actas Dermosifiliogr 2010;101:622-8 - Vol. 101 



Inmunohistoquímica 
Aplicaciones!!! 

https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg. 

http://www.pabloumbert.com/assets/img/cirugiademohs.jpg. Actas 

Dermosifiliogr 2010;101:622-8 - Vol. 101 

https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR663367-571.jpg
http://www.pabloumbert.com/assets/img/cirugiademohs.jpg
http://www.pabloumbert.com/assets/img/cirugiademohs.jpg


PCR (Polymerase Chain Reaction)  

Desarrollada en 1986 por Kary Mullis 

Obtener un gran número de copias de 

un fragmento de ADN particular, 

partiendo de una cantidad muy 

pequeña 

Amplificar un fragmento de ADN o 

ARN   (RT-PCR)  

Identificación de:  

Microorganismos 

Personas (cadáveres) 

Investigación 



¿Qué se necesita?  

PCR 

•Los 4 desoxirribonucleósidos-

trifosfatos (dNTP). 

•Dos cebadores o iniciadores 

(primers), oligonucleótidos, cada uno es 

complementario a una de las dos hebras 

del ADN.  

•Iones: cloruro de magnesio (MgCl2), 

manganeso (Mn2+), potasio. 

•Una solución tampón (buffer) que 

mantiene el pH adecuado para el 

funcionamiento de el ADN polimerasa. 

•ADN polimerasa o mezcla de distintas 

polimerasas con temperatura óptima 

alrededor de 70 °C (Taq polimerasa) 

•ADN molde, que contiene la región de 

ADN que se va a amplificar. 

•Termociclador 



Pasos de la PCR 

El proceso de PCR por lo 

general consiste en una serie 

de 20 a 35 cambios repetidos 

de temperatura llamados 

ciclos 

 

Cada ciclo consta de 3 

pasos: 

•Desnaturalización 

•Alineación 

•Extensión   



PCR 

Visualización de la reacción 

•Electroforesis en geles de 

agarosa 

Tipos de PCR: 

•PCR anidada 

•PCR in situ 

•PCR múltiplex 

•PCR con transcripción 

inversa (RT-PCR) 

•PCR en tiempo real o 

cuantitativo (qPCR) 

 

 



PCR en tiempo Real 

La amplificación y detección se 

producen de manera simultánea  

La detección por fluorescencia 

permite medir durante la 

amplificación la cantidad de ADN 

sintetizado en cada momento.  

Los termocicladores para llevar a 

cabo la PCR a tiempo real 

incorporan un lector de 

fluorescencia y están diseñados 

para poder medir, en cualquier 

momento, la fluorescencia emitida 

en cada uno de los viales donde se 

realice la amplificación.  



PCR en tiempo Real 



PCR en tiempo real 

Identificación de 

microorganismos 

Cuantificación  

Monitoreo de resistencia a 

tto. 

Expresión de genes 

Utilidad 



PCR en tiempo real 

Mayor precisión, exactitud y 

sensibilidad 

Permite hacer detecciones múltiples 

No requiere procesamiento post-PCR.  

Evita la contaminación 

Mayor rapidez en la obtención de 

los resultados 

Cuantificación del contenido del 

material genético (ADN, ARN) 

Ventajas 



Microarray 

http://www.columbia.edu/~bo8/undergraduate_research/projects/sahil_mehta_project/work.htm 

•Un chip de ADN (DNA 
microarray) es una superficie 

sólida a la cual se une una 

colección de fragmentos de ADN 

•Los chips de ADN se usan para 

analizar la expresión diferencial 

de genes. 

•Se mide el nivel 

de hibridación entre la sonda 

específica (probe), y la molécula 

diana (target), indicándose 

generalmente 

mediante fluorescencia y 

analizándose por análisis de 

imagen, lo cual nos indicará el 

nivel de expresión del gen  



Analytica Chimica Acta. 2007, 601: 26 

http://www.cecalc.ula.ve/bioinformatica/BIOTUTOR/Microarrays.pdf  

Monitorización de la 

expresión génica 

Diagnóstico molecular y 

prognosis de 

enfermedades 

Detección de 

mutaciones y 

polimorfismos 

Detección de agentes 

infecciosos 

Farmacogenómica. 

Medicina personalizada 

Toxicología de fármacos 

Utilidad:  


