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EvaluaciEvaluacióón de la Respuesta Humoraln de la Respuesta Humoral
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IgMIgM
IgAIgA
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SueroSueroSuero
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IgAIgA
SecretoraSecretora



DETECCION DE ANTICUERPOSDETECCION DE ANTICUERPOS: Amibiasis: Amibiasis

HEPATICAHEPATICAHEPATICA IgM e IgEIgMIgM e e IgEIgE

IgG e IgAIgG e IgG e IgAIgA

INTESTINALINTESTINALINTESTINAL

IgA SecretoriaIgAIgA SecretoriaSecretoria

IgG SéricaIgG SIgG Sééricarica



DyeDye testtest
FijaciFijacióón del n del 
complementocomplemento
InmunofluoresInmunofluores--
cenciacencia indirectaindirecta
AglutinaciAglutinacióón n 
directadirecta

HemaglutinaHemaglutina.      .      
indirectaindirecta
ReacciReaccióón n 
intradintradéérmica rmica 
RIARIA
ELISAELISA
InmunoblotInmunoblot

TTÉÉCNICAS  CNICAS  IINMUNODIAGNNMUNODIAGNÓÓSTICASSTICAS



MMéétodos de Aglutinacitodos de Aglutinacióónn
AgAg o o AcAc adsorbidos a la superficie de partadsorbidos a la superficie de partíículasculas

PartPartíículacula

AgAg adsorbidoadsorbido

AglutinaciAglutinacióónn

AglutinaciAglutinacióón con ln con láátextex

HemaglutinaciHemaglutinacióónn

CoCo--aglutinaciaglutinacióónn

PartPartíículas de culas de latexlatex

GlGlóóbulos rojosbulos rojos

ProteProteíína Ana A fragmento fragmento FcFc



INMUNOPRECIPITACIÓN



Enzyme linked Inmunosorbent Assay ELISAEnzymeEnzyme linkedlinked InmunosorbentInmunosorbent AssayAssay ELISAELISA

En ELISA, uno de los reactivos se En ELISA, uno de los reactivos se 
conjuga con una enzima formando conjuga con una enzima formando 
un complejo con actividad un complejo con actividad 
inmunolinmunolóógica y gica y enzimenzimááticatica..

EngvallEngvall y y PerlmanPerlman 19711971

ConjugadoConjugado

Fase sFase sóólidalidaAc ó AgAcAc ó AgAg

AcAc

MuestraMuestra

AgAg

SustratoSustrato

Producto Producto 
ColoreadoColoreado



MMéétodo Indirectotodo Indirecto

ReacciReaccióón de colorn de color

AdiciAdicióón del cromn del cromóógenogeno

YYYY YYYY AdiciAdicióón la muestran la muestra

YY YY YYYY

conjugadoconjugado

AgAgAgAgAgAg Placa sensibilizadaPlaca sensibilizada



COPROELISA-Eh
Urdaneta H,  Urdaneta H,  RangelRangel A,  A,  MartinsMartins S,  MuS,  Muññoz JF  &  oz JF  &  HernandezHernandez M. M. 

COPROELISA-EhCOPROELISA-Eh

Ac. Monoclonal
96 kDa

Ac. Monoclonal
96 kDa Ac. Policlonal

(Inmunoafinidad)
Ac. Policlonal

(Inmunoafinidad)

Sensibilidad
94.4%

Sensibilidad
94.4%

Especificidad
98.3%

Especificidad
98.3%

V.P.P.: 96.2%. V.P.N.:  97.6%

31 31 ngng



ELISA, Usos:ELISA, Usos:

DetecciDeteccióón de n de AgAg y y AcAc
BacteriasBacterias
PPáárasitosrasitos
HongosHongos
VirusVirus

DetecciDeteccióón de Complejos n de Complejos autoinmunesautoinmunes
antianti--DNA DNA 
antianti--desoxinucleoproteinadesoxinucleoproteina
antianti--histonahistona (H1, H2A, H2B, H3, H4)(H1, H2A, H2B, H3, H4)
Lupus Lupus EritematosoEritematoso sistemicosistemico



ELISA, Usos:ELISA, Usos:......

DetecciDeteccióón de n de AcsAcs contra contra AgsAgs del del 
tejtejíídodo endocrinoendocrino
AntiAnti -- tiroglobulinatiroglobulina
antianti--microsomalmicrosomal ccéélulas  de tiroideslulas  de tiroides

DetecciDeteccióón de n de AgsAgs asociados a asociados a 
tumorestumores
AgAg prostprostáático espectico especííficofico
AntigenoAntigeno del ovario (del ovario (CaCa 125)125)
ACE, alfaACE, alfa--fetoproteinafetoproteina



Inmunoblotting (Western blotting)Inmunoblotting (Western blotting))

Separación de proteínas 
por electroforesis en gel

+

-

Muestras

Nitrocelulosa

Gel

Papel filtro

Papel filtro

Identificación de 
proteínas específicas

Transferencia de proteínas 
separadas a membrana

kDa    1    2    3    4    5    6

Inmunodetección
con Ac marcados



INMUNOBLOTINGINMUNOBLOTING
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NORTHERN BLOTNORTHERN BLOT

Determinar del 
PM de ARN

Medir cantidades 
relativas de ARNm

presente en 
diferentes muestras

Determinar del 
PM de ARN

Medir cantidades 
relativas de ARNm

presente en 
diferentes muestras



TecnicaTecnica basadas en basadas en 
fluorescenciafluorescencia

FluorescenciaFluorescencia

InmunofluorescenciaInmunofluorescencia

CitometrCitometrííaa



FluorescenciaFluorescencia

Luz visibleLuz visible
Liberación 
de energia

Electrón

Electrón

Electrón

Luz de Luz de 
excitaciexcitacióónn

Rosse N., and col. 1997



Microscopios de fluorescenciaMicroscopios de fluorescencia

Microscopio de luz de Microscopio de luz de trasmicitrasmicióónn

Microscopio de incidenciaMicroscopio de incidencia

Microscopio Microscopio opticooptico de barrido o de barrido o 
confocalconfocal



Otras tOtras téécnicascnicas

REACCIÓN EN 
CADENA DE  LA 
POLIMERASA 
(PCR).
QUIMIOLUMINIS-
CENCIA

CITOMETRÍA

PCR-SHELA

LUMINOMETRÍA

AUTORADIO-
GRAFIA



TTéécnicas molecularescnicas moleculares

Sondas molecularesSondas moleculares
HibridaciHibridacióón en fase sn en fase sóólidalida
HibridaciHibridacióón en fase ln en fase lííquidaquida
HibridaciHibridacióón n in situin situ

AmplificaciAmplificacióón de n de áácidos nucleicoscidos nucleicos

AmplificaciAmplificacióón del blancon del blanco
AmplificaciAmplificacióón de la sondan de la sonda
AmplificaciAmplificacióón de la sen de la seññalal



HibridaciHibridacióón en fase sn en fase sóólidalida
TTéécnicas moleculares...cnicas moleculares...

CCéélulaslulas
intactasintactas

FijaciFijacióón n 
del ADNdel ADN

ConfiguraciConfiguracióón n 

“dot”

“slot”

Soporte de nylonSoporte de nylon
o nitrocelulosao nitrocelulosa

DenaturaciDenaturacióónn
del ADN

LisisLisis
del ADN

SoluciSolucióón den de
hibridacihibridacióónn

SondaSonda

LavadoLavado
ReveladoRevelado



La QuimioluminiscenciaLa Quimioluminiscencia

1. Membrana 
2. Proteína / Ag
3. Anticuerpo primario 
4. Anticuerpo secundario 
5. Reactivo Covalight
6. Luz 
7. Filtro 



QUIMIOLUMINISCENCIA

55 DETECCIDETECCIÓÓNN4 4 MARCAJEMARCAJE33 CAPTURACAPTURA

11 DESNATURALIZACIDESNATURALIZACIÓÓNN 22 HIBRIDACIHIBRIDACIÓÓNN



PCR: PCR: PolymerasePolymerase ChainChain ReactionReaction
TTéécnicas moleculares: Amplificacicnicas moleculares: Amplificacióón del blancon del blanco

3’ 5’
5’ 3’ A. ADN doble hebra (molde)A. ADN doble hebra (molde)

3’ 5’

5’ 3’
3’ 5’

5’ 3’

B. B. DenaturaciDenaturacióónn: 94 : 94 ººCC
HibridaciHibridacióón de n de oligosoligos
((annealingannealing): 52 ): 52 ººCC

3’ 5’

5’ 3’
3’ 5’

5’ 3’
C. C. ExtensiExtensióónn: 72 : 72 ººC (ADNC (ADN

polimerasapolimerasa). Primer ciclo.). Primer ciclo.

5’ 3’

3’ 5’

3’ 5’

5’ 3’

3’ 5’

5’ 3’

5’ 3’
3’ 5’

Segundo ciclo:Segundo ciclo:
HibridaciHibridacióón de los n de los oligosoligos
(en exceso) con los (en exceso) con los 
productos de C y productos de C y 
acumulaciacumulacióón exponencial n exponencial 
de productos cortos en de productos cortos en 
ciclos sucesivos.ciclos sucesivos.

D.D.

Productos Productos 
cortoscortos





REVELACIREVELACIÓÓNN

PRIMER-DIMERSPRIMERPRIMER--DIMERSDIMERS



Principles of in situ PCR performed in cells in suspensionPrinciples of in situ PCR performed in cells in suspension



VARIACIONES  DE LA  PCRVARIACIONES  DE LA  PCR

PCR MÚLTIPLEPCR MÚLTIPLE
Q-PCRQ-PCR

PCR NESTEDPCR NESTED

RT-PCRRT-PCR

PCR in situPCR in situ



RTRT--PCRPCR

TTéécnica sensible para la deteccicnica sensible para la deteccióón de n de ARNmARNm y para su y para su 
cuantificacicuantificacióón.n.

UsosUsos: clonaci: clonacióón, construccin, construccióón de bibliotecas de n de bibliotecas de ADNcADNc, , 
identificaciidentificacióón de mutaciones y polimorfismon de mutaciones y polimorfismo

FasesFases: *S: *Sííntesis de ntesis de ADNcADNc a partir de ARN por RT ya partir de ARN por RT y

*Amplificaci*Amplificacióón de un n de un ADNcADNc por PCRpor PCR

ConsideracionesConsideraciones:  :  -- Aislamiento del ARNAislamiento del ARN

--Uso de Uso de PrimersPrimers especespecííficos: Secuencias conocidasficos: Secuencias conocidas

--AdiciAdicióón de tallo poli A al 3n de tallo poli A al 3’’ terminal. Cuando se conoce sterminal. Cuando se conoce sóólo lo 
un extremo.un extremo.



Evaluation of newer diagnostic methods for the detection and
differentiation of

Entamoeba histolytica in an endemic area. A. K. Sharma et al 2003. 

Evaluation of newer diagnostic methods for the detection and
differentiation of

Entamoeba histolytica in an endemic area. A. K. Sharma et al 2003. 



Comparison of Real-Time PCR Protocols for Differential
Laboratory Diagnosis of Amebiasis
Qvarnstrom et al 2005

Comparison of Real-Time PCR Protocols for Differential
Laboratory Diagnosis of Amebiasis
Qvarnstrom et al 2005



BIOLOGÍA MOLECULAR...BIOLOGBIOLOGÍÍA MOLECULARA MOLECULAR......

LA  PCR  PERMITE, LA  AMPLIFICACION  DEL LA  PCR  PERMITE, LA  AMPLIFICACION  DEL 
DNA  O   RNA DEL AGENTE INFECCIOSO Y  SUDNA  O   RNA DEL AGENTE INFECCIOSO Y  SU
IDENTIFICACION.IDENTIFICACION.

ES HASTA 100  VECES  MAS SENSIBLE QUE OTRAS.ES HASTA 100  VECES  MAS SENSIBLE QUE OTRAS.



PCR
Aplicaciones Clínicas

44En infecciones congEn infecciones congéénitasnitas
44En pacientes En pacientes InmunosuprimidosInmunosuprimidos
44Durante la fase agudaDurante la fase aguda
44Prueba de elecciPrueba de eleccióón en la  evaluacin en la  evaluacióón n 

de pacientes con SIDAde pacientes con SIDA



TTéécnicas moleculares...cnicas moleculares...
Hacia la automatización...

MuestraMuestra

ExtracciExtraccióón del n del 
ADN/ARNADN/ARN

SeparaciSeparacióón n 
electroforelectroforééticatica

IdentificaciIdentificacióónn

AmplificaciAmplificacióón/ n/ 
secuenciasecuencia
de genes de genes 

universalesuniversales

AnAnáálisis de lisis de 
banco de banco de 
datosdatos

(secuencias (secuencias 
conocidas)conocidas)



Gracias

¿¿Preguntas ?Preguntas ?
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