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Resumen 
 

La	 velocidad	 en	 el	 avance	 de	 las	 nuevas	 tecnologías	 hace	 que	 exista	 una	
imperiosa	 necesidad	 de	 conocer	 y	 ampliar	 los	 conocimientos	 sobre	 los	
nuevos	 métodos	 y	 técnicas	 que	 se	 aplican	 al	 estudio	 tanto	 de	 diferentes	
grupos	celulares,	así	 como	diversos	marcadores	biológicos	solubles	que	son	
parte	 de	 la	 respuesta	 inmunológica.	 En	 esta	 parte	 del	 curso	 abordaremos	
diferentes	 metodologías	 aplicadas	 al	 estudio	 de	 la	 inmunonutrición	
conociendo	su	fundamento	y	aplicabilidad,	destacando	la	importancia	del	uso	
de	protocolos	normalizados	de	trabajo,	las	normas	de	calidad,	seguridad	y	de	
protección.		
	
Diversas	 técnicas	actuales	de	 laboratorio	permiten	el	análisis	de	numerosos	
biomarcadores,	 en	 menores	 volúmenes	 de	 muestra,	 con	 una	 mayor	
sensibilidad	 y	 especificidad,	 lo	 que	 permite	 la	 búsqueda	 de	 objetivos	 de	
seguimiento	 con	una	 alta	 eficacia,	 con	un	menor	 tiempo	de	 análisis,	 en	 un	
mínimo	volumen	de	muestra.	
	
Desde	 la	 cuantificación	 y	 detección	 de	 anticuerpos	 o	 antígenos	 específicos	
mediante	 interacciones	 antígeno-anticuerpo,	 la	 detección,	 identificación	 y	
cuantificación	de	células	 inmunocompetentes,	 la	evaluación	de	la	capacidad	
fagocítica	 y	 de	 microbicida	 de	 los	 fagocitos,	 pruebas	 de	 estimulación	
linfocítica	 a	mitógenos	 y	 a	 antígenos	 específicos,	 así	 como	 la	 cuantificación	



de	la	concentración	de	componente	individuales	como	parte	de	la	valoración	
del	estado	nutricional	hasta	 la	valoración	nutricional	a	través	de	 la	dieta	así	
como	el	análisis	de	la	composición	corporal	y	el	estudio	de	la	actividad	física,	
son	 todos	 compartimentos	 aislados	 de	 un	 todo	 que	 es	 el	 estudio	 de	 la	
inmunonutrición.		
	
Finalmente,	 la	 elección	 de	 las	 diversas	 metodologías	 que	 harán	 parte	 de	
nuestra	 investigación	 en	 ésta	 área,	 serán	 de	 gran	 importancia	 para	 unos	
resultados	fiables	y	de	alta	reproducibilidad;	sin	embargo,	la	incorporación	de	
algunas	de	estas	técnicas	resultará	costoso,	no	sólo	desde	el	punto	de	vista	
de	 adquisición	 de	 los	 reactivos,	 sino	 también	 del	 mantenimiento	 e	
infraestructura.	
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II CURSO AVANZADO SOBRE

INMUNONUTRICIÓN



El frotis de sangre periférica teñido con un colorante ácido-básico (Wright) permite identificar a través del

microscopio convencional 100x.



Microscópio eléctrónico de barrido (elementos entre 1 y 5 nanómetros nm) imágenes coloreadas.



RADIOINMUNOANÁLSIS
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ESTADO 

NUTRICIONAL
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BARRERAS FÍSICAS Y QUÍMICAS
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HEMATIES

Hb, Hto, VCM, HCM, CHCM

LEUCOCITOS

Recuento diferencial

PLAQUETAS

Plaquetocrito, VPM



• Primeros 
conteos 
manuales

Siglo 
XIX

• Los Coulter
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A
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• Parker y  Host 
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1953
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Impedancia

Dispersión óptica

Fluorescencia

Citometría de flujo
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Plaquetas Eritrocitos Leucocitos



Leucocitos

Classification of WBC 

types based on size

Linfocitos

Monocitos

Granulocitos



CITOMETÍA DE FLUJO

CITO

• Célula

METRÍA

• Medición

FLUJO

• Fluido
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Líneas celulares Tipos subtipos



• TAMAÑO

• El detector de FSC convierte la luz dispersada hacia 
adelante en un pulso de voltaje proporcional al 
tamaño de la célula /partícula

TAMAÑO

• COMPLEJIDAD

• El detector SSC convierte la luz dispersada 
lateralmente (a 90 grados) en un pulso de voltaje 
proporcional al contenido de gránulos membranosos 
(granularidad, rugosidad de membrana, forma del 
núcleo) es decir la complejidad de la célula 

• FLUOROCROMOS

• Inmunoglobulinas monoclonales de rata contra 
antígenos concretos en la superficie celular, 
marcadas con colorantes fluorescentes: verde 
(fluoresceina) y/o rojo (ficoeritrina). 

FSC(Forware SCatter) parameter

SSC(Side SCatter) parameter



TAMAÑO 

COMPLEJIDAD



FLUOROCROMOS

TC

PerCP

QR

FL-1       FL-2    FL-3    FL-

4

DETECTORES

Cy5

ACP

Productos químicos que al ser

estimulados con fotones con longitud

de onda comprendida entre

determinados rangos (de excitación)

emiten a su vez otro fotón de longitud

de onda mayor (de emisión).





FLUORESCENCIAS MULTIPLES

Es posible combinar a la vez 2 a 4 colorantes fluorescentes 

siempre que emitan en diferente longitud de onda (excitarlos 

a la vez y discriminar los fotones emitidos)
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Ag común de leucocitos, CD45 pertenecen a una familia compleja de 

glicoproteínas de alto peso molecular (180 - 220 kDa) y posee actividad 

tirosín-fosfatasa jugando un rol importante en la regulación de la 

diferenciación celular.

Todos los leucocitos 

expresan antígeno 45



Multitest™  

CD3/CD16+CD56/CD45/CD19



Representative reference ranges for BD 

Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19



Multitest™  
CD3/CD8/CD45/CD4 
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DNA leucocitos (FL2 histograma)

Dot plot lin SSC / log FL1 of

control sample (no stimulation)
Dot plot lin SSC / log FL1 of test

sample (stimulation with E.coli

bacteria)

Opsonizada FITC

C3b Ig
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Opsonizada

C3b Ig

Determina el porcentaje de células fagocíticas que producen 

oxidantes reactivos (conversión de DHR 123 a R 123) y su 

actividad enzimática (cantidad de R 123 por célula).



Typical dot plot FSC/SSC, gate set on

granulocytes, stimulation with E.coli

bacteria

Typical FL1 histogram, gate set on

granulocytes, stimulation with E.coli

bacteria



Typical dot plot FSC/SSC,

gate set on monocytes,

stimulation with E.coli

bacteria

Typical FL1 histogram, gate set

on monocytes, stimulation with

E.coli bacteria



Typical dot plot FSC/SSC, gate set on

granulocytes, stimulation with PMA

Typical FL1 histogram, gate

set on granulocytes,

stimulation with PMA

Acetato de forbol mirístico (PMA)



Immunol. Rev., 219:167



Plasma y plaquetas

Mononucleares

Lymphoprep

Eritrocitos
Niveles de diferentes 

citoquinas. IL2, TNF-α..

(cultivos celulares  

activados con mitógenos: 

PHA, ConA, LPS) (ELISA, 

CBA).

Cuantificación de 

niveles de citoquinas 

en plasma o suero



1

Ensayo de inmunoadsorción

2

Detección cuantitativa de citoquinas en sobrenadantes de 
cultivos celulares, suero, plasma, u otros fluidos

3

Basado en la unión específica de la citoquina contenida
en la muestra a anticuerpos monoclonales específicos
immovilizados sobre la superficie de las placas de
titulación
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Microesferas 7.5 

Teñidas con distintas
intesidades de
fluorescencia

Unidas a enlace covalente 
con un anticuerpo frente a 
una de # citoquinas



50 l de muestra

50 l de detector-PE 

50 l de Ac-

microesferas

4 horas 

5

min

2000

rpm

PE



R1
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The sample is added to a mixture of color-coded

beads, pre-coated with analyte-specific capture

antibodies. The antibodies bind to the analytes of

interest.



Biotinylated detection antibodies specific to the

analytes of interest are added and form an antibody-

antigen sandwich. Phycoerythrin (PE)-conjugated

streptavidin is added. It binds to the biotinylated

detection antibodies.



.

Polystyrene beads are read on a dual-laser flow-based

detection instrument, such as the Luminex® 100™,

Luminex 200™ or Bio-Rad® Bio-Plex® analyzer. One

laser classifies the bead and determines the analyte that

is being detected. The second laser determines the

magnitude of the PE-derived signal, which is in direct

proportion to the amount of analyte bound













MACERACIÓN
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FIJACIÓN
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MACERACIÓN

FILTRACIÓN

LAVADO
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CELULAR
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MACERACIÓN FILTRACIÓN

LAVADOSUSPENSIÓN CELULAR

MARCAJE CON Ac LECTURA





Determinación de la cantidad 
ingerida de todos y cada uno 
de los nutrientes, durante un 

periodo de tiempo que 
permita suponer que 

responde a la dieta habitual.

ENCUESTA DIETÉTICA
Refleja alimentos 

ingeridos durante un 
cierto número de días. 

Se determinan los 
nutrientes mediante 

tablas de composición de 
alimentos

Se comparan con 
ingestas recomendadas 
u objetivos nutricionales



1 Evaluación del 
consumo familiar.

• Anotar alimentos 
comprados, producido 
en el hogar o recibidos 
como regalo durante un 
periodo de tiempo. Se 
deben estimar los 
desperdicios y los 
alimentos consumidos 
por el visitante

2. Evaluación del 
consumo individual

• Diario dietético

• Recordatorio de 24 horas

• Cuestionario de frecuencia



RECUERDO DE 24 HORAS

CÓDIGO FECHA   ____/____/____

NOMBRE Y APELLIDOS  __________________________________

ALIMENTOS  Y SUPLEMENTOS CONSUMIDOS

DESAYUNO ALIMENTOS

(Ingredientes del Menú)

Cantidad (g) o tamaño

de las porciones

Hora de inicio:

Hora de finalización:

Lugar:

Menú:

MEDIA MAÑANA

Hora de inicio:

Hora de finalización:

Lugar:

Menú:

COMIDA

Hora de inicio:

Hora de finalización:

Lugar:

Menú:

ALIMENTOS  Y SUPLEMENTOS CONSUMIDOS

MERIENDA ALIMENTOS

(Ingredientes del Menú)

Cantidad (g) o tamaño

de las porciones

Hora de inicio:

Hora de finalización

Lugar:

Menú:

CENA

Hora de inicio:

Hora de finalización:

Lugar:

Menú:

COMIDA ENTRE

HORAS

Hora de inicio:

Hora de finalización:

Lugar:

Menú:



Lista cerrada de alimentos sobre la que se solicita la 
frecuencia de consumo (diaria, semanal, mensual) de 

cada uno de ellos



MES A LA SEMANA AL DÍA

1-3 1 2 - 4 5 - 6 1 2 - 3 4 - 6 6+
I – FRUTAS

(Una pieza o ración)
NUNCA

O CASI

NUNCA
al mes a la semana al día

Aguacates

Almendras, cacahuetes, avellanas, nueces

(50 g)

Cerezas, picotas, ciruelas (1 plato postre)

Frutas en almíbar (2 unidades)

Dátiles, higos secos, pasas, ciruelas-pasas

(150 g)
Fresas/fresones (6 unidades, plato postre)

Higos, brevas

Kiwi

Mangos, papaya

Manzana, pera

Melocotón, albaricoque, nectarina

Melón (1 tajada, 200-250 g)

Mermelada (1 cucharadita)

Naranja, pomelo (una), mandarina (dos)

Olivas (10 unidades)

Plátano

Sandía (1 tajada, 200-250 g)
Uvas (un racimo, un plato postre)

Zumos naturales de otras frutas (1 vaso,

200cc)

Zumo de naranja natural (1 vaso, 200cc)

Zumos de frutas en botellas o enlatados

(200cc)
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MES A LA SEMANA AL DÍA

1-3 1 2 - 4 5 - 6 1 2 - 3 4 - 6 6+
II – VERDURAS, HORTALIZAS Y

LEGUMBRES

(Un plato o ración de 250 g,

excepto cuando se indica)

NUNCA

O CASI

NUNCA

al mes a la semana al día

Acelgas, espinacas

Berenjenas, calabacines, pepinos

Col, coliflor, brócoli
Espárragos

Garbanzos (60 g en seco)

Guisantes (60 g en seco)

Alubias (pintas, blancas o negras, 60 g en

seco)

Judías verdes

Lechuga, endibias, escarola

Lentejas (60g en seco)

Patatas asadas o cocidas (1 ración, 150 g)

Patatas fritas (casera, bolsa, 1 ración, 150 g)

Picante: pimienta, tabasco
Pimientos

Tomate crudo (1, 150 g)

Zanahorias, calabaza

Gazpacho Andaluz

Ensalada
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MES A LA SEMANA AL DÍA

1-3 1 2 – 4 5 – 6 1 2 – 3 4 – 6 6+
III – CEREALES, BOLLERIA Y

PASTELERIA
NUNCA

O CASI

NUNCA
al mes a la semana al día

Arroz  (1 plato, 60 g en seco)

Azúcar (1 cucharada de postre)

Bollería repostería casera

Croissant, ensaimada u otra bollería

industrial comercial... (uno, 50 g)

Cereales desayuno (30 g en seco)

Chocolate y bombones (30 g)

Donuts (uno)
Galletas con chocolate (4-6 unidades, 50

g)

Galletas tipo María (4-6 unidades, 50 g)

Magdalenas (1-2 unidades) comerciales

Pan blanco (3 rodajas, 60 g)

Pan negro integral (3 rodajas, 50 g)

Pan de molde (2 rebanadas, 40 g)

Pasta: fideos, macarrones, espaguetis (1

plato, 60g en seco)

Pastas de té, mantecados, mazapán (ración,

90 g)

Pasteles (uno, 50 g)
Turrón (1/8 de barra)
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MES A LA SEMANA AL DÍA

IV – BEBIDAS, ACEITES Y GRASAS
1-3 1 2 – 4 5 – 6 1 2 – 3 4 – 6 6+NUNCA

O CASI

NUNCA al mes a la semana al día

Aceite de girasol o de soja (una cucharada)

Aceite de maíz (una cucharada)

Aceite de oliva (una cucharada)

Aceite de soja (una cucharada)

Bebidas  Isotónicas “Aquarius”,

“Gatorade”, “Isostar”... (1 lata)

Bebidas carbonatadas bajas en calorías

(Casera, Coca-cola light, Tab,... (1 botella,
200 cc)

Café descafeinado (1 taza, 50 cc)

Café (1 taza, 50 cc)

Cerveza (1 lata, 330 cc)

Bebidas carbonatadas con azúcar (Coca-

cola, Fanta,... (1 botella, 200 cc)

Manteca de cerdo

Mantequilla (porción individual)

Margarina (porción individual)

Mayonesa baja en calorías (1 cucharadita)

Mayonesa (1 cucharadita)

Vino dulce (1 vaso, 100 cc.)
Vino tinto (1 vaso, 100 cc.)

Otros vinos (blanco, rosado,... un vaso, 100

cc)

Licores destilados: whisky, ginebra, coñac,

anís... (1 copa, 50 cc)
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MES A LA SEMANA AL DÍA

V – LACTEOS
1-3 1 2 – 4 5 – 6 1 2 – 3 4 – 6 6+NUNCA

O CASI

NUNCA al mes a la semana al día

Batidos de leche (1 vaso, 200 cc)

Helados (uno)

Leche condensada (1 cucharada sopera)

Leche entera (1 taza, 200 cc)

Leche desnatada (1 taza, 200 cc)

Leche semidesnatada (1 taza, 200 cc)

Nata o crema de leche (1/2 taza)

Natillas, flan, puding (1 taza, 200 cc)
Petit suisse (uno, 100 g)

Queso blanco o fresco (Burgos, cabra...) (50

g)

Queso en porciones o cremoso (1, porción)

Otros quesos: curados, semicurados

(Manchego, Bola, Emental...) (50 g)

Requesón o cuajada (1/2 taza)

Yogur descremado (1, 125 g)

Yogur entero (1, 125 g)
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MES A LA SEMANA AL DÍA

VI – HUEVOS, CARNES, PESCADOS

(Un plato o ración de 100 g, excepto

cuando se indica otra cosa)

1-3 1 2 - 4 5 - 6 1 2 - 3 4 - 6 6+NUNCA

O CASI

NUNCA
al mes a la semana al día

Tocino, bacon, panceta (50 g)

Carne de cerdo MAGRA

Carne de ternera o vaca MAGRA

Carne de cerdo GRASA

Carne de ternera o vaca GRASA

Conejo o liebre

Hígado
Carne de cordero

Sobrasada

Patés, foi-gras (25 g)

Hamburguesa (50 g)

Huevos de gallina (uno)

Jamón York, jamón cocido (50 g)

Jamón serrano o paletilla (50 g)

Otras vísceras (sesos, corazón, mollejas)

Morcilla (50 g)

Pollo o pavo CON piel

Pollo o pavo SIN piel

Salchichas (50 g)
Embutidos (salchichón, chorizo, mortadela,

50 g)

Ostras, almejas, mejillones etc. (6 unidades)

Pescados salados y/o

ahumados:arenques,salmón Pescado azul:

sardina, atún, bonito, caballa, salmón,... (1

plato, pieza o ración)

Bacalao

Pulpo, calamares, chipirones, jibia ...

Gambas, langostinos, cigalas, etc.

Pescado blanco: pescadilla, merluza,
besugo, mero, lenguado,... (1 plato, pieza o

ración)
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 HÁBITOS (SI, NO)

¿Evitas el consumo de mantequilla?
¿Procuras reducir el consumo de

grasa?

¿Procuras reducir el consumo de

carne?

¿Limitas la sal en las comidas?

¿Le añades azúcar a algunas

bebidas?

¿Procuras reducir el consumo de

dulces?

No  O
No  O

No  O

No  O

No  O

No  O

Sí  O
Sí  O

Sí  O

Sí  O

Sí  O

Sí  O

¿Quitas la grasa visible de la
carne?

¿Procuras comer mucha fibra?

¿Procuras tomar mucha fruta?

¿Procuras tomar mucha verdura?

¿Procuras tomar mucho

pescado?

¿Sueles comer entre comidas

(picotear)?

¿Sigues una dieta especial?

¿Quién te recomendó la dieta?:

No  O
No  O

No  O

No  O

No  O

No  O

No  O

Sí  O
Sí  O

Sí  O

Sí  O

Sí  O

Sí  O

Sí..O

Si has contestado Sí. Señalar el tipo de dieta:

¿Cuántos días a la semana tomas fruta como postre?               

¿Fumas?

 Sí

 No

 a veces

 lo he dejado

¿Cuántos cigarrillos fumas al día?

 menos de 5

 5 – 10

 10 - 20

 más de 20

¿Tomas café?

 Sí

 No

Cantidad de tazas al día  _______________________________________________

¿Bebes alcohol?

 Sí

 No

Que tipo de bebida ______________________________________________

Cantidad al mes  ________________________________________________



Determinar las 
modificaciones en 
la constitución y 
composición 
corporal (porción 
magra y grasa) a 
través de medidas 
físicas de longitud y 
peso.

Método objetivo y no 
invasivo

Medidas 
relativamente 

sencillas, rápidas y 
económicas

Reflejan cambios en 
la ingesta nutricional 
producidas a largo 

plazo

Los resultados deben 
evaluarse 

comparándolos con 
referencias 

estándares de 
acuerdo con la edad 

y el sexo.
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