INMUNOLOGIA GENERAL

Guias de

Laboratorio

ucontinental.edu.pe | 1



Vision

Ser la mejor organizacion de educacidén superior posible para
unir personas e ideas que buscan hacer realidad suenos y
aspiraciones de prosperidad en un enforno incierto

Mision

Somos una organizacién de educacion superior que conecta
personas e ideas para impulsar la innovacién y el bienestar
integral a través de una cultura de pensamiento y accién
emprendedora.

Universidad Continental
Material publicado con fines de estudio

ucontinental.edu.pe | 2



INDICE

VISION 2
MISION 2
INDICE 3
NORMAS BASICAS DE LABORATORIO 4
Guia de prdactica N°1 IDENTIFICACION DE CELULAS DEL SISTEMA INMUNE 7

Guia de prdactica N°2 FAGOCITOSIS IN VITRO 11
Guia de prdactica N°3 PROTEINA C REACTIVA EN SUERO 14
Guia de prdctica N°4 FACTOR REUMATOIDEO 19
Guia de prdctica N°5 PRUEBA DE ANTIESTREPTOLISINA o4
Guia de practica N°6 PRUEBA DE REAGINA PLASMATICA RAPIDA 8
Guia de prdctica N°7 PRUEBA DE EMBARAZO POR CROMATOGRAFIA 34
Guia de prdctica N°8 DIAGNOSTICO DE SALMONELLA 4]
Guia de prdctica N°9 DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE BRUCELOSIS 47
Guia de prdctica N°10 PRUEBA RAPIDA DE HIV 54
Guia de prdctica N°11 PRUEBA SERICA Y GLOBULAR 59
Guia de prdctica N°12 PRUEBA de H. pylori 62
Guia de prdctica N°13 ENSAYO INMUNOENZIMATICOS (ELISA) 62
Guia de prdactica N° 14 MARCADORES TUMORALES 66

ucontinental.edu.pe | 3



NORMAS BASICAS DE LABORATORIO

El laboratorio de Inmunologia es un dmbito en el cual se trabaja con
materiales de riesgo biolégico, quimico vy fisico. Por ello, foda persona
vinculada a las actividades de la cdtedra: docentes, estudiantes y
auxiliares de los servicios de apoyo, deberdn respetar y conocer las
normas de bioseguridad, de acuerdo a las actividades realizadas por los
mismos. Estas medidas tienden a disminuir o eliminar aquellas
actividades que constituyan riesgos para la salud individual, de la
comunidad y del medio ambiente.

EVALUACION DE RIESGOS
Los riesgos a los que estdn expuestos los sujetos antes citados surgen de:

1. Manipulacién de material punzocortante.

2. Manipulacion y almacenamiento de muestras potencialmente
infecciosas.

3. Exposicion a productos quimicos peligrosos.

4. Lesiones traumdaticas por accidentes (quemaduras, salpicaduras,
caidas por pisos resbalosos o barro, en el manejo de animales -
mordeduras, rasgunos, patadas- por electrocucion).

5. Lesiones musculo esqueléticas posturales.

6. Peligro de incendio y catdstrofes naturales (vientos fuertes,
granizo, terremotos).

7. Accidentes por cansancio, trabajo rutinario, actos inseguros,
desorden.

NORMAS GENERALES

> Durante el trabajo de laboratorio la puerta deberd permanecer
cerrada y ninguna persona djena a dicha actividad podrd
acceder al mismo. No se permite la presencia de animales ni
plantas que no sean parte del frabajo en el laboratorio.

> La puerta de acceso al laboratorio deberd exhibir el siguiente
simbolo:
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» Toda persona deberd lavarse las manos: antes de comenzar y al
finalizar el trabagjo, y luego de manipular material infeccioso o
peligroso. Del mismo modo, si la persona debiera interrumpir el
trabajo para: estornudar, toser, tocarse la cara, arreglarse el
cabello, atender el teléfono, responder a una consulta fuera del
laboratorio, utilizar los sanitarios, ingerir liquidos y alimentos, entre
otros. No estd permitido comer (comida, golosinas: caramelos,
chicles, etc.), beber, fumar, manipular lentes de contacto,
magquillarse o almacenar alimentos para uso humano en dreas de
trabajo.

> Las personas que utilicen lentes de contacto deberdn utilizar
siempre antiparras o un protector facial. El cabello deberd estar
recogido y se evitard tocarlo durante el frabajo.

> Deberd usarse en todo momento ropa protectora correctamente
abrochada: guardapolvos, batas o uniformes, debiendo quitarse
la misma y dejarla en el laboratorio antes de abandonar el drea
de trabagjo. Por lo tanto, estd prohibido su uso fuera del
laboratorio: cantina, biblioteca, oficinas, banos y otfros. No se
podrd colocar el abrigo sobre el guardapolvo sucio.

> Deberd usarse calzado cerrado.

> Si no fuera posible lavar la ropa de proteccidon en la Institucion
deberd doblarse de tal manera que el drea de la tela expuesta
permanezca en el interior. Luego, se colocard en una bolsa
impermeable para su transporte, lavdndose en forma separada
del resto de la ropa, previa desinfeccion quimica. Deberdn usarse
guantes descartables en todo momento. Si se rompe o rasga un
guante durante su uso, deberd ser reemplazado por otro nuevo
tan rdpido como lo permita la seguridad. Los guantes no deben
lavarse, reutilizarse ni emplearse para tocar superficies “limpias”
(teclados, teléfonos, picaportes, entre otras), y tampoco deben
usarse fuera del laboratorio. Después de quitarse los guantes
deberdn lavarse las manos en forma inmediata.
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LAVADO DE MANOS

¢, Como lavarse las manos?

jLévese las manos solo cuando estén visiblemente sucias! Si no, utilice la solucion alcohdlica

m Duracién de todo el procedimiento: 40-60 segundos

Mdjese las manos con agua; Deposite en la palma de la mano una Fratese las palmas de |as manos
cantidad de jabén suficients para cubrir  entre si;
todas las superficies de las manos;
Frétese la palma de la mane derecha Frétese las palmas de las manos Fratese ol dorso de los dedos de
contra ¢l dorso de la mano zquisrda entra si, con los dedos una mano con la palma de la mang
ontrelazando los dodos v viceversa; entrelazados; apuesta, agarmmandose los dedos;

6
2 A

Frétese con un movimiento de Frdfese la punta de los dedoes de la Enjudguese las manos con agua;

rotacion el pulgar izquierdo, mang derecha contra la palma de la
atrapdndolo con la palma de la manea izquierda, haciendo un
mano derecha y wicaversa; movimiento de rotacién y viceversa;

Séquese con una toalla desechable; Sirvase de la toalla para cerrar ol grifo; Sus manos $on seguras,

% } Organizacion Seguridad del Paciente | SAVE LIVES

"-L-.—.i' Mundia' dE |,a Salud i, L AAACTA WENEAAL PN (LK ATENCN WA EDGUR Clean Your Hands
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PRIMERA UNIDAD
Guia de laboratorio N° 1:

IDENTIFICACION DE CELULAS DEL SISTEMA INMUNE

SECCION & i Docente:

Fecha:....../......]....... Duracion: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la identificacién, luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:
a. ldentificar las células del sistema inmune e Interpreta sus resultados.
b. Conocer las estructuras microscopicas de las células del sistema inmune en circulacion
sistémica.
c. Desarrollar la habilidad para diferenciar las células del sistema inmune de acuerdo con
su morfologia microscopica y afinidad por colorantes acidos y basicos.

2. Fundamento Teoérico

El Sistema inmune consta de una serie de érganos, tejidos y células ampliamente repartidos
por todo el cuerpo. Funcionalmente, los drganos se clasifican en primarios y secundarios.
Los primeros suministran el microambiente para la maduracién de los linfocitos, mientras
gue los segundos se encargan de capturar el microorganismo o antigeno, suministrando el
entorno adecuado para que los linfocitos interactuen con él.

Los distintos dérganos linfoides estdn interconectados por vasos sanguineos y vasos
linfaticos, de modo que se constituye un sistema unitario, entrelazado y bien comunicado.
Estos vasos transportan células del sistema inmune, de las cuales el tipo central es
el linfocito.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 Microscopio Analitica 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de Con anticoagulante 1
muestra con EDTA

2 Agujas N° 21 para Extraccién al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2
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7 piseta 1
8 Laminas portaobjeto 1
3.2. Reactivos
Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m
1 Colorante Wright 5mL
2 Agua destilada 10 ml
3 Aceite de inversion 1 ml

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.

2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre con anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

5. Procedimientos:

Extraccion de la muestra sanguinea.
Realizar en frotis.
Colorear el extendido

v" Cubrir el frotis con colorante Wright por 2 minutos

v Colocar agua destilada, sople para mezclar hasta la formacion de un brillo metélico

(en esta etapa ocurre la coloracion).
v Dejar actuar por 3 minutos.
v Lavar con agua y dejar secar.

Observar al microscopio a 100 x.

Recuento sanguineo completo

Plasma

Glébulos blancos
Plaquetas

Glébulos rojos

n de sangre
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Coloracion Wright

RESULTADOS

e Identificar las diferentes células del sistema inmune.
e Comparar las diferentes células del sistema inmune.

Células Sanguineas

Monocito Linfocito Neutrofilo Eosinofilo Basofilo

Polimorfonuclear neutrofilo: citoplasma rosado, granulaciones finas purpura en

el citoplasma (como un punteado), nlcleo muy lobulado azul purpura

Basadfilo: nicleo bilobulado azul pirpura (oculto por los granulos) y citoplasma con

gran cantidad de granulos negros
Eosindfilo: nicleo bilobulado azul purpura, citoplasma lleno de granulaciones
naranja

Linfocitos: nlcleo compacto, azul purpura y citoplasma azul celeste

Monocitos: nicleo arrinonado, laxo azul parpura, citoplasma azul gris

7. Conclusiones
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Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid
Espana.
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Guia de laboratorio N° 2:
FAGOCITOSIS IN VITRO
SECCION 1 Docente:
Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la pruba, luego interpreta los resultados

Propésito /Objetivo_:

a. Analizar e interpretar la fagocitosis.

. Fundamento Teoérico

Los macrofagos son células grandes con un solo nucleo, un aparato de Golgi muy
desarrollado, gran cantidad de lisosomas y muy ricos en enzimas de diferentes
tipos, entre los que destacan proteasas, peroxidasas y lipasas. Estas células
poseen, ademas de la capacidad fagocitica ya indicada, capacidad de adherencia a
los tejidos, al vidrio y al plastico, asi como una gran movilidad en estas superficies
(quimiotaxis). Los macrofagos tienen una vida media de varios meses. Poseen
también gran actividad metabdlica, sobre todo en lo que se refiere a sintesis de

proteinas, incluso cuando se encuentran en reposo.

. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 Microscopio Analitica 1

2 centrifuga 1

3 incubadora 37 °C 1

4 micropipeta 10- 50 ul 1

5 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de Con anticoagulante 1
muestra con EDTA

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2

7 piseta 1
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8 Lamina porta objeto 2
9 Cepa de candida albicans 1
10 Tubos de vidrio 13x 75 mm 2
3.2. Reactivos
Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m
1 Colorante azul de metileno 5mL
2 Aceite de inversion 1 ml

. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.
2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre con anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

. Procedimientos:

e Recolectar una muestra sanguinea con anticoagulante EDTA.

e Dejar la muestra en reposo hasta que el plasma se separe del paquete celular.

e Separar todo el plasma posible en un tubo.

e Agregar al plasma 0.20 ul de solucion de Candida albicans.

e Incubar a 37° C por 30 minutos.

e Agregar al plasma azul de metileno volumen/volumen e incubar 20 minutos a 37°C.
e Realice la lectura a 40x y 100 x, buscando mardéfagos en trabajo de fagocitosis.
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6. Cuestionario
e ;Qu¢ es una coloracion supravital?

e ;Cual es la funcion del azul de metileno?
e ,Coémo se encuentra la actividad de sus monocitos?

7. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid

Espanfa.
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Guia de laboratorio N° 3:
PROTEINA C REACTIVA EN SUERO
SECCION 1 Docente:
Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:

a. Demostrar la presencia de PCR en el suero de un paciente con enfermedad
inflamatoria.

2. Fundamento Teodrico

La proteina C es segregada en el higado cuando hay una inflamacién aguda,
infeccion o degradacioén tisular en el organismo. El incremento en los procesos
inflamatorios se debe al aumento de concentracion plasmatica de IL-6 (producida
por macrofagos, células endoteliales y linfocitos T). Ejerce una accion pro
inflamatoria relacionada con la IL-1 y TNF, citoquinas que promueven su sintesis.
Actua fundamentalmente sobre hepatocitos, induciéndolos a producir reactantes
de fase aguda.

La proteina C aumenta rapidamente al comienzo de la enfermedad, 12-24 horas
luego de la inflamacién o dafio tisular.

Sus valores fisioldgicos varian de un laboratorio a otro, pero suelen ser menores
de 8 mg/L.

Estos valores pueden verse aumentados en casos de:

Artritis aguda reumatoide

Fiebre reumatica

Ciertas enfermedades autoinmunes
Infarto de miocardio o pulmonar
Infecciones bacterianas y virales
Problemas con el rechazo en trasplantes
Cancer

El Tecndlogo Médico también puede realizar un examen de elevada sensibilidad,
denominado Examen de Alta Sensibilidad PCR, para determinar el riesgo de
posibles cardiopatias en el paciente. De acuerdo con la Asociacidon
Estadounidense de Cardiologia:
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» Hay un riesgo bajo de desarrollar enfermedad cardiovascular si el nivel de
PCR esta en valores inferiores a 1 mg/L.
» Existe un riesgo promedio de sufrir enfermedades cardiovasculares si los
niveles de PCR oscilan entre 1y 3 mg/L.
» Existe un alto riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares si los
niveles de PCR son superiores a 3 mg/L.

METODO DE DETECCION

Esta basada en la reaccion serolégica entre la proteina C presente en el suero, que
actua como un antigeno y los anticuerpos correspondientes absorbidos sobre un
soporte inerte de particulas de latex, una prueba denominada aglutinacion de latex.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 incubadora 37 °C 1

3 micropipeta 10- 50 ul 1

4 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2

7 piseta 1

8 Tubos de vidrio 13x 100 mm 2

9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 Cloruro de sodio 5mL

2 PCR Latex

3 Control positivo Tml

4 Control negativo Tml
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4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.

2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

5. Procedimientos:

1.

Llevar los reactivos y la muestra problema a temperatura ambiente. Agitar el
reactivo de latex antes de usar.

Colocar una gota de suero y de los controles sobre la lamina de vidrio, usando
una pipeta gotero para cada espécimen.

Afadir una gota del reactivo de latex sobre los especimenes previamente
repartidos.

Mezclar con el extremo plano de la pipeta gotero hasta obtener una suspension
uniforme en toda la superficie del circulo.

Rotar la lamina a 80 rpm por dos minutos y luego proceder a realizar la lectura
de la prueba.
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6. RESULTADOS
e Un resultado positivo se evidencia por la presencia de aglutinacion; la prueba es
negativa cuando se observa una suspension homogénea.
e Los valores normales de proteina C reactiva sérica en adultos son menores a 6
mg/L
e Los sueros positivos en la prueba cualitativa deben titularse a fin de estimar los
niveles de PCR en la muestra.

7. Cuestionario

¢ Qué interferencias analiticas son las mas importantes?

¢, Cual es la sensibilidad y especificidad de la prueba?

¢,Cual es el fundamento de la prueba de PCR por el método de turbidimetria?
¢ Qué indicaciones debe seguir el paciente antes de la prueba?

¢ Qué utilidad tiene la prueba?

YV VVYY

[ ]
8. Conclusiones
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9. Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid
Espana.
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Guia de laboratorio N° 4:

FACTOR REUMATOIDEO

SECCION 1 Docente:

Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:

» Demostrar la presencia de FR en el suero mediante la prueba de latex en lamina.

2. Fundamento Teodrico

Los factores reumatoideos (FR) son un grupo de anticuerpos tipo IgM (aunque
también se ha descrito la presencia de IgG e IgA) que reaccionan contra el
fragmento Fc de las moléculas IgG.

Los FR aparecen principalmente en el suero de pacientes con artritis reumatoide
pero también otras enfermedades pueden producir FR: procesos inflamatorios
crénicos, enfermedades infecciosas como endocarditis bacteriana subaguda,
malaria, sifilis, lepra, leishmaniosis, tuberculosis y variedad de enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico. Ademas, los FR pueden estar
presentes en niveles bajos en personas sanas (3-5%) y en personas de edad
avanzada, donde alcanzan una mayor prevalencia.

El diagndstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un
Unico ensayo, sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

METODO DE DETECCION

Esta basada en la reaccion seroldgica, el antigeno es una suspension de particulas
de latex sensibilizadas con gamma globulina humana que aglutina en presencia de
FR.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 centrifuga 1

2 incubadora 37 °C 1

3 micropipeta 10- 50 ul 1

4 micropipeta 50- 100 ul 1

uvcontinental.edu.pe | 19




F
=

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2

7 piseta 1

8 Tubos de vidrio 13x 100 mm 2

9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2

10 Laminas de fondo oscuro 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 Cloruro de sodio 5Ml

2 FR Latex 5ml

3 Control positivo Tml

4 Control negativo Tml
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4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.
2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

5. Procedimientos:

1. Llevar los reactivos y la muestra problema a temperatura ambiente. Agitar el
reactivo de latex antes de usar.

2. Colocar una gota de suero y de los controles sobre la lamina de vidrio, usando
una pipeta gotero para cada espécimen.

3. Afadir una gota del reactivo de latex sobre los especimenes previamente
repartidos.

4. Mezclar con el extremo plano de la pipeta gotero hasta obtener una suspension
uniforme en toda la superficie del circulo.

5. Rotar la lamina a 80 rpm por dos minutos y luego proceder a realizar la lectura
de la prueba.

6. RESULTADOS
7. Un resultado positivo se evidencia por la presencia de aglutinacion; la prueba es
negativa cuando se observa una suspension homogénea.
8. La presencia de aglutinacion indica un contenido de FR en suero igual o superior
a 8 Ul/ml
9. Los sueros positivos en la prueba cualitativa deben titularse a fin de estimar los
niveles de FR en la muestra.
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Figura 3. A la izquierda, una inmunoglobulina de tipo [gM unida a la cadena pesada de
una molécula de inmunoglobulina 1gG (autoanticuerpolgM denominado “factor
reumatoide”). A la derecha una agrupacién de cinco moléculas de IgM (pentamero),
unidas por cadenas J. Las |gG también pueden formar polimeros o agrupaciones. Los
factores reumatoides pueden dirigirse contra moléculas de 1gG individuales o agrupadas
en polimeros, siendo esto Ultimo lo mas frecuente.
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10. Cuestionario

» (Qué métodos mas sensibles existen para el diagnostico de artritis reumatoide?
» Mencione los fundamentos.
» ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

11.Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid
Espana.
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SEGUNDA UNIDAD

Guia de laboratorio N° 5:

PRUEBA DE ANTIESTREPTOLISINA O

SECCION & i Docente:

Fecha:....../......]....... Duracion: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:

» Demostrar la presencia de ASO en el suero mediante la prueba de latex en

lamina.

2. Fundamento Teoérico

Los Sstreptococcus beta hemoliticos del grupo A son causantes de faringitis,
amigdalitis, escarlatina, sepsis puerperal, erisipela y secundariamente fiebre
reumdtica y glomerulonefritis aguda. Estos microorganismos producen varios
antigenos (estreptocinasa, estreptolisina O y S, hialuronidasa, etc), que estimulan
la produccidn de anticuerpos, un titulo alto indica una infeccién reciente.

METODO DE DETECCION

El reactivo de latex esta constituido por una suspensién de particulas de

poliestireno sensibilizadas con estreptolisina o.

Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 incubadora 37 °C 1

3 micropipeta 10- 50 ul 1

4 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1
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5 gradilla Metalica 1
6 guantes 2
7 piseta 1
8 Tubos de vidrio 13x 100 mm 2
9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2
10 Laminas de fondo oscuro 2
3.2. Reactivos
Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m
1 Cloruro de sodio 5mL
2 ASO Latex 5ml
3 Control positivo Tml
4 Control negativo Tml

[ E;.-' ,
Ty

4. Indicaciones/instrucciones:

> Prepara los materiales necesarios.
» Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

» Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

6. Procedimientos:
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1. Llevar los reactivos y la muestra problema a temperatura ambiente. Agitar el
reactivo de latex antes de usar.

2. Colocar una gota de suero y de los controles sobre la lamina de vidrio, usando
una pipeta gotero para cada espécimen.

3. Anadir una gota del reactivo de latex sobre los especimenes previamente
repartidos.

4. Mezclar con el extremo plano de la pipeta gotero hasta obtener una suspension
uniforme en toda la superficie del circulo.

5. Rotar la ldmina a 80 rpm por dos minutos y luego proceder a realizar la lectura
de la prueba.

7. RESULTADOS

e Un resultado positivo se evidencia por la presencia de aglutinacion; la prueba es
negativa cuando se observa una suspension homogénea.

e La presencia de aglutinacion indica un contenido de FR en suero igual o superior
a 200 Ul/ml

e Los sueros positivos en la prueba cualitativa deben titularse a fin de estimar los
niveles de ASO en la muestra.

ASO 100 TEST
LATEX KIT
(] 201007 & 2mam
LOT: K-0188  REF-2/707
gy, STOREAT 236 (€
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8. Cuestionario

Investiga sobre otros métodos y comparalos, no olvides los fundamentos.
(Qué métodos mas sensibles existen para el diagndstico de ASO?
Mencione los fundamentos.

¢ Qué utilidad tiene la prueba?

VVYVYV

9. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid
Espana.
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Guia de laboratorio N° 6:
PRUEBA DE REAGINA PLASMATICA RAPIDA
SECCION 1 Docente:
Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba, luego interpreta los resultados.

1. Propdsito /Objetivo_:

» Demostrar la presencia de anticuerpos (reagina) en el suero mediante la prueba
de RPR.

2. Fundamento Teodrico

La sifilis es una enfermedad venérea causada por el Treponema pallidum, que
invade las mucosas intactas o la piel en dreas de abrasiones. El contacto sexual es
la forma mds comun de transmisién. La deteccién y tratamiento de la enfermedad
en sus estadios tempranos es fundamental a fin de evitar complicaciones graves
como sifilis cardiovascular, neurosifilis y sifilis congénita. El diagndstico de esta
enfermedad sufre la carencia de un método para cultivar el microorganismo en
medios de laboratorio

y la dificultad para detectarlo en estadios de la enfermedad en los que no se
observan lesiones epidérmicas. Sin embargo, desde el comienzo de la infeccién
aparecen en el suero del individuo infectado ciertas sustancias denominadas
“reaginas", que reaccionan con antigenos de cardiolipina, lecitina y colesterol.

METODO DE DETECCION

En la prueba rapida para reaginas plasmaticas (RPR), las "reaginas" presentes en el
suero de individuos infectados con Treponema pallidum, se detectan por accion de
las mismas con antigeno de cardiolipina, lecitina y colesterol adsorbido sobre
particulas de carbon. La reaccion produce una aglutinacion visible
macroscopicamente, favorecida por las particulas de carbon. Las reacciones
inespecificas se evitan con el empleo de antigeno altamente purificado y el
agregado de cloruro de colina, por lo que no es necesario inactivar la muestra.
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3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 incubadora 37 °C 1

3 micropipeta 10- 50 ul 1

4 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2

7 piseta 1

[ Tubos de vidrio 13x 100 mm 2

9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2

10 Laminas de fondo blanco 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 Cloruro de sodio 5mL

2 ASO Latex 5ml

3 Control positivo Tml

4 Control negativo Tml

e
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4. Indicaciones/instrucciones:

» Prepara los materiales necesarios.
» Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

» Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

6. Procedimientos:

1. Llevar los reactivos y la muestra problema a temperatura ambiente.
Homogenizar el reactivo de RPR antes de usar.

2. Colocar una gota de suero y de los controles sobre la ldmina, usando una pipeta
para cada espécimen.

3. Afadir una gota del reactivo con su respectivo dispensador sobre los
especimenes previamente repartidos.

4. Mezclar cuidadosamente con el extremo plano de la pipeta gotero hasta obtener
una suspension uniforme en toda la superficie del circulo.

5. Rotar la [amina a 100 rpm por dos minutos y luego proceder a realizar la lectura
de la prueba.

6. RESULTADOS

Reactivo: presencia de aglutinacidn visible en forma de grumos negros sobre el fondo
claro que indica presencia de "reaginas" en la muestra.

No reactivo: aspecto gris homogéneo que indica ausencia de "reaginas" en la muestra.

PRUEBA SEMICUANTITATIVA

Efectuar diluciones seriadas 1:2, 1:4, 1:8, hasta 1:64 empleando solucidn fisiolégica y
proceder de la misma manera que en la técnica cualitativa. El titulo estara dado por la
inversa de la ultima dilucidn que se observe reactiva.

REACTIVOS Y MATERIALES:
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Mon reactive Weakly reactive  Strongly reactive
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Interpretacion RPR cuantitativa
Dilucion de suero Reporte
Suero no 12 1:4 1:8 1:16
diluido 1:1
Rm N N N N Reactivodilucion 1:1 0 1 dils.
R RN /N IN TReactivodilucion 1:2 0 2 dils.
R R |R |N N Reactivo dilucion 1:4 o 4 dils.
R R |R |Rm [N Reactivo dilucién 1:8 o 8 dils.

R= reactivo Rm= minima reactividad N= no reactive

Septiembre de 2009

PRUEBA POSITIVA Y NEGATIVA
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PRUEBAS REACTIVAS

7. Cuestionario

(Por qué RPR es una prueba no treponémica?

(Qué Pruebas Treponémicas se usan con mayor frecuencia?

(Cudles son las interferencias mas importantes entre ambas pruebas?
(Qué paso se sigue cuando tenemos un RPR reactivo?

(Qué diferencia existe entre la prueba de VDRL y RPR?

¢ Qué utilidad tiene la prueba?

VVVYVYVYVYY

8. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicion. Madrid
Espana.
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Guia de laboratorio N° 7:
PRUEBA DE EMBARAZO POR CROMATOGRAFIA
SECCION 1 Docente:
Fecha:...../......[....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:

» Demostrar los nivelas de HCG-B en el suero u orina e interpretar los resultados.

2. Fundamento Teoérico

La gonadotropina coriénica humana (HCG) es una hormona producida por la placenta de
mujeres embarazadas. Es detectable, tanto en orina como en suero, de 7 a 10 dias tras
la concepcidn, por lo que la hace un indicador ideal del embarazo.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA:

La prueba de HCG-B es un inmunoensayo por cromatografia de flujo lateral. El método
emplea una combinacién TUnica de conjugado anticuerpo monoclonal-enzima y
anticuerpos policlonales en fase solida para identificar selectivamente HCG presente en
las muestras, con un elevado grado de sensibilidad. En menos de 5 minutos, pueden
detectarse niveles de HCG tan bajos como 10 mIU/ml. Cuando se aplica una cantidad
suficiente de muestra en la porcion absorbente, ésta migra por capilaridad a través de la
tira. El conjugado anticuerpo-colorante se une a la HCG formando un complejo
anticuerpo-antigeno. Este complejo se une al anticuerpo anti-HCG de la zona de reaccion
positiva produciendo una banda coloreada rosa cuando la concentracion de HCG es
mayor de 10 mIU/ml. En ausencia de HCG, no se observa banda alguna en la zona de
reaccion positiva. La mezcla de reaccion continua la migracion a través de la tira hasta la
zona control. El conjugado libre atn, se une a los reactivos de la zona control formando
una banda coloreada rosa, demostrando el correcto funcionamiento del test.
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Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 incubadora 37°C 1

3 micropipeta 10- 50 ul 1

4 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2

7 Piseta 1

8 Tubos de vidrio 13x 100 mm 2

9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2

10 Laminas de fondo oscuro 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 Tiras cromatograficas 2

2 Control positivo Tml

3 Control negativo Tml
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4. Indicaciones/instrucciones:

» Prepara los materiales necesarios.
» Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante
» Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

TOMA DE MUESTRA
a) Suero

» Lamuestra de suero debe ser recogida en condiciones de laboratorio estandares
(asépticamente de tal modo que se evite la hemolisis).

» No se requiere centrifugacion ni filtracion del suero.

» Si el test se realiza dentro de las 48 horas tras la recogida, la muestra debe mantenerse
refrigerada (2-8°C).

» Si el test se retrasa mas de 48 horas, la muestra debe congelarse. Antes de testarla, la
muestra debe descongelarse completamente, mezclarla perfectamente y atemperarla.
Evitar congelar y descongelar repetidamente.

» En caso de turbidez, elevada viscosidad o presencia de particulas en la muestra de
suero, debe diluirse con el mismo volumen de tampon diluyente (V/V) antes de realizar
el ensayo.

b) Orina

» Para la deteccion optima de embarazos tempranos, es preferible recoger la primera orina
de la mafiana, puesto que ésta contiene la maxima concentracion de hCG.

» Debe recogerse la orina en un contenedor limpio.

» Si el test no se realiza inmediatamente, la muestra debe mantenerse refrigerada (2°C —
8°C) o en ambiente fresco (inferior a 25°C) hasta 24 horas. En tal caso, atemperar la
muestra antes de realizar el test.

» Si el test se retrasa mas de 24 horas, debe congelarse la muestra. Antes de testarla, la
muestra debe descongelarse completamente, mezclarla perfectamente y atemperarla.
Evitar congelar y descongelar repetidamente.
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7. Procedimientos:

1. Atemperar la muestra y los otros materiales necesarios para el test, antes realizar el ensayo.
2. Identificar cada tira con los datos de la muestra.
3. Dispensar 0,5 ml de muestra en un pequefio tubo o vial.

4. Introduzca verticalmente la tira hCG en la muestra durante 5 segundos para las muestras de
orina o 10 segundos para las muestras de suero. No sobrepasar la marca roja. Si el nivel de
muestra en el tubo es menor de 1,5 cm, se puede dejar la tira dentro del tubo hasta finalizar el
tiempo de reaccidn. En caso contrario, coloque la tira en otro tubo o sobre una superficie
limpia, plana y seca.

5.Leer en ambos casos el resultado a los 3-5 minutos. NO INTERPRETAR RESULTADQOS
TRANSCURRIDOS 10 MINUTOS.

CONTROL DE CALIDAD

* Control de Calidad interno: El test contiene un control de calidad interno, la banda control.
Su presencia indica que se ha usado un volumen adecuado de muestra y que los reactivos han
migrado correctamente. Si no aparece esta linea, el test debe considerarse no valido. En este
caso, es aconsejable revisar las instrucciones y repetir el test con una nueva tira.

* Control de Calidad externo: El usuario deberd seguir la normativa de control de calidad
propia de cada localidad, regién o pais.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Negativo: Si s6lo aparece una banda coloreada transversal en la zona blanca superior (banda
control).
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Positivo: Ademas de la banda transversal roja (control) aparece una segunda banda transversal

roja (test) en la zona blanca central de la t a. ir Cualquier resultado positivo debe ser

confirmado con un método mas especifico antes de dar una determinacién positiva.

No valido: Si no aparece ninguna banda coloreada visible se recomienda repetir el test con

una nueva placa u obtener una muestra fresca y testarla 48 horas después.

Test de Embarazo

Linea de Control —={—

Linea de Test ==—

Positive Megative Mo villido

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

I - f.'|.'..|\.|

AR

-

1. El test es solo para diagndstico in vitro profesional.

2. Los resultados obtenidos con este test proporcionan un resultado preliminar cualitativo, no

pueden considerarse concluyentes. Un resultado positivo debe confirmarse con técnicas

alternativas mas especificas.

3. Este producto esta disefiado sélo para el analisis de orina / suero humano.

4. También se ha detectado presencia de hCG en pacientes con enfermedad trofoblastica

gestacional y no-gestacional. Como la hCG de neoplasmas trofoblasticos es similar a la

encontrada durante el embarazo, estas condiciones, que incluyen coriocarcinoma y mola

hidatidiforme deben de excluirse antes de realizar un diagnéstico de embarazo.

5. Un embarazo normal no puede distinguirse de un embarazo ectépico basandose

Unicamente en los niveles de hCG. También, los abortos espontdneos pueden crear confusiéon

durante la interpretacién de los resultados.

6. Embarazos muy tempranos, conteniendo concentraciones extremadamente bajas de hCG

pueden dar resultados negativos. En tal caso, debera obtenerse otra muestra por lo menos 48

horas mds tarde y testarla.
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7. Los niveles de hCG pueden permanecer detectables varias semanas en secreciones

normales, secrecion por cesdrea, abortos espontaneos o terapéuticos.

8. Los resultados del test deben usarse en conjunto con informaciones disponibles de la

evaluacidn clinica del paciente y otros procedimientos de diagnédstico.

9. La presencia de hidroxietil-celulosa en la composicion de lubricante de catéteres puede dar
lugar a falsos resultados positivos en el STICK hCG en concentraciones iguales o superiores al

0.1%.

Niveles de Referencias

Lo siguiente es
una lista de los
niveles séricos de
hCG. (UPM
significa ultimo
periodo
menstrual).

Los niveles
crecen de forma
exponencial
después de la
concepcion e
implantacion.

Semanas desde el UPM miU/mL

3 5-50

4 5-426

5 18 — 7.340

6 1.080 — 56.500

7-8 7.650 — 229.000
9-12 25.700 — 288.000
13-16 13.300 — 254.000
17-24 4.060 — 165.400
25-40 3.640 — 117.000
Mujeres no embarazadas <5.0

Muj =

S

Los niveles de GCH aumentas
cada 48 h al comienzo del
embarazo, y si no pasa puede
que haya problemas

Niveles de GCH anormalmente
elevados puede ser que indicio
de problemas como aborto
espontaneo o ectopico
(tubarico)

Los niveles extremadamente
altos de GCH pueden sugerir la
presencia de un embarazo
molar o de mas de un feto, por
ejemplo, gemelos.
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8. Cuestionario

Investiga sobre otros métodos y comparalos, no olvides los fundamentos.
(Qué métodos mas sensibles existen para el diagnostico de HCG?
Mencione los fundamentos.

¢ Qué utilidad tiene la prueba?

VV VYV

9. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicion. Madrid
Espafa.
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TERCERA UNIDAD
Guia de laboratorio N° 8:

DIAGNOSTICO DE SALMONELLA

SECCION & i Docente:

Fecha:....../......]....... Duracion: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba, luego interpreta los resultados

1. Propdsito /Objetivo_:

» Realizar el diagnostico para salmonella en placa.

Fundamento Teorico

El suero del paciente se pone en contacto con antigenos especificos. En este caso se utilizan
suspensiones antigénicas de Salmonellas o Brucella. Si la muestra contiene los anticuerpos
correspondientes se producird una aglutinacién visible macroscépicamente.

SIGNIFICACION CLINICA

A Las Salmonellas se consideran patdgenos entéricos obligados. Los alimentos y el agua
contaminados son los mecanismos de transmisién. La enfermedad puede presentarse como
gastroenteritis, septicemia con lesiones en diversos érganos o fiebre tifoidea. La Brucelosis
se presenta en la mayoria de los casos con anorexia, fiebre, decaimiento y escalofrios,
pudiendo aparecer luego complicaciones importantes como son las éseas y neuropsiquicas.
A pesar de que el método definitivo para establecer la etiologia de estas enfermedades es a
través del aislamiento del agente patdgeno, esto resulta dificil debido a que la investigacién
se realiza frecuentemente en periodos tardios de la enfermedad y luego de una terapia
antibiética. Por este motivo es de gran importancia diagndstica la deteccién de los
anticuerpos especificos producidos en el curso de cada una de estas patologias. Una prueba
aislada es de escaso valor, siendo necesarias 2 o mas pruebas seriadas a fin de poner en
evidencia cambios en el titulo de anticuerpos.

Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 centrifuga 1

2 micropipeta 10- 50 ul 1

3 micropipeta 50- 100 ul 1
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3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad
1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra
2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio
3 algodon En torundas 2
4 ligadura Banda elastica 1
5 gradilla Metalica 1
6 guantes 2
7 piseta 1
[ Tubos de vidrio 13x 100 mm 2
9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2
10 Laminas de vidrio 1
3.2. Reactivos
Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m
1 Cloruro de sodio 5mL
2 Antigenos Paratyphi A 5 ml
3 Antigenos Paratyphi B 5 ml
4 Antigenos Typhi H 5ml
5 Antigenos Typhi O 5 ml
6 Control positivo Tml
7 Control negativo Tml
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5. Indicaciones/instrucciones:

» Prepara los materiales necesarios.
» Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

» Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

6. Procedimientos:
REACTIVOS

Antigenos Febriles Salmonella: suspension en solucion salina con conservantes
apropiados, conteniendo los siguientes antigenos bacterianos:

- Antigenos Paratyphi A (Salmonella, antigeno flagelar a).

- Antigenos Paratyphi B (Salmonella, antigeno flagelar b).

- Antigenos Typhi H (Salmonella, antigeno flagelar d).

- Antigenos Typhi O (Salmonella, antigeno somatico D).

Antigenos Febriles Brucella: suspension de antigenos bacterianos (Brucella abortus,
cepa 1119-3) en solucion fisioldgica con conservantes apropiados. La concentracion
celular de los antigenos se encuentra entre el 4 y el 6%. Las bacterias utilizadas se
encuentran en fase lisa.

Antigenos Febriles Controles:

- Control Positivo: dilucidon de suero humano inactivado positivo.

- Control Negativo: dilucion de suero humano negativo.

MUESTRA

Suero

a) Recoleccion: debe obtenerse suero limpido en forma estéril. No inactivar ni calentar
ya que los anticuerpos son termolabiles.

b) Aditivos: no se requieren.

¢) Sustancias interferentes conocidas: la hemolisis visible y los quilomicrones pueden
dar reacciones inespecificas.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: las muestras pueden conservarse 7
dias en refrigerador (2-10 o C)
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TITULACION RAPIDA EN PLACA (reaccion de Widal).
1) Dividir una placa de vidrio en sectores de 4 cm2 aproximadamente.

2) Empleando las micropipetas apropiadas colocar suero fresco en estos sectores 80 ul primer
sector, 40 ul segundo sector, 20 ul tercer sector, 10 ul cuarto sector y 5 ul quinto sector.
Repetir el procedimiento para un control negativo y uno positivo.

3) Colocar 1 gota de Antigeno previamente agitado sobre cada gota de suero.

4) Mezclar el suero y el Antigeno utilizando una varilla abarcando un area de 2 cm de didmetro
aproximadamente. Debe emplearse una varilla distinta para cada dilucidn de suero o la misma
varilla mezclando a partir de la muestra mas diluida.

5) Agitar la placa durante 2 minutos en forma circular.

6) Observar la aglutinacién utilizando luz indirecta sobre fondo oscuro.

7. RESULTADOS

11. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

12. 4+: todos los microorganismos aglutinan.

13. 3+: aglutinan aproximadamente el 75%.

14. 2+: aglutinan aproximadamente el 50%.

15. 1+: aglutinan aproximadamente el 25%.

16. Negativo: no aparece aglutinacion.

17. VALORES DE REFERENCIA

18. Generalmente titulos de 1:40 6 1:80 son sospechosos de enfermedad. Sélo titulos
mayores de 1:80 pueden considerarse probatorios de diagndstico de enfermedad cuando
estén acompafiados de la sintomatologia clinica. Titulos mayores de 1:320, son
concluyentes.
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Suero Dilucion
0.08 ml 1:20
0.04 ml 1:40
0.02 ml 1:80
0.01 ml 1:160
0.005 m| 1:320
0.0025 ml 620

23.

24. Cuestionario

» Mencione los fundamentos.
» ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

25.Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid
Espana.
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Guia de laboratorio N° 9:

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE BRUCELOSIS

SECCION 1 Docente:

Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:

» Realizar el diagnostico seroldgico para brucelosis.

2. Fundamento Teorico

La brucelosis conocida también como fiebre ondulante o fiebre malta, es una enfermedad
zoondtica caracterizada por una fase aguda seguida por una fase crénica que puede
prolongarse muchos afos y llegar a afectar a diversos tejidos.

Con el propdsito de confirmar si el paciente padece de brucelosis se realizan hemocultivos
y mielocultivos en los laboratorios de bacteriologia y en los laboratorios de inmunologia
se practican pruebas seroldgicas que detectan la presencia de IgG.

Al principio de la enfermedad aparecen los anticuerpos aglutinantes IgM, un poco mas
tarde los anticuerpos IgG y los anticuerpos bloqueadores. Mientras que los anticuerpos
IgM pueden persistir después de la recuperacidn, el hallazgo de un titulo significativo de
anticuerpos IgG indica infeccidon y enfermedad activa. Por eso, los mejores resultados se
logran cuando se aplican varios procedimientos diagndsticos y los interpretamos en
conjunto, sobre todo para determinar brucelosis aguda, subaguda o crénica.

Las pruebas utilizadas son: aglutinacién en [dmina, como prueba rapida, Rosa de bengala,
como prueba de tamiz, y luego se realizan las pruebas de aglutinacién en tubo y 2-
mercaptoenatol. En la fase crdénica es necesario hacer la prueba de anticuerpos
bloqueadores.

El objetivo de la practica es comparar la utilidad de varias de las pruebas utilizadas en el
diagnostico seroldgico de la brucelosis.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad
1 centrifuga 1

2 micropipeta 10- 50 ul 1

3 micropipeta 50- 100 ul 1
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3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 Algoddn En torundas 2

4 Ligadura Banda elastica 1

5 Gradilla Metalica 1

6 Guantes 2

7 Piseta 1

8 Tubos de vidrio 13x 100 mm 2

9 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2

10 Laminas de vidrio 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 Cloruro de sodio 5mL

2 Antigeno de rosa de 5mi
bengala

3 Control positivo Tml

4 Control negativo Tml

!

4. Indicaciones/instrucciones:
» Prepara los materiales necesarios.
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» Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

» Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

5. Procedimientos:
Colocar 0,03 ml de suero problema sobre la [dmina de vidrio. Repetir este
procedimiento para los sueros control.

Colocar una gota (0,03 ml) de antigeno Rosa de bengala cerca de la gota de cada
suero.

Mezclar bien el suero y el antigeno.
Hacer girar la [dmina por 4 minutos.
Leer la prueba sobre fondo blanco.

6. RESULTADOS

27. La reaccidn positiva presenta grumos de aglutinacién, grandes o pequefios, que debe
observarse con el suero control positivo.

28. En una reaccién negativa no hay evidencia en aglutinacién, tal como deben observarse
con el suero control negativo.

29. El suero problema que presente resultado positivo someterlo a pruebas confirmatorias
como aglutinacién en tubo o 2-mercaptoetanol.

Positive result Negative result

AGLUTINACION EN TUBO

Ademas de ser muy sensible, la prueba de aglutinacién en tubo es mas exacta y reproducible
gue la prueba de aglutinacion en lamina. Detecta la presencia de anticuerpos de las clases I1gG
e IgM.

Materiales

1. Antigeno para la prueba en tubo al 4,5%.
2. Suero problema.
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Suero positivo.

Suero negativo.
Pipetas

Tubos de 13x100 mm.
Bocal con lejia

Procedimiento

1. Rotular los tubos del 1 al 5.
Con una pipeta de 0,2 ml depositar en el fondo del primer tubo 0,08 ml, en el segundo
tubo 0,04 ml, en el tercer tubo 0,02 ml, en el cuarto tubo 0,01 mly en el quinto tubo
0,005 ml.

3. Pipetear en forma similar los controles positivo y negativo.

4. Agregar 2 ml de antigeno fenolado (1 ml de antigeno mas de 99 ml de solucidn salina
al 0,85%, fenolada al 0,5%).

5. Incubarlas gradillas por 48 horas a 37°C en estufa o en bano Maria.

RESULTADOS

Para la lectura de la prueba los tubos se leen contra un patrén de turbidez, cuya escala
va desde negativo a 4+ de aglutinacion.

El titulo de la prueba esta dado por la inversa de la dilucién mas alta que produce 2+
(50%) o mas de aglutinacion.

Una prueba con un titulo de 100 es presuntiva.

PRUEBA DEL 2-MERCAPTOETANOL

La prueba del 2-mercaptoetanol es mejor indicadora de infeccidn reciente o activa que la
prueba de aglutinacion en tubo. Se basa en la propiedad que tiene el 2-mercaptoetanol de
inactivar la propiedad aglutinante de los anticuerpos de la clase IgM, detectando la presencia

de IgG. Se recomienda efectuarla simultdneamente con la prueba de aglutinacién en tubo.

Material

NoukwNRE

Antigeno para la prueba de 2-ME.
Suero problema.

Sueros controles.

Solucién de 2-ME 0,1 molar.
Pipetas.

Tubos de 13x100 mm.

Bocal con lejia

Enumerar los tubos del 1 al 5.

Con una pipeta cargar el suero, depositar en el fondo del primer tubo 0,08 ml, en el
segundo tubo 0,04 ml, en el tercer tubo 0,02 ml, en el cuarto tubo 0,01 mly en el
quinto tubo 0,05 ml.

Pipetear en forma similar los controles positivo y negativo.

Agregar 1 ml de solucidn 2-ME a cada tubo, agitar y dejar a temperatura ambiente por
30 minutos.

Agregar 1 ml de antigeno para la prueba de 2-ME (1 ml de antigeno mas 49 ml de
solucidn salina al 85%), a todos los tubos.
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6. Incubara 37°C por 48 horas.

RESULTADOS

e La prueba se lee como se ha descrito para la prueba de aglutinacién en tubo.

e Eltitulo de la prueba esta dado por la inversa de la dilucién mas alta que produce 2+ o
mas de aglutinacién.

e Un titulo de 25 es considerado como positivo.

FENOMENO DE ZONA

Es la ausencia de aglutinacién o la presencia de las aglutinaciones parciales en las diluciones
bajas, y aglutinacion completa en las diluciones altas, y esta asociado con sueros que
contienen un alto titulo de anticuerpos o que contienen anticuerpos bloqueadores.

Es causa de resultados falsos negativos, especialmente si no se realizan todas las diluciones de
la prueba.

Reportar las diluciones donde ocurre el fendmeno de zona. El titulo del suero esta dado por la
inversa de la dilucién mas alta que aglutina.

ANTICUERPOS BLOQUEADORES

Los anticuerpos bloqueadores no solo son incapaces de producir aglutinacidn, sino que
también la inhiben. Son anticuerpos divalentes que pertenecen a las clases IgA e IgG. Su
presencia origina falsos negativos.

Materiales

Antigeno para la prueba en tubo.
Suero problema.

Pipeta.

Tubo de 13x100 mm.

Bocal con lejia.

vk wn e

Procedimiento

1. Colocar 0,04 ml del suero del paciente en un tubo.

2. Agregar 1 ml de antigeno para la prueba en tubo.

3. Agitar e incubar por 3 horas a 37°C.

4. Agregar 0,02 ml de suero positivo de titulo 100. También se pueden utilizar sueros
positivos de mayor titulo, 400 o 200, en cuyo caso se utilizan 0,005 y 0,01 ml,
respectivamente.

5. Agitar e incubar por 24 horas a 37°C.

6. Leer como la prueba en tubo.

RESULTADOS

e Siel paciente presenta anticuerpos bloqueadores, estos bloquean los determinantes
antigenos del antigeno, por lo que al afiadir el suero positivo este no puede reaccionar.
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e Siexiste aglutinacién el suero es negativo a anticuerpos bloqueadores, y si no existe

aglutinacion el suero es positivo a anticuerpos bloqueadores y
volimenes de suero conocidos).
e Se considera un titulo de 100 como positivo.

7. Cuestionario

» Mencione los fundamentos.
» ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

8. Conclusiones

debe titularse (usando

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid

Espana.
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Guia de laboratorio N° 10:

PRUEBA RAPIDA DE HIV

SECCION 1 Docente:

Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:
» Realizar pruebas inmunocromatogréficas para HIV.

SIGNIFICACION CLiNICA

Los virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1 y HIV-2) son los agentes causales del
Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Estos retrovirus son transmitidos por la
exposicion a ciertos fluidos corporales infectados, principalmente secreciones genitales y
sangre o productos contaminados derivados de la sangre y por pasaje a través de la placenta.
En individuos infectados con estos virus aparecen anticuerpos como respuesta del sistema
inmunitario a la invasién viral. La deteccion de dichos anticuerpos es utilizada como
herramienta de diagndstico. Los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades de
EE.UU. (CDC), en su iniciativa "Advancing HIV Prevention" (AHP) destacan la importancia de la
utilizacion de pruebas rdpidas de deteccion del HIV para facilitar el acceso al diagndstico
precoz en zonas de alta prevalencia, en individuos de alto riesgo o en zonas donde otros
métodos de diagndstico como ELISA, Western Blot o amplificacién de acidos nucleicos no
estén disponibles. También son de gran utilidad en el momento del parto, especialmente para
el diagndstico de mujeres que no hayan sido controladas durante el embarazo. Por otra parte,
estas pruebas rdpidas constituyen una herramienta diagndstica que puede desempefiar un
papel importante en campafias de prevencion y diagndstico en entornos clinicos y no clinicos,
facilitando de esta manera, la deteccidn precoz de la infeccion.

FIN'Y USO WL Check HIV 1+2: Es una prueba rdpida que detecta conjuntamente la presencia de
anticuerpos anti-HIV-1, antiHIV-1 grupo O y anti-HIV-2, destinada a diagndstico clinico o
estudios de campo. No estd destinada como prueba de tamizaje de anticuerpos anti-HIV 1y 2
para donantes de sangre y derivados.

2. Fundamento Teodrico
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WL Check HIV 142 es un ensayo inmunocromatografico "in vitro", de lectura visual, para la
deteccidn cualitativa de anticuerpos contra los virus HIV-1y HIV-2 en suero, plasma y sangre
entera. La prueba consta de un cassette plastico que contiene:

- una membrana de nitrocelulosa sensibilizada con antigenos recombinantes para HIV-1
(gp41) y HIV-2 (gp36) en la zona de prueba "T".

- un parche impregnado con antigenos recombinantes especificos para HIV-1 (gp41) y HIV-2
(gp36) conjugados a oro coloidal.

La muestra y el buffer se agregan en el pocillo de muestra "S" solubilizando y mezcldandose con
el conjugado de antigenos recombinantes. Seguidamente, esta mezcla migra por capilaridad a
través de la membrana de nitrocelulosa. Si la muestra es reactiva, los anticuerpos anti HIV-1y
HIV-2 presentes, formaran un complejo con los antigenos conjugados a oro coloidal. Este
complejo se unirad posteriormente a los antigenos inmovilizados en la zona de prueba "T" de la
membrana de nitrocelulosa, formando asi una linea de color rosa-rojo purpura. La ausencia de
dicha linea indica un resultado negativo. Como control de procedimiento, la prueba incluye
una zona de control "C" de color celeste que cambia a color rosa-rojo purpura tras el paso de
la muestra. La ausencia de esta linea invalida los resultados.

Pruebas rdpidas en el diagnostico de la
infeccion producida por el VIH

Linea
del Linea
Test Control

Conjugado

® m

Sustratos Antigeno del
un los VIH

correspondientes

AnticuerposlgG
Anticuerpos anti-VIIT

conjugados

FUNDAMENTO DE LAS PRUEBAS RAPIDAS DE INMUNOADHERENCIA

REACTIVOS

Reactivo A: cassette plastico compuesto por una membrana de nitrocelulosa sensibilizada con
antigenos recombinantes especificos para HIV-1y HIV-2 y conjugado de antigenos
recombinantes. Listo para usar.
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Reactivo B: buffer borato de sodio 15 mM, azida 0,95 g/L, agente tensioactivo, pH = 9,1. Listo
para usar.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 micropipeta 10- 50 ul 1

3 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

3 algodon En torundas 2

4 ligadura Banda elastica 1

5 gradilla Metalica 1

6 guantes 2

7 piseta 1

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 Prueba rapida de HIV 1mL

e
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4. Indicaciones/instrucciones:

» Prepara los materiales necesarios.
» Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

» Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

PRECAUCIONES

- Leer el manual de instrucciones de manera completa antes de realizar el ensayo y

seguir las instrucciones cuidadosamente.

- No realizar la prueba si el envase esta dafnado.

- No utilizar los reactivos después de la fecha de vencimiento indicada en el envase. -

Los reactivos son para uso diagnostico "in vitro".

- Esta prueba proporciona un resultado cualitativo y visual. Es necesaria una buena

fuente de luz para la lectura de los resultados.

- No mezclar reactivos de diferentes lotes.

- No utilizar reactivos de otro origen.

- No tocar la membrana de nitrocelulosa con los dedos.

- Seguir las practicas de seguridad biologica al utilizar muestras y reactivos

- Manipular todas las muestras de pacientes como potencialmente infecciosas.

- Utilizar guantes, guardapolvo y proteccion ocular.

- No pipetear con la boca. No comer, beber, fumar, utilizar maquillaje ni manejar lentes

de contacto en los lugares donde se trabaje con estos materiales.

- Limpiar y desinfectar las salpicaduras de muestra o reactivos usando hipoclorito

sodico (concentracion final 5%) u otro desinfectante adecuado.

» - Para inactivar el material empleado autoclavar durante 1 hora a 1210 C. - Evitar la
formacion de burbujas en el pocillo de muestra "S" tanto al colocar la muestra como el
Reactivo B.

» - Al dispensar el Reactivo B descartar cualquier gota con burbuja.

» - Durante la realizacion de la prueba, colocar el cassette sobre una superficie limpia,
plana y sin vibraciones.

» - No agitar el cassette durante la realizacion del ensayo.

» - El cassette y el dispositivo para toma de sangre entera capilar, son descartables. No
reutilizar. Desechar en recipientes destinados a residuos con riesgo bioldgico.

» - El Reactivo B posee azida sodica en bajas concentraciones como conservante.

» - Los reactivos y las muestras deben ser descartados de acuerdo a la normativa vigente.
ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO

» El kit es estable a 2-300 C hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No

congelar. En caso de almacenar refrigerado, asegurarse que el sobre alcance

temperatura ambiente antes de ser utilizado, de lo contrario se favorecera la
humectacion del contenido. El cassette debe permanecer en su sobre original sellado.

No abrir el envoltorio hasta el momento de usar.

vV VV VY

VVVVVYVYYY

A\

MUESTRA

Suero, plasma y sangre entera obtenida por puncidén venosa o puncion capilar
a) Recoleccion:

Recoger las muestras asépticamente y de manera tal de evitar hemolisis.

Y V VY

ucontinental.edu.pe | 56



VVVVYY Y V V

Vv

VVVVYYVVVVYVYYY

- Suero: obtenido de sangre entera sin anticoagulantes. Separar el suero del codgulo
inmediatamente para evitar hemolisis. Puede utilizarse suero obtenido en tubos con
acelerador y gel separador.

- Plasma: utilizar plasma recogido con EDTA, citrato o heparina.

- Sangre entera (puncidn venosa): utilizar sangre recogida con EDTA, citrato o
heparina.

- Sangre entera (puncion capilar): utilizar sangre recogida con el dispositivo descartable
(s6lo provisto en algunas presentaciones). Realizar la prueba inmediatamente. En caso
de utilizar otro dispositivo, es responsabilidad del usuario validar el dispositivo de toma
de sangre entera capilar.

b) Estabilidad y almacenamiento:

- Suero y plasma: conservar a 2-100 C. En caso de no realizar la prueba dentro de los 5
dias conservar la muestra a -200 C.

No es recomendable realizar multiples ciclos de congelamiento y descongelamiento.
Esto puede generar resultados erréneos. En caso de usar muestras congeladas, éstas
deben ser homogeneizadas y centrifugadas antes de usar.

- Sangre (puncion venosa): Puede almacenarse hasta 3 dias entre 2-10°C. No congelar.
- Sangre (puncion capilar): Utilizar inmediatamente. No congelar.

¢) Sustancias Interferentes: en sueros y plasmas enriquecidos, no se ha observado
interferencia por:

- Hemdlisis: hasta 1,1 g/dL de hemoglobina.

- Lipemia: hasta un equivalente de triglicéridos de 1500 mg/dL

- Bilirrubina: hasta 30 mg/dL.

- Acido ascérbico: hasta 50 mg/dL.

d) Transporte: si las muestras deben ser transportadas, embalar de acuerdo a las
especificaciones legales relativas al envio de material infeccioso.

PROCEDIMIENTO

1- Los reactivos y las muestras deben estar a temperatura ambiente (18-300 C) antes de
utilizar.

2- Extraer el cassette de su sobre sellado inmediatamente antes de utilizar.

3- Colocar el cassette sobre una superficie limpia, plana y sin vibraciones.

4- Agregar la muestra sobre la superficie absorbente del pocillo de muestra "S".
PARA SUERO O PLASMA - Colocar 10 uL con micropipeta automatica.

- Esperar 10-15 seg. hasta que se absorba la muestra.

- Agregar 3 gotas (100 uL) de Reactivo B en el pocillo de muestra "S".

- Iniciar el cronémetro.

PARA SANGRE ENTERA

- Colocar 20 uL con micropipeta automatica.

* - Esperar 10-15 seg. hasta que se absorba la muestra.

- Agregar 3 gotas (100 uL) de Reactivo B en el pocillo de muestra "S".

- Iniciar el cronometro.

5- En cualquiera de los casos, leer los resultados entre los 10 y 20 minutos. No leer
pasado los 20 minutos ya que pueden obtenerse resultados erroneos. Algunas muestras
positivas reaccionan inmediatamente mientras que otras lo hacen mas lentamente dentro
del tiempo de lectura indicado. Debido a caracteristicas particulares de algunas
muestras, el color de fondo de la membrana puede quedar ligeramente rosado sin afectar
la interpretacion de los resultados.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:
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10. Cuestionario

» (Cual es el fundamento de la prueba?
> ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

7. Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid
Espafia.
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Guia de laboratorio N° 11:

PRUEBA SERICA Y GLOBULAR

Seccion

Fecha:

................. Docente:

Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba , luego interpreta los resultados

1. Propdsito /Objetivo_:

2. Fundamento Teoérico

Demostrar la presencia o ausencia de anticuerpos naturales anti A y anti B.

La prueba estd basada en la presencia o ausencia de anticuerpos anti A y/o anti B en el suero.

La presencia de estos anticuerpos en la muestra tratada, pueden evidenciarse enfrentando

células que expresen los antigenos A o B. La prueba inversa es una confirmacidn cruzada de la

prueba celular o directa.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 Centrifuga 1

2 Micropipeta 10- 50 ul 1

3 Micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Tubos para toma de con anticoagulante 1
muestra

3 Agujas N° 21 para Extraccién al vacio 1
extraccion al vacio

4 Algodon En torundas 2

5 Ligadura Banda elastica 1

6 Gradilla Metalica 1

7 Guantes 2

8 Piseta 1

9 Tubos de vidrio 13x 100 mm 2

10 Tubos de vidrio 12X 75 mm 2

2 Laminas concaba 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m
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_
1 Cloruro de sodio 5mL
2 Suero anti A 1 ml
3 Suero anti B ml
4 Suero anti D ml

2.1 Prepara los materiales necesarios.

2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

Indicaciones/instrucciones:

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario

5. Procedimientos:

Marcar 4 tubos 12 x 75 mm, A, B, O y C (control)
Dispensar en cada uno dos gotas de suero problema.

Agregar a cada tubo correspondiente una gota de globulos rojos A, B, O y para el

control.

Centrifugar todos los tubos por 15 segundos a 3400 rpm

Leer. observar si hay hemolisis y/o aglutinacién en los tubos correspondientes,
gradudndolos en cruces 1+, 2+, 3+ y 4+, de acuerdo a la intensidad de la reactividad.

Interpretar los resultados.
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11. Cuestionario

» Mencione los fundamentos.
> ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

12.Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicion. Madrid
Espafia.
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CUARTA UNIDAD
Guia de laboratorio N° 12:
PRUEBA de H. pylori
SECCION 1 Docente:
Fecha:...../......]....... Duracion: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de prdctica para analizar la prueba, luego interpreta los resultados

1. Propésito /Objetivo_:

e Demostrar la presencia o ausencia de anticuerpos contra H. Pylori por método de
inmunocromatograficos.

2. Fundamento Teédrico

La Prueba de H. pylori en Un Solo Paso en Placa (Suero/Plasma) es una inmunoprueba
cualitativa basada en el dispositivo de membrana, para la deteccion de anticuerpos H. pylori en
suero y plasma. En este procedimiento de la prueba el IgG anti-humano se inmoviliza en la
region correspondiente a la linea de la prueba del dispositivo. Después la muestra se agrega al
pozo de la placa, este reacciona con el antigeno H. pylori recubierto con particulas en la
prueba. La mezcla migra cromatograficamente a lo largo de la placa de la prueba e interactda
con el IgG anti-humano inmovilizado. Si la muestra contiene anticuerpos H. pylori una linea
coloreada aparecera en la regién de la linea de prueba indicando un resultado positivo. Si la
muestra no contiene H. pylori, no aparecera ninguna linea coloreada en esta region indicando
un resultado negativo. Como un procedimiento de control, siempre aparecera una linea roja
en la regidon de la linea de control si la prueba ha sido realizada correctamente. Si no aparece la
linea coloreada en la linea de control, los resultados no son validos.

SIGNIFICACION CLIiNICA

El H. pylori es una bacteria pequena de forma espiral que vive en la superficie del estémago y
duodeno. Esta implicada en la etiologia de una variedad de enfermedades gastrointestinales
incluyendo cancer duodenal y gdstrico, gastritis crénica y activa. Muestras subordinadas vy
costosas a Métodos de diagndstico invasivos incluyen biopsias gdstricas o duodenales seguidas
por pruebas de ureasa (presuntiva), cultivos y/o coloraciones (tefiido) histoldgicos. Las
técnicas no invasivas incluyen la prueba de aliento de urea, la cual requiere equipos de
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laboratorio costosos y una exposicion moderada a la radiacion y métodos seroldgicos. Los
individuos infectados con H. pylori desarrollan anticuerpos, los cuales se correlacionan
fuertemente con la infeccidn de H. pylori confirmada histolégicamente. La Prueba de H. pylori
en Un Solo Paso en Placa (Suero/Plasma) es una prueba sencilla que utiliza una combinacion
de antigenos de H. pylori recubiertos por particulas e IgG antihumano para que cualitativa y
selectivamente detecte anticuerpos H. pylori en suero o plasma.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 micropipeta 10- 50 ul 1

3 micropipeta 50- 100 ul 1

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Tubos para toma de con anticoagulante 1
muestra

3 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

4 algodon En torundas 2

5 ligadura Banda elastica 1

6 gradilla Metalica 1

7 guantes 2

3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad

m

1 antigenos H. pylori 5mL
recubiertos en particulas e
IgG anti-humano

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.
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2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario
5. Procedimientos:

Deje que la placa, la muestra de suero o plasma, y/o los controles a temperatura ambiente
estable (15-30°C) antes de la prueba. 1. Lleve el empaque individual de la prueba a
temperatura ambiente antes de abrirlo. Saque la prueba del empaque individual sellado y
utilicelo tan pronto como sea posible. 2. Coloque la prueba en una superficie nivelada y limpia.
Sujete el gotero verticalmente y transfiera tres gotas de suero o plasma (aproximadamente
100 pl) al pozo de la placa (S) de la prueba y empiece a tomar el tiempo. Evite burbujas de aire
en el pozo de la placa (S). Vea las instrucciones abajo. 3. Espere hasta que aparezca la linea
roja. El resultado debe ser leido a los 10 minutos. No lea el resultado después de 20 minutos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

3 Gotas de Suero o Plasma

H.pylori

(1]

»66 6 B0

Positivo Negativo No valido

—

\ 4
s GC'O'
uopidy
—
¥
)
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POSITIVO:* Aparicion de dos lineas rojas distintas. Una linea roja debe estar en la regién de la
linea de control (C) y la otra linea roja debe estar en la region de la linea de prueba (T). *NOTA:
La intensidad del color rojo en la regién de la linea de prueba (T) variard dependiendo de las
concentraciones de los anticuerpos H. pylori presentes en la muestra. Por consiguiente,
cualquier oscurecimiento de la regidn de la linea roja de prueba se debe considerar como
positivo. NEGATIVO: Una linea roja aparece en la regién de la linea control (C). No aparece
ninguna linea aparentemente ni roja ni rosada en la regién de linea de prueba (T). NO VALIDO:
La linea (C) de control no aparece. Las razones mas probables para que falle la linea de control
es que el volumen de muestra sea insuficiente o que las técnicas de procedimiento no se
realizaron en forma adecuada. Revise el procedimiento y repita la prueba con un nueva placa
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de prueba. Si los problemas persisten, no siga utilizando la placa d
distribuidor local. CO

(=

14. Cuestionario

» Mencione los fundamentos.
» ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

15.Conclusiones

e prueba y contacte su

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid

Espana.
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Guia de laboratorio N° 13

ENSAYO INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

SECCION 1 Docente:

Fecha:....../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de practica para analizar la prueba, luego interpreta los resultados

1. Propdsito /Objetivo_:

e Realizar pruebas por métodos de ELISA.

2. Fundamento Teoérico

La técnica ELISA (ensayos de inmunoabsorbencia ligada a enzimas) se basa en la deteccion
de un antigeno inmovilizado sobre una fase solida mediante anticuerpos que directa o
indirectamente producen una reaccion marcada enzimaticamente cuyo producto, puede ser
medido espectrofotométricamente. La cantidad de antigeno se determina comparando la
curva estandar generada con cantidades conocidas del antigeno. Ventajas: versatil, robusto,
simple en su realizacion, emplea reactivos econdomicos y consigue, mediante el uso de la fase
solida, de una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre, es facil de
adaptar a analizadores automaticos. Este se caracteriza por ser un método cuantitativamente
exacto por la medicion de la velocidad de la reaccion y la duracion de la reaccion en un
instante fijo unico Desventajas: para adaptarlo a analizadores automaticos se necesitan de
reactivos muy purificas, lo que aumenta el costo de las pruebas.

Fases de un ensayo ELISA
Las 4 fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

Unidn del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La union de anticuerpos o antigenos se
realiza con facilidad a la superficie de plasticos tratados que tienen gran afinidad por
proteinas. Generalmente este paso ya no se realiza debido a que los kits comerciales ya lo
traen.

yats
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Formacién de una o mas capas de inmunocomplejos: Se realiza al agregar la muestra del
paciente que contiene los antigenos o anticuerpos a detectar. En el caso del antigeno unido a
la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado (ELISA directo) o
empleando un anticuerpo primario anti-antigeno y un secundario anti primario marcado
(ELISA indirecto). Este segundo método permite la amplificacion de la sefial al poderse unir

uno o mas anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso del anticuerpo
unido a la placa se incuba con una mezcla de antigeno y antigeno marcado. Se ensayan
diferentes relaciones de antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno marcado. Es el
ensayo de competicion del antigeno.

Conjugado: Se agrega un anti-anticuerpo ligado a una enzima (fosfatasa o peroxidasa) que se
une al inmunocomplejo que ya se ha formado.

Revelado de la reaccion enzimatica. Después de un lavado para eliminar todas las moléculas
marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos se afiade el sustrato enzimatico en
solucion (cromogeno). Se deja reaccionar y se lee la densidad optica (D.O.) mediante

espectrofotometria.
15J v ”-,’\.
& 4 L&Y
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Tipos de ensayos ELISA

Se han desarrollado multiples variantes de ensayos ELISA que permiten desde la
cuantificacion de un antigeno en solucion, la deteccion de un anticuerpo en una solucion por
ejemplo en el clonaje de anticuerpos monoclonales, o la determinacion de la subclase
(idiotipo) de un anticuerpo. A continuacion se describen los mas comunes. La version mas
comun de ELISA es el ensayo sandwich.

uvcontinental.edu.pe | 67



_
=

Ensayo directo: (Ensayo ELISA simple de dos capas). Las placas ELISA se preparan
recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se sospecha se encuentra el antigeno.
Se incuban con anticuerpos marcados. Indican la presencia de antigeno en la solucion
analizada. Es necesario incluir controles negativos que seran muestras del mismo tipo de las
analizadas (sangre, orina, etc.) pero en las que se tenga la certeza de la ausencia del antigeno
buscado. Asimismo, se incluyen controles positivos (soluciones donde se encuentra el
antigeno buscado, o bien se le ha afiadido).

Tipos de ensayos ELISA Se han desarrollado multiples variantes de ensayos ELISA que
permiten desde la cuantificacion de un antigeno en solucion, la deteccion de un anticuerpo en
una solucion por ejemplo en el clonaje de anticuerpos monoclonales, o la determinacion de
la subclase (idiotipo) de un anticuerpo. A continuacidn, se describen los mas comunes. La
version mas comun de ELISA es el ensayo sandwich.

Ensayo directo: (Ensayo ELISA simple de dos capas). Las placas ELISA se preparan
recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se sospecha se encuentra el antigeno.
Se incuban con anticuerpos marcados. Indican la presencia de antigeno en la solucion
analizada. Es necesario incluir controles negativos que seran muestras del mismo tipo de las
analizadas (sangre, orina, etc.) pero en las que se tenga la certeza de la ausencia del antigeno
buscado. Asimismo, se incluyen controles positivos (soluciones donde se encuentra el
antigeno buscado, o bien se le ha afiadido).

Ensayo sandwich: (Ensayo de captura de antigeno y deteccion mediante inmunocomplejos).
Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el pocillo con un primer anticuerpo
anti-antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la muestra problema en la
que se encuentra el antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer
anticuerpo. Después de un segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una
solucion con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi pues, cada molécula de
antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al
menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a la
amplificacion de sefial que permite el segundo anticuerpo.

Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 micropipeta 10- 50 ul 1

3 micropipeta 50- 100 ul 1

4 Lector de elisa

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Tubos para toma de con anticoagulante 1
muestra

3 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

4 algodon En torundas 2

5 ligadura Banda elastica 1
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6 gradilla Metalica 1
7 guantes 2
3.2. Reactivos
Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m
1 Kit de HIV por elisa 5mL

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.
2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario
5. Procedimientos:

Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente. Organizar y
etiqueta con el numero necesario de tiras.

- Anadir 100 uL control positivo, control negativo y suero de paciente por
duplicado en los pocillos.

o Pozos B1,C1y D1: Co Pozos E1y F1: C+

0 Pozos G1y H1: Mx 1

- Anadir 50 ul de conjugado en los pozos B1 al H2. Cubrir con cinta
adhesiva. Mezcle suavemente. Incubar durante 90 minutos a 37°C.

- Lavar llenando cada pozo con 350 uL de solucién de lavado. Repetir el
procedimiento 5 veces

- Anadir 100 ul de cromdgeno (sustrato) a los pozos A1 a H1. Mezcle

suavemente. Cubrir con cinta adhesiva e incubar 30 minutos protegidos de la
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- Afiada 50 ul de solucion de parada a los pozos A1 a H1. Si el cambio de color no

parece uniforme, golpee suavemente la placa para que se mezcle bien.

17. Cuestionario

» Mencione los fundamentos.
» ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

18.Conclusiones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicién. Madrid

Espana.
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Guia de laboratorio N° 14:
MARCADORES TUMORALES
SECCION 1 Docente:
Fecha:...../......]....... Duracién: 180 minutos

Instrucciones: Lee la guia de practica para analizar la prueba, luego interpreta los resultados

1. Propdsito /Objetivo_:

e Reconocer los diferentes tipos de marcadores tumorales.

2. Fundamento Teoérico

Los marcadores tumorales son sustancias bioldgicas o bioquimicas producidas o inducidas
por las células tumorales o por el organismo en respuesta a su presencia. Aunque las
presencias de niveles elevados de marcadores tumorales sugieren la presencia de un proceso
neoplasico, es necesario confirmar la presencia del mismo mediante otras técnicas
diagndsticas (por ejemplo, biopsia o pruebas de imagen). No obstante, tras el diagndstico se
inicia una nueva fase en la historia de una neoplasia, en la que es necesario obtener la
maxima informacidn posible para establecer el pronostico, fijar el tipo de terapia adecuada,
controlar la evolucion clinica y establecer la eficacia del tratamiento, es en estas etapas
donde los marcadores tumorales son de indudable utilidad para suministrar al clinico
informacién fiable que ayude en la toma de decisiones terapéuticas. Para poder obtener la
maxima informacion de los marcadores tumorales es imprescindible el planteamiento de
estudios en el seno de grupos multidisciplinares para estandarizar los protocolos de uso de
marcadores tumorales. El objetivo de este trabajo es ayudar a los profesionales a la toma de
decisiones en base a la determinacion de marcadores tumorales de acuerdo con los estudios
basados en la evidencia.
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MARCADOR

FALSOS POSITIVOS

INDICACIONES

Enfermedades hepatobiliares
Embarazo

Carcinoma hepatocelular

AFP Tumores germinales de testiculo y ovario
Neonatos Céncer gastrico
Ataxia-Telangiectasia g
BHCG Insuficiencia renal Tumores trofobldsticos
Gestacién Tumores germinales de testiculo y ovario
Insuficiencia renal Carcinomas de mama y ovario
CA15.3 Hepatopatias Incrementos en NCICP
Anemia megaloblastica Linfomas
Pancreatitis, colestasis
CA1 Insuficiencia renal, Hepatopatias Neoplasias digestivas (especialmente pancreas)
99 Patologia gastrointestinal Carcinoma mucinosos de ovario
Endometriosis
Derrames serosos Carcinoma ovdrico
CA 125 Hepatopatias Carcinoma de endometrio
Insuficiencia renal Carcinoma pulmonares
Fumadores, hepatopatia
CEA Insuficiencia renal Neoplasias epiteliales (especialmente mama,
Colitis ulcerosa pulmén tiroides, digestivas)
Enfermedad de Crohn
Insuficiencia renal, sepsis
Cromogranina A Gastritis atréfica Tumores neuroendocrinos
Neumonia
Cirrosis hepatica . -
S5 nep Neoplasias epiteliales
Insuficiencia renal .
Cyfra 211 P Mesotelioma
Hepatopatis .
- . s Algunos linfomas y sarcomas.
Patologia cutanea sistémica
Hepatopatia
Her2-Neu Insuficiencia renal Céncer de mama

Patologia ginecoldgica
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TUMORAL NORMAL FRC;?EAVBAI[J)EAD
(>95%)
AFP <10 ng/ml >75 ng/mi
CA15.3 <35 U/ml >100 ng/ml
CA19.9 <37 U/mi >1000 ng/ml
CA 125 <35 U/ml >500 ng/ml
CEA <5 ng/ml >25 ng/ml
Cyfra 21.1 <3,3ng/ml >20 ng/ml
Her2-Neu <15U/ml >30 ng/ml
Heg4 <150 pmol/l >450 pmoll/l
PSA <4 ng/ml >20 ng/ml
SCC <2,5 ng/ml >5 ng/ml
NSE <25 U/ml >35 U/ml

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Item | Equipo Caracteristica Cantidad

1 centrifuga 1

2 micropipeta 10- 50 ul 1

3 micropipeta 50- 100 ul 1

4 Lector de elisa

3.2. Materiales

Item | Material Caracteristica Cantidad

1 Tubos para toma de sin anticoagulante 1
muestra

2 Tubos para toma de con anticoagulante 1
muestra

3 Agujas N° 21 para Extraccion al vacio 1
extraccion al vacio

4 algodon En torundas 2
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5 ligadura Banda elastica 1
6 gradilla Metalica 1
7 guantes 2
3.2. Reactivos
Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m
1 Kit de PSA por elisa 5mL

4. Indicaciones/instrucciones:

2.1 Prepara los materiales necesarios.
2.2 Recuerda tomar la muestra de sangre sin anticoagulante

2.3. Anota los resultados e interpreta los resultados, ademas desarrolla el cuestionario
5. Procedimientos:

Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente. Organizar y
etiqueta con el numero necesario de tiras.

- Anadir 100 uL control positivo, control negativo y suero de paciente por
duplicado en los pocillos.

0 Pozos B1,C1y D1: Co Pozos E1y F1: C+

0 Pozos G1y H1: Mx 1

- Anadir 50 ul de conjugado en los pozos B1 al H2. Cubrir con cinta
adhesiva. Mezcle suavemente. Incubar durante 90 minutos a 37°C.

- Lavar llenando cada pozo con 350 uL de solucion de lavado. Repetir el
procedimiento 5 veces

- Anadir 100 ul de cromdgeno (sustrato) a los pozos A1 a H1. Mezcle
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suavemente. Cubrir con cinta adhesiva e incubar 30 minutos protegidos de la

luz.

- Ahada 50 ul de solucién de parada a los pozos A1 a H1. Si el cambio

de color no

parece uniforme, golpee suavemente la placa para que se mezcle bien.

20. Cuestionario

» Mencione los fundamentos.
> ¢ Qué utilidad tiene la prueba?

21.Conclusiones

7

£
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22.Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Abbas A., Lichtman A., (2015) Inmunologia celular y molecular. — octava edicion. Madrid

Espafa.
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