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Guia de practica 2
Manejo de animales de experimentacion

Seccion: .................. APellidosS Y NOMDIES: .......oiiiiiiiiiiiee e

DOCENLE: ... Fecha: ....... [, /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3-4)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

Tema

Manejo de animales de experimentacién (conejo, cobayo, ratén al-
bino y cuy).

. Objetivo

Realizar el manejo de animales de experimentacién, conocer las
vias de inoculacién y las leyes peruanas de manejo para produccién

de biolégicos como anticuerpos especificos.

Equipos y materiales

A. Biolégico
* Conejo macho adulto de la raza Nueva Zelanda
* Cuy andino de tamafo mediano
* Ratén albino
B. Médico clinico
* Sujetadores

* Mesas de superficies lisa

(®)]
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* Torundas de algodén

* Alcohol al 70 % 0 96 %

e Xilol
C. De campo

* Alimento comercial para conejos en etapa adulta

e Jaulas metdlicas o de cartén

* Alimento natural para animales de experimentacién
D. De laboratorio

* Frascos de vidrio

* Refrigerador

* Centrifuga clinica a 5000 rpm

* Jeringa hipodérmica tuberculina

IV. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

V. Procedimiento experimental

El conejo es un mamifero roedor que en libertad se alimenta exclu-
sivamente de hierbas y granos; su cuerpo esté cubierto por un pelo
espeso y suave. Los conejos tienen un temperamento asustadizo,
son propensos al pdnico, por eso su trato y transporte debe ser

cuidadoso. Cuando se encuentran nerviosos pueden arafar con los
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miembros posteriores, excepcionalmente, llegan a morder. Cuando
se aloja a varios machos juntos en un periodo prolongado, por ins-

tinto tienden a pelearse por una jerarquia.

Los conejos pueden ser empleados para muchos propdsitos, entre

ellos:

- Para sangrado o inyecciones endovenosas se prefiere razas de

orejas grandes.
- En la determinacién de pirégenos de preparados farmacéuticos.
- En la preparacién de antisueros.
- Para pruebas de toxicidad de drogas y productos biolégicos.
- Pruebas rutinarias de diagnéstico.

- Prueba de irritantes cutdneos y oculares, debido a su alta sensi-

bilidad para estos productos.

- Enla investigaciéon de cirugia cardiovascular y estudios de hiper-
tensién, enfermedades infecciosas, teratologia, arteriosclerosis y

serologia.

- El conejo es apropiado para estudios sobre reproduccién, pues
la ovulacidén no es espontdnea, no hay anestro estacional, la ges-
tacién es corta y el semen se puede recolectar fécilmente. Se

usan para el estudio de anticonceptivos orales.

- En investigacién de enfermedades infecciosas e inmunolégicas,

por la alta y calidad y cantidad de sus anticuerpos.

- También se usan en serologia y para screening de agentes em-

briolégicos y teratogénicos.

(00]
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- Entre otras aplicaciones también son usados para cria de moscas

tsé-tsé.

- También se utiliza con fines pedagégicos para anatomia, fisio-
logia experimental, nutricién, reproduccién, embriologia, etc.
Centro Nacional de Productos Biolégicos / INS 10 Es preferible
utilizar razas medianas, ya que las pequenas tienen orejas ex-
tremadamente cortas y las inoculaciones se hacen dificultosas.
Por otro lado, las razas muy grandes son dificiles de manipular,

ademds de ocupar cajas mds grandes y consumir mds alimentos.

V1. Manejo diario

Alimentacion

Los animales deben ser alimentados con dietas apetitosas, no-con-
taminadas y nutricionalmente adecuadas, diariamente o segin sus
requerimientos particulares, a menos que el protocolo en el que
estén siendo empleados lo demande de otra manera. Los gerentes
de las colonias de animales deben emplear su buen juicio al com-
prar, transportar, almacenar y manipular los alimentos para reducir
al minimo la introduccién de enfermedades, parésitos y vectores
potenciales de enfermedades (por ejemplo, insectos y otras plagas)

y contaminantes quimicos a las colonias animales.

Agua

Diariamente, los animales deben tener acceso a agua potable no
contaminada y segUn sus necesidades particulares. La calidad y de-
finicién de agua potable puede variar segin la localidad (Homber-
ger y otros, 1993). Puede ser necesaria la determinacién periédica

del pH, dureza y contaminacién quimica y microbiolégica para ase-
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gurar que la calidad del agua es aceptable, especialmente si los
componentes normales del agua de una localidad dada pueden
influir en los resultados del estudio en que se use esa agua. Cuan-
do los protocolos experimentales requieren agua altamente pura,
se le puede tratar o purificar para eliminar o reducir al minimo la
contaminacién. Se debe considerar cuidadosamente la seleccién del
tratamiento del agua porque muchas de ellas tienen el potencial de
causar alteraciones fisioldgicas, cambiar la microflora o alterar los
resultados experimentales (Fidler, 1977; Hall y otros, 1980; Her-
mann y otros, 1982; Homberger y otros, 1993). Por ejemplo, la
clorinacién del agua suministrada puede ser Util para algunas espe-
cies, pero téxico para otras (por ejemplo, animales acuéticos). Los
utensilios para dar de beber, tales como las pipetas de los bebede-
ros y las vélvulas automdticas, se deben revisar diariomente para

verificar un adecuado mantenimiento, limpieza y operacién.

En ocasiones, los animales tienen que ser entrenados a utilizar los
componentes de los sistemas de provision automdética. Es mejor
cambiar bebederos que rellenarlos, debido a la potencial contami-
nacién microbiolégica cruzada; pero en caso de rellenar bebederos
se debe tener cuidado de regresarlos a la misma jaula de donde
fueron tomados.

Técnica

1. Se toma a cada uno de los animales para su demostracién expli-
cando el correcto manejo y transporte de los conejos

2. Se presenta al ratén albino para su conocimiento y cémo se debe

manejar para cada propédsito de uso en el laboratorio

3. Se tomay se presenta al Hdmster en el manejo y desplazamiento

para cada fin del manipuleo del animal de experimentacién.

—
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4. Se presenta al cobayo o cuy para demostrar su manejo y cuida-
do toda vez que el animal se utilizard para extraccién del bazo y

ganglios periféricos.

5. Se recomienda los cuidados de cada animal durante su manejo

y uso en el Laboratorio de Inmunologia Especial.

Conejos albinos raza Nueva Zelanda

Ratones albinos
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Cuye o cobayo raza mestiza

Hé&mster

Recomendaciones para el cuidado del animal

El animal debe tener acceso a agua y comida y debe tener suficiente

cama limpia o érea no obstruida para moverse y descansar.

Siempre que sea apropiado, los animales sociales deben albergarse

en pares o grupos mds que individualmente, suponiendo que ello
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no estd contraindicado por el protocolo en cuestién y no implica un
riesgo a los animales. Dependiendo de una variedad de factores
ambientales y de conducta, los animales en grupos pueden nece-

sitar mayor o menor espacio total por animal que individualmente.

Cuadro. Espacio recomendado para conejos, gatos, perros, primates y aves

Area de piso /

H 2
Animal Peso (kg) animal (m?) Altura (cm?)
Menos de 2 0.14 35.6
Coneios Hasta 4 0.27 35.6
) Hasta 5.4 0.36 356
Mds de 5.4 0.45 o mas 35.6
Gatos Menos o igual a 4 0.27 61.0
Mds de 4 0.36 0 mds 61.0
Menos de 15 0.72 -
Perros (1) Hasta 30 1.08 -
Mds de 30 0 omads -
Palomas (2) - 0.072 -
Codornices (2) - 0.022 -
Menos de 0.25 0.022 -
Hasta 0.5 0.045 -
Gallinas (2) Hasta 1.5 0.09 -
Hasta 3.0 0.18 -
Mds de 3.0 0.27 o mds -

(1) Estas recomendaciones pueden requerir modificaciones debido a la conformacion
corporal de los animales. Se recomienda que la altura de la jaula permita al animal
permanecer en una posicién comoda y que el drea minima del piso sea igual al
cuadrado de la suma de la longitud del perro en metros (de la punta de la nariz a
la base de la cola) mas 0.15 m.

(2) Laaltura de la jaula debe ser suficiente para permitir al animal permanecer erecto
con sus patas sobre el piso.

Todo transporte de animales, incluyendo el transporte interinstitu-
cional, debe planearse para minimizar el tiempo de transito y el
riesgo de zoonosis, proteger contra los extremos ambientales, evitar

el hacinamiento, proveer comida y agua si es indicado y proteger
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contra traumas fisicos. Es inevitable cierto estrés relacionado con el

transporte, pero se puede reducir atendiendo estos factores.

Una vez ya entendido el manejo de los animales se procede a la

técnica:

* Manejar al conejo y colocarlo en posicién declbito ventral, su-
jetarlo bien, para exponer la parte de las orejas, desinfectar con
torunda de algodén con alcohol al 70 % o 96 % la regién externa

de la oreja.

VII. Resultados

Los resultados que esperamos obtener deben tener en cuenta de
que la dilucién que muestre la aglutinacién se expresa como el titulo
reciproco de la dilucién mayor, de esta manera debemos observar
la presencia de aglutinacién que puede presentarse de leve a inten-
sa expresada como 1+, 2+, 3+ y 4+ en los primeros dos a tres
minutos, dependiendo de la respuesta inmune del animal, por otra
parte, esta puede desaparecer en la forma alterna de dilucién del
suero en la dilucién mayor debido a una respuesta intensa manifes-

tdndose el fendmeno de zona.

Se recomienda realizar la prueba de aglutinaciones en ambientes

donde la temperatura oscile entre 20 y 22 °C.

VIII. Conclusiones
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IX. Referencias
Office of the Federal Register National and Records Administration.
(1992). Code of Federal Regulations. Title 9, Animals and Animal

Products. Government Printing Office.

Schaumburg, 1. (1995). In veterinary technology: AVMA, Membership
Directory and Resource Manual (44" ed., pp. 236-240.). AVMA.

Smith, A. (1988). Temas seleccionados sobre medicina de animales de
laboratorio: El ratén (3.° ed.). Centro Panamericano de Fiebre

Aftosa y OMS.

Tur-Mari, J. A. y Orellana-Muriana, J. M. (Eds.). (2000). Animal
research and welfare: a partnership. FELASA-ICLAS Joint Meetitn,
7th symposium, Palma de Mallorca 26-28 May 1999. Laboratory

Animals.
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Guia de practica 3
Proceso de inmunizacién en animales de experimentacion activando
respuesta inmune humoral y celular

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDBIES: ......oiiiiiiiiiiiiicc e
DOCENTE: ...iiiieiiiiiie ettt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3-4)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Discrimina el comportamiento de los antigenos mediante un proce-

so de inmunizacién en animales de experimentacién.

Il. Equiposy materiales

A. Biolégico
* Conejo macho adulto de la raza Nueva Zelanda
* Antigeno inactivado de... suspensién de glébulos rojos al 5 %

B. Médico clinico

Jeringas desechables de 1.0 ml, con agujas calibre 24 y 26
pulgadas

Torundas de algodén

Alcohol al 70 % o0 96 %

* Tubos estériles sin anticoagulante
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C. De campo
* Alimento comercial para conejos en etapa adulta

* Jaulas metdlicas

D. De laboratorio
* Congelador -20 °C
* Refrigerador
* Centrifuga clinica a 5000 rpm
* Luz para aglutinaciones
e Termoémetro de 0 a 100 °C
e Solucién salina

e Crioviales

lll. Notas de seguridad

Respetar las normas de bioseguridad. Ademds, contar con los con-

tenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

El desarrollo de la respuesta inmune humoral y celular tiene
como consecuencia la produccidon de anticuerpos y activacion
de linfocitos TCD4 cooperadores, TCD8, como respuesta del
organismo a un antigeno inactivado, ya sea por métodos fisicos

o quimicos para elaborar cierto tipo de vacunas. Los antigenos no
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inactivados se denominan antigenos activos modificados ya que
han sido modificados en su virulencia y patogenicidad mediante
procedimientos de laboratorio, pero conservan su viabilidad para

multiplicarse al ser aplicados como vacunas en los animales.

El desarrollo de la respuesta inmune se caracteriza por dos fases: una
respuesta o fase primaria y una respuesta secundaria o de memoria.
El modelo de laboratorio desarrollado en conejo donador y ante
el tipo de antigeno utilizado en esta prdctica pretende ilustrar el
desarrollo de estas fases y la posterior determinacién de los niveles
séricos de anticuerpos en los diferentes dias durante el periodo de

observacién experimental.

Para ello debemos seguir los siguientes pasos:

Recomendaciones para el cuidado del animal

El animal debe tener acceso a agua y comida y debe tener su cama
limpia o el drea no obstruida para moverse y descansar.

Siempre que sea apropiado, los animales sociales deben albergarse
en pares o grupos més que individualmente, suponiendo que ello
no estd contraindicado por el protocolo en cuestién y no implica un
riesgo a los animales. Dependiendo de una variedad de factores
ambientales y de conducta, los animales en grupos pueden necesitar

mayor o menor espacio total por animal que individualmente.

—
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Cuadro. Espacio recomendado para conejos, gatos, perros, primates y aves

Area de piso /

H 2
Animal Peso (kg) animal (m2) Altura (cm?)
Menos de 2 0.14 35.6
Coneios Hasta 4 0.27 35.6
) Hasta 5.4 0.36 356
Mds de 5.4 0.45 o mds 35.6
Gatos Menos o igual a 4 0.27 61.0
Mds de 4 0.36 0 mds 61.0
Menos de 15 0.72 -
Perros (1) Hasta 30 1.08 -
Mdas de 30 0 omads -
Palomas (2) - 0.072 -
Codornices (2) - 0.022 -
Menos de 0.25 0.022 -
Hasta 0.5 0.045 -
Gallinas (2) Hasta 1.5 0.09 -
Hasta 3.0 0.18 -
Mds de 3.0 0.27 o mds -

(1) Estas recomendaciones pueden requerir modificaciones debido a la conformacion
corporal de los animales. Se recomienda que la altura de la jaula permita al animal
permanecer en una posicién cémoda y que el drea minima del piso sea igual al
cuadrado de la suma de la longitud del perro en metros (de la punta de la nariz a la
base de la cola) mas 0.15 m.

(2) La altura de la jaula debe ser suficiente para permitir al animal permanecer erecto

con sus patas sobre el piso.

Todo transporte de animales, incluyendo el transporte intrainstitu-
cional, debe planearse para minimizar el tiempo de transito y el
riesgo de zoonosis, proteger contra los extremos ambientales, evitar
el hacinamiento, proveer comida y agua si es indicado y proteger
contra traumas fisicos. Es inevitable cierto estrés relacionado con el

transporte, pero se puede reducir atendiendo estos factores.

Una vez ya entendido el manejo de los animales se procede a la

técnica:

19
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* Manejar al conejo y colocarlo en posicién declbito ventral, su-
jetarlo bien, para exponer la parte de las orejas, desinfectar con
torunda de algodén con alcohol al 70 % 0 96 % la regién externa
de la oreja.

CONEJO

VEMNA MARGINAL DE LA OREJA

20
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* Extraer aproximadamente 5.0 ml de sangre por puncién de la
vena marginal de la oreja y colocar la muestra en tubo estéril y
dejar que coagule para centrifugar la muestra de sangre a 2500
rpm durante 10 minutos y obtener posteriormente el suero bajo

condiciones de esterilidad en criovial estéril.

* Entubos, obtener 5 ml de sangre el dia 7, 10,13y 15 y procesar
el suero como se mencioné arriba para obtener el suero y
distribuirlo en alicuotas en crioviales estériles con la identificacién

de la fecha correspondiente.

* Congelar las muestras a -20 °C.

V. Resultados

Los resultados que esperamos obtener sueros limpidos libre de he-
molisis de un volumen no menor de 5 ml para utilizar en la prdctica
de titulaciéon de anticuerpos a partir de sueros concentrados reali-
zando diluciones seriadas guardando a una congeladora de -20 °C

hasta el dia de la siguiente practica.

VI. Conclusiones

VII. Referencias
Canadian Council on Animal Care. (1980). Guide to the care and use
of experimental animals (Vol. 1). Canadian Council on Animal

Care.
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Kindt, T.J., Goldsby, R. A., & Osborne, B.A. (2007). Inmunologia de
Kuby (6." ed.). McGraw-Hill.

Tizard, |. R. (2004). Veterinary immunology, an introduction (6™ ed.).

Elsevier.
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Guia de practica 4
Proceso de inmunizacion |l en animales de experimentacion
activando respuesta inmune humoral y celular

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDBIES: ......oiiiiiiiiiiiiicc e
DOCENTE: ...iiiieiiiiiie ettt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Obijetivo

Discrimine el comportamiento de los antigenos mediante un proce-
so de inmunizacién en animales de experimentaciéon. Observe cam-

bios fisiolégicos en el animal de experimentacién.

Il. Equiposy materiales

A. Biolégico

* Conejo macho adulto de la raza Nueva Zelanda

* Antigeno inactivado de suspension de glébulos rojos al 5 %
B. Médico clinico

» Jeringas desechables de 10 ml, con agujas calibre 24 y 26

pulgadas
* Torundas de algodén

e Alcohol al 70 % o0 96 %

* Tubos estériles sin anticoagulante

23
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C. De campo
* Alimento comercial para conejos en etapa adulta
e Jaulas metdlicas
D. De laboratorio
* Congelador -20 °C
* Refrigerador
* Centrifuga clinica a 5000 rpm
* Luz para aglutinaciones
* Termdémetro de 0 a 100 °C
* Solucién salina

e Crioviales.

Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

. Procedimiento experimental

El desarrollo de la respuesta inmune humoral y celular tiene como
consecuencia la produccién de anticuerpos y activacién de linfocitos
TCD4 cooperadores, TCD8, como respuesta del organismo a un
antigeno inactivado, ya sea por métodos fisicos o quimicos para
elaborar cierto tipo de vacunas. Los antigenos no inactivados se
denominan antigenos activos modificados ya que han sido modifi-
cados en su virulencia y patogenicidad mediante procedimientos de
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laboratorio, pero conservan su viabilidad para multiplicarse al ser

aplicados como vacunas en los animales.

El desarrollo de la respuesta inmune se caracteriza por dos fases: una
respuesta o fase primaria y una respuesta secundaria o de memoria.
El modelo de laboratorio desarrollado en conejo donador y ante
el tipo de antigeno utilizado en esta prdctica pretende ilustrar el
desarrollo de estas fases y la posterior determinacién de los niveles
séricos de anticuerpos en los diferentes dias durante el periodo de

observacién experimental.

Para ello, debemos seguir los siguientes pasos:

. Preparacion de Suspension de Globulos rojos al 5 %

Técnica

1. Se toma sangre total anticoagulada con CPDA 1 del grupo Ay B,

respectivamente. En un tubo de tamano de 13 X 100 mm.
2. Agregar c.s.p. tubo lleno de cloruro de sodio al 0,9 %.

3. Centrifugar a 2500 rpm durante 3 minutos y decantar el sobre-

nadante.
4. Repetir por tres veces el lavado.

5. Finalmente preparar la suspensién de glébulos rojos al 5 %
agregando en tubo limpio y seco 01 una gota de glébulos rojos
puros y lavados completando con 19 gotas de cloruro de sodio
al 0,9 %

6. Inocular al conejo la dosis segin el dia que corresponde.

25
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Recomendaciones para el sangrado del animal

Manejar al conejo y colocarlo en posicién dectbito ventral, su-
jetarlo bien, para exponer la parte de las orejas, desinfectar con
torunda de algodén con alcohol al 70 % o 96 % la regién externa

de la oreja.

Figura 1. Sangria en conejo a través de la arteria central de la oreja.

Nota: A la izquierda se sefialan la arteria central (A), utilizada para la
sangria, y la vena marginal (V), utilizada para la inyeccién intravenosa. A
la derecha se muestra la forma para realizar la puncion de la arteria, en
forma muy superficial, con una aguja calibre 22 o 20 sin jeringa. La sangre
se recoge por goteo libre en un tubo.

Extraer aproximadamente 5.0 ml de sangre por puncién de la
vena marginal de la oreja y colocar la muestra en tubo estéril y
dejar que coagule para centrifugar la muestra de sangre a 2500

rpm durante 10 minutos y obtener posteriormente el suero bajo

condiciones de esterilidad en criovial estéril.
* Extraer en los dias 7,10,13 y 15 del proceso de inmunizacién.

* Congelar las muestras a -20 °C a una congeladora vertical.
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* Guardar los 4 sueros colectados previamente rotulados e identi-

ficados en los dias de los sangrados.

Cuadro. Pasos para la obtencion de un antisuero mediante inmunizacion.

1 2 3 4 5 6
Preparacion  Inmunizacion  Seguimientoy  Sangria final  Evaluacion del  Purificacion
del evaluacion de antisuero de los
inmunoégeno la respuesta anticuerpos
(sangrias de de interés
prueba)

VI. Resultados
Crioviales debidamente identificados con un volumen no menor de
0.5 ml por cada frasco, las muestras no deben presentar hemélisis
lipemia se debe congelar a una temperatura menor o igual a -20 °C
en una congeladora vertical del servicio de inmunologia y/o labora-

torio de la universidad.

VII. Conclusiones
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Guia de practica 5
Evaluacion de inmunizacion mediante titulacién de anticuerpos

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e

DOCENEE: ...t Fecha: ....... [, /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

Objetivo
Calcular la cantidad de Anticuerpos producidos por el sistema
inmunolégico humoral del conejo, el cual fue previamente inoculado

con antigenos en diferentes concentraciones y dosis seriadas durante
15 dias.

. Equipos y materiales

Biolégico

* Muestras de sangre tomadas el dia 7, 10, 13 y 15 posterior a

la inoculacién.
* Preparacién de glébulos rojos al 5% del grupo A
De laboratorio
* Centrifuga clinica a 5000 rpm.
* Luz para aglutinaciones.

* Solucién salina.
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* Tubos.
e Plumén indeleble.

e Gradillas.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

. Procedimiento experimental

La titulacién y deteccién de anticuerpos se hace evidente gracias a
las reacciones de aglutinacién directa en distintos fluidos bioldgicos,
para este caso suero. Es importante destacar que no es posible
determinar la concentracién de Ac sino que, en el mejor de los
casos, serd posible calcular un titulo de Ac. Para ello, se realiza
la centrifugacién de diluciones seriadas del suero del conejo con
cantidades constantes de Ag (glébulos rojos al 5 % del grupo A) y se
elige arbitrariamente como titulo la inversa de la méxima dilucién de
suero que produce aglutinacién visible. En determinadas muestras
en las que existe una gran cantidad de Ac es posible que a diluciones
bajas (es decir, a altas concentraciones de suero) no se observe
aglutinacién. Este fenémeno se denomina efecto “prozona” y se
debe a que en exceso de Ac se forman preferentemente complejos
Ag-Ac solubles (como los formados en la zona de exceso de Ac en la
curva de precipitacién). En este caso, el titulo de Ac sigue siendo la

méxima dilucién de suero que produce aglutinacién visible.
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Procedimiento
Para el suero del séptimo dia de posinoculacién.

e Rotular 10 tubos seriada mente con el nombre de los titulos a

realizar en cada uno de ellos (por ejemplo: 2, V4, etc.)
* Colocarlos en una gradilla en orden ascendente.

* Dispensar en cada uno de ellos 100 ul de CINa.
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* En el primer tubo (1/2) agregar también 100 ul de la suspensién
de Glébulos Rojos al 5 % del grupo A.

* Coger 100 ul del primer tubo y dispensar en el segundo, ho-
mogenizar y volver a coger 100 ul y dispensar en el tercer tubo,

repetir este procedimiento hasta llegar al Gltimo tubo.
* Centrifugar a 3400 rpm X 15 segundos.
* Observar el botén hemdtico y anotar los dils.

Repetir los pasos para las muestras séricas de los dias 10, 13y 15

posterior a la inoculacién.

Resultados

Los resultados que esperamos obtener deben tener en cuenta que
la dilucién que muestre la aglutinacién se expresa como el titulo re-
ciproco de la dilucién mayor, de esta manera debemos observar la
presencia de aglutinacién que puede presentarse de leve a intensa
expresada como 14, 24, 3+ y 4+, tener en cuenta que esta puede
desaparecer en la forma alterna de dilucién del suero en la dilucién
mayor debido a una respuesta intensa manifestdndose el fenémeno

de zona.

Se recomienda realizar la prueba de aglutinaciones en ambientes

donde la temperatura oscile entre 20y 22 °C.

Realizar una curva para observar el pico méximo de dils en base a

los dias que transcurrieron de la inoculacién.

Ejemplo:
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Diluciones

Dias de inoculacién

VI. Conclusiones
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Guia de practica 6
Diagnéstico seroldgico de fiebre tifoidea, sifilis y brucelosis
(antigenos febriles, VDRL, RPR, rosa de Bengala)

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDBIES: ......oiiiiiiiiiiiiicc e
DOCENTE: ...iiiieiiiiiie ettt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Desarrolla las pruebas de laboratorio de inmunologia bésica me-
diante pruebas por principio de aglutinacién comprendiendo la inte-
raccién antigeno y anticuerpo; para el diagndstico de salmonelosis,
brucelosis y sifilis.

Il. Equiposy materiales
Biolégico
* Suero sanguineo.
* Plasma sanguineo.
De laboratorio
e Aglutinoscopio.
* Microscopio binocular.

* Ldminas de vidrio céncavas.
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Tarjetas de reaccién por floculacion.
* Reactivos para:
- Antigenos febriles.
- Rosa de Bengala.
- RPR-REAGIN.
* Pipetas automdticas graduables.
* Punteras.
* Baguetas.
* Manuales de procedimientos técnicos.
* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

Procedimiento
1. Técnica rapida en placa

Colocar en una placa una gota (50 ul) de suero y agregar una

gota (50 ul) de suspensién de antigeno.

Mezclar y agitar la placa en forma circular durante 2 minutos.
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Observar la presencia o ausencia de aglutinacién utilizando una

luz indirecta sobre fondo oscuro.

Titulacién rapida en placa

1. Dividir una placa de vidrio en sectores de 4 centimetros cua-

drados aproximadamente.

2. Empleando las micropipetas apropiadas colocar en estos
sectores 80 ul, 40 ul, 20 ul, 10 ul y 5 ul de suero limpido.
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 abarcan-
do un drea de 2 cm de didmetro aproximadamente. Debe
emplearse una varilla distinta para cada dilucién 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

OSCuUro.

Interpretacion de los resultados

4+ todos los microorganismos aglutinan.
3+: aglutinan aproximadamente el 75 %.
2+: aglutinan aproximadamente el 50 %.

14: aglutinan aproximadamente el 25 %.
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Negativo: no aparece aglutinacién.
Técnica |: se indica solamente positivo o negativo.

Técnica ll: el titulo se considerard la Gltima dilucién que da aglu-
tinacién del 50 % (++). Los resultados obtenidos en la titulacién
en placa se aproximan a los de la prueba en tubo descripta en
Bennett, C.W (ver Bibliografia),

Considerando las diluciones como se muestra a continuacién:

Volumen de Suero Dilucién aproximada en (ml) la prueba en
tubo

0,08 1: 20
0,04 1: 40
0,02 1: 80
0,01 1: 160

0,005 1: 320

R.P.R. REAGINAS

Procedimiento

1.

Prueba cualitativa

Llevar a temperatura ambiente los reactivos y la muestra antes
de realizar el ensayo. En cada uno de los circulos de la tarjeta de

reaccién colocar con un gotero pldstico provisto:

Muestra o Controles 1 gota (50 ul) Con el extremo cerrado del

gotero distribuir la muestra uniformemente en todo el circulo.
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Con el gotero metdlico provisto, en posicién vertical, agregar
en el centro del circulo: Reactivo A 1 gota (17 ul) SIN MEZCLAR,
hacer rotar horizontalmente la tarjeta de reaccién en forma
manual o con agitador rotativo a 100 rpm durante 8 minutos.
Observar la presencia o ausencia de aglutinacién al cabo de este
tiempo. Tiempos de lectura mayores pueden dar lugar a falsos
resultados.

Prueba semicuantitativa

Efectuar diluciones seriadas 1: 2, 1: 4, 1: 8, hasta 1: 64
empleando solucién fisiolégica y proceder de la misma manera
que en la técnica cualitativa. El titulo estard dado por la inversa

de la Oltima dilucién que se observe reactiva.

Interpretacioén de los resultados

Reactivo: presencia de aglutinacién 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.

ROSA DE BENGALA

Principio del método

El Rosa de Bengala es una técnica de aglutinacién en porta para la

deteccion cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos anti-Brucela
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en suero humano. La suspensién bacteriana y coloreada, es agluti-

nada por anticuerpos IgG o IgM presentes en el suero del paciente.

Procedimiento

* Método cualitativo

1.

Atemperar los reactivosy las muestras a temperatura ambiente.

La sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

Depositar 50 uL de la muestra a ensayar y una gota de cada
uno de los controles Positivo y Negativo, sobre circulos distin-

tos de una porta.

. Mezclar el reactivo de R. de Bengala vigorosamente o con

el agitador vértex antes de usar. Depositar una gota (50 ul)

junto a cada una de las gotas anteriores.

Mezclar las gotas con un palillo, procurando extender la mez-
cla por toda la superficie interior del circulo. Emplear palillos

distintos para cada muestra.

Situar la porta sobre un agitador rotatorio a 80-100 rpm du-
rante 4 minutos. El exceso de tiempo de agitacién puede ori-

ginar la aparicién de falsos positivos.

* Método semicuantitativo

1.

Realizar diluciones dobles de la muestra en solucién salina 9
g/L.

2. Proceder para cada dilucién, como en la prueba cualitativa.
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Lectura e interpretacion

Examinar macroscépicamente la presencia o ausencia de aglutina-
cién inmediatamente después de retirar el porta del agitador. La
presencia de aglutinacién indica una concentraciéon de anticuerpos

anti-Brucela igual o superior a 25 Ul/mL.

En el método semicuantitativo, se define el titulo como la dilucién

mayor que da resultado positivo.

Calculos

La concentracién aproximada de anticuerpos anti-Brucella en la
muestra del paciente se obtiene de la siguiente manera: 25 X Titulo
de anti-Brucella = UI/MI.

Valores de referencia

Hasta 25 IU/mL. Es recomendable que cada laboratorio establezca

sus propios valores de referencia.

Caracteristicas del método

1. Sensibilidad analitica: 25 (=5) Ul/mL, en las condiciones descri-

tas en el ensayo.

2. Efecto prozona: No se observa efecto prozona hasta valores de
1000 Ul/mL.

3. Sensibilidad diagnéstica: 100 %.

4. Especificidad diagnéstica: 98 %.
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V. Resultados

VII. Referencias
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126-131.

Consejo Ejecutivo. (1958). Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Brucelosis: Tercer informe. Organizacién Mundial de la Salud.
https://apps.who.int/iris/handle/10665/105730

Young, D. S. (1995). Effects of drugs on clinical laboratory test (4" ed.).
AACC Press.

Young, E. J. (1995). An Overview of Human Brucellosis. Clinical
Infectious Diseases, 21(2), 283-290.
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Guia de practica /
Turbidimetria, nefelometria, de proteinas especiales

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e
DOCENTE: ...eiiiieeiiiiie ettt et e e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

|. Obijetivo

Desarrolla las pruebas de laboratorio de inmunologia especial en el
estudio de las proteinas especiales: PCR, FR, ASO y Microalbuminuria,

C3, C4, Inmunoglobulina.

Il. Equiposy materiales

A. Biolégico
* suero sanguineo
* plasma sanguineo.
B. De laboratorio
* Centrifuga para tubos
* Analizador fotémetro de turbidimetria
* Cabina de flujo laminar

* Pipetas
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IV.

* Cubetas de reaccién

* Reactivos de diluciones de diversas de proteinas especiales
* Cloruro de sodio

* Proteina C Reactiva

* Factor reumatoideo

* Complemento C3

* Complemento C4

*  Microalbuminuria

* Inmunoglobulinas IgA, IgM, 1gG

* Poes.

Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con los
contenedores resistentes a la puncién y de segregacién de residuos
sélidos.

Procedimiento experimental

Principios y fundamentos del ensayo

Las pruebas de las proteinas especiales que aplican el principio
de turbidimetria reaccionan con el anticuerpo especifico formando
inmunocomplejos insolubles. La turbidez provocada por estos
inmunocomplejos es proporcional a la concentracién del analito
proteina en la muestra y puede medirse espectrofotométricamente

mediante estos complejos que sustentan la turbidimetria.
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Procedimiento

1. Procedimiento de la preanalitica en centrifugacién del tubo primario

Colocar en una centrifuga de tubos a una velocidad de 2500

rpm durante 10 minutos.

2. Programacion en el analizador del fotémetro

1.

Dividir una placa de vidrio en sectores de 4 centimetros cua-

drados aproximadamente.

. Empleando las micropipetas apropiadas colocar en estos sec-

tores 80 ul, 40 ul, 20 ul, 10 ul y 5 ul de suero limpido. Repetir

el procedimiento para un control negativo y uno positivo.

. Colocar 1 gota de antigeno previamente agitado sobre cada

gota de suero.

Mezclar el suero y el antigeno utilizando una varilla abarcando
un drea de 2 cm de didmetro aproximadamente. Debe em-
plearse una varilla distinta para cada dilucién de suero o la

misma varilla mezclando a partir de la muestra més diluida.
Agitar la placa durante 2 minutos en forma circular.

Observar la aglutinacién utilizando luz indirecta sobre fondo

OSCuro.

Interpretacion de los resultados

4+ todos los microorganismos aglutinan.

3+: aglutinan aproximadamente el 75 %.
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2+: aglutinan aproximadamente el 50 %.

14: aglutinan aproximadamente el 25 %.
Negativo: no aparece aglutinacién.

Técnica |: se indica solamente positivo o negativo.

Técnica Il: el titulo se considerard la Gltima dilucién que da agluti-
nacién del 50 % (++). Los resultados obtenidos en la titulacién en
placa se aproximan a los de la prueba en tubo descripta en Bennett,
C. W (ver Bibliografial).

Considerando las diluciones como se muestra a continuacion:

PROCEDIMIENTO

Curva de calibracién

En tubos de Kahn debidamente marcados colocar: PCR Calibrador en
serie (1; 3; 5; 6; 7; 8)

80 ul Reactivo A 1000 u/

Homogeneizar e incubar 5 minutos a 37 °C. Leer la absorbancia de cada

Calibrador a 340 nm (DO)) llevando el aparato a cero con agua destilada.
Luego agregar:

Reactivo B 200 u/

Homogeneizar. Incubar 5 minutos exactos a 37 °C e inmediatamente leer
la absorbancia a 340 nm (DOz), llevando el aparato a cero con agua
destilada. Calcular la diferencia de absorbancia (AA = DO, - DO) para
cada calibrador.

Cdlculo de los resultados

Calcular la diferencia de absorbancia (AA = DO, - DO, ) correspon-

diente a cada muestra analizada. Interpolar esta AA en la curva de
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calibracién para determinar la concentracién de PCR (mg/I) corres-
pondiente a la muestra estudiada. Las muestras con absorbancias
superiores al Ultimo punto de calibracién, deben ser diluidas (1: 2 o
1: 4) con solucién fisiolédgica y procesadas nuevamente. Multiplicar

el resultado obtenido por la dilucién efectuada.

Interpretacioén de los resultados

0-5 mg/l En general, se recomienda que cada laboratorio debe
establecer sus propios valores de referencia. Se aconseja efectuar
dos o mds determinaciones periédicas para seguir la evolucién de
la enfermedad.

V. Resultados

VII. Referencias
Burtis, C., Ashwood, E. & Bruns, D. (Eds). (2001). Tietz fundamentals of

clinical chemistry (5" ed.). Saunders Elsevier.
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variations in C-reactive protein measurement: implications for

cardiovascular disease risk assessment. Clinical Chemistry, 49(8),
1258-1271.

World Health Organization (2002). Use Anticoagulants in diagnostic
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Young, D. S. (1995). Effects of drugs on clinical laboratory test (4" ed.).
AACC Press.

EP5-A (Vol.19 - N.° 2) Evaluation of precision Performance of Clinical
Chemistry Devices; Approved Guideline - NCCLS. - EP17-A
(Vol.24 - N.° 34) Protocols for Determination of Limits of Detection
and Limits of Quantitation; Approved Guideline - NCCLS

48



Guia DE LABORATORIO: INMUNOLOGIA ESPECIAL

Guia de practica 8
Aislamiento de linfocitos T. y B. en donantes cadavéricos en cobayos
y prueba serologica HLA clase | y clase ll

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDBIES: ......oiiiiiiiiiiiiicc e
DOCENTE: ...iiiieiiiiiie ettt e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Desarrolla las pruebas de laboratorio de inmunologia especial en
Aislamiento de Linfocitos By T, a partir de érganos hematopoyéticos
en animales de experimentacién, en cobayos. Para realizar pruebas

de histocompatibilidad serolégicos de HLA Clase | y Il

Il. Equiposy materiales

A. Biolégico

* Cobayo (cuy).

* 4rganos hematopoyéticos (ganglios, bazo).
B. De laboratorio

* Equipo de diseccién.

* Medios de viabilidad celular.

e Cloruro de sodio al 0.9%.
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Solucién LIS.

* Placas Terazaki.

* Colorante Flourugquench.

* Pipetas de jeringa Hamilton.

* Pipetas Pasteur.

* Perlas inmunomagnéticas para células linfocitos Ty B.
* Magneto.

* Microscopio de campo oscuro invertido.

* Cabina de flujo laminar.

* Tubos Falco.

* jeringas de 20 cc.

* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

Significacién clinica

El aislamiento de linfocitos se realiza con el propésito de diferenciar

células de alta especificidad para desarrollar pruebas de histocom-
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patibilidad serolégica clase | y clase |l, se utiliza perlas inmunomag-

néticas.

Procedimiento

—_

11.

12.

. Extraer los érganos hematopoyéticos ganglios linfaticos y bazo

En un recipiente de metal agregar el 6rgano en un medio liquido
de solucién de medio de viabilidad celular para aislamiento de

linfocitos.
Con la ayuda de una jeringa y una aguja de 21 X 1 4

Inocular a cada ganglio y al bazo el medio liquido para separar

los linfocitos Ty B de los mismos
Agregar en 2 tubos con EDTA unos 5 ml

Agregar 100ul de perlas inmunomagnéticas para linfocitos By T,

respectivamente.
Colocar al magneto por 5 minutos.

Con la ayuda de la pipeta pastear separar el sobrenadante, de-

jando las células adheridas en las paredes del tubo de ensayo.

Repetir por tres veces con solucién del medio de viabilidad celular.

. Al finar retirar todo el sobrenadante y agregar 11 gotas del me-

dio en el tubo de células T, y 5 gotas del medio en el tubo de

células B.
Suspendidas las células, cargar en la placa de Tera saki.

Agregar colorante Flouruquench. A cada pozo para su tincién.
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13. Llevar al microscopio para observar a las células T y B, respecti-

vamente.

14. Anotar los hallazgos.

V. Conclusiones
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Guia de practica 9
Inmunofluorescencia indirecta mediante la prueba de anticuerpos
antinucleares (ANA)

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDBIES: ......oiiiiiiiiiiiiicc e

DOCENLE: ... Fecha: ....... VA /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

Objetivo
Desarrolla las pruebas de autoinmunidad mediante la tecnologia
de inmunofluorescencia indirecta comprende los principios usos y

aplicaciones en el diagnéstico de las enfermedades autoinmunes.

. Equipos y materiales

Biolégico
e Suero.
* Sueros conocidos con titulos altos.
De laboratorio
* Microscopio de inmunofluorescencia de campo oscuro.
* Kit de anticuerpos antinucleares.
e Solucién PBS.

* Punteras.
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* Pipetas automdticas graduables.

* Tubos de ensayo 12 X 75 mm.

e Cdmaras humedas.

* Copas coplin.

e Cronémetro (timer).

* Papel absorbente.

* Cabina de flujo laminar.

* Tubos Falco.

* Jeringas de 20 cc.

* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con
los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

Significacién clinica

El término “anticuerpos antinucleares” describe una variedad de au-
toanticuerpos que reacciona con los constituyentes de los nucleos
celulares incluyendo el ADN, ARN vy varias proteinas y ribonucleo-
proteinas.
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1. Estos autoanticuerpos aparecen con elevada frecuencia en
pacientes con enfermedades reumdticas o del tejido conectivo,
y especialmente en el caso del lupus eritematoso sistémico.
De hecho, prdcticamente todos los pacientes con LES son
ANA positivos. Esta sensibilidad diagnéstica ha conducido a la
incorporacién del ensayo ANA en los Criterios Revisados para la
Clasificacién de Lupus Eritematoso Sistémico de 1982 realizados

por una subcomisién del Colegio Americano de Reumatologia.

2. Aungue los ensayos ANA son un excelente test de screening para el
LES (un resultado negativo prdcticamente permite descartar la pre-
sencia de LES3 activo), no son, de ningiin modo, un ensayo espe-
cifico. Los pacientes con otras enfermedades del tejido conectivo,
como la artritis reumatoide, el escleroderma y la dermatomiositis,
dan con frecuencia resultados positivos, y también pueden obser-
varse valoraciones de ANA bajas en otros estados patolégicos y en
la poblacién normal. Pueden obtenerse resultados positivos para
ANA en pacientes que han sufrido quemaduras graves o infeccio-
nes viricas y también se han dado casos en algunas personas nor-
males sanas, especialmente en las poblaciones de mayor edad.
Debido a esta ausencia de especificidad, se recomienda que todas
las muestras con resultados positivos para ANA se valoren segin
el punto final y que se lleven a cabo ensayos més especificos para
autoanticuerpos anti-ADN de doble cadena (dsDNA) y para au-

toanticuerpos anti-antigeno nuclear extraible (ENA).

Procedimiento

Preparacién de los portaobjetos con substrato: Espere a que el
portaobjetos con substrato alcance la temperatura ambiente antes

de extraerlo de su funda. Etiquételo y coléquelo en una cdmara
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himeda adecuada. Adada 1 gota (20-25 L) de control positivo y

negativo sin diluir en los pocillos 1y 2, respectivamente.

1.

Anada 1 gota (20-25 L) de la muestra del paciente diluida a los

pocillos restantes.

Incubacién del portaobietos: Incube el portaobjetos durante 30
+ 5 minutos en una cdmara hiumeda (una servilleta de papel
humedecida colocada plana en el fondo de un recipiente ce-
rrado de pldstico o cristal le permitiré mantener las condiciones
de humedad adecuadas). No permita que el substrato se seque

durante el procedimiento de ensayo.

Lavado de los portaobijetos: Tras la incubacién, utilice un frasco
de lavado o una pipeta para lavar suavemente el suero con el
tampoén de PBS Il diluido. Oriente el portaobjetos y el chorro del
tampén PBS 1l de forma que le permita evitar, en la medida de
lo posible, que la solucién pase por encima de varios pocillos a
la vez. Evite dirigir el chorro directamente sobre los pocillos para
gue no se dafie el substrato. Si estd deseado, ponga los por-
taobjetos en un tarro de Coplin del almacenador intermediario
diluido de PBS Il por hasta 5 minutos.

Adicién de conjugado fluorescente: Expulse el exceso de tampédn
PBS Il. SitGe el portaobjetos de nuevo en la cdmara himeda y
cubra inmediatamente cada pocillo con una gota de conjugado

fluorescente. Incube los portaobjetos durante otro 30 + 5 minutos.
Lavado de los portaobijetos: Repita el paso 3.

Cubreobijetos: Los procedimientos para los cubreobijetos varian de
un laboratorio a otro. Sin embargo, recomendamos el siguiente

procedimiento: a) SitGe un cubreobjetos en una toallita de papel,
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b) Aplique el medio de montaje siguiendo una linea continua en
el borde inferior del cubreobijetos, c) Elimine el exceso de tampdn
PBS Il y ponga en contacto del borde inferior del portaobjetos con
el borde del cubreobijetos. Deje caer suavemente el portaobjetos
sobre el cubreobjetos de forma que el medio de montaje fluya
hacia el borde superior del portaobjetos sin que se formen

burbujas de aire ni se queden atrapadas.

Interpretacion de los resultados
Reaccién negativa

Se considerard una muestra como negativa si la tincién especifica
es igual o inferior al control negativo para sistemas IFA. Las mues-
tras pueden mostrar diversos grados de tincién de fondo debido a
los anticuerpos heteréfilos o a niveles inferiores de autoanticuerpos
contra algunos constituyentes del citoplasma, como las proteinas

contrdctiles.

Reaccién positiva

Se considerard una muestra como positiva si la tincién especifica es
superior al control negativo para sistemas IFA. Determine el patréon
de tincién de cada muestra y pondere su intensidad de acuerdo con
los siguientes criterios: 4+ Fluorescencia verde manzana brillante
3+ Fluorescencia verde manzana claro 2+ Fluorescencia positiva
claramente visible 14+ La menor fluorescencia especifica que permi-
te diferenciar claramente una nuclear y/u citoplasmética estructura

celular de la fluorescencia de fondo.

Anotar sus hallazgos discriminar los mismos.
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V. Conclusiones

VI. Referencias
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Guia de practica 10
Enzimoinmunoandlisis (Elisa)

SecCioN: c.ccoeveeveeeee. APEIIIAOS Y NOMDBIES: ..ottt e e
DIOCENTE: ..ottt Fecha: ....... /. /2022

Duracién: 180 min. Tipo de practica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Obijetivo

Desarrolla las pruebas de enzimoinmunoensayo (Elisa). HIV Método

indirecto (sdndwich).

Il. Equiposy materiales

Biolégico
e Suero.
» Sueros controles.

De laboratorio
* Analizador de Elisa.
* Kit de Elisa anti-HIV 1-2.
* Microplacas.
* Diluyente.

* Conjugado.
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IV.

e Substrato.

* Solucién de lavado.

* Lavador de Elisa.

* Incubadora.

* Papel absorbente.

* Cabina de flujo laminar.

* Tubos Falco.

* Pipetas automaticas.

* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

Procedimiento experimental

Significacién clinica

Hasta ahora se han descrito e implicado como agentes causantes
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) 2 tipos de vi-
rus de la inmunodeficiencia humana, VIH-1 y VIH-2. Ambos son
retrovirus que se transmiten por exposicion a determinados fluidos
corporales infectados, sobre todo, sangre y secreciones genitales, y

por via placentaria. La infeccién por VIH-1 estd extendida por todo
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el mundo; mientras que la infeccién por VIH-2 estd extendida princi-

palmente en Africa occidental y en algunos paises europeos.

Procedimiento

Paso 1. Reconstituya y mezcle el conjugado, prepare la solucién de

sustrato y el liquido de lavado.

Paso 2. Utilice solo el nimero de pocillos que necesite para el ensa-

yo. Evite tocar el borde y el fondo de los pocillos.
Paso 3. Anada 25 ulL de diluyente de muestra a cada pocillo. 25 ulL

Paso 4. Ahada 100 uL de muestra o 100 uL de controles a cada
pocillo. Utilice la primera columna de pocillos de cada placa para
los controles del ensayo. Aidada los controles en los pocillos desig-
nados después de dispensar las muestras. Pipetee 100 ulL de control
negativo en cada uno de los 3 pocillos, de A1 a C1, y 100 ulL de los
controles positivos para p24, anti-VIH-1 y anti-VIH-2 en los pocillos
D1 a F1, respectivamente. Si coloca la placa sobre una superficie

blanca, le serd mas fécil afiadir la muestra. 100 ulL

Paso 5. Tape los pocillos con la tapa e incibelos durante 60 minutos

a una temperatura de 37 °C £ 1 °C. 60 minutos.

Paso 6. Una vez terminada la incubacién, lave la placa de acuerdo
con las instrucciones descritas en el apartado Procedimientos de la-

vado de estas instrucciones de uso.

Paso 7. Inmediatamente después de lavar la placa, afnada 100 uL de
conjugado en cada pocillo.

Paso 8. Tape los pocillos con la tapa e inctbelos durante 30 minutos

a una temperatura de 37 °C £+ 1 °C. 30 minutos.
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Paso 9. Una vez terminada la incubacién, lave la placa de acuerdo
con las instrucciones descritas en el apartado Procedimientos de la-

vado de estas instrucciones de uso.

Paso 10. Inmediatamente después de lavar la placa, anada 100 uL

de solucién de sustrato en cada pocillo. 100 uL.

Paso 11. Tape los pocillos con la tapa e incbelos durante 30 minutos
a una temperatura de 37 °C = 1 °C. Evitese la exposicién directa a
la luz solar. El color de los pocillos de las muestras reactivas se debe

tornar azul verdoso. 30 minutos.

Paso 12. Arada 50 uL de solucién para suspender la reaccién (4cido

sulfurico entre 0,5 mol/L y 2 mol/L) en cada pocillo. 50 pL.

Paso 13. En los 15 minutos siguientes lea la absorbancia a 450 nm
con una longitud de onda de referencia entre 620 nm y 690 nm si
es posible. Ajuste el cero del instrumento con aire (no debe haber

ninguna placa en el carril).

Interpretacion de los resultados
Resultados no reactivos

Las muestras cuyos valores de absorbancia sean inferiores al valor

del punto de corte se consideran no reactivas.

Resultados reactivos

Las muestras cuyos valores de absorbancia sean iguales o superio-

res al valor del punto de corte se consideran inicialmente reactivas
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V. Conclusiones
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Guia de practica Il
Andlisis de multiplicacion enzimatica (EMIT)

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e
DOCENTE: ...eiiiieeiiiiie ettt et e e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

|. Obijetivo

Desarrolla las pruebas de ensayo de multiplicacién enzimdtica

(EMIT) para drogas inmunosupresoras; tacrolimus, ciclosporina.

Il. Equiposy materiales

A. Biolégico
* Sangre total.
e Células controles. Normales y patolégicos.

B. De laboratorio

Analizador de EMIT VIVA E.

* kit de dosaje de ciclosporina.
kit de tacrolimus.

* Diluyente.

* Lisante.
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* Calibradores.

* Solucién de lavado.

*  Metanol.

* Vortex.

* Centrifuga para biologia molecular refrigerado.
* Cabina de flujo laminar.

* Tubos Eppendort.

* Pipetas automaticas.

* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

Significacién clinica

El tacrolimus es un agente macrélido inmunosupresor obtenido por
fermentacién del Streptomyces tsukubaensis, encontrado en el Ja-
pén. El tacrolimus ha sido estudiado en pacientes trasplantados de
corazén, pulmén, higado, rifdn, pdncreas, intestino delgado y mé-
dula 6seq, siendo muy efectivo en la prevencién del rechazo resis-

tente a corticoides y ciclosporina. En este sentido, el tacrolimus es

67



UNIVERSIDAD CONTINENTAL

de 10 a 100 veces més potente de la ciclosporina. Tépicamente, el
tacrolimus se utiliza para el tratamiento de la dermatitis atépica del

adulto y del nifo.

Procedimiento

Paso 1. Prepara los reactivos 30 minutos antes del andlisis retirando
de la refrigeradora.

Paso 2. Utilice solo el nUmero de tubos de Eppendorf necesarios para

calibrar y controlar y las muestras a determinar.
Paso 3. Anadir los lizantes a cada uno de los tubos.

Paso 4. Completar con metanol y sustancias que establezcan la se-

paracién de la droga de los hematies.

Paso 5. Tape los tubos y reposo por 5 minutos.

Paso 6. Llevar a mezclar al vértex por unos segundos.

Paso 7. Inmediatamente centrifugar a 12000 g por 5 minutos.
Paso 8. Retirar los tubos Eppendorf.

Paso 9. Programar al analizador de drogas inmunosupresoras para

su procedimiento analitico.
Paso 10. Esperar los resultados segin sea el caso de los calibradores.

Paso 11. Realizar el mismo procedimiento para los controles bajo,

normal y alto.
Paso 12. Una vez que los valores estimen buena reproduccion.

Paso 13. Analizar las muestras siguiendo el protocolo.
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Interpretacion de los resultados

Se reporta en concentraciéon de nanogramos por mililitro y las con-
centraciones tienen utilidad segun la dosis del tratamiento del pa-

ciente.

V. Conclusiones

VI. Referencias bibliograficas
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Guia de practica 12
Diagndstico de marcadores infecciosos de hepatitisBy C

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e
DOCENTE: ...eiiiieeiiiiie ettt et e e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min. Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3-4)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

|. Obijetivo

Desarrolla las pruebas de ensayo por quimioluminiscencia en el Ar-
chitec 1000.

Il. Equiposy materiales

A. Biolégico
e Suero sanguineo.
* Controles serolégicos.

B. De laboratorio

Analizador de quimioluminiscencia Maglumi.
» kit de dosaje de antigeno de superficie.

* kit de Anticuerpo total Core de la hepatitis B.
* kit de Anticuerpo total Core de la hepatitis C.
e Controles.

* Calibradores.
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* Solucién de lavado.

e Voértex.

* Cabina de flujo laminar.

* Pipetas automdticas.

* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

Significacioén clinica

El virus de la hepatitis B (VHB) es el Unico patégeno en la familia
de Hepadnaviridiae, un virus de ADN, y se encuentra en todo el
mundo. La distribucién de la infeccién por el VHB variard Entre las
dreas geogrdéficas y la poblacién grupos. La transmisién del virus se
debe a contacto parenteral, a través del intercambio de sangre o

productos sanguineos, contacto sexual.

Procedimiento

Immulite anti-HBc es una fase sélida, dos pasos Enzima quimiolumi-
niscente Inmunoensayo. La fase sélida, unas bolas de poliestireno
encerradas dentro de una prueba.
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Unidad se recubre con el recombinante purificado HBcAg producido
en bacterias de E. coli. La muestra del paciente se afade a la Prue-
ba Unidad que contiene un cordén recubierto. Un alcalino Anti-HBc
monoclonal marcado con fosfatasa Anticuerpo también se afade
a la Unidad de Prueba. Después de los pasos de lavado e incuba-
cién, Quimio luminiscente sufre Hidrélisis en presencia de productos
alcalinos Fosfatasa Immulite anti-HBc es un ensayo competitivo de
anticuerpos. El fotén salida, medida por el luminémetro, estd inver-
samente relacionado con la presencia de Anticuerpos contra HBcAg

en la muestra. Ciclos de incubacién: 2 X 30 minutos.

Paso 1. Prepara los reactivos 30 minutos antes del andlisis retirando

de la refrigeradora.

Paso 2. Utilice solo el nimero de tubos de reaccién necesarios para

calibrar y controlar y las muestras a determinar.

Paso 3. Afadir los reactivos a bordo.

Paso 4. Programar al analizador las pruebas requeridas.
Paso 5. Cargar las muestras en cada uno de los racs.

Paso 6. Verificar la posiciéon y colocarlos a los lugares que corres-

ponde.

Paso 7. Iniciar el analizador.

Paso 8. Monitorizar y conducir el andlisis en software del equipo.
Paso 9. Esperar los resultados.

Paso 10. Analizarlos los resultados y validarlos.

Paso 11. Dar la validacién e imprimirlos.
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Paso 12. Reportar a las solicitudes segin sea el caso.

Paso 13. Realizar los lavadores y guardar los reactivos a bordo.

Interpretacioén de los resultados

Interpretacién se da segin sean los cortes:

Reactivo. Si los valores estdn por encima del corte.
No reactivo. Si los valores estdn por debajo del corte.

“Positivo” (relaciéon co / s de 1,15). Indica que los anticuerpos anti-
HBc Detectado en la muestra, que es indicativo De HBV en curso o

anterior infeccién.

“Negativo” (co / s ratio de <0,85). Indica que los anticuerpos anti-
HBc no se han detectado en la muestra. Es posible que el individuo no
estd infectado con el VHB. Cualquier resultado de “Indeterminado”
(co / s ratio Entre 0,85y <1,15) debe ser Reevaluado. Las muestras
que todavia prueban como “Indeterminado” deberia ser probado
por un método alternativo, o deben tomarse una segunda muestra
si es posible dentro de un tiempo razonable (por ejemplo, una

semanal).

V. Conclusiones
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Guia de practica 13
Quimioluminiscencia para marcadores tumorales y hormonas

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e

DOCENEE: ...t Fecha: ....... [, /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Desarrolla las pruebas de ensayo por quimioluminiscencia en el Im-
mulite 2000XI.

Il. Equiposy materiales

A. Bioldgico
e Suero sanguineo.
* Controles y ajustadores.
B. De laboratorio
* Analizador de quimioluminiscencia Immulite 2000 XI.
* Kit de hormonas femeninas.
* Kit de hormonas masculinas.
* Kit de hormonas tiroideas.

* Marcadores tumorales diversos.

75



UNIVERSIDAD CONTINENTAL

e Kit de ferritina, vitamina B12, acido félico.
e ACTH.

* Hormona de crecimiento.

* Marcadores Torch.

* Pipetas automdticas.

* Insertos de cada reactivo para su buen uso.

* Poes.

lll. Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental
Principio andlitico

El Immulite 2000, un analizador de acceso aleatorio continuo con
una capacidad de procesamiento de 200 pruebas por hora, ha sido
disefiado especificamente para la eficacia éptima y la consolidacién
a medio y laboratorios de gran volumen. El paquete de software
Immulite 2000, con su interfaz de usuario gréfica explica por si
mismo, ofrece gestién de la informacién simplificada, de la prueba
a distancia de pedido de andlisis sofisticado de los resultados.
Caracteristicas de flujo de trabajo que mejora como el muestreo de
tubo primario, las pruebas reflejo automdtico y de dilucién a bordo

se han incorporado para la velocidad y eficiencia.
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Procedimiento

Immulite para todas las pruebas tiene una reacciéon en una fase
sélida, dos paso enzima quimioluminiscente inmunoensayo. La fase

sélida, una bolas de poliestireno encerradas dentro de una prueba

Unidad, se recubre con el recombinante purificado las diferentes
pruebas del meny producido en bacterias de E. coli. La muestra del
paciente se afade a la prueba unidad que contiene un cordén re-
cubierto. Un alcalino del analito a investigar monoclonal marcado
con fosfatasa Anticuerpo también se afiade a la unidad de prueba.
Después de los pasos de lavado e incubacién, quimioluminiscente
sufre hidrélisis en presencia de productos alcalinos fosfatasa immu-
lite depende del analito es un ensayo competitivo de anticuerpos. El
fotén salida, medida por el luminémetro, estd inversamente relacio-
nado con la presencia de anticuerpos contra el analito a investigar

en la muestra. Ciclos de incubacién: 2 X 30 minutos.

Paso 1. Prepara los reactivos 30 minutos antes del andlisis retirando

de la refrigeradora.

Paso 2. Utilice solo el nimero de tubos de reaccién necesarios para

calibrar y controlar y las muestras a determinar.

Paso 3. Afadir los reactivos a bordo.

Paso 4. Programar al analizador las pruebas requeridas.
Paso 5. Cargar las muestras en cada uno de los racs.

Paso 6. Verificar la posicién y colocarlos a los lugares que corres-

ponde.

Paso 7. Dar inicio al analizador.
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Paso 8. Monitorizar y conducir el andlisis en software del equipo.
Paso 9. Esperar los resultados.

Paso 10. Analizarlos los resultados y validarlos.

Paso 11. Dar la validacién e imprimirlos.

Paso 12. Reportar a las solicitudes segun sea el caso.

Paso 13. Realizar el lavador y guardar los reactivos a bordo.

Interpretacion de los resultados

Segun los valores de cada uno de las pruebas comparando sus va-
lores referenciales. Se reporta la cantidad en unidades segin corres-

ponde.

V. Conclusiones
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Guia de practica 14
Extraccion de ADN y carga viral en VIH

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e
DOCENTE: ...eiiiieeiiiiie ettt et e e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Desarrolla las pruebas de biologia molecular mediante la extraccién

de DNA para realizar procedimientos de HLA de SSP y carga viral.

Il. Equiposy materiales
Biolégico
* Sangre total

De laboratorio

Kit de extraccion de DNA
e Kit de Proteinkinasa

e Termoblock

e Bano Maria a 70 °C

* Alcohol isopropilico

*  Eluato
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* Tubos Eppendorf

* Pipetas Eppendorf

*  Vortex

* Filtros

* Analizador Gen Xpert

* Insertos de cada reactivo para su buen uso

* Poes

Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

IV. Procedimiento experimental

Principio analitico

El ADN gendémico se puede extraer a partir de todas las células con
nucleo. El método mas sencillo consiste en aislar el ADN a partir de
suspensiones de células (sangre, buffy coat o células mononucleares
de cultivo, células de cultivo). Existe una gran serie de protocolos
para el aislamiento del ADN a partir de células. En el ensayo de
PCR-SSP solo se realiza este procedimiento si se pretende obtener un
ADN de calidad y cantidad suficientes para efectuar el PCR, como el
método de precipitacién por sal (2). Entre los proveedores de juegos
comerciales de extraccién de ADN recomendamos por su idoneidad
por ejemplo, Puregene de la empresa Gentra Systems o Super Quick
Gene“de la empresa Analytical Genetic Testing Center.
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Procedimiento

Paso 1. Prepara los reactivos 30 minutos antes del andlisis retirando

de la refrigeradora.

Paso 2. Utilice solo el nimero de tubos de reaccién necesarios para

extraer el material de DNA.

Paso 3. Anadir los hemolisante.

Paso 4. Centrifugar segun la indicacién del inserto.
Paso 5. Agregar alcohol isopropilico.

Paso 6. Repetir tres veces.

Paso 7. Adadir elualato a 70 °C.

Paso 8. Filtrar con eluato por dos veces.

Paso 9. Centrifugar.

Paso 10. El producto filtrado el material de DNA.

Paso 11. Medir al espectrofotémetro.

Paso 12. Reportar las concentraciones y pureza del ADN.
Paso 13. Anotar en la DNA teca y guardarlos hasta su uso molecular.

Paso 14. Centrifugar las muestras con EDTA y separar plasma san-

guineo a un volumen de 1cc al pack de la prueba.

Paso 15. Programar en el analizador de PCR en tiempo real para

carga viral HIV.

Interpretacioén de los resultados

Se miden las concentraciones y se concentran o se diluyen segin
sea el caso. Anotar en ADN teca cada uno con sus concentraciones
respectiva y se conserva a -70 °C.
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Interpretar los resultados de carga viral

Segun la cantidad de copias, se informa e interpreta al médico tra-

tante en pacientes con VHI positivos para monitorizar su tfratamiento.

V. Conclusiones

VI. Referencias
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Guia de practica 15
Taller de manejo de equipos de alta tecnologia

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e
DOCENTE: ...eiiiieeiiiiie ettt et e e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Desarrolle las el manejo de equipos de alta tecnologia en el servicio
de inmunologia.

Il. Equiposy materiales
Biolégico
* Especimenes biolégicos diversos.
De laboratorio
* Analizador Immulite 2000 XI.
* Analizador de drogas viva E.
* Termociclador Fisher cientifica.
* Luminémetro Luninex 100.

* Microscopio de inmunofluorescencia de campo invertido para

placas de aislamientos.
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* Incubadora de cultivos celulares.
e Campana de flujo laminar.
* Architek 1000 quimioluminiscencia.

*  Vortex.

Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

. Procedimiento experimental

Principio analitico

El Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular del servicio de
inmunodiagndstico se aplica métodos inmunolégicos y moleculares
para el diagnéstico de enfermedades autoinmunes, infecciosas y la

seleccién de receptores en trasplante de érganos.

Fundamente su trabajo en las buenas prdcticas profesionales y en
satisfacer los requisitos de sus clientes, legales reglamentarios e ins-
titucionales, brindando un alto nivel de confiabilidad, confidenciali-
dad y oportunidad en los resultados emitidos. Para ello, cuenta con
equipos de alta tecnologia, personal calificado y comprometido en
implementar las politicas y procedimientos del Laboratorio, segin
los requisitos de la NTC ISO-IEC 17025: 2005 para garantizar la
implementacién de un sistema de calidad orientado a la mejora
continua de sus procesos, con el fin de obtener altos estdndares de

calidad técnica y de servicio.
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Procedimiento

Paso 1. Presentacién y manejo del analizador de Immulite 2000.
Paso 2. Presentacion y manejos de equipos de inmunofluorescencia.
Paso 3. Presentaciones de equipos de biologia molecular.

Paso 4. Presentacion de equipos de autoinmunidad.

Paso 5. Presentacién de equipos de cultivo celular y espermiograma.

Paso 6. Presentacién y manejo de equipos de proteccién campana

de flujo laminar.

Paso 7. Usos y aplicaciones de insumos y material consumible para

desarrollar la tecnologia.
Paso 8. Evaluacién oral de los mismos.

Paso 9. Informe de fichas técnicas.

Interpretacion de los resultados

Presentacién d fichas técnicas de cada uno de los equipos de alta
tecnologia con principios y bondades en la medicina laboratorial en

el diagnostico por inmunologia.

V. Conclusiones
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VI. Referencias

Insertos de cada equipo o tecnologia desarrollada.

* Anual de procedimientos técnicos.

Manual operativo de los equipos presentados.
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Guia de practica 16
Control de calidad en automatizacion

Seccion: ................. APellidOS Y NOMDIES: ......viiiiiiiiiiiieec e
DOCENTE: ...eiiiieeiiiiie ettt et e e e Fecha: ....... /. /2022

Duracion: 180 min.  Tipo de préctica: Individual ( ) Equipo (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

I. Objetivo

Desarrolla el manejo de sistemas de control de calidad estadistico

en los analizadores automatizados.
Il. Equiposy materiales
Sistemas estadisticos

* Registros y curvas.

De laboratorio
e Analizador Immulite 2000 XI.
* Analizador de drogas viva E.
* Luminometro Luninex 100.

* Microscopio de inmunofluorescencia de campo invertido para

placas de aislamientos.
* Incubadora de cultivos celulares.
e Campana de flujo laminar.

* Architek 1000 quimioluminiscencia.
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IV.

Notas de seguridad

Tener en cuenta las normas de bioseguridad. Ademds, contar con

los contenedores resistentes a la puncién.

Procedimiento experimental

Principio de control de calidad

El Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular del servicio de
inmunodiagndstico se aplica métodos inmunolégicos y moleculares
para el diagnéstico de enfermedades autoinmunes, infecciosas y la

seleccién de receptores en trasplante de 6rganos.

Fundamente su trabajo en las buenas prdcticas profesionales y en
satisfacer los requisitos de sus clientes, legales reglamentarios e ins-
titucionales, brindando un alto nivel de confiabilidad, confidencia-
lidad y oportunidad en los resultados emitidos. Por ello, cuenta con
equipos de alta tecnologia, personal calificado y comprometido en
implementar las politicas y procedimientos del Laboratorio, segin
los requisitos de la NTC ISO-IEC 17025: 2005 para garantizar la
implementacién de un Sistema de Calidad orientado a la mejora
continua de sus procesos, con el fin de obtener altos estdndares de

calidad técnica y de servicio.

Procedimiento

Paso 1. Conocer el manejo de control de calidad del analizador de
Immulite 2000.

Paso 2. Revisar los sistemas de control de calidad de equipos de in-

munofluorescencia.

Paso 3. Revisar el sistema de control de calidad de equipos de bio-

logia molecular.
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Paso 4. Presentacion de equipos de cultivo celular y espermograma.

Paso 5. Presentacién y manejo de control de calidad de equipos de

proteccién campana de flujo laminar.

Paso 6. Usos y aplicaciones de insumos y material consumible para

desarrollar la tecnologia.
Paso 7. Evaluacién oral de los mismos.

Paso 8. Informe de fichas técnicas.

Interpretacion de los resultados

Presentacién d fichas técnicas de control de calidad e interpretacién

de las curvas estadisticas.

V. Conclusiones

VI. Referencias bibliograficas
* Insertos de cada equipo o tecnologia desarrollada.

*  Manual de procedimientos técnicos.

*  Manual operativo de los equipos presentados.




UNIVERSIDAD CONTINENTAL

Referencias

Abbas, A. K., Lichtman, A. H. y Pober, J. S. (2022). Cellular and molecular

immunology (10™ ed.). Elsevier.
Adams, R. L. P (1990). Cell culture for biochemists. Elsevier.

Alape-Girén, A., Gustafsson, B., Lomonte, B., Thelestam, M. y Gutiérrez,
J. M. (1994). Immunochemical characterization of Micrurus
nigrocinctus nigrocinctus venom with monoclonal and polyclonal
antibodies. Toxicon, 32(6), 695-712.

Alape-Girén, A., Lomonte, B., Gustafsson, B., Da Silva, N. J. y
Thelestam, M. (1994). Electrophoretic and immunochemical

studies of Micrurus snake venoms. Toxicon, 32(6), 713- 723.

Alape-Girén, A., Miranda-Arrieta, K., Cortés-Bratti, X., Stiles, B. G. y
Gutiérrez, J. M. (1997). A comparison of in vitro methods for
assessing the potency of therapeutic antisera against the venom

of the coral snake Micrurus nigrocinctus. Toxicon, 35(4), 573-581.
Alton, G. C. (1988). Techniques for Brucellosis Laboratory. INRA.

American Association of Blood Banks, Asociacién Argentina de
Hemoterapia e Inmunologia. (1997). “Celulas Tronco” (Stem
Cells) y progenitores hematopoyéticos. En American Association
of Blood Banks, Asociacién Argentina de Hemoterapia e

Inmunologia. Manual técnico (12.° ed.). Edigraf.

Andrews, N. C. (1995). Disorders of iron metabolism. The New England
Journal of Medicine, 341(26),1986-95.

92



Guia DE LABORATORIO: INMUNOLOGIA ESPECIAL

Ariza, J. (1996). Brucellosis. Current opinion in infectious diseases, 9,
126-131.

Blasczyk, R., Hahn, U., Wehling, J., Huhn, D. & Salama, A. (1995).
Complete subtyping of the HLA-A locus by sequence-specific
amplification followed by direct sequencing or single-strand con-
formation polymorphism analysis. Tissue Antigens, 46(2), 86-95.

Boogaerts, M. A. (1999). Rational use of myeloid growth factors in
Hemato-Oncology. Acta Clin Belg, 54(5), 312-315.

Britenham, G., Cohen, A., Mclaren, C., Martin, M., Griffith, P,
Nienhuis, A., Young, N., Allen, C., Farrell, D. & Harris, J. (1993).
Hepatic iron stores and plasma ferritin concentration in patients

with sickle cell anemia and thalassemia major. American Journal
of Hematology, 42(1), 81-85.

Bunce, M., O“Neill, C. M., Barnado, M.C., Krausa, P, Browning, M.J.,
Morris, PJ. & Welsh, K.I. (1995). Phototyping: comprehensive
DNA typing for HLA-A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 & DQB]

by PCR with 144 primer mixes utilizing sequence-specific primers
(PCR-SSP). Tissue Antigens, 46(5), 355-367.

Burt, R. K., Deeg, H. J., Lothian, S. T., & Santos, GW. (Eds.). (1996).
Bone Marrow Transplantation. Landes Bioscience.

Burtis, C., Ashwood, E. & Bruns, D. (Eds). (2001). Tietz fundamentals of
clinical chemistry (5" ed.). Saunders Elsevier.

Canadian Council on Animal Care. (1980). Guide to the care and use of

experimental animals (Vol. 1). Canadian council on animal care.

Casals, S. P, Friou, G. J. y Myers, L. L. (1964). Significance of antibodies
to DNA in systemic lupus erythematosus. Arthritis and rheumatism,
7, 379-390.

93


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Brittenham+GM&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cohen+AR&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McLaren+CE&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Martin+MB&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Griffith+PM&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nienhuis+AW&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Young+NS&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Allen+CJ&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Farrell+DE&cauthor_id=8416302
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Harris+JW&cauthor_id=8416302

UNIVERSIDAD CONTINENTAL

Centers for Disease Control and Prevention. (s.f.). Viral Hepaitits. Re-
cuperado el 14 de enero de 2022, de http://www.cdc.gov/NCI-
DOD/DISEASES/HEPATITIS/b/aasld_ update_chronichep_b.pdf

Clavel, F (1987). HIV-2: The West African AIDS virus. AIDS, 1(3), 135-
140.

Clinical and Laboratory Standards Institute. (2004). Protocols for
determination of limits of detection and limits of quantitation:
Approved Guideline, 24(34).

Consejo Ejecutivo (1958). Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
brucelosis: Tercer informe. Organizacién Mundial de la Salud.

https://apps.who.int/iris/handle/10665/105730

Daley, G., Goodell, M. & Snyder E. (1993). Realistic prospects for stem
cell therapeutics. Hematology Am Soc Hematol Educ Program,
398-418.

Dati, F (1996). Journal of International Federation of Clinical Chemistry,
8(1), 29.

Dati, FE (2001). The existing interim consensus reference ranges and
the future approach. Clinical Chemistry and laboratory medicine,
39(11), 1134-1136.

Denis, F, Leonard, G. et al. (1988). Comparison of 10 enzyme
immunoassays for the detection of antibody to human

immunodeficiency virus type 2 in West African sera. J. Clin.
Microbiol, 26(5).

Dresser, D.W. (1986). Immunization of experimental animals. En D.
Weir, L. Herzenberg, C. Blackwell & L. Herzenberg. Handbook of
Experimental Immunology (p. 8, Vol. 1). Blackwell.

94


http://www.cdc.gov/NCIDOD/DISEASES/HEPATITIS/b/aasld_%20update_chronichep_b.pdf
http://www.cdc.gov/NCIDOD/DISEASES/HEPATITIS/b/aasld_%20update_chronichep_b.pdf
https://apps.who.int/iris/handle/10665/105730

Guia DE LABORATORIO: INMUNOLOGIA ESPECIAL

Engvall, E. (1980). Enzyme immunoassay: ELISA and EMIT. Methods
Enzymol, 70(A), 419-439.

Fahey, J.L. y McKelvey, E.M. (1965). Quantitative determination of
serum immunoglobulins in antibody-agar plates. J. Immuno, 94,
84-90.

Fleischer, A. B. (1999). Treatment of atopic dermatitis: role of tacrolimus
ointment as a topical noncorticosteroid therapy. J Allergy Clin
Immunol, 104(3), 126-30.

Freshney, R. I. (1992). Animal cell culture: A practical approach (2
ed.). IRL Press.

Fung, J. J., Todo, S., Demetris, A., Jain, A. Abu-Elmaged, K., Alessiani,
M. & Tzakis, A. (1991). Conversion of liver allograft recipients
from cyclosporine to FK 506 based immunosuppression: benefits
and pitfalls. Transplant Proc, 23(1), 14-21.

Fung, J., Todo, S., Jain, A., McCauley, J., Alessiani, M., Scotti, C. & Starzl,
C.(1999). Conversion from cyclosporineto FK 506 in liver allograft
recipients with cyclosporine-related complications. Transplant
Proc, 22(1), 6-12.

Goding, J. W. (1986). Monoclonal antibodies: principles and practice,

Academic Press.

Gonzalez, E. y Rothfield, N. (1966) Immunoglobulin class and pattern
of nuclear fluorescence in systemic lupus erythematosus. The
New England Journal of Medicine, 274, 1333-1338.

Graham, D. E. (1978). The isolation of high molecular weight DNA from
whole organisms or large tissue masses. Analytical Biochemistry,

85(2), 609-613.

95



UNIVERSIDAD CONTINENTAL

Gurtler, L.G., Hauser, PH., Eberle, J., Knapp, S., Zekeng, L., Tsague, J.M.
& Kaptue, L. (1994). A new subtype of human immunodeficiency
virus type 1 (MVP-5180) from Cameroon. J. Virol, 68(3), 1581-5.

Hoffman, R., Benz, Jr., Silberstein, L. E., Heslop, H., Anastasi, J. & Weitz,
J. (Ed.). (2005). Hematology: Basic principles and practice (4"
ed.). Churchill Livingston.

Hollinger, F. B., Dienstag, J. L. (1995). Hepatitis BY D. En: E.H. Lennette
(Ed.). Manual de la clinica microbiologia (6. ed., pp. 1033-
1049). American Society for Microbiology.

Jackson, K. A., Mi, T. & Goodell, M. A. (1999). Hematopoietic potential
of stem cells isolated from murine skeletal muscle. Proc Natl
Acad Sci USA, 96(25).

Jacobs, A., Beamish, M. R. & Allison, M. (1972). The measurement of
circulating ferritin. Journal of Clinical Pathology, 25(11),1003.

Jacobs, A., Miller, F, Worwood, M., Beamish, M.R. & Wardrop, C.A. (1972).
Ferritin in the serum of normal subjects and patients with iron deficiency
and iron overload. British Medical Journal, 4, 206-208.

Kindt, T. J., Goldsby, R. A., & Osborne, B.A. (2007). Inmunologia de
Kuby (6™ ed.). McGraw-Hill.

Krause, D. S., Theise, N. D., Collector, M. |., Henegariu, O., Hwang,
S., Gardner, R., Neutzel, S. & Sharkis, S. J. (2001). Multiorgan,
multi-lineaje engraftment by a single bone marrow-derived stem

cell. Cell, 105(3), 369.

Ledue, T. & Rifai, N. (2003). Preanalytic and analytic sources of variations
in C-reactive protein measurement: implications for cardiovascular
disease risk assessment. Clinical Chemistry, 49(8), 1258-1271.

96


https://www.google.com.pe/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Leslie+E.+Silberstein%22
https://www.google.com.pe/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Helen+Heslop%22
https://www.google.com.pe/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22John+Anastasi%22
https://www.google.com.pe/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jeffrey+Weitz%22
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Neutzel+S&cauthor_id=11348593
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharkis+SJ&cauthor_id=11348593

Guia DE LABORATORIO: INMUNOLOGIA ESPECIAL

Locarnini S. A. & Gust, |. D. (1988). Hepadnaviridae: hepatitis B virus
and delta virus. En A. Balows, W. Hausler, M. Ohashi, A. Turano
& E.H. Lennete (Eds.). Laboratory diagnosis of infectious diseases:
Principles and practice, 750-796. Springer.

Lopez, M., Andreu, G., Beaujean, F, Ehrsam, A., Gerota, J. & Herve P (1985).
Human bone marrow processing in view of further in vitro treatment
and cryppreservation. Rev Fr Transfus Immunohemato, 28(5), 411-426.

Mato, E. (2004). Células madre: un nuevo concepto de medicina regenera-
tiva. Revista Cubana de Endocrinologia, 15(2). http://scielo.sld.cu/
scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1561-29532004000200007

Mazzara, R. & Lozano, M. (2000). Obtencién de PH de sangre periférica.
En E. Carreras. Manual de Trasplante Hemopoyético (2.° ed., pp.
245-249). Editorial Antares.

McCarthy, L. J., Danielson, C. F, Cornetta, K., Srour, E. & Broun R.
(1995). Autologous bone marrow transplantation. Crit Rev Clin

Lab Sci, 32, 67-119.

McCullough, J., Clay, M., Herr, G., Smith, J. & Stroncek, D. (1999).
Effects of granulocite-colony-stimulating factor on potential
normal granulocyte donors. Transfusion, 39(10), 1136-1140.

Miller, S. A., Dykes, D. D., & Polesky, H. F (1988). A simple salting
out procedure for extracting DNA from human nucleated cells.
Nucleic Acids Research, 16(3), 1215.

National Committee for Clinical Laboratory Standards. (1999).
Evaluation of precision performance of clinical chemistry devices:
Approved Guideline, 19(2).

Office of the Federal Register National and Records Administration.
(1992). Code of Federal Regulations. Title 9, Animals and animal

products. Government Printing Office.

Olerup, O. & Zetterquist, H. (1992). HLA-DR typing by PCR amplification

with sequence-specific primers (PCR-SSP) in two hours: An

97


http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1561-29532004000200007
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1561-29532004000200007

UNIVERSIDAD CONTINENTAL

alternative to serological DR typing in clinical practice including
donor-recipient matching in cadaveric transplantation. Tissue
Antigens, 39(5), 225-335.

Olivieri, N., Brittenham, G., Matsui,D., Berkovitch, M., Blendis, L.,
Cameron, R., McClelland, R., Liu, P, Templeton, D., & Koren, G.
(1995). Iron-Chelation therapy with oral deferiprone in patients

with thalassemia major. The New England Journal of Medicine,
332, 918-922.

Otsuiji, S., Shibata, H. & Umeda, M. (1982). Turbidimetric immunoassay
of serum C-reactive protein. Clinical Chemistry, 28(10), 2121-
2124.

Pamphilon, D. (2004). Stem-cell harvesting and manipulation. Vox
Sang, 87(1), 20-25.

Perkins G.L., Slater E.D., Sanders, G.K. & Prichard, J.G. (2003). Serum
tumor markers. Am Fam Physician, 68(6),1075-82.

Plosker, G. L. & Foster, R. H. (2000). Tacrolimus: a further update of
its pharmacology and therapeutic use in the management o3f

organ transplantation. Drugs, 59(2), 323-89.

Sanchez, D., Hallquist, P, Roesser, K. & Lin, A. (2005). The clinical use
of tumor makers in select cancers: are you confident enough to

discuss them with your patients? Oncol Nurs Forum, 32(5),1013.

Schaumburg, 1. (1995). In veterinary technology: AVMA, Membership
directory and resource manual (44" ed.). AVMA.

Simon, F, Mauclere, P, Roques, P, Loussert-Ajaka, 1., Miller-Trutwin,
M.C., Saragosti, S., Georges-Courbot, M.C., Barré-Sinoussi,

F & Brun-Vézinet, F (1998). Identification of a new human

98



Guia DE LABORATORIO: INMUNOLOGIA ESPECIAL

immunodeficiency virus type 1 distinct from group M and group
O. Nat. Med, 4(9), 1032-1039.

Smith, A. (1988). Temas seleccionados sobre medicina de animales de

laboratorio: El ratén (3.° ed.). Centro Panamericano de Fiebre

Aftosa y OMS.

Sturgeon, C. M., Lai, L. C. & Duffy, M. J. (2009). Serum tumour markers:
how to order and interpret them. BMJ, 339, 852-858.

Tan, E. M. (1982). Autoantibodies to nuclear antigens (ANA): their
immunobiology and medicine. Adv Immunology, 33, 167-239.

Tan, E. M., Cohen, E. S., Fries, J. F, Masi, A. T., McShane, D. J., Rothfield,
N. F, Schaller, J. G., Talal, N. & Winchester, R. J. (1982). The
1982 Revised criteria for the classification of systemic lupus
erythematosus. Arthritis and Rheumatism, 25(11), 1271-127.

Teo, E. & Lok, A. (2021). Epidemiology transmission and prevention
of hepatitis B virus infection. https://hubinformacion.continental.

edu.pe/recursos/up-todate/

Tizard, |. R. (2004). Veterinary immunology, an introduction (6™ ed.).

Elsevier.

Tur-Mari, J. A. & Orellana-Muriana, J. M. (Eds.). (2000). Animal research
and welfare: a partnership. FELASA-ICLAS Joint Meetitn, 7" sympo-
sium, Palma de Mallorca 26-28 May 1999. Laboratory animals.

Vaidyanathan, K. & Vasudevan, D. M. (2012). Organ specific tumor
markers: what’s new?¢ Indian J Clin Biochem, 27(2), 110-120.

Van den Haesevelde, M., Decourt, J. L., De Leys, R. J., Vanderborght, V.,

Groen, J., Heuverswijn, H. & Saman, E. (1994). Genomic cloning

99


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tan+EM&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cohen+AS&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fries+JF&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Masi+AT&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McShane+DJ&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rothfield+NF&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schaller+JG&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Talal+N&cauthor_id=7138600
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Winchester+RJ&cauthor_id=7138600
https://hubinformacion.continental.edu.pe/recursos/up-todate/
https://hubinformacion.continental.edu.pe/recursos/up-todate/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Decourt+JL&cauthor_id=8107220
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=De+Leys+RJ&cauthor_id=8107220
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vanderborght+B&cauthor_id=8107220
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van+der+Groen+G&cauthor_id=8107220
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=van+Heuverswijn+H&cauthor_id=8107220
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Saman+E&cauthor_id=8107220

UNIVERSIDAD CONTINENTAL

and complete sequence analysis of a highly divergent African

human immunodeficiency virus isolate. J. Virol, 68(3), 1586.

World Health Organization (2002). Use anticoagulants in diagnostic labora-
tory investigations. https://apps.who.int/iris/handle/10665/65957

Young, D. S. (1995). Effects of drugs on clinical laboratory test (4" ed.).
AACC Press.

Young, D. S. (2000). Effects of drugs on clinical laboratory test (5" ed.).
AACC Press.

Young, E. J. (1995). An overview of human brucellosis. Clinical Infectious
Diseases, 21(2), 283-290.

Young, H. & McMillan, A. (1988). Immunological diagnosis of sexually
transmitted diseases. Marcel Dekker.


https://apps.who.int/iris/handle/10665/65957




	Presentación
	￼
	Guía de práctica 2
	Manejo de animales de experimentación

	Guía de práctica 3
	Proceso de inmunización en animales de experimentación activando respuesta inmune humoral y celular

	Guía de práctica 4
	Proceso de inmunización II en animales de experimentación activando respuesta inmune humoral y celular

	Guía de práctica 5
	Evaluación de inmunización mediante titulación de anticuerpos

	Guía de práctica 6
	Diagnóstico serológico de fiebre tifoidea, sífilis y brucelosis (antígenos febriles, VDRL, RPR, rosa de Bengala)

	Guía de práctica 7
	Turbidimetría, nefelometría, de proteínas especiales

	Guía de práctica 8
	Aislamiento de linfocitos T. y B. en donantes cadavéricos en cobayos y prueba serologica HLA clase I y clase II

	Guía de práctica 9
	Inmunofluorescencia indirecta mediante la prueba de anticuerpos antinucleares (ANA)

	Guía de práctica 10
	Enzimoinmunoanálisis (Elisa)

	Guía de práctica 11
	Análisis de multiplicación enzimática (EMIT)

	Guía de práctica 12
	Diagnóstico de marcadores infecciosos de hepatitis B y C

	Guía de práctica 13
	Quimioluminiscencia para marcadores tumorales y hormonas

	Guía de práctica 14
	Extracción de ADN y carga viral en VIH

	Guía de práctica 15
	Taller de manejo de equipos de alta tecnología

	Guía de práctica  16
	Control de calidad en automatización
	Referencias 




