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Introduccion al manual del Laboratorio de Inmunologia Clinica

La defensa exitosa de un organismo contra un agente extrafio potencialmente nocivo
implica un estado de inmunidad. De este modo, la presencia de un agente extrafio estimula
en el huésped mecanismos de proteccion que en sentido amplio representa la respuesta
inmune. Asi, los distintos elementos que conforman los sistemas inmunes surgieron y se
perfeccionaron a lo largo de la evolucion, por ejemplo, algunos tipos de hongos desarrollaron
antibidticos naturales como la penicilina para defenderse de las bacterias, mientras que, estas

ultimas desarrollaron enzimas, como las B-lactamasas, para inactivar a los antibidticos.

En los seres humanos, el sistema inmune se ha dividido en dos tipos: el innato y el
adaptativo. El sistema innato, tiene como funcion la respuesta inmediata ante un agente
extrafio y esta constituido por reactantes de fase aguda, enzimas como la lisozima y
lactoferrina, las colectinas, la cascada del complemento, el interferon gamma, células
fagociticas, por mencionar algunos. Entretanto, en el sistema adaptativo, la respuesta no es
inmediata e incluye la formacion de anticuerpos especificos al antigeno inductor, ademas de
generar linfocitos sensibilizados. Ambos sistemas, han alcanzo tal grado de sofisticacion que
cuando alguno de sus elementos falla genera enfermedad. En algunas patologias, algin
componente del sistema inmune se exacerba y da como resultado enfermedades de tipo
autoinmunes, alérgicas, reacciones citotdxicas y citoliticas, etc. En contraste, existen
patologias como las inmunodeficiencias que tienen su origen en la disminucién o ausencia

de alguna parte del sistema inmune.

En el presente manual, se introduce al alumno a metodologias que evallan tanto
mecanismos innatos como adaptativos de la respuesta inmune, asi como a su aplicacion tanto

en el diagnostico clinico como en la investigacion biomédica.
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Objetivos de manual del Laboratorio de Inmunologia Clinica

Comprender los fundamentos y realizar pruebas inmunoldgicas utilizadas en el

diagndstico clinico de enfermedades inmunoldgicas e infecciosas.

e Comprender los fundamentos y realizar pruebas inmunoldgicas utilizadas para

evaluar el sistema inmune innato.

e Comprender los fundamentos y realizar pruebas inmunoldgicas utilizadas para

evaluar el sistema inmune adaptativo.

e Consolidar los conocimientos adquiridos en la parte tedrica del modulo.
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Contenido

Practica 1. Fagocitosis

Objetivo
Valorar la inmunidad celular mediante la determinacién de la capacidad de adherencia,

fagocitosis y microbicida de fagocitos profesionales obtenidos de sangre periférica.

Fundamentacion tebérica

Son 2 los tipos de fagocitos profesionales: los polimorfonucleares neutréfilos y los
fagocitos mononucleares. Existen otras células que bajo ciertas circunstancias pueden también
fagocitar v.g. los fibroblastos, células endoteliales etc. Los polimorfonucleares neutréfilos son
células terminales, pues en circulacion duran alrededor de 8 horas y después mueren, tienen todo
su arsenal enzimatico preparado y son muy eficientes destruyendo gérmenes de tipo
extracelular; pero son ineficientes destruyendo gérmenes intracelulares. Por otro lado, los
fagocitos mononucleares, reciben diferentes nombres dependiendo de donde se encuentren: en
médula dsea y sangre se llaman monocitos, en higado células de Kupffer, en hueso osteoclastos,
en sistema nervioso celulas microgliales, en articulaciones células sinoviales tipo A, en tejidos
histiocitos o macrofagos, en alvéolos macrofagos alveolares, en peritoneo macrofagos
peritoneales, en piel células de Langerhans y en granulomas células gigantes de Langhans (se
presentan como células multinucleadas, como un resultado de fusion de macrdéfagos o bien
debido a una deficiencia de disyuncion durante la mitosis). Todas estas células, a diferencia de
los polimorfonucleares, no estan preparadas para fagocitar con eficiencia, necesitan de su
activacion mediante citocinas como el interferdn y, que actda transformandolos en células
activadas, que se vuelven muy eficientes destruyendo inespecificamente ain a los gérmenes de

tipo intracelular.
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Los pasos de la fagocitosis los podemos dividir en: quimiotaxis, endocitosis o
adherencia, ingestion, digestion o citopepsis Yy exocitosis. Existen varias pruebas o

procedimientos para evaluar las diferentes etapas de la fagocitosis.

Adherencia

Material y reactivos
Gldbulos rojos de carnero en solucion de Alsever.
Gradiente polymorphoprep.
Heparina.
Jeringas de 5 mL.
Pipetas Pasteur.
Porta objetos y cubre objetos.
Solucién salina amortiguada.
Tubos de 13 x 100 mm.
Tubos siliconizados.

Equipo
Centrifuga clinica.
Incubadora microbioldgica.
Microscopio.

Servicios
Energia eléctrica.

Agua.
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Procedimiento
Sensibilizacion de los globulos rojos para rosetas Fc.

1. Los glébulos rojos se lavan 2 veces en salina amortiguada y se ajustan al 2% en solucién

salina amortiguada.

2. Tome 5 mL de la suspension y mezcle con 5 mL de hemolisina a una unidad subaglutinante,
incube la mezcla a 37 °C durante 20 minutos. Después de la incubacion lave los eritrocitos con

salina amortiguada 2 veces por centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos y ajustelos al 1%.

3. Obtenga 5 mL de sangre venosa por puncion, con una jeringa con 50U de heparina. La sangre
se diluye al doble, en solucion salina amortiguada y con la ayuda de una pipeta Pasteur se coloca
suavemente 1.25 mL de sangre diluida, en un tubo de 13 x 100 mm, el cual tiene 1.25 mL de

polymorphoprep se centrifuga a 500g por 30 minutos a una temperatura de 18 a 22°C.

4. Se observaran 2 bandas en la interfase del gradiente y la solucion salina, la banda inferior es
la que contiene los polimorfonucleares, los cuales se obtendran con la ayuda de una pipeta

Pasteur.

5. Las células se lavan 2 veces a 2000 rpm durante 5 minutos, en tubos siliconizados se cuentan

y se ajustan a 4 x10° células por mililitro.

6. Mezcle 0.25 mL de la suspension de globulos rojos sensibilizados, con 0.25 mL de células

fagociticas, en un tubo de Khan siliconizado e incube por 20 minutos a 37 °C.

7. Después de la incubaciéon centrifugue el tubo a 1000 rpm por un minuto, resuspenda
suavemente; con una pipeta Pasteur. Deposite una gota entre porta y cubreobjetos para observar

las rosetas.

Resultados

Cuantifique el nimero de rosetas. Tres 0 mas eritrocitos adheridos a un fagocito se

considera una roseta.
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Indice fagocitico

Material y reactivos
Aceite de inmersion.
Cepa de Candida albicans.
Gradiente polymorphoprep.
Jeringa de 10 mL.
Metanol.
Nefelometro de MacFarland.
Pipetas Pasteur.
Pipetasde 1y 5 mL.
Portaobjetos y cubre objetos.
Soluciodn salina.
Solucién salina amortiguada.
Suero fresco humano.
Tincion de Giemsa o Wright.
Tubos de 13 X 100 mm.
Tubos siliconados de Kanh.

Equipos
Centrifuga clinica.
Incubadora microbioldgica.
Microscopio.

Servicios
Agua.

Energia eléctrica.
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Procedimiento

Opsonizacién de Candida albicans.

1. Tome con un asa bacterioldgica una colonia de Candida albicans y coléquela en un tubo de
13 x 100. Ajustela comparando con el tubo nimero 1 del nefelometro de MacFarland, use

solucién salina.

2. Tome dos alicuotas de 2.5 mL de la suspension y lave las levaduras 2 veces por centrifugacion

a 5000 rpm por 10 minutos.

3. Resuspenda un paquete de levaduras en 2.5 mL de suero humano fresco (levaduras
opsonizadas). El otro paquete resuspendalo en 2.5 mL de solucion salina (levaduras sin

opsonizar).
3. Mezcle bien e incube por 20 minutos a 37 °C.

4. Después de esta incubacion lave por centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos y

resuspenda en salina amortiguada.

Los fagocitos polimorfonucleares neutréfilos se obtienen igual que en la préactica de
adherencia.

5. Coloque 0.25 mL de ceélulas fagociticas con 0.25 mL de levaduras opsonizadas, en un tubo

siliconizado de Kahn e incube 20 minutos a 37 °C.

6. En otro tubo siliconizado, cologque 0.25 células fagociticas con 0.25 mL de levaduras no

opsonizadas e incube 20 minutos a 37 °C.

7. Centrifugue ambos tubos a 1000 rpm por 1 minuto y con una pipeta Pasteur deseche la mitad

del sobrenadante y el sedimento se resuspende suavemente con el dedo.

7. Tome varias gotas y coloquelas en un portaobjetos, fijelas con metanol y tifialas con colorante
de Giemas o Wright.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA

Cadigo

Fecha de elaboracién o revision

Version

Pagina

SGC-FESZ-QFB-ML24

09/12/2019

1

11/108

8. Las preparaciones se leen con objetivo de inmersion.

Resultados

Calcule el indice fagocitico utilizando la siguiente formula:

Numero de polimorfonucleares fagociticos * Promedio de particulas fagocitadas

Indice fagocitico =

Actividad bactericida

Material y reactivos

Numero de polimorfonucleares contados

Gradiente de polymorphoprep (Nycomed).

HCI al 2.5N.
KCN 0.01M.

Piridina o ciclohexano.

Solucion de Krebs Henseleit.

Solucion de NBT al 0.1%.

Tubos de 13X100 mm siliconizados.

Zymosan A opsonizado.

Equipos

Bario metabdlico.

Centrifuga clinica.

Servicios

Agua.

Energia eléctrica.
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Procedimiento

8.

9.

Obtenga 5 mL de sangre por puncion venosa utilizando heparina como anticoagulante.

. Estratifique 2.5 mL desangre sobre 2.5 mL de polymorphoprep en un tubo de 13 x 100 mm

y centrifugue a 1500 rpm durante 30 minutos.

Con la ayuda de una pipeta Pasteur obtenga el anillo de polimorfonucleares y coloquelo en
un tubo siliconizado, ajustando la suspension celular a 20 x10%/mL (aproximadamente un

volumen de 0.5 mL), en solucion de Krebs-Henseleit.

Opsonizacién del zymosan: pese 10 mg de zymosan A y resuspéndalo en 5 mL de agua
destilada, centrifugue a 2000 rpm durante 5 minutos. El sedimento se resuspende en 1 mL
de suero fresco, se incuba a 37 °C durante 20 minutos. Centrifugar a 2000 rpm durante 5
minutos, el sedimento se resuspende en 5 mL de Krebs-Henseleit, centrifugue a 2000 rpm y

resuspenda en 1 mL de solucion de Krebs-Henseleit.

Se marcan por duplicado los tubos siliconizados como en reposo y fagocitando.
Los tubos en reposo se les adiciona 0.4 mL y a los fagocitando con 0.35 mL de la solucién

de Krebs-Henseleit.

. Coloque 50 uL de zymosan opsonizado a los tubos fagocitando.

Adicione 0.1 mL de KCN al 0.01M a todos los tubos.

Adicione 0.4 mL de NBT al 0.1% en salina.

10. Preincube los tubos a 37 °C por 15 minutos y sin sacar los tubos del bafio metabolico.

11. Adicione 0.1 mL de la suspensiéon celular a todos los tubos.

12. Incube a 37 °C durante 15 minutos.

13. Detenga la reaccion de todos los tubos con 2 mL de HCI 2.5N.

14. Centrifugue a 2000 rpm durante 15 minutos y al sedimento se adicione 4 mL de piridinay

extraiga el formazan por 20 minutos en un bafo de agua hirviendo.
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15. Centrifugue a 2000 rpm durante 15 minutos y vacie en tubos limpios, enfrie y lea a 515 nm,

contra un blanco de piridina.

Resultados

Cuantificar la reduccion del NBT.

Manejo de los residuos

Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberan desecharse en el contenedor
rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion de 4 al 7% de cloro libre
(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus
componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.4 al 0.7%
manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al

drenaje.

Puntos guia de estudio.

Explicar el fendmeno de fagocitosis en sus diferentes etapas.

Elementos celulares que la realizan.

Mecanismos antimicrobianos y de destruccidn que poseen las células fagociticas.
Fundamento de las técnicas: NBT e indice fagocitico.

Utilidad clinica de estas determinaciones y en qué enfermedades se encuentran
alteradas.

Pruebas de laboratorio para evaluar las diferentes fases de la fagocitosis.
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Practica 2. Células formadoras de anticuerpo

Objetivo

Cuantificar células formadoras de anticuerpo mediante la técnica de Jerne.

Fundamento tedrico

Esta técnica esta basada en una hemdlisis localizada, inicialmente solo se podia aplicar

a medir respuestas anti glébulos rojos (no nucleados) y solamente se detectaban aquellas células

que producian anticuerpos fijadores de complemento (Jerne y Nordin); pero existen una serie

de modificaciones que han ampliado su uso, por ejemplo, medir respuesta a antigenos solubles

(Golub, Mishell, Weigle y Dutton), respuesta a bacterias (Barington Heilmann), deteccién de

células productoras de anticuerpo no fijador de complemento, usando un anticuerpo facilitador

(Stherl y Riha, Nossal, Warner, Lewis) y medir la hemdlisis usando un lector de ELISA

(Poduval).

Material y reactivos
Agarosa al 0.6%.
2 cajas Petri de 50 mm.
1 caja Petri de 100 mm.
Colador de malla fina.
Estuche de diseccion.
Gldbulos rojos de carnero al 10%.
Gradilla.
Jeringas de 1 mL.

Medio minimo esencial de Eagle (MEM).
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Olla de presion.

Pipetas graduadas de 5 mL.

Pipetas Pasteur.

Pipetas automaticas de 0.1 mL y de 0.2 mL.

Ratones CD1.

Suero de cobayo, como fuente de complemento.

Tripié.

6 tubos de 13x100 mm en buen estado.

Equipos

Agitador vortex.

Barfio metabdlico.

Incubadora.
Refrigerador.
Servicios

Agua

Energia eléctrica.

Gas.

Procedimiento

1. Inocule los ratones por via intraperitoneal con 0.2 mL de una suspension al 10% de globulos

rojos de carnero, usando una jeringa tipo tuberculina 5 dias antes del ensayo.

2. Sacrifique los ratones mediante dislocacion cerebral, extraiga el bazo y coloquelo en una caja
de Petri de 100 mm que contiene 4 mL de MEM.

3. Separe las células del estroma del bazo, con la ayuda de un colador de malla fina y un tubo

de ensaye de 13x100 mm, colecte las células, con la ayuda de una pipeta Pasteur en un tubo,
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deje sedimentar el tejido y transfiera el sobrenadante de células a un segundo tubo, de este Gltimo
realice diluciones 1:20 y 1:30 en MEM.

4. En paralelo, prepare agarosa a una concentracion al 0.6% en MEM vy caliéntela en la olla de

presion para que se funda. Una vez que saque la agarosa de la olla, manténgala a 45 °C.

5. Enun tubo de 13 X 100, mezcle 0.1 mL de la dilucion 1:20 de las células con 2 mL de agarosa
al 0.6%, en MEM (que se ha mantenido en bafio Maria a 45 °C) y 0.2 mL de una suspensién de
globulos rojos de carnero al 10%, mezcle rapido en el agitador vortex y vacie en una placa de

Petri de 50 mm, deje solidificar sin mover.
6. Realice el mismo procedimiento para las células provenientes de la dilucion 1:30.
7. Incube las placas a 37 °C por 45 minutos en la incubadora.

8. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, adicione a cada placa 2 mL de complemento
de cobayo fresco diluido 1:10 en MEM.

9. Incube las placas a 37 °C por 30 minutos. Una vez cumplido el tiempo deseche el

complemento diluido y sustituya por 2 mL de MEM frio para detener la reaccion.

10. Cuente el nimero de células formadoras de placa y realice el calculo para reportarlas por
bazo.

Resultados

Reporte el niumero de células productoras de anticuerpo; realice el calculo por bazo. Utilice la

siguiente formula:
CFA por bazo = NUmero PL * 4 * FD * 10

Donde, CFA son las células formadoras de anticuerpo; PL, Placas liticas; FD, factor de dilucion.
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Manejo de los residuos

e Los cadaveres de animales se depositan en la bolsa amarilla ubicada en el area de
confinamiento de residuos.

Puntos guia de estudio.
e Organos linfoides primarios y secundarios.

e Anatomiay funciones del bazo.

e Tipos de linfocitos.

e Caracteristicas y diferencias entre los linfocitos B y las células plasmaticas.

e Respuesta inmune humoral.

e Cinética de la respuesta inmune humoral.

e Caracteristicas de las inmunoglobulinas, actividad bioldgica.

e Fundamento de la técnica de Jerne. Modificaciones a la técnica de Jerne.

e Otras técnicas empleadas para evaluar a las células formadoras de anticuerpos.

Referencias bibliogréaficas

1. Jerne NK, Nordin AA. Plague formation in agar by single antibody producing cells. Science
1963; 140(3565):405.

2. Golub ES, Mishell RI, Weigle WO, Dutton RW. A modification of the hemolytic assay for
use with protein antigens. J Immunol. 1968; 100(1):133-7.

3. Barington T, Heilamnn C. An improved haemolytic plaque assay for the detection of cells
secreting antibody to bacterial antigens. J Immunol Methods.1992; 146(1):129-37.

4. Stherl J, Riha I. Detection of cell producing 7S antibody by the plaque technique. Nature
1965; 208(5013):858-9.

5. Poduval TB. Quantitation of lymphocyte mediated sheep red blood cells hemolysis, using an
ELISA reader. J Immunol Methods. 1991; 142(1):137-9.

6. Kennedy JC, Till JE, Siminovitch L, McCulloch EA. The proliferative capacity of antigen
sensitive precursors of haemolytic plague forming cells. J Immunol. 1966; 96(6):973-80.
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Préactica 3. Obtencidn y purificacion de gammaglobulina humana

Objetivo

Precipitar y purificar gammaglobulinas humanas con sulfato de amonio.

Fundamentacion teodrica

Desde hace més de 100 afios, las sales minerales se han usado para precipitar o
fraccionar proteinas. Brieger y Ehrlich en 1883, fueron los primeros en precipitar
inmunoglobulinas con sulfato de amonio. La precipitacion de globulinas se puede llevar a cabo
también con sulfato de sodio, alcohol, sulfato de magnesio, entre otros. El sulfato de amonio
tiene la ventaja, de que sus soluciones saturadas, contienen grandes cantidades de sal y que su
solubilidad se modifica poco con la temperatura, no ocurre lo mismo que con el sulfato de sodio,
en donde su solubilidad si se modifica mucho con la temperatura. Con sulfato de amonio, el
peligro de desnaturalizacion de la proteina es bajo, en comparacion a el método de precipitacion
con alcohol, donde si no se adiciona lentamente, lo mé&s comun es que ocurra desnaturalizacion.
El fraccionamiento con sulfato de amonio, no requiere el ajuste exacto del pH, como con la
precipitacion con alcohol. Las desventajas del sulfato de amonio es que, la sal se debe de
remover por dialisis y este proceso requiere de 1 a 3 dias y se corre el riesgo de contaminacion
bacteriana y ademas se recomienda que el sulfato de amonio sea puro; sin contaminantes de
metales, ya que estos iones pueden ser unidos firmemente por algunas proteinas y pueden
catalizar reacciones de oxidacién. La precipitacion de la gammaglobulina por este método se
basa en el fendmeno de "salting out™, que es una deshidratacion de la proteina por la sal, de tal
manera que las moléculas de agua que recubren a la molécula de anticuerpo son desplazadas
por los iones de sulfato, que ademas neutralizan los grupos cargados de la proteina, la cual

alcanza su punto isoeléctrico y precipita.
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Material y reactivos
Cloruro de bario.
Dos ligas
Suero humano.
Solucion de sulfato de amonio saturada.
Solucion salina 0.85%.
Bolsa de diélisis con corte de 10,000 daltons.
Tubos de 13 x 100 mm.
Equipo
Agitador vortex.
Centrifuga clinica.
Servicios
Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento
1. Realice una precipitacion del suero al 45 % de saturacion de sulfato de amonio, usando la

siguiente formula:

saturacion 2 - saturacion 1

mL de (NH<)2804 =

1- saturacion 2

Bjemplo, mL (NHz)SOs =210 _ =35 _ 4
D, 2 = = .
JERPO: TTioas -4

[ ]
Lh
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Por cada 1.25 mL del suero, se adiciona 1 mililitro de solucion saturada de sulfato de amonio.

La adicion se hace gota a gota con agitacion constante y se sigue agitando durante 10 minutos.
2. Centrifugue por 5 minutos a 800g.

3. Retiré el sobrenadante y el precipitado se resuspende, en solucién salina, a un volumen

original de suero.

4. Realice una segunda precipitacion al 33%. Después de la adicion del sulfato saturado, el

precipitado se centrifuga por 5 minutos a 800 g.

5. Retire el sobrenadante, redisuelva el precipitado en 0.5 mL de solucion salina y coloquelo en

la bolsa de dialisis previamente cerrada con una liga en un extremo.

6. Cierre la bolsa de didlisis con la otra liga, coléquela en un vaso de precipitados y dialice contra

solucién salina, hasta eliminar el sulfato de amonio.

7. Para comprobar que se elimind todo el sulfato de amonio, con la solucidn de didlisis se hace

una prueba con cloruro de bario y no debe aparecer ningun precipitado.

8. Para evitar contaminacion bacteriana adicione azida de sodio al 0.1%.

Resultados

Obtencidn de gammaglobulina humana.

Manejo de los residuos

o Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberdn desecharse en el contenedor
rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

o Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion de 7% de cloro libre (porcentaje

comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus componentes para
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alcanzar una concentracién final de cloro libre del 0.7% manteniéndose de esta manera

durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al drenaje.
Puntos guia de estudio.

e Constitucion proteica del suero.
e Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de las gammaglobulinas.
e Métodos de separacion de proteinas:
= métodos especificos,
= métodos inespecificos.
e Fundamento de la técnica de precipitacion con sulfato de amonio.
e ;En qué consiste el fendmeno de salting-out?
e Factores que afectan la precipitacion salina.
e \entajas y desventajas de la precipitacion con sulfato de amonio.

e Utilidad de los productos obtenidos por precipitacion con sulfato de amonio.

Referencias bibliogréaficas.

1. Heide K, Schwick HG. Salt fractionation of immunoglobulins. En Weir DM ed. Handbook
of experimental immunology. Immunochemistry. Fourth ed. Oxford: Blackwell Scientific
Publications, 1986.

2. Hudson L, Hay FC. Practical immunology. Oxford: Blackwell Scientific Publications, 1980.

3. Campbell DH, Garbey JS, Cremer NE, Sussdorf DH. Methods in immunology: a laboratory
text for instruction and research. N. Y: Benjamin, 1964.
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Préactica 4. Complemento

Objetivo

Determinar la actividad litica del complemento en unidades 50% hemoliticas.

Fundamento tedrico

La prueba CH50%, como ensayo de complemento hemolitico total, es un método
tradicional para la determinacion de complemento en suero y otros fluidos bioldgicos. Se basa
en la medicion de la capacidad de un suero de prueba para lisar el 50% de una suspension de
eritrocitos de carnero (E), cubiertos con cantidades Optimas de anticuerpos de conejo anti-
glébulos rojos de carnero (A), es una reaccion que incluye la activacion completa de la via
clasica. Esos eritrocitos cubiertos con anticuerpo EA, se incuban con varias diluciones del suero
de prueba, por un tiempo suficiente para completar la reaccion. Las mezclas se centrifugan y el
porcentaje de hemdlisis se determina espectrofotométricamente. Cuando se gréafica el porcentaje
de lisis contra la cantidad de suero adicionado, se obtiene una curva tipica sigmoide. Los valores
en el rango de 10 a 90% se transforman en una recta, graficando sobre papel de probitas o usando
la transformacion de VVon Krogh. El volumen del suero conteniendo 1 unidad CH50% que es el
volumen que corresponde a una hemolisis al 50% y se determina, el valor de las unidades por
mililitro del suero de prueba sin diluir. Existen 2 métodos muy usados en los laboratorios
clinicos: EI método de Kent y Fife, mide la lisis de 0.6 mL de una suspension al 1% de EA en
un volumen total de 1.5 mL. El método de Manfred Mayer, mide la lisis de una suspension de
EA al 5% en un volumen total de 7.5 mL. Por supuesto, los limites de referencia de las unidades
CH50% de la poblacion clinicamente sana, se deben establecer en cada laboratorio.
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Materiales y reactivos
Gldbulos rojos de carnero (GRC) conservados en solucion de Alsever.
Hemolisina (2U 50% hemoliticas) en solucion de TBS.
Pipetas graduadas de 1y 5 mL.
Solucion amortiguadora de TBS.
Suero a determinar su actividad de complemento.
Solucion de TBS.
Tubos de 13 X 100 mm.
Equipo
Bafio metabdlico.
Centrifuga clinica.
Espectrofotometro.
Servicios
Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento

1. Lave los GRC por centrifugacion a 2000 rpm. por 5 minutos, con solucién de TBS.
2. Ajuste la suspension de GRC al 2% en TBS.

3. Coloque en un tubo de 13 x 100 mm, 0.6 mL de la suspension de GRC al 2%, adicione 3.4
mL de agua destilada. Lea la densidad optica en un espectro a 550 nm, usando como blanco

agua destilada.
Ajuste la densidad Optica a 0.5 con la ecuacion.

D.0.1xV1=D.0.2xV2
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4. Adicione un volumen de hemolisina titulada a 2U 50% hemolitica con un volumen igual de
la suspension de GRC e incube 30 minutos a 37 °C en un bafio metabolico, con agitacion

frecuente. La suspension queda al 1%.

5. Prepare las siguientes diluciones del suero problema:

A. 0.4 mL de suero + 9.6 mL de TBS dilucion 1:25

B. 5 mL de ladilucion 1:25 + 5 mL de TBS dilucion 1:50
C. 5mL de ladilucion 1:50 + 5 mL de TBS dilucion 1:100
Deposite en bafio de hielo.

6. Introduzca una gradilla en bafio de hielo y coloque 12 tubos, 4 para cada dilucién mas 2 tubos

(testigo negativo y testigo positivo). Realice una serie para cada dilucion.

tubo 1 2 3 4 test. pos Test. neg.
dil.de 1mL 0.7 mL 0.5mL 0.3mL 0mL 0mL
suero

TBS 0.8 mL 1.1mL 1.3mL 1.5mL 0mL 1.8 mL
GRC 1% | 12mL 1.2mL 1.2mL 1.2mL 1.2mL 1.2mL
sens.

7. Mezcle perfectamente e incube en bafio Maria 30 minutos a 37 °C, agitando frecuentemente.

8. Transcurrido el tiempo de incubacion, retire los tubos del bafio y adicione 1 mL de TBS frio

para detener la reaccion, excepto al tubo testigo positivo.

9. Al testigo positivo se le adiciona 2.8 mL de agua destilada.
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10. Centrifugue los tubos a 2000 rpm. 5 min. y decante el sobrenadante sobre un tubo limpio y
lea la densidad Optica a 550 nm usando como blanco el tubo negativo y como 100% de lisis a la

lectura del testigo positivo.

Resultados

Grafique sobre papel semilogaritmico de probitas de tres ciclos (anexo 2) y determine las
unidades 50% hemoliticas del suero empleado.

Manejo de residuos

e Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberan desecharse en el contenedor
rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

e Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion del 4 al 7% de cloro libre
(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus
componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.4 al 0.7%
manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al

drenaje.

Puntos guia de estudio.
e ;Qué es el complemento?
e Funcion bioldgica.
e Sustancias que activan el sistema del complemento:
= inmunoldgicas,
= no inmunoldgicas.
e Vias del complemento:

= clasica,
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= alterna,
= lectinas

e Técnica CH50, fundamento y variables.
e Otras técnicas para la evaluacion del complemento.

Patologias que involucran alteraciones del sistema del complemento.

Referencias bibliogréaficas

1. Kent JF, Fife EH. Precise standarization of reagents for complement fixation. Am J Med Trop.
1963; 12:103-16.

2. Mayer MM. Complement and complement fixation. En: EA Kabat and MM Mayer (eds)
Experimental immunochemistry. Charles C Thomas, Publisher, Springfield, 1.

3. Ruddy S. Complement background, methods of measurement, clinical indications,
interpretation, reagents and test procedures. En NR Rose et al (eds). Manual of clinical
laboratory immunology. Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 1992.

4. Parngburn MK. Activation of complement via the alternative pathway. Fed Proc. 1983;
42(1):139-43.

5. Morgan BP, Daha MM, Nicholson-Weller A. Into the third century of complement
research. Immunol Today. 2000; 21(12): 603-5.
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Practica 5. Reacciones de inmunoprecipitacion

Objetivo

Demostrar la presencia de sistemas antigeno-anticuerpo por medio de técnicas de
inmunoprecipitacion.

Fundamento tedrico

Cuando una solucién de antigeno soluble, es mezclado con su antisuero
correspondiente, el antigeno se combina muy rapido con el anticuerpo Yy si las condiciones son
las adecuadas los reactantes forman un precipitado. La velocidad de la reaccion de precipitacion
esta influida por factores fisicos, quimicos e inmunoldgicos. Por ejemplo, la temperatura
comunmente usada para las reacciones de precipitacion, varia de 0 a 56 °C. Asi tenemos
sistemas de precipitacion, en que la precipitacion optima la alcanzamos en frio (crioglobulinas);
mientras que otros sistemas el maximo de reaccion se presenta a temperaturas elevadas
(piroglobulinas). El contenido de electrolitos y el pH juegan un papel muy importante, asi
tenemos que pH fuera del rango de 6.5 a 8.2 pueden retardar la precipitacion o darnos
precipitaciones inespecificas. Un factor muy importante, para la magnitud de las
inmunoprecipitaciones es la proporcion de antigeno-anticuerpo en la mezcla. Cuando las
cantidades de antigeno y anticuerpo, son equivalentes, se alcanza el 6ptimo de reaccién; pero en
un exceso del antigeno o exceso del anticuerpo, la formacién del precipitado es parcial o

totalmente inhibida.

Inmunoprecipitacion en gel
En 1946, Oudin describié un sistema de difusion sencilla de antigeno y anticuerpo en
tubo. Ouchterlony en 1947, introdujo el método de inmunodifusion doble y en 1953 Grabar y

Williams desarrollaron la inmunoelectroforesis.
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Existen sistemas en los que las pruebas de precipitacion se realizan en una serie de
medios semisolidos, por ejemplo, agar, agarosa, poliacrilamida y almidon. El acetato de
celulosa, que no es un gel, también puede emplearse como medio soporte. El agar, preparado a
partir de algas marinas, se compone de dos polisacaridos, agarosa neutra y agaropectina acida,
que es la causante de su pH acido. Debido a su interferencia con la migracion de particulas
cargadas, el agar, como medio para inmunodifusion, es muy sustituido por agarosa. La agarosa
es un gel neutro, incoloro y transparente que permite la formacion de lineas de precipitacion
precisas y definidas, debido a que las proteinas mas pequefias que los grandes inmunocomplejos
no son retenidas y son eliminadas. EI método de Outcherlony, es una doble difusién en agar, se
basa en que cuando el antigeno y el anticuerpo, se difunden en un medio semisolido (agar)
forman un inmunoprecipitado, estable que se visualiza facilmente, con luz indirecta o con la

ayuda de una lupa.

Contrainmunoelectroforesis

Conocida también como inmunoelectroforesis a contracorriente 'y como
electroprecipitacion. EI método se basa en la electroforesis simultanea de antigeno y anticuerpo,
en direcciones opuestas, de pozos separados en el gel, los anticuerpos se mueven hacia al catodo
debido a un fendmeno de electroendésmosis, mientras que el antigeno, que debe estar cargado
negativamente, se mueve al &nodo, en el punto de encuentro se observa una precipitacion. Sus
ventajas, sobre la inmunodifusion es que el tiempo se acorta en ésta técnica (30 a 40 minutos) y
es cerca de 10 veces mas sensible debido a que estamos forzando la reaccién. Su principal

desventaja es que solo se puede usar antigenos con carga negativa.
Inmunoelectroforesis

La inmunoelectroforesis ha resuelto con éxito los principales inconvenientes de la
inmunodifusion ordinaria: el largo tiempo de resolucion y la formacién de mas de una linea de
precipitacion. La imunoelectroforesis consta de dos partes: la electroforesis y la interaccion

antigeno-anticuerpo. La electroforesis separa las proteinas en sus constituyentes de acuerdo a
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sus diferentes propiedades ionicas. Los distintos componentes migran a diferentes velocidades
y presentan diferentes movilidades en un campo eléctrico creado en varios medios de soporte
amortiguado tales como agarosa, agar, geles de poliacrilamida y acetato de celulosa. Se basa en
la migracion proteica, la interaccion de la proteina con el medio, el pH del tampon, el voltaje, el
tiempo que esta aplicada la corriente y la distancia entre los polos catddico y anddico. En
amortiguador basico, la albumina se mueve mas rapidamente hacia el anodo, mientras que las
gamma globulinas se comportan como cationes, precedidas hacia el &nodo por las B,0.20.1-
globulinas.

Es un método de resolucidn excelente, ya que combina dos técnicas: la electroforesis
y la inmunodifusion y es muy dificil que dos substancias tengan el mismo corrimiento
electroforético y a la vez la misma velocidad de difusion. Se emplea para observar pureza en

preparacion de bioldgicos, por ejemplo la purificacion de gammaglobulinas.

Inmunoprecipitacion en capilar
Material y reactivos
Antigammaglobulina humana.
Antiovoalbimina.
1 barra de plastilina.
Capilares.
Gammaglobulina humana.
Pipetasde 1,2y 5 mL.
Ovoalbumina.
Regla.
Tubos 13 x 100 mm.
Solucion de PBS.
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Equipo
Refrigerador.
Servicios
Agua

Energia eléctrica.

Procedimiento

1. Tome los capilares y dividalos en 4 partes con un lapiz.

2. Realice diluciones del antigeno, al doble en tubo, partiendo de 10 mg/mL y mantenga

constante el anticuerpo.

3. Tome un capilar y absorba por capilaridad el anticuerpo hasta la primera marca, gire 180
grados el capilar y por el otro extremo limpio tome la dilucion del antigeno hasta la segunda

marca, se mezcla perfectamente bien girando el capilar y col6quelo en una barra de plastilina.
4. Esto se hace para cada dilucién del antigeno.
5. Llene dos capilares uno con antigeno y el otro con anticuerpo que son los testigos de la prueba.

6. Deje a temperatura ambiente 1 hora y después guarde en refrigeracion 24 a 48 horas.

Resultados

Lea los precipitados con una regla y repdrtelos en mm. Construya una grafica concentracion de

antigeno vs mm de precipitado.

Manejo de residuos

e Deposite los capilares en el contenedor rojo para punzocortantes ubicado en el area de

confinamiento de residuos.
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Método de Ouchterlony

Material y reactivos
Albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés).
AntiBSA
Antigammaglobulina humana
Antiovoalbimina.
Antisuero humano
Cajas Petri de 100 mm.
Capilares.
Gamma globulina humana.
Mechero.
Ovoalbumina.
Suero humano.
Sacabocado.
Portaobjetos con una capa de agarosa al 1%.
Equipo
Parrilla de calentamiento.
Refrigerador.
Servicio
Agua
Gas.

Procedimiento

1. Barnice los portaobjetos con agarosa al 0.1% y séquelos al horno. Funda agarosa al 1%y en
caliente se coloque 5 mL de la agarosa al portaobjeto, sin derramar. Deje que gelifique.
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2. Perfore los portaobjetos con un sacabocados, distribuya los agujeros alrededor de un pozo
central, en dénde se colocara el anticuerpo de conejo anti suero humano, cologue el antigeno en
los pozos laterales. Se debe de mantener una distancia de aproximadamente 0.5 cm entre pozo

Yy pozo.

3. Incube en camara himeda, a temperatura ambiente por 24 horas. Observe las bandas de
precipitacion.

Resultados

Reportar las reacciones de identidad total, parcial y no identidad, de los antigenos probados.

Figura 1. Imégenes representativas de las reacciones antigeno-anticuerpo obtenidas en una
prueba de Ouctherlony. De izquierda a derecha: identidad total, identidad parcial y no identidad.

Manejo de residuos

e Deseche los geles en la basura municipal.

Contrainmunoelectroforesis

Material y reactivos
AlbUmina humana.
Amortiguador para electroforesis.

Antialbimina humana.
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Camara de electroforesis.
Placas con agar preparadas igual que para Ouchterlony.
Sacabocado.
Equipo
Fuente de poder.

Servicios
Agua.
Energia eléctrica.

Gas.

Procedimiento

1. Realice pares de horadaciones, en la placa de agar y cologue el antisuero de tal manera que
quede colocado del lado del anodo.

2. Apligue 30 miliamperes de corriente durante 15 minutos (para despegar el anticuerpo).

3. Desconecte el circuito y adicione el antigeno del lado del catodo y aplique 30 miliamperes de
corriente durante 30 minutos.

4. Apague la fuente, saque las placas y observe la banda de precipitacion.

Resultados
Reconocimiento del sistema antigeno-anticuerpo.
Manejo de residuos

e Deseche los geles en la basura municipal.
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Inmunoelectroforesis

Material y reactivos

Amortiguador de electroforesis.

Antisuero humano.

Gammaglobulina obtenida en la practica de obtencién de gammaglobulina humana.

Portaobjetos con agarosa.

Perforador con canal.

Equipo

Fuente de poder y equipo de electroforesis.

Refrigerador.
Servicios

Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento

1. Realice dos perforaciones y marque un canal en la parte central sin quitar al agar. En la

perforacion de arriba coloque el suero humano y en la perforacién de abajo la muestra

(gammaglobulina) marque con una pizca de azul de bromofenol, como indicador de corrimiento

de la proteina.

2. Coloque en la camara de electroforesis y aplique 30 miliamperes de corriente, durante 30

minutos, o hasta que el colorante se desplaza 3/4 partes del portaobjeto.

3. Desconecte la corriente y retire del canal el agar y adicione el antisuero humano.

4. Dejar las muestras en cdmara himeda por 24 en refrigeracion. Observe la banda de

precipitacion.
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Resultados

Reportar la pureza de la gammaglobulina humana obtenida en la primera préctica.

Manejo de residuos

e Deseche los geles en la basura municipal.

Puntos guia de estudio.

e Fundamento en el que se basan las reacciones de precipitacion.

e Tipos de reacciones de precipitacion, caracteristicas y métodos:
= Precipitacion en capilar,
= Inmunodifusién Ouchterlony,
= |Inmunodifusion radial,
= Inmunoelectroforesis,
= Contrainmunoelectroforesis.

e Variables para controlar en las reacciones de precipitacion.

e En sistemas antigeno-anticuerpo, caracteristicas e interpretacion de:
= curvas de precipitacion,

= reacciones de identidad, identidad parcial y no identidad (Ouchterlony en
sistema de tres y cinco pozos).

e Aplicacion de los métodos de precipitacion.

Referencias bibliogréaficas
1. Crowle AJ. Immunodiffusion, 2nd ed. Academic Press, 1973.

2. Ouchterlony O, Nilsson LA. Immunodiffusion and immunoelectrophoresis. En: Weir DM
(editor). Handbook of experimental immunology. Blackwell, 1986.
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Practica 6. Reacciones de aglutinacion

Objetivo
Conocer algunas aplicaciones de la reaccién inmunoldgica de aglutinacion mediante
las pruebas de reacciones febriles, la prueba inmunoldgica de embarazo y la titulacion de

hemolisina de conejo.

Fundamento tedrico

La aglutinacién es una reaccion que se presenta entre un antigeno multivalente y un
anticuerpo bivalente, siendo alguno de estos particulado. Existen diversos tipos de
aglutinacion: la aglutinacion activa o directa, en donde tenemos que la particula presenta sus
propios antigenos (por ejemplo, bacterias o eritrocitos), mientras que la aglutinacién pasiva
o indirecta en donde a una particula se le pega un antigeno soluble. En la aglutinacion inversa,

a la particula se le pega un anticuerpo.
Aglutinacion directa

Los eritrocitos, los hongos, las bacterias y toda diversidad de especies microbianas
pueden ser aglutinados directamente por los anticuerpos séricos. Las pruebas para identificar
anticuerpos especificos son llevadas a cabo titulando seriadamente antisueros en diluciones

al doble en presencia de una cantidad constante de antigeno.
Aglutinacion indirecta

Una amplia variedad de antigenos solubles que puede absorberse de manera pasiva
0 acoplarse quimicamente a los eritrocitos u otras particulas inertes ha extendido en forma
particular la aplicacion de las reacciones de aglutinacion. Muchos antigenos se acoplan de
manera espontanea a los eritrocitos formando reactivos estables para la identificacion de

anticuerpos. Cuando los eritrocitos son usados como particulas inertes, se deben absorber las
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muestras de suero a menudo con eritrocitos lavados no cubiertos por antigeno, para eliminar
los anticuerpos heteréfilos que podrian, de otra manera, aglutinar inespecificamente a los
eritrocitos. Las ventajas de emplear eritrocitos para recubrirlos con antigenos son: su
disponibilidad inmediata, su sensibilidad como indicadores y su posibilidad de
almacenamiento. Los eritrocitos pueden ser tratados con formalina, glutaraldehido o aldehido

piravico y ser almacenados durante tiempo prolongado a 4 °C.
Aglutinacion inversa

En la aglutinacién inversa emplea un anticuerpo especifico unido a una particula de
latex para detectar antigenos solubles en un individuo. Por ejemplo, la aglutinacion inversa
se utiliza para detectar a la Proteina C Reactiva (PCR) que es una proteina que se secreta a la
circulacién sanguinea durante la respuesta inflamatoria. La deteccion de la PCR se realiza
utilizando mezclado Anticuerpos anti-PCR fijados a la superficie de particulas de latex con
suero del paciente donde se quiere determinar la presencia de PCR. Otros ejemplos de

aglutinacion inversa son las pruebas para diagnosticar Candida sp. y Neisseria gonorrhoeae.

Reacciones febriles

Las reacciones febriles pretenden demostrar la presencia de anticuerpos aglutinantes
séricos contra bacterias que producen enfermedades febriles, como son las paratifoideas, la
fiebre tifoidea, la brucelosis y el tifo. El tiempo ideal para la realizacion de la técnica es
después de la segunda semana de iniciados los sintomas. Para la realizacion de la técnica se
utilizan bacterias donde se expone el antigeno de interés (antigeno O de pared o antigeno H
flagelar) y para el caso del antigeno de brucella se usa la Brucella abortus que posee tanto
antigeno A como proteina M de tal manera que se pueden detectar anticuerpos contra
Brucella suis (que posee antigeno S pero no M) y contra Brucella melitensis (que posee
proteina M pero no antigeno S). Para demostrar la presencia de anticuerpos contra rickettsias

que producen tifo, se usa un antigeno de reaccion cruzada que esta presente en Proteus OX19.
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Son esenciales ciertas reglas en la realizaciéon y evaluacién de las pruebas de

aglutinacion febril:

1) Una Unica prueba de aglutinacion es de poco valor. Deben realizarse por lo menos
dos y preferiblemente mas pruebas cada 3-5 dias después de la manifestacion de la
enfermedad para demostrar un cambio en el titulo de anticuerpo. Muchos individuos poseen
aglutininas en su suero a varios de los antigenos que se usan cominmente. Estas aglutininas
son generalmente de bajo titulo (con antigenos Salmonella, generalmente 20-80 u
ocasionalmente 160). Otros tienen aglutininas causadas por inmunizacion. Un cambio
definitivo generalmente un aumento significativo, ocurre en los primeros 8-15 dias de la
enfermedad. Un incremento progresivo en el titulo es la principal evidencia de infeccion. Si
las pruebas se realizan tardiamente en la enfermedad, puede notarse una disminucion gradual

en el titulo durante un periodo de tiempo.

2) Los anticuerpos se producen ocasionalmente por estimulacion mediante una nueva
y no relacionada infeccion (reaccion anamnésica causada por un grupo de antigenos
bacterianos).

Prueba inmunolodgica de embarazo

La placenta casi a partir del comienzo de su etapa de desarrollo produce hormonas o
bien propias o en colaboracién con el feto (unidad fetoplacentaria). El trofoblasto placentario
muy precozmente a los 9 dias de su génesis produce cantidades apreciables de gonadotropina

coriénica humana (HGC).

La HGC es una glucoproteina producida por las células trofoblasticas después de la
concepcidn. Transcurridas 5 semanas de gestacion, lahormona HCG aumenta en orina y alcanza
su maximo a las 10 semanas. En la medida que la produccion de estrogenos y progesterona por

la placenta aumenta, durante el segundo trimestre del embarazo, los niveles de HCG descienden.

La prueba cuantitativa de HCG ha resultado valiosa para diagnosticar la mola

hidatiforme (degeneracion hidrdpica de las vellosidades coriales del trofoblasto), algunas de las
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pacientes que la padecen llegan a presentar niveles extremadamente altos (hasta 6, 000, 000
UlI/N), la mayoria muestran valores correspondientes al embarazo normal y algunas presentan
niveles relativamente bajos de la hormona (5 Ul/mL). El diagndstico diferencial de niveles
elevados de HCG se puede facilitar por el hecho que, durante el embarazo, las pruebas
secuenciales tienden a seguir una curva normal de este, mientras que en la enfermedad
trofoblastica, las pruebas repetidas a lo largo de varias semanas mostraran fluctuaciones

irregulares.

Para ser aceptable clinicamente, una prueba de embarazo debera ser: 1) sensible al
incremento de las cantidades de HGC, 2) precisa, 3) rapida, 4) reproducible. EI método de
referencia para la HGC maés sensible es el radioinmunoanalisis, que estd basado en la
competicion entre HGC marcada radioactivamente y la no marcada, frente a una pequefia
cantidad de un anticuerpo especifico.

Para el control de calidad se debera seguir las instrucciones de los fabricantes en
relacion de la sensibilidad del método, eliminar reactivos caducados, utilizar controles positivos
y negativos en cada ensayo. Tener un segundo equipo para ensayos inmunolégicos de una fuente

comercial diferente con objeto de repetir ensayos dudosos en paralelo.

Se pueden emplear muestras de orina recogidas a cualquier hora del dia, sin embargo,
la méxima concentracién de HGC se obtiene en la primera orina de la mafiana. La orina se
recogera en un recipiente limpio y seco, libre de residuos de detergente, la realizacion de la
prueba debera realizarse dentro de las primeras 24 horas de su obtencion. Debera refrigerarse 2-
8°C si laprueba se realiza durante un periodo mas largo 72 horas como maximo. Por lo general,
no se requiere centrifugar o filtrar la muestra, sin embargo puede ser aconsejable en el caso de

presentar turbidez.
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Hemaglutinacién

Material y reactivos
Glébulos rojos de carnero en solucién de alsever
Hemolisina de conejo (antisuero vs glébulos rojos de carnero)
Micropipetas (50 uL)
Placas de microtitulacion de 96 pozos con fondo en V.
Solucion de PBS

Equipo
Incubadora.

Servicios
Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento

1) Coloque 50 pL de solucién PBS en cada uno de los 12 pozos de una fila de una placa de

microtitulacion.

2) Utilizando una micropipeta cologue 50 pL de suero en el pozo 1, mezcle y tome 50 pL, y

transfiéralo al pozo 2 y asi sucesivamente hasta el pozo 11.
3) Deje el pozo 12 como testigo negativo de la prueba.

4) Agregue 50 pL de una suspension de globulos rojos de carnero al 1%, en cada uno de los

pozos de toda la fila, mezclando bien.
5) Incube a 37 °C por 1 hora.

6) Lea el titulo de aglutinacion.
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Resultados

El pozo 12 no debe presentar aglutinacion y en caso de que esta se presente, se

descarta la prueba. El titulo del suero se registra como la reciproca de la maxima dilucion en

la cual ain se observa aglutinacion de los eritrocitos. Por ejemplo, hemaglutinacion positiva

hasta el pozo cinco, es decir, dilucion 1:32, por lo tanto el titulo del suero es de 32.

Manejo de residuos

e Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una

solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion del 4 al 7% de cloro libre

(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus

componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.4 al 0.7%

manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al

drenaje.

Reacciones febriles

Material y reactivos

Aplicadores de madera.

Equipo de antigenos:

1)
2)
3)
4)
5)

Salmonella typhi (antigenos O y H).

Salmonella paratyphi A.

Salmonella paratyphi B (Salmolella schottmuelleri).

Brucella abortus.
Proteus OX19.

Pipeta seroldgica de 0.2 mL.

Placa de vidrio con 6 divisiones.

Sueros testigos positivo y negativo.




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

3, 1
(\b
E
ZARAGOZM

]; X
MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA J\

Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
44 /108

SGC-FESZ-QFB-ML24 09/12/2019 1

Suero problema.
Equipo

Ninguno.
Servicios

Agua.

Procedimiento
Procedimiento cualitativo

1. Coloque una gota del suero problema en cada una de las 6 divisiones de la placa de vidrio.

2. Adicione una gota de cada antigeno, mezcle con un aplicador y continde inclinando la
placa con movimiento lento de vaivén, de manera que la suspension se acumule en uno de

los extremos y regrese a la posicion horizontal, durante 2 a 3 minutos.

3. Las muestras positivas deberan comenzar a aglutinar a los 30 segundos y completarse a
los 3 minutos. En caso de negatividad, no descartar sino hasta que hayan transcurrido 5

minutos. Compare con los testigos positivo y negativo.

Procedimiento cuantitativo

1. Inicie depositando los siguientes volimenes de suero problema positivo en el
procedimiento cualitativo y agregue una gota del antigeno positivo, calcule el titulo de
acuerdo al siguiente cuadro de equivalencias:

Volumen de suero mL Dilucion Titulo
0.08 1:20 20
0.04 1:40 40
0.02 1:80 80
0.01 1:160 160
0.005 1:320 320




SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS

LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA

3, 1
(\b
E
ZARAGOZM

L
]; S
I

Cadigo

Fecha de elaboracién o revision

Version

Pagina

SGC-FESZ-QFB-ML24

09/12/2019

1

45 /108

Resultados

Reportar como el titulo, que corresponde al inverso de la maxima dilucién de suero

problema que da una aglutinacién completa.

Manejo de residuos

e Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberan desecharse en el contenedor

rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

e Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una

solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion del 4 al 7% de cloro libre

(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus

componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.4 al 0.7%

manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al

drenaje.

Prueba inmunoldgica de embazo (PI1E)

Material y reactivos

Aplicadores de madera.

Control positivo (orina).

Control negativo (orina).

Orina problema.

Pipetas graduadas de 1 mL.

Portaobjetos.

Suspensidn de particulas de latex o eritrocitos recubiertos con anti-HCG purificados.

Equipo

Ninguno.
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Servicio

Agua.

Procedimiento

1. Realice todo el proceso a temperatura ambiente.

2. Atempere los reactivos antes de usarlos.

3. Coloque en el tubo de reaccion:

0.1 mL de orina.

0.2 mL de suspension de anticuerpos.

0.2 mL de suspension de eritrocitos.

4. Mezcle suavemente y coloque el tubo en posicion vertical en gradilla en un lugar libre de
vibraciones y exposicion directa a los rayos del sol.

5. Observe el resultado a las dos horas.

Resultados

Positivo: los eritrocitos no aglutinados sedimentan formando anillos de diverso tamafio

con tendencia a formar botdn que ocasionalmente puede presentar irregularidades.

Negativo: los eritrocitos aglutinados sedimentan formando una capa que cubre el fondo

del tubo, ocasionalmente los margenes de la malla se marcan y debe considerarse la repeticion

de la prueba unos dias despues.

Manejo de residuos

e Laorina se vierte directamente al drenaje.
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Puntos guia de estudio.

o Quées

la aglutinacion inmune?

e En qué consisten los siguientes tipos de la reaccion de aglutinacion:

u
u
u
u
e Paralas
u

activa o directa,

pasiva o indirecta,

inversa o reversa

inhibicion de la aglutinacion

pruebas siguientes:

Titulacién de hemolisina (anticuerpo-antigeno),
Reacciones febriles (Weil-Felix, Huddleson, Widal),

PIE (prueba inmunoldgica de embarazo), fundamento de inhibicion de la
aglutinacion.

Referencias bibliogréaficas

1. Lynch, M.J. Métodos de laboratorio. México: Interamericana, 1988.

2. Davidsonn, |

3. Bellanti, J.A.

. Diagnastico clinico por el laboratorio. Barcelona: Salvat, 1983.

Inmunologia. México: Interamericana, 1986.

4. Todd-Sanford. Diagndstico y tratamiento clinico por el laboratorio. México: Salvat, 1991.

5. Weir D.M. Handbook of Experimental Immunology. Vol 3. Oxford: Blackwell Scientific
Publication, 1986.

6. Stanley J. Chapter 14: Agglutination. En: Esperti CL, editor. Essentials of Immunology
and Serology. Estados Unidos: Delmar; 2002. p.202-224.
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Préactica 7. Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés

Objetivo

Determinar las concentraciones de antigeno y la dilucién de conjugado éptimas para un sistema
de ELISA.

Fundamentacion teorica.

Esta técnica, al igual que el radioinmunoandlisis (RIA), tiene una buena sensibilidad
para detectar antigenos o anticuerpos (1-50 ng/mL). ELISA tiene la ventaja sobre RIA, en que
no usa material radioactivo y por lo tanto no se requiere una licencia para su manejo, ademas la
enzima usada tiene una duracion mayor, que los isétopos usados en RIA. ELISA se basa en una
fase solida con el fin de separar el antigeno (Ag) o el anticuerpo (Ac) libre del complejo
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac). En éste el material que se utiliza como fase sélida para adherir el
Ac o el Ag pueden se tubos, microplacas, esferas, discos; los cuales pueden ser de celulosa,
nylon, polivinilo, poliacrilamida, poliestireno y particulas de agarosa. La inmovilizacion del
antigeno o anticuerpo en la fase sélida es por enlace covalente o por adsorcion continua de
interacciones no covalentes, altas concentraciones de antigeno o anticuerpo reducen los enlaces
inespecificos y mejora los especificos. Se debe determinar la concentracion éptima de
revestimiento para cada ensayo. Los ensayos inmunoenzimaticos heterogéneos (ELISA) pueden
ser: 1) Directos, 2) Indirectos, 3) S&ndwich o de doble anticuerpo y 4) Por inhibicion

competitiva.
La técnica de ELISA se puede describir brevemente en los siguientes pasos:
1. El antigeno o el anticuerpo se pegan a placas de poliestireno o polivinilo.

2. La placa se bloguea con una proteina irrelevante, para prevenir cualquier unién no

especifica.
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3. El antigeno o anticuerpo de prueba se adiciona y toda la proteina no pegada se

elimina con los lavados.

4. El antigeno o el anticuerpo se detecta por un ligando acoplado a una enzima. Este

ligando se une al anticuerpo o al antigeno de prueba el ligando libre se elimina con los lavados.

5. Launioén del ligando se visualiza con la adicion de un cromogeno, el cual es incoloro
y mediante la accion de la porcion enzimatica del ligando se produce un compuesto colorido

que es proporcional al anticuerpo o antigeno de prueba.

En esta técnica se pueden usar diferentes enzimas, por ejemplo: peroxidasa de rabano
picante, beta galactosidasa, fosfatasa alcalina etc. que tienen como caracteristica su bajo precio,

su estabilidad y sustratos accesibles entre otras caracteristicas.

ELISA se ha usado para la cuantificacion de hormonas, en enfermedades infecciosas
por ejemplo: deteccion de anticuerpos anti-VIH, evaluacion del TORCH (deteccion simultanea

de anticuerpos anti-toxoplasma, rubeola, citomegalovirus y herpes), entre otras.

1. Sensibilizar la placa

2. Lavar

3. Aiiadir anticuerpo problema

. o
H Ligando

4, Lavar

0 —0<—0

5. Anadir ligando o
D C}
6. Lavar C}
7. Afladir crombgeno Cromégeno
8. Revelar la placa .

Figura 2. Esquema que representa los pasos del método de ELISA.
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Material y reactivos.
antilgG humana conjugada a peroxidasa de rabano picante.
O-fenilendiamina.
Perdxido de hidrogeno.
Pipetas graduadas de 5 mL.
Micropipetas.
Placas de poliestireno o polivinilo de alta adherencia de 96 pozos.
Puntas para pipeta.
Soluciones conocidas de 1gG.
Solucion amortiguador de recubrimiento. Carbonato-bicarbonato pH9.6.
Solucién de bloqueo para ELISA.
Solucion PBS.
Solucion PBS-Tween.
Soluciodn sustrato de peroxidasa de rdbano picante.
Equipo
Incubadora bacterioldgica.
Lector para placas de ELISA.
Servicios
Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento.
La técnica de ELISA sera dividida en dos sesiones: en una practica se preparara el
antigeno y se pegara a la placa realizando 7 diluciones y en la segunda préactica se titulara un

conjugado de peroxidasa unido a un anticuerpo de chivo anti-cadenas y humanas.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS L
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA FES
_r ZARAGOZA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-ML24 09/12/2019 1 51/108

1. Diluya una solucién de IgG (también se puede utilizar gammaglobulina humana) haciendo

diluciones al doble partiendo de una concentracion inicial de 128 ug/mL.

2. Coloque en una gradilla 7 tubos, que se marcan de la A hasta la G. En el tubo A coloque 3
mL de la solucién de IgG a una concentracion de 128 ug/mL disuelta en amortiguador de
recubrimiento y realice diluciones al doble con volumenes de 1.5 mL del amortiguador de
recubrimiento en los tubos de la B a la G, de tal manera que al final tenga todos los tubos con

1.5 mL de volumen, excepto el tubo G que se queda con 3.0 mL.

3. Cologue con una pipeta automética 100 uL del amortiguador de recubrimiento en la fila H de
la placa de poliestireno (testigo negativo del antigeno). Realice lo mismo con el resto de las filas
empezando con la fila G y terminando con la fila A en ese orden y usando una sola punta coloque

siempre 100 uL en cada pozo.
4. Incubé por 1 hora a 37 °C.

5. Elimine el sobrenadante y adicione 100 uL de solucion de bloqueo durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

6. Deseche el sobrenadante y lave 4 veces con la solucion PBS-Tween, deje actuar un minuto

la solucion de lavado antes de tirar los sobrenadantes.

7. Etiquete 11 tubos del 1 al 11 y realice diluciones al doble en PBS de la antilgG humana
conjugada a peroxidasa de rabano picante, comience de una dilucion 1:500 y use volimenes de

1 mL para hacer las diluciones.

8. Coloque en la columna 12, 100 uL de PBS (testigo de conjugado). Adicione el conjugado
partiendo de la dilucion con menor concentracion, tubo nimero 11 a la columna 11 y continde
en ese orden hasta llegar al tubo 1. Utilice una sola punta. A cada pozo se le adicionan 100 pL

de la dilucion correspondiente. Incube la placa a 37 °C por una hora.

9. Lave 4 veces con la solucién PBS-tween igual que en el paso nimero 6.
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10. Adicione 100 uL de la solucion que contiene O-fenilendiamina y perdxido de hidrogeno en

cada pozo e incube por 15 minutos a 37 °C.

11. Lea a 490 nm en un lector de ELISA.

Nombre. —

Fecha ———— ——

Antigeno -

Anticuerpos.- —

Conjugado.——— -

(B = =

= -

H

Figura 3. Esquema de una placa de poliestireno de alta adherencia; utilizada para la estandarizacion

de metodologias de ELISA.

Resultados

Construir las gréaficas de dilucion del conjugado vs absorbancia para la dilucién de conjugado.
Determine la concentracién ptima de antigeno.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA

FES
ZARAGOZA

MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA

Fecha de elaboracién o revision Version Péagina

53 /108

SGC-FESZ-QFB-ML24 09/12/2019 1

Figura 4. Placa de ELISA revelada

Manejo de residuos.

e Los residuos liquidos se vierten al drenaje mientras que los solidos se desechan a la basura

municipal.
Puntos guia de estudio.
e En enzimoinmunoensayos, tipos de sistemas homogéneos y heterogéneos.
e Fundamento de la técnica de ELISA.
e Enzimas empleadas y criterios de seleccion de enzimas.
e Tipos de soporte (fase solida) y formas en las que se presenta.
e Principio de los diferentes tipos de ELISA'y en qué consisten:
= ELISAdirecto,
= ELISA indirecto,
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= ELISA competitivo,
= ELISA inhibicion,
=  ELISA sandwich.

e \/entajas y desventajas del metodo ELISA en comparacion con RIA y ensayos
quimioluminicentes.

e Aplicaciones clinicas.

Referencias bibliogréaficas

1. Carpenter AB. Enzyme linked immunosorbent assay. En: Rose NR et al (Edit.). Manual of
clinical laboratory immunology. Washington D.C.: American Society for Microbiology, 1992.

2. Stites DP, Terr Al, Parslow TG. Inmunologia béasica y clinica. 10a ed. México: El Manual
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Practica 8. Factor inhibidor de la migracion de los leucocitos (LIF) e
intradermoreacciones

Objetivo

Evaluar la inmunidad celular mediante la técnica de LIF.

Fundamentacion teorica

Existen muchas pruebas para determinar la inmunidad celular. La prueba intradérmica,
es simple de efectuar e indica un previo contacto con el antigeno de prueba. Es una prueba de
hipersensibilidad retardada, la cual no tiene relacion alguna con la proteccion. Una desventaja
de esta prueba es que es de tipo semicuantitativo y los complejos inmunes presentes en ciertos

padecimientos, bloquean la prueba dando una reaccion negativa.

La prueba MIF, es una prueba de inmunidad celular in vitro mide la actividad de una
linfocina, liberada por el linfocito T sensibilizado con un antigeno especifico y tiene como célula
blanco al macrofago. El factor inhibidor de la migracién de los leucocitos (LIF, por sus siglas

en inglés), que es la técnica que se realizara en esta préctica.

Otras pruebas para evaluar la respuesta celular son: la prueba de parche en las
dermatitis de contacto, la respuesta a mitdgenos, el cultivo mixto de linfocitos, la citotoxicidad

mediada por células, entre otras.

Material y reactivos.
Caja Petri de 100 mm con capilares y cubreobjetos estériles.
Céamara de Bloom para el LIF.
Heparina 250 U (0.1 mL) estéril.
Jeringa de 20 mL
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Jeringa de 1 mL.

Lapiz diamante.

Mechero Bunsen

Medio de cultivo MEM o RPMI.

PPD 1 U (0.1 mL)

Parafina.

Pinzas.

Rejilla de alambre.

Silicon solido.

Tripié

Tubos de 13 x 100 mm.

Tubos siliconizados estériles.

Varidasa 25 U/0.1 mL.
Equipo

Centrifuga clinica.

Incubadora.

Proyector de acetatos.
Servicios

Agua.

Energia eléctrica.

Gas.

Procedimiento
1. Obtenga 20 mL de sangre por puncion venosa, con una jeringa de 20 mL con 250 U de

heparina.
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2. Deje sedimentar la sangre en la jeringa, durante 45 minutos a 1 hora, a 37 °C.
3. Doble la aguja y colecte el plasma rico en leucocitos en un tubo siliconizado estéril.

4. Lave los leucocitos dos veces con medio de cultivo por centrifugacion a 2000 rpm por 5

minutos.

5. Resuspenda el paquete celular en 0.5 mL de medio de cultivo.

6. Llene capilares en forma uniforme sellando (a la flama) un extremo del capilar.
7. Centrifugue los capilares por un minuto a 1500 rpm.

8. Cortelos con un lapiz diamante en donde termina el paquete de leucocitos.

9. Pegue con parafina uno de los cubreobjetos a la camara de Bloom, asegurese de que quede

bien sellada el piso de la camara. Cologue una gota de silicon sélido en el fondo de la camara.

10. Fije los capilares en las camaras, asegure el extremo sellado en el silicon de manera que

los leucocitos migren sobre el cubreobjetos a partir del extremo abierto

11. Cierre la cdmara con otro cubreobjeto (techo) y por los orificios superiores introduzca medio

de cultivo.

12. Introduzca 0.1 mL del antigeno de prueba (PPD o varidasa), solamente en unos de los

compartimientos de la camara (problema).
13. Selle con parafina los orificios.
14. Incube por 24 horas a 37 °C colocando las cAmaras en posicion horizontal.

15. Realice la medicion de los halos de migracién usando para ello un proyector de acetatos, los
halos se proyectan sobre una hoja de papel se marcan con lapiz, se recortan y se pesan.
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Resultados

Calcule el porcentaje de migracion, el peso del papel donde se proyect6 el halo de
migracion sin antigeno corresponde al 100% de migracion. Pese los halos correspondientes a la
camara con antigeno y mediante una regla de tres calcule el porcentaje de migracion de los

leucocitos con la presencia del antigeno de la siguiente manera:

Peso del halo sin antigeno  ———  100% de migracion

Peso del halo con antigeno ———— X

X= % de migracion en presencia del antigeno.

Este resultado réstelo de 100 y calcule el porcentaje de inhibicion de la migracion; si
el resultado es igual o mayor a 20%, indica que hubo produccion de LIF y por lo tanto el
individuo tiene buena respuesta inmune de tipo celular hacia el antigeno especifico. Si por el
contrario el porcentaje de inhibicion de la migracion es menor a 20%, se considera que no ha

habido produccion de LIF.

Manejo de residuos

e Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberan desecharse en el contenedor
rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

e Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion del 4 al 7% de cloro libre
(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus

componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.4 al 0.7%
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manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al

drenaje.

Puntos guia de estudio.

e Inmunidad celular (funciones).

e Evaluacion de la inmunidad celular:
= técnicas in vivo,
= técnicas in vitro.

e LIF:
= caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas,
= técnicas para determinar la accion de LIF,
= fundamento,
» interpretacion de resultados,

= ytilidad clinica.

Referencias bibliogréaficas

1. Bloom BR, David JR (editors). In vitro methods in cell mediated and tumor immunity.
Academic Press. New York and London; 1976.

2. Djeu JY. Monocyte/macrophage function. En: Rose NR et al (editors). Manual of clinical
laboratory immunology. Washington D.C American Society for Microbiology, 1992.

3. Smith DL et al. Delayed hypersensitivity skin test. En: Rose NR et al (editors). Manual of
clinical laboratory immunology. Washington D.C. American Society for Microbiology, 1992.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS L
LABORATORIOS DE DOCENCIA

e [ &5
MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA FES
_r ZARAGOZA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-ML24 09/12/2019 1 60 /108

Practica 9. Antiestreptolisinas

Objetivo

Cuantificar la presencia de antiestreptolisinas utilizando una prueba de neutralizacion.

Fundamentacion tedrica

Los estreptococos son bacterias esféricas Gram positivas, forman parte de la flora
normal humana, otros se relacionan con importantes enfermedades humanas: faringitis
estreptococica, endocarditis, pioderma estreptocdcico, erisipela, fiebre puerperal e

infecciones generalizadas.

Existen dos enfermedades asociadas a la infeccion con estreptococos 3 hemoliticos
que son: la fiebre reumatica que generalmente esta precedida de una infeccion del aparato
respiratorio y la glomerulonefritis la cual se asocia con infecciones en piel (piodermas). La
fiebre reumatica es una secuela grave de las infecciones por estreptococos debido a las
lesiones en valvulas y musculo cardiaco. Ciertas cepas de Streptococcus pyogenes del grupo
A tienen antigenos de reaccion cruzada con antigenos de tejido cardiaco humano, de tal
manera que los anticuerpos generados contra antigenos de estreptococos reconocen a los
antigenos de reaccion cruzada presentes en el tejido cardiaco. Los signos y sintomas de la
fiebre reumatica incluyen la fiebre, malestar, poliartritis migratoria no supurativa,

inflamacion de tejido cardiaco (endocardio, miocardio, pericardio).

La otra secuela grave posestreptococica es la glomerulonefritis la cual se presenta
como una secuela de infeccion estreptocdcica en piel (pioderma). La glomerulonefritis se
inicia por complejos antigeno anticuerpo y en los casos agudos se presenta sangre y proteinas

en la orina, edema, hipertension y retencién de nitrégeno uréico.

Los estreptococos producen un numero importante de substancias que estan

involucradas en la patogenia: 1) Estreptocinasa (fibrinolisina), 2) Estreptodornasa
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(estreptodesoxirribonucleasa), 3) Hialuronidasa, 4) Toxina eritrogénica, 5) Hemolisinas

(estreptolisinas).

Muchos estreptococos son capaces de lisar eritrocitos in vitro, si el rompimiento del
eritrocito es total, el estreptococo recibe el nombre de  hemolitico. Mientras que si la lisis

es incompleta con la formacion de un pigmento verde el estreptococo sera o hemolitico.

Los estreptococos B hemoliticos del grupo A producen dos tipos de hemolisinas
(estreptolisinas). La estreptolisina O es una proteina de 60,000 Daltons con actividad
hemolitica solamente en su forma reducida, es un buen inmunogeno que induce la formacion
de los anticuerpos antiestreptolisina O. Estos anticuerpos bloquean la accion de la
estreptolisina O y este fendbmeno de neutralizacion nos proporciona las bases para la
determinacion de la cantidad del anticuerpo antiestreptolisina O sérica (AEO). La
estreptolisina S es una proteina no inmunogénica, pero con antigenicidad y es la responsable
de las zonas de hemdlisis que se observan alrededor de las colonias de estreptococos en las

placas de gelosa sangre.

Material y reactivos
Glébulos rojos de grupo O al 5%.
Gradilla.
Jeringa, torundas con alcohol.
Reactivo de estreptolisina O.
PBS.
Suero problema.
Tubos de ensayo de 13 x 100.
Tubos para recoleccién sanguinea con anticoagulante EDTA.

Tubos para recolecion sanguinea sin anticoagulante.
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Equipo
Bafio Maria.
Centrifuga.

Incubadora bacteriolodgica.
Servicios

Agua.

Energia eléctrica.
Procedimiento

La cuantificacion de anticuerpos antiestreptolisina O se realiza mediante una

reaccion de neutralizacion y se realiza siguiendo el protocolo de la siguiente tabla:

Cuantificacion de antiestreptolisinas en suero (método de neutralizacion)

1. El suero problema se diluye 1:50 (se colocan 0.1 mL de suero problema + 4.9 mL
de solucion amortiguadora).

2. Coloque 7 tubos y adicione los siguientes volimenes (mL)

Tubo 1 2 3 4 5 6 !
Solucion 06 | 05 | 05 | 05 | 05 | 10 | 125
Amortiguadora

3. Realice diluciones al doble con volimenes de 0.5 a partir del tubo nimero 1y
deseche el volumen de 0.5 mL del tubo 5, los tubos 6 y 7 son testigos de la prueba.

Suero (1:50) 0.4 0.5 0.5 0.5 0.5 — —
Dilucidn 1:125 1:250 1:500 1:1000 1:2000 _ _
resultante

4. Adicione estreptolisina O activada (reducida), mL.
| 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | —

5. Incube a 37 °C por 15 minutos.

6. Adicione gldbulos rojos O al 5 %, mL.
| 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 025 | 0.25
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7. Incube a 37 °C por 45 minutos, agite suavemente cada 10 minutos.

8. Centrifugue a 1500 rpm por un minuto y realice la lectura.

Resultados

Los resultados se obtienen tomando la ultima dilucion donde no hay hemolisis. El

tubo 6 es el testigo positivo de hemdlisis y el tubo 7 es el testigo negativo de hemdlisis

Los resultados se reportan en unidades Todd, que corresponde a la inversa de la

dilucion en donde no se presenta hemolisis.

Manejo de residuos

e Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberdn desecharse en el contenedor rojo
para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

e Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion del 4 al 7% de cloro libre
(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus
componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.4 al 0.7%

manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al drenaje.

Puntos guia de estudio.
e Streptococcus:
= clasificacion,
= caracteristicas,
= estructura.

e Fundamento de las reacciones de neutralizacion.
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e Fundamento de la técnica y variables a considerar en la determinacién de
antiestreptolisinas.

e Antiestreptolisinas:

= caracteristicas,

= actividad bioldgica,

= prueba de laboratorio,

= valores de referencia.
e Fiebre reumatica:

= agente etiologico,

= cuadro clinico,

= criterios de Jones,

= diagnostico,

= fratamiento.

Referencias bibliograficas.
1. Lynch, M.J. Métodos de laboratorio. México: Interamericana, 1988.
2. Davidsonn, 1. Diagnostico clinico por el laboratorio. Barcelona: Salvat, 1983.

3. Todd-Sanford. Diagndstico y tratamiento clinico por el laboratorio. Barcelona: Salvat,
1991.
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Practica 10. Cuantificacién de linfocitos

Objetivo
Determinar los porcentajes de linfocitos B y T en sangre periférica mediante la técnica de

rosetas.

Fundamento tedrico

Las células germinales de la médula 6sea e higado fetal, que se dirigen al timo mediante
un fenémeno llamado "Homing," y penetran en él sufren estadios de diferenciacion, lo que da
como resultado la migracion de linfocitos T maduros a la sangre y tejidos linfoides periféricos.
La maduracion del linfocito T en timo, se acomparfia de una serie compleja de cambios en su
genotipo y fenotipo, su primer marcador que aparece sobre su superficie es el CD2 (receptor
para glébulos rojos de carnero), aparece un rearreglo de los genes TCR (receptor de la célula T)
posteriormente aparece el receptor CD3 (marcador, al igual que el CD2, que poseen todos los
linfocitos T). Al madurar el linfocito todavia en timo le aparecen los marcadores CD1, CD4 y
CD8 entre otros receptores y es en timo donde se lleva a cabo una seleccion de los linfocitos T
eliminandose aquellas clones de alta afinidad autorreactivas y aquellas sin sentido, y perduran
las clones dtiles. Los linfocitos se caracterizan de acuerdo a los marcadores de linfocitos; por
ejemplo, el linfocito T citotdxico expresa el CD8, mientras que los linfocitos T cooperadores
Thl y Th2 expresan el CD4. Dentro de las funciones de la respuesta inmune mediada por
linfocitos T estan: respuestas efectoras antigeno-especificas, regulacion de la actividad de otros
linfocitos, mediante la secrecion de linfocinas. Dentro de las funciones efectoras, tenemos que
son: citotoxicidad mediada por células e inmunidad mediada por células, intervienen en la
activacion y diferenciacion de células T y B (cooperacién y amplificacion), regulaciéon de
respuestas inmunitarias y secrecion de linfocinas potentes como pueden ser el interferén gama

o las interleucinas.
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Los linfocitos B son las células precursoras de las células plasmaticas (productoras de
inmunoglobulinas), su fuente principal es higado fetal y médula dsea. En las aves el 6rgano que
les da su inmunocompetencia es la bursa de Fabricio; pero en los mamiferos, de médula dsea ya
salen con marcadores de células B. Las células B tienen un receptor especifico el CD19y CD20
entre otros tienen receptores para C3b de complemento.

Existen varios métodos para cuantificar los linfocitos, se puede hacer por citometria de
flujo, usando anticuerpos monoclonales, marcados con una sustancia fluorescente (isotiocianato
de fluoresceina o la ficoeritrina). El citometro de flujo separa las poblaciones celulares, de
acuerdo a su forma, tamafio y granulaciones, de tal manera en que se selecciona la nube de
linfocitos con un cerco (gate) y se calcula el porcentaje de linfocitos marcados anti-CD3 (para
linfocitos T totales), anti-CD4 para linfocitos cooperadores/inductores, anti-CD8 para
cuantificar los linfocitos citotoxicos y el anti CD19 para cuantificar los linfocitos B. La
determinacion se puede realizar también mediante inmunofluorescencia 0 mediante la técnica

de rosetas.

En esta préactica se cuantificaran linfocitos T, mediante formacion de rosetas E y los

linfocitos B, mediante la determinacion de receptores para C3b, rosetas EAC.

Material y reactivos
Gldbbulos rojos de carnero.

Hemolisina de conejo antiglobulos rojos de carnero titulada a una unidad.
subaglutinante.

Jeringas.

Lymphoprep (ficoll- hypaque).
Pipetas Pasteur.

Pipetas graduadas.

Portaobjetos y cubreobjetos.
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Sangre humana
Solucion salina amortiguada.
Suero humano fresco.
Tubos de 12 x 75 mm.
Tubos de 13 x 100 mm.
Tubos para recoleccion sanguinea con anticoagulante heparina.
Equipo
Centrifuga clinica.
Incubadora.
Microscopio.
Servicios
Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento.

Los mononucleares se separan con ayuda de en un gradiente de ficoll-hypaque, con el siguiente

procedimiento:
1. Extraer 5 mL de sangre que se colocan en un tubo con 50 U de heparina.
2. Diluya la sangre heparinizada con un volumen igual de salina amortiguada.

3. Coloque 2.5 mL de ficoll-hypaque en un tubo de 13 x100 mm, adicione 2.5 mL de sangre
diluida.

4. Centrifugue a 800g por 20 minutos.

5. Separe la banda de mononucleares con la ayuda de una pipeta Pasteur.
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6. Colecte solamente la banda de mononucleares y transfiera a un tubo. Lave tres veces con

solucion salina amortiguada.

Formacion de rosetas E (linfocitos T)

1. Coloque en un tubo de 12 x 75 mm un volumen de 0.25 mL de una suspension de eritrocitos

de carnero ajustados al 1 % en solucidn salina amortiguada.

2. Agregue 0.25 mL de una suspension de linfocitos. Incube a 37 °C durante 5 minutos,
centrifugue a 1500 rpm durante 3 minutos y mantenga en refrigeracion (bafio de hielo) durante

toda la noche.
3. Tome una alicuota y lea las rosetas activas.

4. Cuente un total de 150 a 200 células, formadoras 0 no de rosetas. Aquellos linfocitos que

unan 3 0 mas eritrocitos sobre la superficie se considera una roseta.

Formacién de rosetas EAC (linfocitos B)

1. Lave los glébulos rojos de carnero en salina amortiguada y prepare 5 mL de una solucion al

5 % en salina amortiguada.

2. Adicione 5 mL de solucion de hemolisina IgM a un titulo subaglutinante. Incube la mezcla a

37 °C durante 30 minutos y agite frecuentemente.

3. Lave los eritrocitos tres veces por centrifugacion a 4000 rpm por 5 minutos y adicidneles 5

mL de complemento humano fresco (complemento) a una dilucion de 1:40.

4. Incube a 37 °C por 30 minutos agitando frecuentemente. Lave la suspension 3 veces con

salina amortiguada y ajuste a una concentracion final del 1% en solucién salina amortiguada.
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5. Coloque en un tubo de 12 x 75 mm, un volumen de 0.25 mL de la suspension de eritrocitos

(EAC) y mezcle con una suspension de 0.25 mL de linfocitos.

6. Centrifugue a 1500 rpm durante tres minutos y mantenga en reposo a temperatura ambiente

durante 30 minutos.

7. Aspire el sobrenadante y agite suavemente el sedimento con el dedo y cologue una gota entre

porta y cubreobjeto, y observe las rosetas con el objetivo de 10X o 40X.

8. Cuente un total de 150 a 200 células; formadoras o0 no de rosetas. Aquellos linfocitos que

presenten tres 0 mas eritrocitos adheridos en su superficie se consideraran positivos.

Resultados

A~
Figura 5. Linfocitos T formando rosetas
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Calcule el porcentaje de linfocitos T, mediante la siguiente formula:

Numero de infocitos formando rosetas E

Porcentaje de infocitos T = X100
orcentaje de fmoctos Nimero total de linfocitos contados

Calcule el porcentaje de linfocitos B, mediante la siguiente formula:

Nimero de linfocitos formando rosetas EAC X 100

Porcentaje linfocitos B = —— , .
] MNumero total de infocttos contados

Valores normales:

e Linfocitos T (rosetas E): 63 + 8%
e Linfocitos B (rosetas EAC): 37 + 6%.

Manejo de residuos
e Las agujas utilizadas para la extraccion de sangre deberan desecharse en el contenedor
rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.

e Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion de 7% de cloro libre
(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus
componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.7%

manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al

drenaje.

Puntos guia de estudio.
e Cantidad de leucocitos en sangre.
e Caracteristicas morfoldgicas de los linfocitos.

e Subpoblaciones o tipos de linfocitos y sus funciones.
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e Técnicas Utiles para separar y cuantificar subpoblaciones de linfocitos.

e Técnica de Rosetas EAC y E (fundamento, interpretacion y marcadores presentes),
Citometria de flujo e Inmunofluorescencia.

e Receptores que se ponen de manifiesto en los linfocitos By T cuando se realiza la
técnica de rosetas.

e Valores de referencia de la técnica de rosetas.

Referencias bibliogréaficas.
1. Fulwyler MJ. Flow cytometry and cell sorting. Blood Cells. 1980; 6:173.

2. Ryan DH, Fallon MA, Horan PK. Flow cytometry in the clinical laboratory. Clin Chim Acta.
1988; 171:125.

3. Giorgi JV. Immune cell phenotyping by flow cytometry. En: Rose NR et al. (editors). Manual
of clinical laboratory immunology. Washington D.C. American Society for Microbiology,
1992.

4. WHO/IARC Special technical report. Identification enumeration and isolation of B and T
lymphocytes from human peripheral blood. Scand. J Immunol. 1974; 3:521-532.

5. Hunt SV. Separation of lymphocyte sub-populations. Cellular immunology. En: Weir DM
(editor). Handbook of experimental immunology. Oxford: Blackwell Scientific Publications,
1986.

6. Serrano-Miranda E. Linfocitos T y B y subpoblaciones de linfocitos T. En: Estrada-Parra S
(editor) Inmunologia basica y clinica. México: ENCB, IPN. 1994.

7. Shortman K, Wu L. Early T lymphpcytes progenitors. Annual reviews of Immunology.1996;
14:29-47.

8. Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Caracteristicas principales de las moléculas CD.
Inmunologia Celular y Molecular. Tercera edicion. McGraw —Hill interamericana. Espafa.
1998.
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Practica 11. Tipificacion de subpoblaciones de linfocitos y células de la respuesta

inmune por citometria de flujo.

Objetivo
Que el alumno conozca el método de citometria de flujo y lo utilice para determinar el porcentaje

de las principales poblaciones celulares del sistema inmune en sangre periférica.

Fundamento teorico.

El sistema inmune esta constituido por un conjunto de 6rganos, tejidos y células distribuidos

por todo el cuerpo, los linfocitos son las células centrales de la respuesta inmune especifical.

Los linfocitos y el resto de los leucocitos presentan antigenos especificos denominados grupos
de diferenciacion o CDs por sus siglas en inglés, que se utilizan como marcadores para tipificar
las diferentes poblaciones celulares (inmunofenotipo), los CDs que de manera general definen
a las células T son: CD2, CD3, CD4 y CD8, mientras que las células B expresan CD19, CD20,
CD21y CD22, y las células mieloides expresan CD13, CD14, CD15 y CD33. Sin embargo,
algunos CD’s pueden presentarse en dos 0 mas linajes celulares como los CD5 y CD38 que se
expresan en células B y T. Por tal motivo, para llevar a cabo una inmunotipificacion especifica

es necesario el empleo de dos 0 mas marcadores?.

La inmunotipificacion de las diferentes poblaciones celulares se realiza mediante reacciones
antigeno anticuerpo, en las que se utilizan anticuerpos monoclonales que reconocen a los CDs
especificos para cada una de las estirpes celulares. Esos anticuerpos monoclonales se acoplan a

fluorocromos para evidenciar su presencia mediante citometria de flujo?.
Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicion rapida de ciertas

caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que producen
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una sefial de forma individual al interferir con una fuente de luz. Una de las caracteristicas
analiticas mas importantes de los citometros de flujo es su capacidad de medir multiples
parametros celulares, como el tamafio, forma y complejidad, ademas de cualquier componente
celular o funcion que pueda marcarse con un fluorocromo (molécula capaz de absorber luz a
una determinada longitud de onda (energia de excitacion) y emitir a una longitud superior). Las
aplicaciones mas relevantes de la citometria de flujo en la préactica médica se relacionan con la
hematologia e inmunologia clinicas, se evallan parametros como nimero y clasificacion de
celulas sanguineas. Esta técnica también se utiliza en el conteo de subpoblaciones de linfocitos
en pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana, asi como en la caracterizacion de

leucemias agudas y sindromes linfoproliferativos cronicos, entre otros padecimientos®.

La citometria de flujo es una técnica de anélisis multiparamétrico que mide caracteristicas como
dispersion de luz y emision de fluorescencia de las particulas (principalmente células) cuando

pasan a través de un rayo laser®.

Fuente de luz . Car]\cr:zjrg ol

Computadora . Detectores

Figura 6. Diagrama general del funcionamiento de un citometro de flujo
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Fundamento de la citometria de flujo

El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: se hacen pasar células u otras particulas
en suspension alineadas y de una en una adelante de un haz luminoso. La informacién producida
se agrupa en dos tipos fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada
con la emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula o particula cuando se excitan
por el rayo luminoso. Las sefiales luminosas que se producen se transforman en impulsos
eléctricos que se amplifican y se convierten en sefiales digitales que se procesan por una

computadora®®.
Componentes del citometro de flujo

La fuente de luz es un laser, una lampara o un  \; estra
LED, actualmente la mayoria de los citometros \
utilizan laseres ya que generan un haz de luz

monocromatico focalizado. Existen diversos Laser

laseres, el mas utilizado es el de argon que _
Fluorescencia

produce una luz azul de 480 nm. Sin embargo, ¥ side scatter ounto
Lnto de

hoy en dia en el mercado existen diversos interrogacion

citbmetros, con mas de un laser, entre mas
laseres tenga un citometro, mayor €s la gama Figura 7. Diagrama de una camara de flujo
de fluorocromos que se pueden analizar en la

misma muestra®.

La camara de flujo esta disefiada para hacer que las células pasen individualmente a través de
un laser. Basicamente existen dos tipos de camara de flujo: las que estan completamente
cerradas y las que una parte del flujo esta expuesto, las primeras Unicamente se utilizan para
analizar la muestra mientras que las segundas permiten hacer separacion celular conocida como

cell sorting®.
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El sistema Optico consiste en un arreglo de lentes,
filtros, detectores y  fotomultiplicadores
dispuestos de tal forma que permiten detectar y
analizar diferentes longitudes de onda, al igual
que evitar la deteccion de longitudes de onda

indeseadas.

Cada vez que una célula atraviesa el laser la luz
se dispersa, la mayoria de los citbmetros miden
dicha dispersion, que depende del tamafio
(forward scatter) y la complejidad (side scatter)
de las células. Una vez adquiridos los datos, se
representan a través de histogramas univariados
para un solo parametro, o a través de gréaficas de
puntos (dot plots), para representar dos
pardmetros. En un dot plot cada célula se

representa por un punto®.

Para la tipificacion de leucocitos por citometria

de flujo se mezcla una suspensién de células con

Camara de lectura

Filtros

Detector

Figura 8. Esquema del sistema optico de un citbmetro
de flujo

anticuerpos especificos acoplados a fluorocromos, que sirven para cuantificar la poblacion de

interés, posteriormente se adquiere la suspension celular en el citometro de flujo. Conforme las

células pasan individualmente a través de una estrecha apertura, un laser excita los marcadores

fluorescentes adheridos a las células, detecta la fluorescencia emitida y la registra en el equipo.

El fluorocromo ideal para la citometria de flujo debe ser biolégicamente inerte, tener una gran

intensidad de fluorescencia y un pequefio traslape en el espectro de emision de otros

fluorocromos®.
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Debido a que no es posible seleccionar un filtro que Unicamente detecte un fluorocromo, al
realizar mediciones que requieren méas de un marcador fluorescente se debe considerar el
traslape en el espectro que pueden presentar cada uno de ellos. El traslape entre los espectros de
emision se puede eliminar utilizando un algoritmo, a este proceso se le conoce como

compensacion®.
Aplicaciones de la citometria de flujo

Las aplicaciones de la citometria son diversas: la cuantificacion de linfocitos T cooperadores
para monitorear el tratamiento y la evolucion de la infeccion por VIH, identificar células
tumorales y su actividad proliferativa, lo cual ayuda a establecer el prondstico y determinar un
tratamiento; la determinacion de la compatibilidad de trasplantes, asilar cromosomas durante la
construccion de librerias genéticas, separar espermatozoides con cromosoma X de los que

contienen cromosoma Y para la seleccion de sexo en las fecundaciones in vitro” 8, etc.

Las particulas bioldgicas que se han analizado por citometria son: embriones de Drosophila,
nematodos adultos, islotes pancreaticos, organelos celulares, bacterias, liposomas, particulas
virales, complejos inmunes, y moléculas como: proteinas, acidos nucleicos y colorantes

organicos’.

Existen diversas aplicaciones de la citometria de flujo a la investigacion basica como la:
microbiologia, hematologia, inmunologia, citologia, patologia, biologia celular y molecular,
entre otros. Sin embargo, existen clasificaciones para dichas aplicaciones segun el area
especifica en la que se utilice (Cuadro 1). La citometria de flujo se ha utilizado en el monitoreo
del contenido de ADN, expresion fenotipica, flujo de calcio, proliferacion y apoptosis. De
manera simple es posible marcar cualquier molécula que sea de interés para su analisis en el
citdbmetro de flujo siempre que se disponga de un anticuerpo acoplado a un fluorocromo o de
compuestos fluorescentes que se puedan utilizar para que los detecte el citdmetro de flujo.

Afortunadamente, hoy en dia la relacion entre la aplicacion basica y clinica es cada vez mas
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estrecha lo que brinda la oportunidad a su vez a la aplicacion diagndstica, prondstica y de

tratamiento en multiples enfermedades (Cuadro 2).

Cuadro 1. Parametros que se pueden analizar por citometria de flujo®

Parametros Parametros basados en ADN Contenido de ADN
nucleares Contenido de pares GC/AT
Superenrollamiento de ADN
Estructura de la cromatina
Roturas de hebras de ADN
Ploidia de ADN
Ciclo celular
Apoptosis-necrosis
Cariotipo en flujo
ADN + otros parametros ADN/ARN
ADN/proteinas totales
ADN/antigenos nucleares
AND/antigenos celulares
Regulacion ciclo celular
Ciclo celular de poblaciones especificas
Parametros no basados en ADN Receptores nucleares
Expresion de genes indicadores (reporteros)
Morfologia nuclear
Componentes nucleares
Parametros de Estructuras de la superficie celular Receptores de superficie
superficie Sitios de uniodn a lectinas
Densidad de superficie
Pared celular
Dindmica de la superficie celular Union de ligandos
Transporte/internalizacion de ligandos
Eflujo de solutos
Exposicion de receptores
Potencial de membrana
Parametros Componentes intracelulares Proteinas totales
citoplasmaticos Proteinas estructurales
Proteinas funcionales
Glicoproteinas intracelulares
Lipidos intracelulares
Tioles libres
Funciones intracelulares Actividad enzimatica
Sintesis de proteinas
Potenciales de membrana
Entorno intracelular Concentracion de iones
Movimiento de iones
Lipidos y proteinas oxidados
Parametros Dinamica de la secrecion celular Captura de proteinas secretadas
extracelulares Ensayos de cuantificacion en suero
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Activacion celular
Diferenciacién celular

Cuadro 2 Aplicaciones generales de la citometria de flujo a la investigacion basica®

Aplicacién general

Pardmetros sujetos de analisis

Informacion que proporciona

Inmuno fenotipacion
de superficie

Antigenos
intracelulares

Antigenos circulantes

Identificacién de subpoblaciones
celular mediante anticuerpos
monoclonales

Identificacion de subpoblaciones
celulares en la hematopoyesis

Deteccion de proteinas
intracelulares con anticuerpos
fluorescentes

Fenotipo intracelular de leucemias
y linfomas

Expresion de reguladores del ciclo
celular: ciclina D1

Expresion de proteinas
antiapoptoticas: BCL2, Rb
Expresion de proteinas supresoras
de tumores: p53

Analisis de citocinas intracelulares
Deteccion de autoanticuerpos
circulantes

Deteccion de aloanticuerpos
circulantes

Deteccion de anticuerpos unidos a
células de sangre

Linaje celular

Estudio de maduracion hematopoyética
Implicacién en la respuesta inmune
Grado de activacion celular

Diagndstico y clasificacién de
enfermedades hematoldgicas

Leucemias agudas y cronicas

Linfomas

Inmunodeficiencias

Hemoglobinuria paroxistica nocturna
Deteccion de enfermedad minima residual
Enumeracion de precursores
hematopoyéticos CD34+

Diagnéstico de enfermedades congénitas
plaquetarias

Tromboastenia de Glanzmann

Sindrome de Bernard-Soulier
Produccion de citocinas intracelulares

Deteccidn de células tumorales circulantes

Cadenas ligeras de Ig intracelulares: k y A
Antigenos de superficie que todavia no se
expresan en superficie: CD3, CD22
Enzimas intracelulares

Fenotipo ThO, Thly Th2

Anticuerpos antiplaquetarios
Anticuerpos antineutréfilos

Pruebas cruzadas pretransplantes

Uso de esferas recubiertas con moléculas
especificas HLA
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Inmunoproliferacién | Analisis monoparamétrico del ciclo

celular

Analisis multiparamétrico del ciclo

celular

Anélisis de la historia de division Contenido de ADN

celular Fenotipo de superficie y contenido de

ADN

Contenido de ADN y antigenos
relacionados con el ciclo celular
Trazadores celulares y fenotipo de
superficie

Determinacion de subpoblaciones celulares en sangre periférica humana por citometria de

flujo.

Material y reactivos.
Solucién de lavado (PBS con 1% de albuminay 0.1 % de azida de sodio).
PBS
Solucion fijadora
Micropipeta de volumen variable de 100 a 1000 pL.
Micropipeta de 1 pL.
Paraformaldehido al 1%.
Tubos para citometria
Tubos Eppendorf de 1.5 mL
Hielera
Sangre humana heparinizada.

Soluciodn de lisis de eritrocitos.

Equipo
Centrifuga
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Citémetro de flujo FACSAria Il
Computadora con los programas Microsoft Excel y Flowing software

Agitador vortex.

Servicios
Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento.

1. Obtener 5 mL de sangre periférica heparinizada (o con EDTA) y homogeneizar correctamente

para evitar la coagulacion de la muestra.
2. Rotular 7 tubos para citometria del nimero 1 al 7.
3. Adicionar 100 pL de sangre periférica a cada uno de los tubos.

4. Agregar a cada uno de los tubos 1 pL de cada uno de los anticuerpos como se describe a

continuacion.

Tubo Anticuerpo
1 No se agrega nada (control de autoflorescencia)
2 Anti CD19 PE
3 Anti CD4 PerCP/Cy5.5
4 Anti CD56 APC
5 Anti CD8a PE/Cy7
6 Anti CD3 APC/Cy7
7 Anti CD19, Anti CD4, Anti CD56, Anti CD8a, Anti CD3

5. Agitar cada uno de los tubos e incubar las células durante 30-45 minutos a 4°C en la

obscuridad.
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6. Agregar 250 pL de solucién de lisis de eritrocitos comercial 1X (BD) incubar las células

durante 10 minutos a temperatura ambiente en la obscuridad.
7. Lavar las células con 1 mL de solucion de lavado al 1%.

8. Agitar cada tubo con ayuda de un vortex y centrifugar las muestras a 700 gravedades durante

5 minutos, decantar el sobrenadante.

9. Repetir el paso 8

10. Resuspender el boton celular en 350 pL de paraformaldehido al 1%.
11. Adquirir 10,000 eventos en el citdbmetro de flujo FACS Aria Il (BD).

12. El analisis de resultados se llevara a cabo en los programas Summit v4.3, FACS Diva 6.1 0
Flowing Software.

NOTA IMPORTANTE. Mantener las células tefiidas protegidas de la luz para evitar que los

fluorocromos pierdan su intensidad.

Resultados

Reportar la proporcion de las principales poblaciones celulares del sistema inmune en sangre

periférica.
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Figura 9. Imégenes representativas de las graficas que se obtienen en la practica derivadas del

citdbmetro de flujo.

Determinacién de subpoblaciones celulares en bazo de ratdn por citometria de flujo.

Material y reactivos.
Malla de Nylon.
Micropipeta de 1 pL.

Micropipeta de volumen variable de 100 a 1000 pL.

Micropipeta de volumen variable de 20 a 200 pL.

Tubos para citometria
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Camara de Neubauer

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Hielera

PBS

Solucion fijadora

Mezclas de tincién (A 'y B) con diluciones de anticuerpos monoclonales de raton.

Amortiguador de tincion (PBS con 1% de albuminay 0.1 % de azida de sodio).

Solucion de lisis de eritrocitos.
Equipo

Centrifuga

Microscopio

Citémetro de flujo FACSAria Il

Computadora con los programas Microsoft Excel y Flowing software
Servicios

Agua.

Energia eléctrica.

Procedimiento.

1. Extraer el bazo de un ratén.

2. Macerarlo pasandolo por una malla de Nylon estéril con 5 mL de PBS frio.
3. Centrifugar las células a 2500 rpm durante 3 minutos.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de PBS.

5. Con la camara de Neubauer ajustar la suspension de las células a 1 X 10%/mL

6. Tomar una alicuota de 50 uL y separar en 2 tubos Eppendorf (A'y B).
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7. Fijar a las células.

8. Centrifugar a 2500 rpm durante 3 minutos, eliminar el sobrenadante y resuspender el boton
en 50 pL de amortiguador de tincién y mantener en hielo.

9. Adicionar 50 pL de solucion de tincion Ay a la otra alicuota 50 pL de solucidn de tincion B.
10. Incubar en hielo y proteger de la luz por 30 minutos.

11. Adicionar 100 pL de solucién fijadora de lisis 1X antes de la tincién y mezclar en vortex

durante 3 minutos.

12. Incubar durante 6 minutos en hielo.

13. Adicionar 1.0 mL de PBS frio.

14. Centrifugar a 2500 rpm durante 3 minutos.

15. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 100 puL de amortiguador de tincion.

16. Leer en el citometro de flujo FACSAria Il 10,000 eventos, en su defecto almacenar en
refrigeracién y protegido de la luz.

17. Analizar los datos obtenidos con los programas FACS Diva o Flowing software

NOTA IMPORTANTE. Para realizar la compensacion se requieren células de bazo y de
cavidad peritoneal sin tefiir, pero fijadas para ello seguir desde el paso 9. También se requieren
tinciones simples en las que se deberad agregar cada anticuerpo en un tubo por separado en
celulas de cavidad peritoneal (macrofagos, timo y bazo para Linfocitos T y B respectivamente)
que provengan de un ratén normal. Es importante mantener las celulas tefiidas protegidas de la

luz para evitar que los fluorocromos pierdan su intensidad.

Resultados

Los resultados que se obtienen en el citdmetro de flujo se pueden representar en diagramas de

puntos denominados dot plot o en histogramas. Las regiones delimitadas en estos gréaficos se
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separan con base en la intensidad de la fluorescencia, de esa forma se generan subgrupos

denominados “gates”

El Forward Scatter (FSC) indica el volumen de la célula, mientras que el Side Scatter indica
informacién sobre la complejidad como la presencia de nucleo y organelos El citdbmetro de flujo
permite adquirir el nimero de eventos que corresponde a la caracteristica analizada. Para realizar
las gréficas de complejidad (tamafio y granularidad en las células) se grafica FSC contra SSC
(figura 4A) y se delimita la region en la que se encuentran las células de interés utilizando un
control de células sin tincion. Posteriormente se crea un segundo dot plot en el que se grafica el
marcador de la poblacion de interés contra SSC (figura 4B), Si lo que se requiere es cuantificar
subpoblaciones celulares, se construye una grafica con el nimero de eventos positivos para los
marcadores que diferencian las subpoblaciones de interés y se divide en cuadrantes en dénde se
agrupan los eventos positivos para uno de los marcadores, dobles positivos y dobles negativos
(figura 4C).

A B c

h:-1

RE RE CD4- CD&+ CD4+ CD&+

Regidn CD3+

SSC-4
FITC-A

"~ Regidn linfoide

FSC-4 i S5C-A i

Figura 10. Inmunofenotipificacion de células de bazo de raton. A) Gréafico de tamafio vs
granularidad, en donde se crea una region para seleccionar a la poblacién linfoide; B) Grafico
de granularidad vs CD3, donde se crea una regién para seleccionar a las células CD3+; C)
Gréafico de células CD4+ vs CD8+, para determinar el porcentaje de cada una de estas
poblaciones

Manejo de residuos

o Lasagujas utilizadas para la extraccion de sangre deberan desecharse en el contenedor

rojo para punzocortantes ubicado en el area de confinamiento de residuos.
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Los restos de sangre liquida o sus componentes seran desinfectados utilizando una
solucion de hipoclorito de sodio con una concentracion de 7% de cloro libre
(porcentaje comercial). El hipoclorito de sodio se agregara a la sangre liquida o sus
componentes para alcanzar una concentracion final de cloro libre del 0.7%
manteniéndose de esta manera durante 30 minutos. Posteriormente, se vertera al
drenaje.

Los cadaveres de animales se depositan en la bolsa amarilla ubicada en el area de

confinamiento de residuos.

Puntos guia de estudio.

Fundamento de la citometria de flujo y sus aplicaciones.

¢Que es una inmunotipificacion y sus aplicaciones?

En qué consiste una reaccién antigeno-anticuerpo.

¢Qué son los fluorocromos y su uso en la citometria de flujo?

¢ Cudles son los diferentes sistemas que conforman un citémetro de flujo?
¢Coémo funciona un citémetro de flujo?

¢ Cual es la funcion del azida de sodio en los Ac?

¢Como se determina la concentracion de anticuerpo adecuada para una
tincion?

Marcadores comunmente utilizados para la determinacion de células T

(CD4+, CD8+), B, NK, NKT y monocitos y estrategias para su analisis.
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Practica 12. Inmunocromatografia diagnostica

Objetivo

Detectar un antigeno de interés diagnostico mediante inmunocromatrografia.

Fundamento tedrico

En los dltimos afios, las técnicas inmunocromatograficas se han tornado populares
debido a que ofrece ventajas que incluyen una alta sensibilidad analitica, facil operacion, rapidez
en el diagndstico, los reactivos son estables a temperatura ambiente y menor costo en
comparacion con otros métodos diagndsticos. Ademas, permite utilizar diferentes muestras
como es sangre total, suero, plasma, orina, saliva y heces fecales. En conjunto, estas ventajas
han dado como resultado el desarrollo de pruebas rapidas para distintas circunstancias clinicas.
Asi, las pruebas inmunocromatograficas se han utilizado para el diagnéstico rapido de
enfermedades infecciosas como: dengue, hepatitis, Helicobacter pylori, influenza,
leishmaniasis, malaria, Taenium solium, rotavirus, sifilis, tuberculosis y VIH. También se utiliza
para la deteccion de drogas de abuso como canabinoides, anfetaminas y cocaina. Ademas, se
han desarrollado pruebas para determinar antigenos tumorales, asi como en analisis rutinarios
como es el diagnostico del embarazo. Asimismo, la prueba permite combinar ensayos para
detectar mas de un antigeno, por ejemplo existen pruebas rapidas para detectar VIH vy sifilis o
mas de una droga de abuso.

La inmunocromatografia, también conocida como inmunoensayo de flujo lateral, se
basa en la migracion por capilaridad de una muestra que contiene el antigeno a ser detectado a
través de una membrana que usualmente es de nitrocelulosa. EI fundamento de la mayoria de
las pruebas es similar al utilizado en el método de ELISA en sandwich con la Unica diferencia
que la reaccion se realiza en un papel cromatografico por accion de la capilaridad. Para este

sistema se utilizan dos anticuerpos especificos para el antigeno que se desea detectar; los
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anticuerpos van dirigidos contra distintos determinantes antigénicos. Uno de los anticuerpos se
inmoviliza en la membrana, el otro es marcado con oro coloidal (conjugado) y se infiltra en la
almohadilla donde se deposita la muestra. Cuando la muestra liquida se coloca por goteo en la
almohadilla, el antigeno presente en la muestra hace contacto con el conjugado formando un
inmunocomplejo que se mueve con la muestra por capilaridad hacia la almohadilla absorbente.
En el trayecto, el inmunocomplejo hace contacto con el anticuerpo inmovilizado en la
membrana, en consecuencia se forma otro inmunocomplejo que genera la formacion de una
linea colorida (roja) que indica la presencia del antigeno de interés en la muestra (zona de
prueba). Si el antigeno no se encuentra en la muestra, entonces el conjugado migra solo a través
de la membrana y no forma el inmunocomplejo con el segundo anticuerpo, por tanto sigue su
camino hasta encontrar un tercer anticuerpo dirigido contra el conjugado, formando el
inmunocomplejo que da origen a la linea colorida (zona de control). Debido a que la muestra es
liquida, el movimiento por capilaridad es rapido y permite determinar la presencia o0 ausencia
del antigeno en intervalos de tiempo menores a 15 minutos. En la figura 6, se esquematiza el

proceso.

Ademas del oro coloidal que genera un color rojo en la prueba, se puede emplear latex
que genera un color azul. Pruebas mas novedosas utilizan fluorescencia o particulas magnéticas

aungue tiene la desventaja de requerir un lector electrénico para obtener el resultado.

También existen ensayos inmunocromatograficos que tienen como fundamento un
inmunoensayo competitivo. En este caso, en la prueba existe el antigeno o un analogo marcado
con oro coloidal que compite con el antigeno presente en la muestra por los sitios de unién al
anticuerpo que esta fijo en la membrana. Por lo tanto, una muestra positiva al antigeno solo
muestra la linea coloreada en la zona de control, mientras que una muestra negativa muestra dos
lineas: una en la zona control y otra en la zona de prueba. Es comdn observar este tipo de ensayos

en las pruebas de drogas de abuso.
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Figura 11. Diagrama que muestra los componentes principalesde una prueba inmunocromatografica.
A) vista superior; B) vista transversal. Modificafo de Chang, er al.

Material y reactivos
Cronometro.
Gasa.

Prueba inmunocromatografica (prueba rapida) para el diagnostico de embarazo, VIH o
drogas de abuso.

Pipeta Pasteur.

Suero u orina problema.
Equipo

Centrifuga clinica.
Servicios

Agua.

Energia eléctrica.
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Procedimiento

1. Obtenga sangre por puncion venosa y coloquela en un tubo sin anticoagulante.

2. Centrifugue la muestra a 3000 rpm por 5 minutos

3. Saque la prueba inmunocromatografica del empaque.

4. Agregue 4 gotas de suero en la almohadilla de la muestra con una pipeta Pasteur o
sumerja la almohadilla en la muestra. Esta instruccion varia de acuerdo con la prueba.

5. Tome el tiempo marcado en el inserto de la prueba, usualmente son 5 minutos.
Importante: no lea la prueba después del tiempo especificado o cuando esta se halla

secado.

Resultados

Las pruebas inmunocromatograficas cualitativas se reportan como positivas o
negativas. Si la prueba es de tipo sdndwich los resultados se interpretan de acuerdo a la Figura
7. Si la prueba es de tipo competitiva: la prueba positiva se visualiza con la formacién de una

sola banda, mientras que la negativa se observa con la formacion de dos lineas.

Manejo de residuos

e Las pruebas se desechan a la basura a la a basura municipal.

e Laorina se desecha directamente en el drenaje.

e Los restos de sangre serén desinfectados utilizando una solucion de hipoclorito de sodio
con una concentracion del 4 al 7% de cloro libre (porcentaje comercial); se agregara en
una porcion a la sangre liquida o sus componentes para alcanzar una concentracion final
de cloro libre del 0.4 al 0.7% manteniéndose de esta manera durante 30 minutos.

Posteriormente, se vertera al drenaje.
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Linea control positiva : Linea control postivo

Linea de prueba positiva Linea de prueba negativa

PResultado positivo Resultado negativo

Linea de control negativa Linea de control negativa

Linea de prueba negativa I [ inca de prueba positiva
Prueba invalida Prueba imvalida

Figura 12 Interpretacion de los resultados obtenidos de una prusba
inmunocromatografica de tipo sandwich.

Puntos guia de estudio.
e Técnicas de inmunocromatografia diagnostica:
» Fundamento de la inmunocromatografia,

= Tipos de pruebas inmunocromatograficas: en sandwich, competitivo, en tira
y en casette.

Tipos de reveladores.

Inmunocromatografia cuantitativa.

Ejemplos de pruebas inmunocromatogréficas que se realizan en el laboratorio
clinico.

Interpretacion.
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Criterios de evaluacion

e EI Laboratorio de Inmunologia Clinica corresponde al 40% de la calificacion del
maodulo Inmunologia Clinica

e El laboratorio se acredita con una calificacion minima de seis (6).

¢ No se guarda calificaciones para otro semestre 0 para examen extraordinario.

e EIl alumno debera cumplir con el 80% de asistencias para poder ser evaluado, la
asistencia se considera con los exdmenes previos.

e EI laboratorio esta dividido en dos bloques de seis practicas cada uno. El primer
bloque consta de la practica 1 a la 6, mientras que el segundo esta conformado de las
practicas 7 a 12.

e Los alumnos que tengan un promedio menor a 8.0 en los examenes previos de cada

bloque, deberan presentar un examen de recuperacion el cual sera por bloques.

La calificacion final del laboratorio se obtiene promediando los siguientes rubros para un
total de 100%:

Requisito individual (10%)
Examen individual (60%)
Seminario por equipo (15%)

Trabajo en el laboratorio (5%)

*® & & o o

Reporte de la préactica, por equipo (10%)
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Caracteristicas de cada Rubro

*

Requisito (individual) entregar uno de los siguientes documentos manuscrito (a mano):
mapa conceptual o cuadro sinoptico del tema de la practica; debidamente elaborado en
una cuartilla; colocando en el extremo superior derecho un recuadro con nombre y
namero de equipo. Se entrega al asesor al inicio de la practica.

Examen (individual) el examen se elabora con base en el método, fundamento y

contenidos (puntos guia) que los asesores entregan al inicio del semestre.

Seminario (por equipo) consta de un trabajo escrito y la exposicion. La exposicion se
realiza durante la sesion practica deben participar todos los integrantes del equipo,
explicando los contenidos (no leyendo la informacién y cuidar incluir imagenes, cuadros
sindpticos, etc.); el trabajo escrito debe contener: introduccion, desarrollo del tema y
referencias (se sugiere elaborar primero el trabajo y de ahi tomar la informacion para la
exposicion) el trabajo se entrega al asesor el dia del seminario.

Conjuntar todos los seminarios en un CD (quemar 4 CD, uno para cada profesor) se

entregan el dia que se informa el promedio final de exdmenes.

Trabajo en el laboratorio (se califica por equipo) evaluando: trabajo colaborativo,
normatividad, organizacién, responsabilidad y limpieza.

Bitacora por equipo consta de una libreta exclusiva para el laboratorio en ella se incluye
por préactica: titulo de la practica, objetivo, diagrama del método, pesadas, calculos,
resultados, notas y comentarios que se generen durante el trabajo de laboratorio. Nota la
bitacora no sale del laboratorio. Se califica como parte del trabajo en el laboratorio.

Reporte se realiza por equipo y se entrega una semana después de concluir la practica

(tener resultados completos) se elabora con base en el siguiente protocolo.



SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD DE LOS L
LABORATORIOS DE DOCENCIA

MANUAL DE LABORATORIO DE INMUNOLOGIA CLINICA :‘é»s
J\ ZARAGOZA
Cadigo Fecha de elaboracion o revision Version Pagina
SGC-FESZ-QFB-ML24 09/12/2019 1 96/108
Protocolo para elaborar el reporte:
CONTENIDO VALOR

Caratula. Debe contener el nombre de todos los integrantes del equipo
que participaron en su elaboracion y su firma de aprobacion.

Introduccion. Debe ser una introduccién de la practica correspondiente y | 1 punto
no Unicamente de aspectos tedricos relacionados con el tema.

Objetivo y diagrama del método. Puede ser de flujo o de otro tipo de | 1 punto
diagrama (elaborar un diagrama no significa poner el método en cuadritos)

Resultados. Debe incluir los resultados de todo el grupo preferentemente | 2 puntos
empleando graficas o cuadros (con la informacidn necesaria para ser auto
explicativas)

Analisis de resultados. Hacer un analisis y no solo una descripcion de | 3 puntos
resultados.

Conclusiones. Deben ser concretas y estar relacionadas con los resultados | 2 puntos
con el analisis de resultados y con el objetivo de la practica.

Referencias. Deben incluir cuatro referencias como minimo escritas con |1 punto
base en los criterios de Vancouver.

Total 10 puntos

Importante No se aceptara ningun reporte si le falta algin contenido. Si el reporte contiene
la misma informacion en alguno de los rubros que la informacion de otro equipo y solo

cambia el formato ambos reportes tienen cinco de calificacion.
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Incluir en la caratula el siguiente cuadro de evaluacion de reporte:
Evaluacién de reporte
CONTENIDO VALOR VALOR
ESTIMADO |OBTENIDO
Carétula
Introduccion 1 punto
Obijetivo y diagrama de la practica de flujo o de otro tipo |1 punto
Resultados 2 puntos
Anadlisis de resultados 3 puntos
Conclusiones 2 puntos
Referencias 1 punto
Total 10 puntos

Bitacora, caracteristicas y lineamientos para su uso.

La bitacora debe ser de pasta gruesa, sin espiral para no perder hojas con

informacion relevante, el tamafio puede ser forma francesa o profesional a eleccion del

equipo; todas las hojas deben foliarse (numerarse), debe estar forrada, presentar en la pasta

etiqueta de identificacion, y en el costado derecho pestafias o separadores numerados, que

indiguen en donde empieza una practica. Todos los registros se hacen con tinta, si se pega

material como graficas no usar grapas, no dejar hojas en blanco sin cancelar, los errores o

cancelaciones se tachan con una linea diagonal y en seguida se registra el dato correcto y las

iniciales o firma de quien cancelo.

Secciones de la bitacora

e Portada incluye: facultad, carrera, médulo, equipo, integrantes.
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Registros Todos los registros se hacen con tinta (no usar plumas de gel) incluye

calculos, pesadas, notas, resultados, graficas e informacion relevante para la practica.

Reglamento del laboratorio

Durante la practica los alumnos deberan portar una bata blanca larga, de manga hasta el
pufio y deberé estar abotonada.

Los alumnos deberan calzar zapatos cerrados con suela antiderrapante.

Se prohibe fumar, comer o beber dentro del laboratorio, asi como el uso del teléfono
celular.

Se prohibe jugar dentro del laboratorio.

Se prohibe utilizar el celular para jugar, escuchar musica o ver redes sociales.

En caso de tener el pelo largo, deberan recogerlo.
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Anexos

Anexo 1. Soluciones

Solucién salina 0.85%
0.85 g. de NaCl en 100 mL de agua destilada.

Preparacion del sulfato de amonio saturado

Pesar 1000 g de sulfato de amonio en aproximadamente 1 litro de agua destilada, calentada a 50
°C, hasta que la sal se disuelva. Se deja a temperatura ambiente toda la noche y se ajusta el pH
a 7.2 con NaOH 2N.

Solucion salina amortiguada pH 7.4 (SSA)

Solucion A:
NaCl.......ccoeviviiiinn, 80¢g
KClL 049
MgSO47H20............... 029
NazHPO4.......ccveee... 0.045g
KH2POs....ooieieee 0.060 g

Disolver en 500 mL de agua destilada

Solucion B:

CaCl»2H20................ 0.147g

Disolver en 500 mL de agua destilada

Solucion C:

Glucosa.........cccvvennnn. 1.0g¢g
Disolver en 10 mL de agua destilada y mezclar con 1000 mL de partes iguales de las
soluciones A+B

Solucién D:
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Rojo de fenol................... 0.002g

Disolver en 10 ml de agua destilada y afadir a la mezcla A+B+C

Solucién E:

Disolver en 800 mL de agua destilada y ajustar a pH 7.4 con HCI. Aforar a 1000 mL
con agua destilada

Solucion de trabajo: mezclar volumenes iguales de la solucién E y de la mezcla A+B+C+D, y
reajustar el pH a 7.4 si es necesario

Solucion Alsever

GlucoSa......ceveeie i 20.50 g
Citrato de sodio*2H20..................... 8.0¢g
Acido citrico (H20)..........cceuveen.ee., 0559
Cloruro de sodio.........cvvvuvivineinennn 4.20¢g
Aguadestilada ..., 1000 mL

Esta solucion se esteriliza en autoclave a 10 libras durante 15 minutos. La sangre de
carnero se recibe en esta solucién volumen a volumen, se mantiene en refrigeracion hasta 4
semanas para su uso.

Solucion reguladora de TBS: (Triethanolamine Buffered Saline)

NACl. .o 759
MQCl226H20.......ceiiiiii e, 01g
CaCl222H20 .o 0.022 g
Trietanolamina.................ocoieieneen 2.8 mL

Aguadestilada .............ccoeiiiiiiinnnns 800 mL
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Disolver las sales anteriores en 800 mL de agua destilada y agregar acido clorhidrico
1.0 N suficiente para ajustar el pH 7.4 y aforar a 1000 mL con agua destilada, y agregar gelatina
a concentracion final de 0.05 %.

Solucion de Hanks

GluCoSa. ... v 10¢g
NaCl....ooi e, 8.04¢

KCL e 049
MOSO4. . 0.1lg
MOClo..e i, 0.1g
KH2PO4... e 0.06 g
NazHPO4......vii 0.06 g
NaHCO3. ..o 0.35¢g
Rojodefenol:..........cccooiiiii i, 0.02¢g
Agua bidestilada.................c.ooe 1000 mL

Esterilizar en autoclave 10 libras durante 15 minutos.

Solucién PBS (Buffer salina fosfatos)

NaCl.......ccoovvieiiiiiien 8.0¢
KH2PO4 e, 0.2
NazHPO412H:0.............. 2.90.
KCl. e, 0.2g.
Agua bidestilada............... 1000 mL

Solucion PBS-Tween
A un litro de solucion PBS, se le agrega 0.5 mL de tween 20.
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Solucién amortiguador de recubrimiento. Carbonato-bicarbonato pH 9.6
NazCO3.... v 1.59¢g:

NaHCO3. ..o 293¢
Solucion de PBS............... 1000 mL

Se debe preparar al momento.

Solucidn de sustrato de peroxidasa de rabano picante
Solucion A: Acido citrico 0.1M.................. 2.1014 g

Disolver en 100 mL de solucién PBS.
Solucion B: Na;HPO4.12H,0 0.2M.............. 2.8392 ¢
Disolver en 100 mL de solucion PBS

Se mezcla 48.6 mL de solucion A + 51.4 mL de solucion B

Agregar 40 mg de o-fenilendiamina y 40 uL de peroxido de hidrogeno al 30%,

preparar antes de usarlo pues lo dafia la luz

Solucion de bloqueo para ELISA
AlbUmina sérica bovina al 1%

Leche descremada al 5%

Disuelva en solucion PBS

Solucion salina citratada
Cloruro de sodi0.........ccovvuvenvnnnnnn. 0.85¢

Citrato de sodio..........cccevveinvnnnnnnn, 049

Disolver en 100 mL de agua destilada. Mantenerla en refrigerador, debe usarse fria.
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Soluciéon MEM (medio esencial minimo)

Se disuelve en agua destilada la cantidad indicada por el fabricante, este medio se utiliza para
cultivo de linfocitos al igual que RPMI 1640, 199, etc.

Solucion de Krebs-Henseleit, pH 7.4

NaCl (0.154M).................. 100 mL.
KCI (0154 M)....vveenee. 4mL
CaCla (011 M)...ocvveeern., 3mL
KH2PO4 (0.154 M)............... 1mL

MgS0s. 7H20 (0.154 M)....... 1mL
Glucosa.......ooevvveveininnnnn. 250 mg/130 mL
NaHCO3......ccvceiiiiie e 21 ml (3.25 g/250 mL).

Dejar 12 mL del bicarbonato sin burbujear, el resto de bicarbonato se burbujea 20
minutos con CO,. Se ajusta el pH a 7.4 con el CO; sin burbujear y se completan las 21 partes
con el COz burbujeado.
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Anexo 2. Papel semilogaritmico de tres ciclos.
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Anexo 3. Nomograma para convertir revoluciones por minuto a gravedades.
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Anexo 4. Lista de materiales necesarios por equipo.

-Equipo Vacutainer para extraccion sanguinea (Camisa, ligadura, torundas con alcohol al
70%).

-Tubos para Vacutainer de heparina, EDTA y sin anticoagulante.

-Tubos de vidrio de 13x100 y de 18x150 (20 de c/u, de preferencia PYREX)
-Jeringas de 1, 3, 5y 10 mL (por lo menos 3 jeringas de cada volumen) y 1 jeringa de 20 mL.
-Asa bacterioldgica (para la practica 2).

-Léapiz diamante (uno por equipo).

-Capilares sin heparina (un paquete por equipo).

-Plastilina (un paquete por equipo).

-Pipetas graduadas de 1, 2 y 5 mL,

-Vasos de precipitado 200 o 250 mL.

-Probetas

-Portaobjetos y cubre objetos.

-Bata limpia y guantes.

-Gasas.

-Gradilla.
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Anexo 5 Manejo de residuos.
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Anexo 6. Identificacion de residuos quimicos.

g oo ucow wrom s | BEGIDUOS QUIMICOS

Envasalos correctamente

NO pet, NO contenedor de alimentos

Etiquétalos y anota
S : todos los rubros
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