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Guia de prdctica N° 02:
MANEJO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

B AREIOS & e
SECCION it NOMBIES & .ottt
Fecha :.... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual () Grupal ( 1-2-3-4 )

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

1. Tema: Manejo de Animales de experimentacién: (conejo, cobayo, ratén
albino y cuy)

2. Proposito/objetivo/logro/hipotesis:

Realizar el manejo de animales de experimentacidn, conocer las vias de
inoculacion y las leyes peruanas de manejo para produccién de

biolédgicos como anticuerpos especificos.

3. Equipos y materiales a utilizar:

A. Bioldgico
e Conejo macho adulto de la raza Nueva Zelanda
e Cuy Andino de tamano mediano
e Ratdn albino
B. Medico clinico
e Sujetadores
e Mesas de superficies lisa
e Torundas de algododn
e Alcoholal 70% o 96%

e Xilol

C. De campo
e Alimento comercial para conejos en etapa adulta
e Jaulas metdlicas o de cartén

e Alimento natural para animales de experimentacion
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D. De Laboratorio
e Frascos de vidrio
e Refrigerador
e Centrifuga clinica a 5000 RPM

e Jeringa hipodérmica tuberculina

. Notas de seguridad:

Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y contar con los contenedores

resistentes a la puncién.

5.

Procedimiento experimental:

El conejo es un mamifero roedor que en liberfad se alimenta
exclusivamente de hierbas y granos, su cuerpo estd cubierto por un pelo
espeso y suave, fienen un temperamento asustadizo, propensos al
pdnico, por eso su frato y transporte debe ser cuidadoso. Cuando se
encuenfran nerviosos pueden aranar con 1os miembros posteriores,
excepcionalmente, llegan a morder. Cuando se aloja a varios machos
juntos en un periodo prolongado, por instinto tienden a pelearse por una
jerarquia.

Los conejos pueden ser empleados para muchos propodsitos, entre ellos:
- Para sangrado o inyecciones endovenosas se prefiere razas de orejas
grandes; - En la determinacidon de pirdgenos de preparados
farmacéuticos; - En la preparacion de antisueros; - Para pruebas de
toxicidad de drogas y productos bioldgicos; - Pruebas rutinarias de
diagndstico; - Prueba de irritantes cutdneos y oculares, debido a su alta
sensibilidad para estos productos; - En la investigacion de cirugia
cardiovascular y estudios de hipertension, enfermedades infecciosas,
teratologia, arteriosclerosis y serologia; - El conejo es apropiado para
estudios sobre reproduccidén, puesto que la ovulacibn no es

espontdnea, no hay anestro estacional, la gestacion es corta y el semen

Pag.



=

Universidad

Continental
se puede recolectar fdcilmente. Se usan para el estudio de
anticonceptivos orales; - En investigacion de enfermedades infecciosas
e inmunoldgicas, por la alta y calidad y cantidad de sus anticuerpos; -
También se usan en serologia y para screening de agentes
embrioldgicos y teratogénicos; - Entre otras aplicaciones también son
usados para cria de moscas tsé- tsé; - También se utiliza con fines
pedagdgicos para anatomia, fisiologia experimental, nutricion,
reproduccion, embriologia, etc. CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS
BIOLOGICOS / INS 10 Es preferible utilizar razas medianas, ya que las
pequenas fienen orejas extremadamente cortas y las inoculaciones se
hacen dificultosas. Por otro lado, las razas muy grandes son dificiles de
manipular, ademds de ocupar cajas mds grandes y consumir mas
alimentos.
é.-. MANEJO DIARIO
Alimentacion
Los animales deben ser alimentados con dietas apetitosas, no-
contaminadas y nutricionalmente adecuadas, diariomente o de
acuerdo a sus requerimientos particulares, a menos que el protocolo en
el que estan siendo empleados lo demande de otra manera. Los
gerentes de las colonias de animales deben emplear su buen juicio al
comprar, transportar, almacenar y manipular los alimentos para reducir
al minimo la infroduccidon de enfermedades, pardsitos y vectores
potenciales de enfermedades (ej., insectos y ofras plagas) vy
contaminantes quimicos a las colonias animales.
Agua

Diariamente, los animales deben tener acceso a agua potable no
contaminada y de acuerdo a sus necesidades particulares. La calidad
y definicibn de agua potable puede variar segin la localidad
(Homberger y ofros 1993). Puede ser necesaria la determinacion
periddica del pH, dureza y contaminacioén quimica y microbioldgica
para asegurar que la calidad del agua es aceptable, especialmente si

los componentes normales del agua de una localidad dada pueden
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influir en los resultados del estudio en que se use esa agua. Cuando los
protocolos experimentales requieren agua altamente puraq, se le puede
tratar o purificar para eliminar o reducir al minimo la contaminaciéon. Se
debe considerar cuidadosamente la seleccion del tratamiento del
agua porque muchas de ellas tienen el potencial de causar
alteraciones fisiolégicas, cambiar la microflora o alterar los resultados
experimentales (Fidler 1977; Hall y otros 1980; Hermann y otros 1982;
Homberger y otros 1993). Por ejemplo, la clorinacion del agua
suministrada puede ser Util para algunas especies, pero toxico para otras
(ej. animales acudticos). Los utensilios para dar de beber, tales como las
pipetas de los bebederos y las valvulas automdaticas, se deben revisar
diariamente para verificar un adecuado mantenimiento, limpieza vy
operacion. En ocasiones, los animales tienen que ser entrenados a
utilizar los componentes de los sistemas de provision automatica. Es
mejor cambiar bebederos que rellenarlos, debido a la potencial
contaminacién microbiolégica cruzada; pero en caso de rellenar
bebederos se debe tener cuidado de regresarlos a la misma jaula de
donde fueron tomados. Los animales alojados al aire libre podrian tener
acceso a ofra agua que no sea la suministrada deliberadamente, como

por ejemplo la de arroyuelos o charcos formados por

Técnica

1.- se toma a cada uno de los animales para su demostracion
explicando el correcto manejo y fransporte de los conejos

2.- se presenta al ratdon albino para su conocimiento y manejo de los
mismos para cada propdsito de uso en el laboratorio

3.-se tomay se presenta al Hdmster en el manejo y desplazamiento para
cada fin del manipuleo del animal de experimentacion.

4.- se presenta al cobayo o cuy para demostrar su manejo y cuidado
toda vez que el animal se utilizara para extraccion del bazo y ganglios

periféricos.
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5.- se recomienda los cuidados de cada animal durante su manejo y uso

en el laboratorio de inmunologia Especial.

Cuyeo o cobayos raza mestiza
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hdmster
a. RECOMENDACIONES PARA EL CUIDADO DEL ANIMAL.

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

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

espacio total por animal que individualmente.
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CUADRO 2.2
ESPACIO RECOMENDADO PARA CONEJOS, GATOS,
PERROS, PRIMATES Y AVES

ANIMAL PESO AREA DE PISO/ANIMAL  ALTURA
Kg. m’ cm’,
Conejos menos de 2 0.14 356
hasta 4 0.27 356
hasta 5.4 0.36 356
mas de 5.4 045 0 mas 356
Gatos menos oigual a4 0.27
mas de 4 0.35 o mas
Permos (1) menos de 15 0.72 -
hasta 30 1.08 -
mas de 30 o mMas -
Palomas (2) - 0.072 -
Codomices (2) - 0.022 -
Gallinas (2) menos de 0.25 0.022 -
hasta 0.5 0.045 -
hasta 1.5 0.09 -
hasta 2.0 0.138 -
mas de 3.0 0.27 o mas -

{1y Estas recomendaciones pueden requerr modificaciones debido a la
conformacion corporal de los animales. Se recomienda gue la altura de la
jaula permmita al animal permanscer en una posicion comoda v que el area
minima del piso sea igual al cuadrado de la suma de la longitud del pemo en
metros (de la punta de 1a nariz a la base de la cola) mas 0.15 m.

(2} La aliura de |a jaula debe ser suficiente para permitir al animal permanecer
erecto con sus patas sobre el piso.

Todo transporte de animales, incluyendo el tfransporte interinstitucional,
debe planearse para minimizar el tiempo de transito y el riesgo de zoonosis,
proteger contra los extremos ambientales, evitar el hacinamiento, proveer
comida y agua si es indicado y proteger contra traumas fisicos. Es
inevitable cierto estrés relacionado con el fransporte, pero se puede
reducir atendiendo estos factores.

Una vez ya entendido el manejo de los animales se procede a la técnica:
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e Manejar al conejo y colocarlo en posicion decubito ventral, sujetarlo
bien, para exponer la parte de las orejas, desinfectar con torunda de
algoddn con alcohol al 70% o 96 % la regién externa de la oreja.

6. Resultados

Los resultados que esperamos obtener deben tener en cuenta que la
dilucion que muestre la aglutinacion se expresa como el titulo reciproco
de la dilucién mayor, de esta manera debemos observar la presencia
de aglutinaciéon que puede presentarse de leve a intfensa expresada
como 1+, 2+, 3+ y 4+ en los primeros dos a fres minutos, dependiendo de
la respuesta inmune del animal, por otra parte, esta puede desaparecer
en la forma alterna de dilucidn del suero en la dilucion mayor debido a
una respuesta intensa manifestdndose el fendmeno de zona.

Se recomienda realizar la prueba de aglutinaciones en ambientes

donde la temperatura oscile entre 20y 22 °C.

7. Conclusiones

8. Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

e In veterinary technology: AVMA, Membership Directory and
Resource Manual, 44th ed. Schaumburg, lll.: AVMA; 1995.
0.236-240 U

e Tur-Mari JA, Orellana-Muriana JM (editors). Animal research
and welfare: a partnership. FELASA-ICLAS Joint Meetitn, 7th
symposium, Palma de Mallorca 26-28 May 1999. London:
Laboratory Animal Ltd; 2000. U

e Centro Panamericano de Fiebre Aftosa. Temas
seleccionados sobre medicina de animales de laboratorio:
El ratén. Rio de Janeiro: Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa; 1988. Serie de Monografias Cientificas y Técnicas N.°
3. Disponible en: http://bvs.panaftosa.org.br/textoc/
SerMonCienTec3.pdf.
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e Office of the Federal Register National and Records
Administration. Code of Federal Regulations. Title 2, Animals
and Animal Products. Washington DC: US Government
Printing Office; 1992. U
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Guia de practica N° 3:
PROCESO DE INMUNIZACION EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION ACTIVANDO RESPUESTA INMUNE HUMORAL Y

CELULAR
AREIOS & e
SECCION 1 NOMDIES & e,
Fecha ... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual ( ) Grupal (1-2-3-4
)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

4. Tema: Pproceso de inmunizaciéon en animales de experimentacion

activando respuesta inmune humoral y celular

5. Proposito/objetivo/logro/hipotesis:

Discrimina el comportamiento de los antigenos mediante un proceso de

inmunizacion en animales de experimentacién.

6. Equipos y materiales a utilizar:

E. Bioldgico

e Conejo macho adulto de la raza Nueva Zelanda

e Antigeno inactivado de...suspension de glébulos rojos al 5%
F. Medico clinico

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

pulgadas.

e Torundas de algodon

e Alcoholal 70% o 96%

e Tubos estériles sin anticoagulante
G. De campo

¢ Alimento comercial para conejos en etapa adulta

e Jaulas metdlicas
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H. De Laboratorio
e Congelador -20 °C
e Refrigerador
e Cenftrifuga clinica a 5000 RPM
e Luz para aglutinaciones
e Termometro de 0 a 100 °C
e Solucién salina

e Crio viales

. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y contar

con los contenedores resistentes a la puncion.

9.

Procedimiento experimental:

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

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

Para ello debemos seguir los siguientes pasos:

b. RECOMENDACIONES PARA EL CUIDADO DEL ANIMAL.

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

cama limpia o drea no obstruida para moverse y descansar.

Pag.



Universidad
= Continental

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

CUADRO 2.2
ESPACIO RECOMENDADO PARA CONEJOS, GATOS,
FERROS, PRIMATES Y AVES

ANIMAL PESO AREA DE PISO/JANIMAL  ALTURA
Kg. m? cm?.
Conejos menos de 2 0.14 356
hasta 4 0.27 356
hasta 5.4 0.36 356
mas de 5.4 0.45 o mas 356
Gatos menos oigual a 4 0.27
mas de 4 0.36 o mas
Perros (1) menos de 15 0.72 -
hasta 30 1.08 -
mas de 30 0 Mas -
Palomas (2) - 0.072 -
Codornices (2) - 0.022 -
(zallinas (2) menos de 0.25 0.022 -
hasta 0.6 0.045 -
hasta 1.5 0.09 -
hasta 2.0 0.138 -
mas de 3.0 0.27 o mas -

{1y EBstas recomendaciones pueden requerr modificaciones debido a la
conformacion corporal de los animales. Se recomienda gue la altura de la
jaula permita al animal permanscer en una posicion comoda v que el area
minima del piso sea igual al cuadrado de la suma de la longitud del pemo en
metros (de la punta de la nariz a la base de la cola) mas 0,15 m.

(2} La aliura de |a jaula debe ser suficiente para pemmitir al animal permanecer
erecto con sus patas sobre el piso.

Todo fransporte de animales, incluyendo el fransporte intrainstitucional,
debe planearse para minimizar el tiempo de transito y el riesgo de zoonosis,
proteger contra los extremos ambientales, evitar el hacinamiento, proveer

comida y agua si es indicado y proteger contra traumas fisicos. Es
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inevitable cierto estrés relacionado con el fransporte, pero se puede
reducir atendiendo estos factores.

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

e Manejar al conejo y colocarlo en posicion decubito ventral, sujetarlo
bien, para exponer la parte de las orejas, desinfectar con torunda de

algoddén con alcohol al 70% o 96 % la regidn externa de la oreja.

VENA MARGINAL DE LA OREJA

|

VENA MARGINAL DE LA OREJA

e Extraer aproximadamente 5.0 mL de sangre por puncién de la vena
marginal de la oreja y colocar la muestra en tubo estéril y dejar que

coagule para centrifugar la muestra de sangre a 2500 rom durante 10
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minutos y obtener posteriormente el suero bajo condiciones de
esterilidad en crio vial esteéril.

e Entubos, obtener 5 mL de sangre el dia 7, 10,13y 15y procesar el suero
como se menciond arriba para obtener el suero y distribuirlo en
alicuotas en crio viales estériles con la identificacion de la fecha
correspondiente.

e Congelarlas muestras a -20°C.

10. Resultados

Los resultados que esperamos obtener sueros limpidos libre de hemolisis
de un volumen no menor de 05 ml para utilizar en la practica de
titulacion de anticuerpos a partir de sueros concentrados realizando
diluciones seriadas guardando a una congeladora de -20 °c hasta el dia

de la siguiente practica

11. Conclusiones

12. Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados
e Kindt, T.J., Goldsby, R.A., Osborne, B.A.: 2007. Inmunologia de
Kuby. Ed. McGraw-Hill. México. Sexta edicion. ISBN 13: 978-970-10-
645
e Tizard, I.R.: 2004. Veterinary immunology, an introduction.
Saunders, Elsevier, USA. Sevent edition. ISBN 0-7216-0136-74-2
e Canadian Council on Animal Care. Guide to the care and use of

experimental animails. Vol 1. Ottawa. 1980. 106 p.p.
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Guia de prdctica N° 04:
PROCESO DE INMUNIZACION Il EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION ACTIVANDO RESPUESTA INMUNE HUMORAL Y

CELULAR
AREIOS & e
SECCION 1 NOMDIES & e,
Fecha :13/04/2020 Duracién: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual ( ) Grupal ( 1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

7. Tema: Pproceso de inmunizacion en animales de experimentacion

activando respuesta inmune humoral y celular Segunda semana

8. Propdsito/objetivo/logro/hipotesis:

Discrimina el comportamiento de los antigenos mediante un proceso de
inmunizacion en animales de experimentacidén. Observar cambios
fisioldgicos

En el animal de experimentacién.

9. Equipos y materiales a utilizar:

|. Bioldgico

e Conejo macho adulto de la raza Nueva Zelanda

e Antigeno inactivado de...suspensidon de glébulos rojos al 5%
J. Medico clinico

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

pulgadas.

e Torundas de algodon

e Alcoholal 70% o 96%

e Tubos estériles sin anticoagulante
K. De campo

¢ Alimento comercial para conejos en etapa adulta

e Jaulas metdlicas
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L. De Laboratorio
e Congelador-20 °C
e Refrigerador
e Centrifuga clinica a 5000 RPM
e Luz para aglutinaciones
e Termdmetro de 0 a 100 °C
e Solucién salina

e Crio viales

4. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y contar

con los contenedores resistentes a la puncion.
13. Procedimiento experimental:

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

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

Para ello debemos seguir los siguientes pasos:

5.1 Preparacion de Suspension de Glébulos rojos al 5%
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Técnica

1.- se toma sangre total anti coagulada con CPDA 1 del grupo “A” y “B”
respectivamente. En un tubo de tamano de 13 x 100 mm

2.- agregar c.s.p. tubo lleno de cloruro de sodio al 0.9%

3.- centrifugar a 2500 rpom durante 3 minutos y decantar el
sobrenadante.

4 - repetir por tres veces el lavado.

5.- finalmente preparar la suspension de gldbulos rojos al 5% agregando
en tubo limpio y seco 01 una gota de glébulos rojos puros y lavados
completando con 19 gotas de cloruro de sodio al 0.9%

6.- inocular al conejo la dosis segun el dia que corresponde.

c. RECOMENDACIONES PARA EL SANGRADO DEL ANIMAL.

e Manejar al conejo y colocarlo en posicidon decubito ventral,
sujetarlo bien, para exponer la parte de las orejas, desinfectar
con torunda de algoddn con alcohol al 70% o 96 % la region

externa de la oregja.

Figura 1.8: Sangria en conejo a fravés de la arteria central de la oreja. A la izquierda se senalan la arteria
central (A), utilizada para la sangria, y la vena marginal (V), utilizada para la inyeccién intravenosa. A la
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derecha se muestra la forma para realizar la puncién de la arteria, en forma muy superficial, con una aguja
calibre 22 o 20 sin jeringa. La sangre se recoge por goteo libre en un fubo.

Extraer aproximadamente 5.0 mL de sangre por puncion de la
vena marginal de la oreja y colocar la muestra en fubo estéril y
dejar que coagule para centrifugar la muestra de sangre a 2500
rom durante 10 minutos y obtener posteriormente el suero bajo
condiciones de esterilidad en crio vial estéril.

Extraer en los dias 7,10,13 y 15 del proceso de inmunizacion
Congelar las muestras a -20°C. a una congeladora vertical
guardar los 04 sueros colectados previamente rotulados e

identificados en los dias de los sangrados.

Cuadro 1.1: Pasos para la obtencion de un antisuero mediante inmunizacion.

1 2 3 4 5 6
Preparacion Inmunizacion Seguimiento y Sangria final Evaluacion del Purificacion de
del evaluacion de la antisuero los anticuerpos
inmundégeno respuesta (sangrias de interés
de prueba)
14. Resultados

15.

16.

crioviales debidamente identificados con un volumen no menor de 0.5
ml por cada frasco, las muestras no deben presentar hemdlisis lipemia
se debe congelar a una temperatura menor o igual a -20°c en una
congeladora vertical del servicio de inmunologia y/o laboratorio de la

universidad.

Conclusiones
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Guia de prdctica N° 5:
EVALUACION DE INMUNIZACION MEDIANTE TITULACION DE

ANTICUERPOS
AREIOS & e
SECCION NOMBIES & v,
Fecha :20/04/2020 Duracién: 180 minutos
Docente Tipo de prdctica: Individual ( ) Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

10. Tema: Evaluacion De Inmunizacion Mediante Titulacion De
Anticuerpos

11. Propésito/objetivo/logro/hipétesis:

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

con antigenos en diferentes concentraciones y dosis seriadas durante
15 dias

12. Equipos y materiales a utilizar:

M. Bioldgico

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

la inoculacion.

e Preparacion de glébulos rojos al 5% del grupo A

N. De Laboratorio

e Centrifuga clinica a 5000 RPM
e Luz para aglutinaciones

e Solucidén salina
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e Tubos
e Plumodn indeleble
e Gradillas

4. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.
17. Procedimiento experimental:

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

aglutinacion visible.
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Ej. 4
1:2 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 Dilucion
suero 1 Lectura
S;FD 2 T :‘ :‘ :' :' :' :' T’ Lectura
suero 3 + + + 7 - - - - Lectura
Ag particulado:
cantidades constante
Suero:
Diluciones crecientes | * 12 14 18 116 1/64
AGLUTINACION - + + + + -

T TITULO: 32
Prozona

Para el suero del séptimo dia de post-inoculacion.

a. PROCEDIMIENTO

e Roftular 10 tubos seriada mente con el nombre de los titulos
arealizar en cada uno de ellos. (por ejemplo: ', Va4, etc.)

e Colocarlos en una gradilla en orden ascendente

e Dispensar en cada uno de ellos 100 ul de CINa.

e En el primer tubo (1/2) agregar también 100 ul de la
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suspension de Globulos Rojos al 5 % del grupo A.

e Coger 100 ul del primer tubo y dispensar en el segundo,
homogenizar y volver a coger 100 ul y dispensar en el tercer
tubo, repetir este procedimiento hasta llegar al Ultimo tubo.

e Centrifugar a 3400 rom x 15 segundos.

e Observar el botdn hemdatico y anotar los dils.

REPETIR LOS MISMOS PASOS PARA LAS MUESTRAS SERICAS DE LOS
DIAS 10, 13 Y 15 POSTERIOR A LA INOCULACION.

18.Resultados

Los resultados que esperamos obtener deben tener en cuenta
que la dilucién que muestre la aglutinaciéon se expresa como el
titulo reciproco de la dilucién mayor, de esta manera delbemos
observar la presencia de aglutinacion que puede presentarse de
leve a intensa expresada como 1+, 2+, 3+ y 4+, tener en cuenta
que esta puede desaparecer en la forma alterna de dilucion del
suero en la diluciéon mayor debido a una respuesta intensa
manifestadndose el fendmeno de zona.

Se recomienda realizar la prueba de aglutinaciones en ambientes

donde la temperatura oscile entre 20 y 22 °C.
a. REALIZAR UNA CURVA PARA OBSERVAR EL PICO MAXIMO DE

DILS EN BASE A LOS DIAS QUE TRANSCURRIERON DE LA
INOCULACION.
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EJEMPLO:

4

DILUCIONES

A

19.Conc

DIAS DE INOCULACION

lusiones

20.Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces
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Guia de prdctica N° é:
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE FIEBRE TIFOIDEA, SIFILIS Y BRUCELOSIS

) AREIOS & e
SECCION I NONMDIES & e,
Fecha :...../...../....Duracién: 180 minutos
Docente Tipo de practica: Individual ( ) Grupal ( 1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

13. Tema: Diagnéstico serolégico de fiebre tifoideaq, sifilis y brucelosis

(antigenos febriles, VDRL, RPR, Rosa de Bengala)

14. Proposito/objetivo/logro/hipotesis:

Desarrolla las pruebas de laboratorio de inmunologia bdsica mediante
pruebas por principio de aglutinacion comprendiendo la interaccion
anfigeno y anticuerpo; para el diagndstico de salmonelosis, brucelosis

y sifilis.

15. Equipos y materiales a utilizar:

O. Bioldgico
e suero sanguineo
e plasma sanguineo.
P. De Laboratorio
e Aglutinoscopio
e Microscopio binocular
e Ldminas de vidrio concavas
e Tarjetas de reaccion por floculaciéon
e Reactivos para:
e Antigenos febriles

e Rosa de bengala
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e RPR-REAGIN.
e Pipetas automaticas graduables
e Puntferas
e Baguetas
¢ Manuales de procedimientos técnicos
e Insertos de cada reactivo para su buen uso

e Poes

4. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.
21. Procedimiento experimental:

PROCEDIMIENTO
I- TECNICA RAPIDA EN PLACA
Colocar en una placa una gota (50 ul) de suero y agregar una gota (50
ul) de suspension de Antigeno.
Mezclar y agitar la placa en forma circular durante 2 minutos.
Observar la presencia o ausencia de aglutinaciéon utilizando una luz
indirecta sobre fondo oscuro.
lI- TITULACION RAPIDA EN PLACA
1) Dividir una placa de vidrio en sectores de 4 cm2 aproximadamente.
2) Empleando las micropipetas apropiadas colocar en estos sectores 80
ul, 40 ul, 20 ul, TO Ul y

5 ul de suero limpido. Repetir el procedimiento para un control
negativo y uno positivo.
3) Colocar 1 gota de Antigeno previamente agitado sobre cada gota
de suero.
4) Mezclar el suero y el Antigeno utilizando una varilla abarcando un
drea de 2 cm de didmetro

Aproximadamente. Debe emplearse una varilla distinta para cada

dilucidn de suero o la
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Misma varilla mezclando a partir de la muestra mds diluida.
5) Agitar la placa durante 2 minutos en forma circular.

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

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4+: todos los microorganismos aglutinan.

3+: aglutinan aproximadamente el 75%.

2+: aglutinan aproximadamente el 50%.

1+: aglutinan aproximadamente el 25%.

Negativo: no aparece aglutinacion.

Técnica I: se indica solamente positivo o negativo.

Técnica ll: el fitulo se considerard la Ultima dilucién que da aglutinacion
del 50% (++). Los resultados obtenidos en la fitulacidon en placa se
aproximan a los de la prueba en tubo descripta en Bennett, C.W (ver
Bibliografia),

Considerando las diluciones como se muestra a confinuacion:
Volumen de Suero Dilucion aproximada en (ml) la prueba en tubo

0,08 1:20

0,04 1:40
0,02 1:80
0,01 1:160
0,005 1:320

R.P.R. reaginas.
PROCEDIMIENTO
I- PRUEBA CUALITATIVA

Llevar a temperatura ambiente los reactivos y la muestra antes de

realizar el ensayo. En cada uno de los circulos de la tarjeta de reacciéon
colocar con un gotero pldstico provisto:
Muestra o Controles 1 gota (50 ul) Con el extremo cerrado del gotero

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

Efectuar diluciones seriadas 1:2, 1:4, 1:8, hasta 1:64 empleando soluciéon
fisioldgica y proceder de la misma manera que en la técnica cudalitativa.
El fitulo estard dado por la inversa de la Ultima dilucion que se observe
reactiva.
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Reactivo: presencia de aglutinaciéon visible en forma de grumos negros
sobre el fondo claro que indica presencia de "reaginas” en la muestra.
No reactivo: aspecto gris homogéneo que indica ausencia de

"reaginas” en la muestra.

ROSA DE BENGALA:

PRINCIPIO DEL METODO

El Rosa de Bengala es una técnica de aglutinacion en porta para la
deteccion cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos anti-Brucela en
suero humano. La suspension bacteriana y coloreada, es aglutinada por
anticuerpos IgG o IgM presentes en el suero del paciente.
PROCEDIMIENTO

Método cualitativo

1. Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente. La
sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

2. Depositar 50 uL de la muestra a ensayar y una gota de cada uno de
los controles Positivo y Negativo, sobre circulos distintos de una porta.

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

agitador vortex antes de usar. Depositar una gota (50 yL) junto a cada
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una de las gotas anteriores.
4. Mezclar las gotas con un palillo, procurando extender la mezcla por
toda la superficie interior del circulo. Emplear palillos distintos para cada
muestra.
5. Situar la porta sobre un agitador rotatorio a 80 — 100 r.p.m. durante 4
minutos. El exceso de tiempo de agitacion puede originar la aparicion
de falsos positivos.
Método semicuantitativo
1. Realizar diluciones dobles de la muestra en solucién salina 9 g/L.
2. Proceder para cada dilucion, como en la prueba cualitativa. LECTURA
E INTERPRETACION Examinar macroscoépicamente la presencia o
ausencia de aglutinacion inmediatamente después de retirar el porta
del agitador. La presencia de aglutinacion indica una concentracion
de anticuerpos anti-Brucela igual o superior a 25 Ul/mL.
En el método semicuantitativo, se define el titulo como la dilucidén mayor
que da resultado positivo. CALCULOS La concentraciéon aproximada de
anficuerpos anti-Brucella en la muestra del paciente se obtiene de la

siguiente manera: 25 x Titulo de anti-Brucella = UI/MI.

VALORES DE REFERENCIA
Hasta 25 IU/mL. Es recomendable que cada laboratorio establezca sus
propios valores de referencia.
CARACTERISTICAS DEL METODO
1. Sensibilidad analitica: 25 (£5) Ul/mL, en las condiciones descritas en el
ensayo.
2. Efecto prozona: No se observa efecto prozona hasta valores de 1000
Ul/mL.
3. Sensibilidad diagndstica: 100%
4. Especificidad diagndstica: 98%
22.Resultados
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23.Conclusiones

24.Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces

recomendados

1. Young E J. Clinical Infectious Diseases 1995; 21: 283-290.

2. Alton GC. Techniques for Brucellosis Laboratory INRA Paris,
1988.

3. Ariza J. Current Opinion in Infectious Diseases 1996; 9: 126-
131.

4, Comité mixto FAO/OMS de expertos en Brucelosis. WLD
Health Org Tech Rep Ser 1958; 148: 1-60.

5. Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory test, 4th
ed. AACC Press, 1995
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Guia de practica N° 7:
TURBIDIMETRIA, NEFELOMETRIA, DE PROTEINAS ESPECIALES

AREIOS & e
SECCION 1 NOMDIES T e

Fecha ... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual ( ) Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

16. Tema: Turbidimetria, Nefelometria, de las proteinas especiales

17. Proposito/objetivo/logro/hipotesis:

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

C3, C4, Inmunoglobulina

18. Equipos y materiales a utilizar:

Q. Bioldgico
e suUero sanguineo

e plasma sanguineo.

R. De Laboratorio
e Centrifuga para tubos
e Analizador fotdmetro de turbidimetria
e Cabina de flujo laminar
e Pipetas
e Cubetas de reaccion:
e Reactivos de diluciones de diversas de proteinas especiales
e Cloruro de sodio

e Proteina C Reactiva.
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e Factorreumatoideo
e Complemento C3
e Complemento C4
e Microalbuminuria
¢ |Inmunoglobulinas IgA, IgM, IgG

e Poes

. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la punciéon y de segregacion

de residuos solidos.

25. Procedimiento experimental:

Principios y fundamentos del ensayo

Las pruebas de las proteinas especiales que aplican el principio de
turbidimetria reaccionan con el anticuerpo especifico formando
inmunocomplejos insolubles. La turbidez provocada por estos
inmunocomplejos es proporcional a la concentracion del analito
proteina en la muestra y puede medirse espectrofotométricamente
mediante estos complejos que sustentan la turbidimetria.
PROCEDIMIENTO
I- Procedimiento de la pre analitica en centrifugacién del tubo primario
Colocar en una centrifuga de tubos a una velocidad de 2500 rpm
durante 10 minutos.
II- Programacioén en el analizador del fotémetro
1) Dividir una placa de vidrio en sectores de 4 cm2 aproximadamente.
2) Empleando las micropipetas apropiadas colocar en estos sectores 80
ul, 40 ul, 20 ul, 10 Ul y

5 ul de suero limpido. Repetir el procedimiento para un control
negativo y uno positivo.
3) Colocar 1 gota de Antigeno previamente agitado sobre cada gota
de suero.

4) Mezclar el suero y el Anfigeno utilizando una varilla abarcando un
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drea de 2 cm de didmetro
Aproximadamente. Debe emplearse una varilla distinta para cada
dilucion de suero o la
Misma varilla mezclando a partir de la muestra mas diluida.
5) Agitar la placa durante 2 minutos en forma circular.

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

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4+: todos los microorganismos aglutinan.

3+: aglutinan aproximadamente el 75%.

2+: aglutinan aproximadamente el 50%.

1+: aglutinan aproximadamente el 25%.

Negativo: no aparece aglutinacion.

Técnica I: se indica solamente positivo o negativo.

Técnica ll: el fitulo se considerard la Ultima dilucion que da aglutinacion
del 50% (++). Los resultados obtenidos en la titulacion en placa se
aproximan a los de la prueba en tubo descripta en Bennett, C.W (ver
Bibliografia),

Considerando las diluciones como se muestra a continuacion:

En

(D

PROCEDIMIENTO
CURVA DE CALIBRACION

Homogeneizar e incubar 5 minutos a 370C. Leer la absorbancia de cada Calibrador a 340 nm (DO1)
Ilevando el aparato a cero con agua destilada. Luego agregar:

Reactivo B 200 ul

Homogeneizar. Incubar 5 minutos exactos a 370C e inmediatamente leer la absorbancia a 340 nm

- DO1) para cada calibrador.

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

80 ul Reactivo A 1000 ul

02), llevando el aparato a cero con agua destilada. Calcular la diferencia de absorbancia (AA = DO2

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcular la diferencia de absorbancia (AA = DO2 - DOI)
correspondiente a cada muestra analizada. Interpolar esta AA en la
curva de calibracion para determinar la concentraciéon de PCR (mg/l)
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correspondiente ala muestra estudiada. Las muestras con absorbancias
superiores al Ultimo punto de calibracion, deben ser diluidas (1:2 6 1:4)
con solucion fisiolégica y procesadas nuevamente. Multiplicar el
resultado obtenido por la dilucidn efectuada

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

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

enfermedad.

26.Resultados

27.Conclusiones

28.Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces

recomendados
e -ledue, T. efal-Clin Chem 49/8:1258 (2003). - Otsuji, S. -

Clin. Chem. 28/10:2121 (1982)

.- Dati, F. - J. of IFCC VIII/1:29 (1996). - Dati, F. - Clin. Chem.

Lab. Med. 39/11:1134 (2001

e ).- WHO Publication WHO/DIL/LAB/99.1 Rev. 2 (2002).

o -Tietz Textbook of Clinical Chemistry - Burtis, C.; Ashwood, E.
(5° Edition) WB Saunders, 2001. -

e Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 5th ed., 2000. - EP5-A (Vol.19 - N°2) Evaluation of
precision Performance of Clinical Chemistry Devices;
Approved Guideline - NCCLS. - EP17-A (Vol.24 - N°34)
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Protocols for Determination of Limits of Detection and Limits
of Quantitation; Approved Guideline - NCCLS
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Guia de prdctica N° 8:

AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T. y B. EN DONANTES CADAVERICO EN
COBAYOS Y PRUEBA SEROLOGICA HLA CLASE 1 Y CLASE II.

ApPellidos & .o
SECCION 1 NOMDIES T e

Fecha ... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual () Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

19. Tema: Aislamiento de Linfocitos Ty B En Donantes Cadavérico en
Cobayos y Prueba serolégica HLA Clase I y I
20. Propoésito/objetivo/logro/hipétesis:

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

histocompatibilidad serolégicos de HLA Clase |y |I

21. Equipos y materiales a utilizar:

S. Bioldgico
e Cobayo (cuy)

e Organos hematopoyéticos (ganglios, bazo).

T. De Laboratorio
e Equipo de diseccion
e medios de viabilidad celular:
e cloruro de sodio al 0.9%
e solucion LIS
e Placas Terazaki

e Colorante Flouruguench
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e Pipetas de Jeringa Hamilton
e Pipetas Pasteur
e Perlas inmunomagnéticas para células linfocitos Ty B
e Magneto
e Microscopio de campo oscuro invertido
e Cabina de Flujo Laminar
e Tubos Falco
e jeringas de 20 cc

e Insertos de cada reactivo para su buen uso

Poes

4. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

29. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

SIGNIFICACION CLINICA
El aislamiento de linfocitos se realiza con el propdsito de diferenciar
células de alta especificidad para desarrollar pruebas de
histocompatibilidad serolégica clase |'y Clase |l, se utiliza perlas
inmunomagnéticas,

PROCEDIMIENTO:

1.- Extraer los érganos hematopoyéticos ganglios linfaticos y bazo

2.- en un recipiente de metal agregar el érgano en un medio liquido de

solucion de medio de viabilidad celular para aislamiento de linfocitos.

3.- con la ayuda de una jeringa y una aguja de 21 x 1 %

4.- inocular a cada ganglio y al bazo el medio liquido para separar los

linfocitos Ty B de los mismos

5.- agregar en 2 tubos con EDTA unos 5 ml

6.- agregar 100ul de perlas inmunomagneticas para linfocitos B y T

respectivamente.

7 .- colocar al magneto por 5 minutos

8.- con la ayuda de la pipeta pastear separar el sobrenadante, dejando
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las células adheridas en las paredes del tubo de ensayo.
9.- repetir por tres veces con solucion del medio de viabilidad celular.
10.- al finar retirar todo el sobrenadante y agregar 11 gotas del medio
en el fubo de células T, y 5gotas del medio en el tubo de célul.as B.
11.- suspendido las células cargar en la placa de Tera saki
12.- agregar colorante Flouruquench. A cada pozo para su finciéon
13.- llevar al microscopio para observar a las células T y B.
respectivamente.

14.- anotar los hallazgos.

30.Conclusiones

31.Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces
recomendados
e 2. Daley GQ, Goodell MA, Snyder EY. Realistic prospects for
stem cell therapeutics. Hematology 2003;1:398-418.

3. Mato E. Células madre: un nuevo concepto de medicina
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e 4. Krause DS, Theise ND, Collector MI, Henegariu D, Hwang
S, Gardner R, et al. Multiorgan, multi-lineaje engraftment by
a single bone marrow-derived stem cell. Cell 2001;105:369-
77.

e 5. Jackson KA, Mi T, Goodell MA. Hematopoietic potential of
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Acad Sci USA 1999:asdfz96:14482-6.

e 4. McCarthy LJ, Danielson CF, Cornetta K, Srour E, Broun R.

Autologous Bone Marrow Transplantation. Crit Rev Clin Lab
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Guia de practica N° 9:
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANA)

B APEIIAOS & e
SECCION it NOMDIES T e
Fecha ... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual () Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

22. Tema: Inmunofluorescencia Indirecta mediante la prueba de
Anticuerpos antinucleares (ANA).

23. Propoésito/objetivo/logro/hipétesis:

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

aplicaciones en el diagndstico de las enfermedades autoinmunes.

24. Equipos y materiales a utilizar:

U. Biolodgico
e suero

e sueros conocidos con titulos altos

V. De Laboratorio
e  Microscopio de Inmunofluorscencia de campo oscuro
e kit de Anticuerpos Antinucleares:
e Solucion PBS
e Punteras
e Pipetas automdticas graduables
e Tubos de ensayo 12x 75 mm

e Cdmaras humedas
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e Copas coplin
e Crondmetro (timer)
e Papel absorbente
e Cabina de Flujo Laminar
e Tubos Falco
e Jeringas de 20 cc
e Insertos de cada reactivo para su buen uso

e Poes

Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

32.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL :

SIGNIFICACION CLINICA

El término “anficuerpos antinucleares” describe una variedad de
autoanticuerpos que reacciona con los constituyentes de los nUcleos
celulares incluyendo el ADN, ARN vy varias proteinas vy
ribonucleoproteinas.1 Estos autoanticuerpos aparecen con elevada
frecuencia en pacientes con enfermedades reumdaticas o del tejido
conectivo, y especialmente en el caso del lupus eritematoso sistémico.
De hecho, prdcticamente todos los pacientes con LES son ANA
positivos.  Esta  sensibilidad  diagndstica ha conducido a la
incorporacion del ensayo ANA en los Criterios Revisados para la
Clasificacion de Lupus Eritematoso Sistémico de 1982 realizados por
una subcomision del Colegio Americano de Reumatologia.2 Aunque
los ensayos ANA son un excelente test de screening para él LES (un
resultado negativo practicamente permite descartar la presencia de
LES3 activo), no son, de ninglUn modo, un ensayo especifico. Los
pacientes con otras enfermedades del tejido conectivo, como la artritis
reumatoide, el escleroderma y la dermatomiositis, dan con frecuencia
resultados positivos, y también pueden observarse valoraciones de

ANA bajas en otros estados patoldgicos y en la poblacion normal.
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Pueden obtenerse resultados positivos para ANA en pacientes que han
sufrido quemaduras graves o infecciones viricas y también se han dado
casos en algunas personas normales sanas, especialmente en las
poblaciones de mayor edad. Debido a esta ausencia de
especificidad, se recomienda que todas las muestras con resultados
positivos para ANA se valoren segun el punto final y que se lleven a
cabo ensayos mds especificos para autoanticuerpos anti-ADN de
doble cadena (dsDNA) y para autoanticuerpos anti-antigeno nuclear
extraible (ENA).

PROCEDIMIENTO:

Preparacion de los portaobjetos con substrato: Espere a que el
portaobjetos con substrato alcance la temperatura ambiente antes
de extraerlo de su funda. Efiguételo y coldguelo en una cdmara
humeda adecuada. Anada 1 gota (20-25 L) de control positivo y
negativo sin diluir en los pocillos 1y 2 respectivamente.

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

2. Incubacién del portaobjetos: Incube el portaobjetos durante 30 + 5
minutos en una cdmara humeda (una servilleta de papel humedecida
colocada plana en el fondo de un recipiente cerrado de pldstico o
cristal le permitrd mantener las condiciones de humedad
adecuadas). No permita que el substrato se seque durante el
procedimiento de ensayo. 4

3. Lavado de los portaobjetos: Tras la incubacion, utilice un frasco de
lavado o una pipeta para lavar suavemente el suero con el tampdn
de PBS Il diluido. Oriente el portaobjetos y el chorro del tampdn PBS I
de forma que le permita evitar, en la medida de lo posible, que la
solucion pase por encima de varios pocillos a la vez. Evite dirigir el
chorro directamente sobre los pocillos para que no se dane el

substrato. Si estd deseado, ponga los portaobjetos en un tarro de
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Coplin del almacenador intermediario diluido de PBS Il por hasta 5
minutos.

4. Adicion de conjugado fluorescente: Expulse el exceso de tampdn
PBS Il. SitUe el portaobjetos de nuevo en la cdmara hUmeda y cubra
inmediatamente cada pocillo con una gota de conjugado
fluorescente. Incube los portaobjetos durante otro 30 + 5 minutos.

5. Lavado de los portaobjetos: Repita el paso 3.

6. Cubreobjetos: Los procedimientos para los cubreobjetos varian de
un laboratorio a ofro; sin embargo, recomendamos el siguiente
procedimiento: a. SitUe un cubreobjetos en una toallita de papel. b.
Aplique el medio de montaje siguiendo una linea contfinua en el borde
inferior del cubreobjetos. c. Elimine el exceso de tampdn PBS Iy ponga
en contacto del borde inferior del portaobjetos con el borde del
cubreobjetos. Deje caer suavemente el portaobjetos sobre el
cubreobjetos de forma que el medio de montaje fluya hacia el borde
superior del portaobjetos sin que se formen burbujas de aire ni se

queden atrapadas.
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Reaccién Negativa.

Se considerard una muestra como negativa si la fincion especifica es
igual o inferior al Control Negativo para Sistemas IFA. Las muestras
pueden mostrar diversos grados de fincidon de fondo debido a los
anticuerpos heterdfilos o a niveles inferiores de autoanticuerpos contra
algunos constituyentes del citoplasma, como las proteinas
contréctiles.

Reaccion Positiva.

Se considerard una muestra como positiva si la tincidn especifica es
superior al Control Negativo para Sistemas IFA. Determine el patrén de
tincidn de cada muestra y pondere su intensidad de acuerdo con los
siguientes criterios: 4+ Fluorescencia verde manzana brillante 3+
Fluorescencia verde manzana claro 2+ Fluorescencia positiva

claramente visible 1+ La menor fluorescencia especifica que permite
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diferenciar claramente una nuclear y/u citoplasmdtica estructura
celular de la fluorescencia de fondo.

Anotar sus hallazgos discriminar los mismos.

33.Conclusiones :

34.Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces
recomendados

e Tan EM: Autoantibodies to nuclear antigens (ANA):

Theirimmunobiology and medicine. Advances in

Immunology 33: 167-239, 1982.

e 2.Tan EM, et al.: The 1982 Revised criteria for the
classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis and
Rheumatism 25: 1271-1277, 1982.

e 3. Casalo SP, Friou GJ and Myers LL: Significance of
antibodies to DNA in systemic lupus erythematosus. Arthritis
and Rheumatism 7: 379-390, 1964.

e 4. Gonzalez E and Rothfield N: Immunoglobulin class and

pattern of nuclear fluorescence in systemic lupus

erythematosus. The New England Journal of Medicine 274:

1333-1338, 1966.

Pag.



Universidad
= Continental

Guia de prdctica N° 10:
ENZIMOINMUNOANALISIS (ELISA)

Secciéon

Docente

AREIOS & e
NOMDIES & oot
Fecha :.... /...../....Duracion: 180 minutos
Tipo de prdctica: Individual ( ) Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

25. Tema: ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA)

26. Proposito/objetivo/logro/hipotesis:

Desarrolla las pruebas de enzimoinmunoensayo (ELISA). HIV Método

indirecto (sandwich)

27. Equipos y materiales a utilizar:

W. Biologico

suero

sueros controles

X. De Laboratorio

Analizador de Elisa

kit de ELISA Anti HIV 1-2:
Microplacas

Diluyente

Conjugado

Substrato

Solucion de Lavado
Lavador de Elisa
Incubadora

Papel absorbente

Cabina de Flujo Laminar
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e Tubos Falco
e Pipetas automdticas
e Insertos de cada reactivo para su buen uso

e Poes

Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

35.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

SIGNIFICACION CLINICA

Hasta ahora se han descrito e implicado como agentes causantes del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) 2 tipos de virus de la
inmunodeficiencia humana, VIH-1 y VIH-2. Ambos son retrovirus que se
transmiten por exposicion a determinados fluidos corporales
infectados, sobre todo, sangre y secreciones genitales, y por via
placentaria. La infeccion por VIH-1 estd extendida por todo el mundo;
mientras que la infeccion por VIH-2 estd extendida principalmente en
Africa occidental y en algunos paises europeos. 1

PROCEDIMIENTO:

Reconstituya y mezcle el conjugado, prepare la solucion de sustrato y
el liquido de lavado.

Paso 2 Utilice sdlo el nUmero de pocillos que necesite para el ensayo.
Evite tocar el borde y el fondo de los pocillos.

Pasé 3 Anada 25 ulL de diluyente de muestra a cada pocillo. 25 ulL
Paso 4 Anada 100 yL de muestra o 100 L de controles a cada pocillo.
Utilice la primera columna de pocillos de cada placa para los
controles del ensayo. Anada los controles en los pocillos designados
después de dispensar las muestras. Pipetee 100 uL de control negativo
en cada uno de los 3 pocillos, de AT a C1, y 100 yL de los conftroles
positivos para p24, anti-VIH-1 y anti-VIH-2 en los pocillos D1 a FI,
respectivamente. Si coloca la placa sobre una superficie blanca, le

serd mas facil anadir la muestra. 100 L
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Paso 5 Tape los pocillos con la tapa e incUbelos durante 60 minutos a
una temperatura de 37°C + 1°C. 60 min

Paso é Una vez terminada la incubacion, lave la placa de acuerdo
con las instrucciones descritas en el apartado Procedimientos de
lavado de estas instrucciones de uso.

Paso 7 Inmediatamente después de lavar la placa, anada 100 yL de
conjugado en cada pocillo.

Paso 8 Tape los pocillos con la tapa e incUbelos durante 30 minutos a
una temperatura de 37°C + 1°C. 30 min

Paso 9 Una vez terminada la incubacion, lave la placa de acuerdo
con las instrucciones descritas en el apartado Procedimientos de
lavado de estas instrucciones de uso.

Paso 10 Inmediatamente después de lavar la placa, anada 100 uL de
solucion de sustrato en cada pocillo. 100 pL

Paso 11 Tape los pocillos con la tapa e incubelos durante 30 minutos
a una temperatura de 37°C + 1°C. Evitese la exposicion directa ala luz
solar. El color de los pocillos de las muestras reactivas se debe tornar
azul verdoso. 30 min

Paso 12 Anada 50 yL de solucion para suspender la reaccion (Gcido
sulfurico entre 0,5 mol/L y 2 mol/L) en cada pocillo. 50 uL

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

ninguna placa en el carril).
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

36.Resultados no reactivos
Las muestras cuyos valores de absorbancia sean inferiores al valor

del punto de corte se consideran no reactivas.

Resultados reactivos
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Las muestras cuyos valores de absorbancia sean iguales o
superiores al valor del punto de corte se consideran inicialmente

reactivas

Conclusiones:

37.Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces

recomendados

1. Clavel, F. (1987). HIV-2: the West African AIDS virus. AIDS

2. Simon, F. et al. (1998). Identification of a new human
immunodeficiency virus type 1 distinct from group M and
group O. Nat. Med., 4, 1032.

3. Denis, F., Leonard, G. et al. (1988). Comparison of 10
enzyme immunoassays for the detection of antibody to
human immunodeficiency virus type 2 in West African sera. J.
Clin. Microbiol., 26, 1000.

4.Van den Haesevelde, M., Decourt, J. et al. (1994). Genomic
cloning and complete sequence analysis of a highly
divergent African human immunodeficiency virus isolate. J.
Virol., 68, 1586.

5. Gurtler, L.G., Hauser, P.H. et al. (1994). A new subtype of
human immunodeficiency virus type 1 (MVP-5180) from
Cameroon. J. Virol., 68, 1581
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Guia de practica N° 11:
ANALISIS DE MULTIPLICACION ENZIMATICA (EMIT)

B AREIOS & e
SECCION I NOMDIES T v,
Fecha L /...../....Duraciéon: 180 minutos
Docente : Tipo de practica: Individual () Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

28. Tema: Andlisis de multiplicacion Enzimatica.

29. Propoésito/objetivo/logro/hipétesis:
Desarrolla las pruebas de ensayo de multiplicacion enzimdatica (EMIT)
para drogas inmunosupresoras; tacrolimus, ciclosporina

30. Equipos y materiales a utilizar:

Y. Biolégico
e Sangre total.

e Células controles. Normales y patologicos

L. De Laboratorio
e Analizador de EMIT VIVA E
e kit de dosaje de ciclosporina
e kit de tacrolimus
e Diluyente
e Lisante
e Calibradores
e Solucién de Lavado
e Metanol
e Vortex
e Centrifuga para biologia molecular refrigerado
e Cabina de Flujo Laminar

e Tubos Ependorf
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e Pipetas automdticas
e Insertos de cada reactivo para su buen uso

e Poes

Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

38.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

SIGNIFICACION CLINICA

El tacrolimus es un agente macrdlido inmunosupresor obtenido por
fermentacion del Streptomyces tsukubaensis, encontrado en el Japon.
El tacrolimus ha sido estudiado en pacientes frasplantados de corazon,
pulmon, higado, rindn, pdncreas, intestino delgado y médula 6seq,
siendo muy efectivo en la prevencion del rechazo resistente a
corticoides y ciclosporina. En este sentido, el tacrolimus es de 10 a 100
veces mas potente de la ciclosporina. Topicamente, el tacrolimus se
utiliza para el fratamiento de la dermatitis atépica del adulto y del nino
PROCEDIMIENTO:

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

Paso 2.- Utilice sdlo el nUmero de tubos de ependorf necesarios para
calibrar y controlar y las muestras a determinar.

Pasé 3.- Afadir los lizantes a cada uno de los tubos

Paso 4.- Completar con metanol y sustancias que establezcan la
separacion de la droga de los hematies

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

Paso é.- Lievar a mezclar al vortex por unos segundos

Paso 7.- Inmediatamente centrifugar a 12000 g por 5 minutos

Paso 8.- Retirar los tubos ependorf

Paso 9.- Programar a | analizador de drogas inmunosupresoras para su
procedimiento analitico

Paso 10.- Esperar los resulfados segun sea el caso de los calibradores
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Paso 11.- Realizar el mismo procedimiento para los controles bajo,

normal y alto

Paso 12.- Una vez que los valores estimen buena reproduccion

Paso 13.- Analizar las muestras siguiendo el protocolo de los mismos

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se reporta en concentracion de nanogramos por mililitro y las
concentraciones tienen utilidod de acuerdo a la dosis del

tratamiento del paciente.

Conclusiones:

39.Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces

recomendados

Fleischer AB. Treatment of atopic dermatitis: role of tacrolimus
ointfment as a topical noncorticosteroid therapy. J Allergy Clin
Immunol 1999; 104:5126—30.

Plosker GL, Foster RH. Tacrolimus: a further update of its
pharmacology and therapeutic use in the management of organ
transplantation. Drugs 2000; 59:323—89.

Fung JJ, Todo S, Jain A et al. Conversion from cyclosporine to FK
506 in liver allograft recipients with cyclosporine-related
complications. Transplant Proc 1990; 22:6—12.

Fung JJ, Todo §, Tzakis A et al. Conversion of liver allograft
recipients from cyclosporine to FK 506 based immunosuppression:

benefits and pitfalls. Transplant Proc 1991; 23:14—21.
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Guia de prdctica N° 12:
DIAGNOSTICO MARCADORES INFECCIOSOS
HEPATITISBYC

AREIOS & e
SECCION 1 NOMDIES T e

Fecha ... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de practica: Individual () Grupal (1-2-3-4)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

31. Tema: Diagnostico de marcadores infecciosos de Hepatitis By C .
32. Propoésito/objetivo/logro/hipotesis:
Desarrolla las pruebas de ensayo por Quimioluminiscencia en el
ARCHITEC 1000

33. Equipos y materiales a utilizar:

AA. Bioldgico
e Suero sanguineo.

e Controles serologicos

BB.De Laboratorio
e Analizador de Quimioluminiscencia MAGLUMI
e kit de dosaje de Antigeno de superficie
e kit de Anticuerpo total Core de la hepatitis B
e kit de Anticuerpo total Core de la hepatitis C
o Conftroles
e Calibradores
e Solucidn de Lavado
e Vortex
e Cabina de Flujo Laminar
e Pipetas automaticas

e Insertos de cada reactivo para su buen uso
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e Poes.

Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

40.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
SIGNIFICACION CLINICA

El virus de la hepatitis B (VHB) es el Unico Patdgeno en la familia de

Hepadnaviridiae, Un virus de ADN, y se encuentra en todo el mundo.

La distribucion de la infeccion por el VHB variard Entre las dreas

geogrdficas y la poblacion Grupos. La transmision del virus se debe a

Contacto parenteral, a través del infercambio De sangre o productos

sanguineos, contacto sexual

PROCEDIMIENTO:

IMMULITE Anti-HBc es una fase sélida, dos pasos Enzima quimio
luminiscente Inmunoensayo. La fase solida, una
Bolas de poliestireno encerradas dentro de una prueba

Unidad, se recubre con el recombinante purificado HBcAg producido
en bacterias de E. coli. La muestra del paciente se anade a la Prueba
Unidad que contiene un corddn recubierto. Un alcalino Anti-HBcC
monoclonal marcado con fosfatasa Anticuerpo también se anade a
la Unidad de Prueba. Después de los pasos de lavado e incubacion,
Quimio luminiscente sufre Hidrdlisis en presencia de productos alcalinos
Fosfatasa IMMULITE Anti-HBc es un Ensayo competitivo de anticuerpos.
El foton Salida, medida por el lumindmetro, Esta inversamente
relacionado con la presencia de Anficuerpos confra HBCAg en la

muestra. Ciclos de incubacion: 2 x 30 minutos.

Paso 1.- Prepara los reactivos 30 minutos antes del andlisis retirando de
la refrigeradora
Paso 2.- Utilice sélo el nUmero de tubos de reaccidn necesarios para

calibrar y controlar y las muestras a determinar.
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Pasé 3.- Afadir los reactivos a bordo
Paso 4.- Programar al analizador las pruebas requeridas
Paso 5.- Cargar las muestras en cada uno de los racs
Paso é.- Verificar la posicion y colocarlos a los lugares que corresponde
Paso 7.- Dar inicio al analizador
Paso 8.- Monitorizar y conducir el andlisis en software del equipo
Paso 9.- Esperar los resultados
Paso 10.- Analizarlos los resultados y validarlos
Paso 11.- Dar la validacion e imprimirlos
Paso 12.- Reportar a las solicitudes segun sea el caso
Paso 13.- Realizar los lavadores y guardar los reactivos a bordo
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Interpretacion se da segun sea los cortes es

Reactivo si los valores estdn por encima del corte

No reactivo silos valores estdn por debajo del corte.

"Positivo” (relacidon co /s de 1,15)Indica que los anticuerpos anfi-
HBc Detectado en la muestra, que es indicativo De HBV en curso
o anterior infeccion. Un resultado de
"Negativo" (co / s ratio de <0,85) Indica que los anticuerpos anti-
HBc No detectado en la muestra. Es posible

El individuo no estd infectado con el VHB. Cualquier resultado de
"Indeterminado” (co / s ratio Entre 0,85y <1,15) debe ser
Reevaluado. Las muestras que todavia prueban como
"Indeterminado"” deberia ser probado por un Método alternativo,
0 una segunda muestra Deben tomarse - si es posible - dentro de

un Tiempo razonable (por ejemplo, una semana). .

Conclusiones:
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Guia de prdctica N° 13:

QUIMIOLUMINISCENCIA PARA MARCADORES TUMORALES Y

HORMONAS
B APEIIAOS & e
SECCION it NOMDIES T e
Fecha ... /...../....Duracion: 180 minutos
Docente Tipo de préctica: Individual () Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

34. Tema: Diagnostico de marcadores infecciosos de Hepatitis B y C.

35. Propoésito/objetivo/logro/hipotesis:

Desarrolla las pruebas de ensayo por Quimioluminiscencia en el
INMULTE 2000XI

36. Equipos y materiales a utilizar:

CC.

DD.

Bioldgico
Suero sanguineo.

Controles y ajustadores.

De Laboratorio

Analizador de Quimioluminiscencia INMULITE 2000 XI
kit de Hormonas femeninas

kit de hormonas masculinas

kit de hormonas tiroideas

marcadores tumorales diversos

kit de ferritina, vitamina B12, Acido Félico
ACTH

Hormona de crecimiento

Marcadores TORCH

Pipetas automdticas

Insertos de cada reactivo para su buen uso

Pag.




=

4.

Universidad
Continental

e Poes

Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

42.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

PRINCIPIO ANALITICO

El IMMULITE 2000, un analizador de acceso aleatorio continuo con una
capacidad de procesamiento de 200 pruebas por hora, ha sido
disenado especificamente para la eficacia éptima y la consolidacion
a medio y laboratorios de gran volumen. El paquete de software
IMMULITE 2000, con su interfaz de usuario grafica explica por si mismo,
ofrece gestion de la informacion simplificada, de la prueba a distancia
de pedido de andlisis sofisticado de los resultados. Caracteristicas de
flujo de trabajo que mejora como el muestreo de tubo primario, las
pruebas reflejo automatico y de dilucion a bordo se han incorporado
para la velocidad y eficiencia

PROCEDIMIENTO:

IMMULITE para todas las pruebas tiene una reaccidén en una fase
sélida, dos paso Enzima quimio luminiscente Inmunoensayo. La fase
sélida, una Bolas de poliestireno encerradas dentro de una prueba
Unidad, se recubre con el recombinante purificado las diferentes
pruebas del menU producido en bacterias de E. coli. La muestra del
paciente se anade a lo Prueba
Unidad que contiene un corddn recubierto. Un alcalino del analito a
investigar monoclonal marcado con fosfatasa Anticuerpo también se
anade a la Unidad de Prueba. Después de los pasos de lavado e
incubaciéon, Quimio luminiscente sufre Hidrdlisis en presencia de
productos alcalinos Fosfatasa IMMULITE depende del analito es un
Ensayo competitivo de anticuerpos. El fotdn Salida, medida por el
luminbmetro, Estd inversamente relacionado con la presencia de

Anficuerpos contra el analito a investigar en la muestra. Ciclos de
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incubacion: 2 x 30 minutos.

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

la refrigeradora

Paso 2.- Utilice sélo el nUmero de tubos de reaccionnecesarios para

calibrar y controlar y las muestras a determinar.

Pasé 3.- Anadir los reactivos a bordo

Paso 4.- Programar al analizador las pruebas requeridas

Paso 5.- Cargar las muestras en cada uno de los racs

Paso 6.- Verificar la posicion y colocarlos a los lugares que corresponde

Paso 7.- Dar inicio al analizador

Paso 8.- Monitorizar y conducir el andlisis en software del equipo

Paso 9.- Esperar los resultados

Paso 10.- Analizarlos los resultados y validarlos

Paso 11.- Dar la validaciéon e imprimirlos

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

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

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Segun los valores de cada uno de las pruebas comparando sus
valores referenciales. Se reporta la cantidad en unidades segun
corresponde.

Conclusiones:
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Guia de prdctica N° 14:
EXTRACCION DE ADN

Secciéon

Docente

AREIOS & e

RS IR LI PR LIS ISR IORLL LR NOMBIES & .ottt
Fecha :.... /...../....Duracion: 180 minutos
Tipo de prdctica: Individual ( ) Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

37. Tema: EXTRACCION DE ADN Y CARGA VIRAL EN VIH
38. Propoésito/objetivo/logro/hipotesis:

Desarrolla las pruebas de Biologia Molecular mediante la extraccion de
DNA para realizar procedimientos de HLA de SSP Y CARGA VIRAL

39. Equipos y materiales a utilizar:

EE.Biologico

sangre total.

FF. De Laboratorio

kit de extraccion de DNA
kit de PROTEINKINASA
Termoblock

Bano Maria a 70°C
Alcohol isopropilico
Eluato

tubos Ependorf

pipetas Ependorf

Vortex

Filtros

Analizador Gen Xpert
Insertos de cada reactivo para su buen uso

Poes
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Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

44,

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

PRINCIPIO ANALITICO

El ADN gendmico se puede extraer a partir de todas las células con
nUcleo. El método mds sencillo consiste en aislar el ADN a partir de
suspensiones de células (sangre, Buffy Coat o células mononucleares
de cultivo, células de cultivo). Existe una gran serie de protocolos para
el aislamiento del ADN a partir de células. En el ensayo de PCR-SSP sélo
se redliza este procedimiento si se pretende obtener un ADN de
calidad y cantidad suficientes para efectuar el PCR, como, por
ejemplo, el método de precipitacion por sal (2). Entre los proveedores
de juegos comerciales de extraccion de ADN recomendamos por su
idoneidad por ejemplo, ,,Puregene‘de la empresa Gentra Systems o
+Super Quick Gene'de la empresa Analytical Genetic Testing Center.

PROCEDIMIENTO:

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

Paso 2.- Utilice sélo el nUmero de tubos de reaccionnecesarios para
extraer el material de DNA

Pasé 3.- Afadir los hemolisante

Paso 4.- Centrifugar segun la indicaciéon del inserto

Paso 5.- Agregar alcohol isopropilico

Paso é.- Repetir tres veces

Paso 7.- Anadir elualato a 70°c

Paso 8.- filtfrar con eluato por dos veces

Paso 9.- Centrifugar

Pasé 10.- El producto filtrado el material de DNA

Paso 11.- Medir al espectrofotémetro

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

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

sanguineo a un volumen de 1cc al pack de la prueba

Paso 15.- programar en el analizador de PCR en tiempo real para

carga viral HIV.
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Se mide las concentraciones y se concentra o se diluye segin sea

el caso. Anotar en ADN teca cada uno con sus concentraciones

respectiva y se conserva a - 70 °c
INTERPRETAR LOS RESULTADOS DE CARGA VIRAL

de acuerdo a la cantidad de copias se informa e interpreta al

medico tratante en pacientes con VHI positivos para monitorizar

su fratamiento.

Conclusiones:

45.Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces

recomendados
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Guia de prdctica N° 15:
TALLER DE MANEJO DE EQUIPOS DE ALTA TECNOLOGIA

) AREIOS & e
SECCION I NOMDIES T v,
Fecha L /...../.....Duraciéon: 180 minutos
Docente Tipo de practica: Individual () Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

40. Tema: MANEJO DE EQUIPOS DE ALTA TECNOLOGIA

41. Propoésito/objetivo/logro/hipotesis:
Desarrolla las el manejo de equipos de alta tecnologia en el servicio de
inmunologia

42. Equipos y materiales a utilizar:

GG. Bioldgico

e especimenes bioldgicos diversos.

HH. De Laboratorio
e ANALIZADOR INMULITE 2000 xi
e ANALIZADOR DE DROGAS VIVA E
e TERMOCICLADOR FISHER CIENTIFICA
e LUMINOMETRO LUNINEX 100
e MICROSCOPIO DE INMUNOFLUORESCENCIA DE CAMPO
INVERTIDO PARA PLACAS DE AISLAMIENTOS
e INCUBADORA DE CULTIVOS CELULARES
e CAMPANA DE FLUJO LAMINAR
e ARCHITEK 1000 QUIMIOLUMINISCENCIA

e Vortex

4. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

PRINCIPIO ANALITICO

El Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular del servicio de
inmunodiagndstico se  aplica métodos inmunoldgicos y moleculares
para el diagndstico de enfermedades autoinmunes, infecciosas y la
seleccion de receptores en trasplante de érganos. Fundamenta su
trabajo en las buenas prdcticas profesionales y en satisfacer los
requisitos de sus clientes, legales reglamentarios e institucionales,
brindondo un alto nivel de confiabilidad, confidencialidad vy
oportunidad en los resultados emitidos. Para lograr este propodsito,
cuenta con equipos de alta tecnologia, personal calificado vy
comprometido en implementar las politicas y procedimientos del
Laboratorio, de acuerdo a los requisitos de la NTC ISO-IEC 17025:2005
para garantizar la implementacion de un Sistema de Calidad
orientado a la mejora continua de sus procesos, con el fin de obtener
altos estdndares de calidad técnica y de servicio.

PROCEDIMIENTO:

Paso 1.- Presentacion y manejo del analizador de inmulite 2000

Paso 2.- Presentacion y manejos de equipos de inmunofluorescencia

Pasé 3.- Presentaciones de equipos de biologia molecular

Paso 4.- Presentacion de equipos de autoinmunidad

Paso 5.- Presentacion de equipos de cultivo celular y espermiograma
Paso é.- Presentacion y manejo de equipos de proteccion campana
de flujo laminar.

Paso 7.- Usos y aplicaciones de insumos y material consumible para
desarrollar la tecnologia

Paso 8.- Evaluacion oral de los mismos

Paso 9.- Informe de fichas técnicas
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Presentacion d fichas técnicas de cada uno de los equipos de
alta tecnologia con principios y bondades en la medicina
laboratorial en el diagnostico por inmunologia

Conclusiones:

47.Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces

recomendados.
e insertos de cada equipo o tfecnologia desarrollada

e anual de procedimientos técnicos

¢ manual operativo de los equipos presentados.
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Guia de prdctica N° 16:
CONTROL DE CALIDAD EN AUTOMATIZACION

) AREIOS & e
SECCION I NOMDIES T v,
Fecha L /...../....Duraciéon: 180 minutos
Docente Tipo de practica: Individual () Grupal (1-2-3)

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad.

43. Tema: CONTROL DE CALIDAD EN AUTOMATIZACION

Propésito/objetivo/logro/hipodtesis:
Desarrolla las el manejo de sistemas de control de calidad estadistico
en los analizadores automatizados

44. Equipos y materiales a utilizar:

ll. sistemas estadisticos

e registros y curvas.

JJ. De Laboratorio
e ANALIZADOR INMULITE 2000 xi
e ANALIZADOR DE DROGAS VIVA E
e LUMINOMETRO LUNINEX 100
e MICROSCOPIO DE INMUNOFLUORESCENCIA DE CAMPO
INVERTIDO PARA PLACAS DE AISLAMIENTOS
e INCUBADORA DE CULTIVOS CELULARES
e CAMPANA DE FLUJO LAMINAR
e ARCHITEK 1000 QUIMIOLUMINISCENCIA

4. Notas de seguridad: Tener en cuenta las normas de bioseguridad, y

contar con los contenedores resistentes a la puncion.

48. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:
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PRINCIPIO DE CONTROL DE CALIDAD

El Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular del servicio de
inmunodiagndstico se  aplica métodos inmunoldgicos y moleculares
para el diagndstico de enfermedades autoinmunes, infecciosas y la
seleccion de receptores en trasplante de oérganos. Fundamenta su
trabajo en las buenas prdacticas profesionales y en satisfacer los
requisitos de sus clientes, legales reglamentarios e institucionales,
brindondo un alto nivel de confiabilidad, confidencialidad vy
oportunidad en los resultados emitidos. Para lograr este propdsito,
cuenta con equipos de alta tecnologia, personal calificado vy
comprometido en implementar las politicas y procedimientos del
Laboratorio, de acuerdo a los requisitos de la NTC ISO-IEC 17025:2005
para garantizar la implementacion de un Sistema de Calidad
orientado a la mejora continua de sus procesos, con el fin de obtener
altos estdndares de calidad técnica y de servicio.

PROCEDIMIENTO:

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

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

Pasé 3.- Revisar el sistema de control de calidad de equipos de
biologia molecular

Paso 4.- Presentacion de equipos de cultivo celular y espermograma
Paso 5.- Presentacion y manejo de control de calidad de equipos de
proteccion campana de flujo laminar.

Paso 6.- Usos y aplicaciones de insumos y material consumible para
desarrollar la tecnologia

Paso 7.- Evaluacion oral de los mismos

Paso 8.- Informe de fichas técnicas

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
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Presentacion d fichas técnicas de Control de calidad e
interpretaciéon de las curvas estadisticas

Conclusiones:

49.Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces

recomendados.
e insertos de cada equipo o tecnologia desarrollada

e anual de procedimientos fécnicos

¢ manual operativo de los equipos presentados.
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