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PREFACIO.

La intencién de este manual es que los alumnos apliquen los conocimientos adquiridos en la asignatura de
Inmunologia Especial en el Laboratorio de la Asignatura, ya que al poner en prdctica su aprendizaje asimilen
y aprendan el funcionamiento del Sistema Inmunitario Humano (SIH) e incluso, es indispensable que el
mismo alumno, lo ponga en prdctica para un diagndstico oportuno.

Se dard una explicacién general breve del STH.

Nuestro entorno contiene una enorme variedad de agentes infecciosos (virus, bacterias, hongos vy
pardsitos). Todos ellos pueden provocar enfermedades graves y si se multiplican sin control, pueden
conducir a la muerte del ser humano. La mayoria de las infecciones que contraen los individuos normales son
de corta duracidn y apenas dejan secuelas, esto se debe a la accion del SIH, que combate a dichos agentes
infecciosos.

El SIH es el encargado de mantener la homeostasia del organismo. el cual estd integrado por defensas
externas, como son la piel, los liquidos corporales y las secreciones, el epitelio de las mucosas; Defensas
internas, que comprenden drganos especificos del sistema inmunitario, que a su vez producen células de
defensa, como son los leucocitos, encargadas de combatir a los microorganismos mencionados
anteriormente, con la produccién de moléculas llamadas citocinas e inmunoglobulinas.

DEFENSAS EXTERNAS. DEFENSAS INTERNAS.
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Fig. 1.1. La mayosia de los agentes infecciosos a los que se ve

expuesto un individuo no consiguen penetrar en su organismo,
sino que son detenidos por una serie de barreras bioguimicas y
fisicas. El cuerpo humano tolera diversos organismos
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JUSTIFICACION.

La elaboracion de este manual responde a la necesidad de que los alumnos de la
asignatura de Inmunologia Especial cuenten con la informacion necesaria para el
adecuado desarrollo de sus conocimientos y habilidades que van adquirir, en dicho
laboratorio.

También puede ser de utilidad para los alumnos que cursen la asignatura de Inmunologia
Diagndstica que necesiten reproducir algunas técnicas para su proyecto de investigacion
en dicha asignatura.

Finalmente puede ser una obra de consulta para estudiantes que realizan su servicio
social y/6 tesis profesional en el drea de Inmunologia asi como investigadores bdsicos y
clinicos que requieran dichas pruebas.
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OBJETIVOS.

I Objetivo General.

Elaborar un Manual de Laboratorio de Inmunologia Especial para que los alumnos apliquen los conocimientos
tedricos de Inmunologia en el desarrollo de las prdcticas.

IT. Objetivos Particulares.
Este manual deberd guiar a los alumnos en el laboratorio de la asignatura de inmunologia especial.

El alumno deberd adquirir los conocimientos necesarios para su aplicacién en las prdcticas contenidas en
este manual y que redundaran en un diagnostico clinico adecuado.



PRACTICA No 1
SEGURIDAD EN EL LABORATORIO.

Objetivo:
Introducir las medidas de seguridad, quimicas y bioldgicas, en el laboratorio de Inmunologia Especial para
que el alumno las ponga en prdctica y pueda minimizar los riesgos de trabajo.

INTRODUCCION.

En el laboratorio de Inmunologia Especial, se indicard al alumno, que normas de seguridad deben seguir en
el laboratorio, se le explicard mediante esquemas las partes que conforman el laboratorio, el uso adecuado
del equipo, los cddigos de identificacién de tuberias y almacenaje de reactivos en el laboratorio; asi como
también se explicardn las medidas de primeros auxilios en caso de que ocurra un accidente, para que el
alumno sepa como proceder; del mismo modo se conocerdn los niveles de patogenicidad de diversos
microorganismos, el manejo adecuado de muestras bioldgicas.

Todo ello se realiza de forma amena para que el alumno sepa cuidar su integridad y trabaje con precaucién
con el fin de evitar los accidentes dentro del laboratorio (8).

‘ Fig 1. Diagrama de flujo de medidas de seguridad. |

Introduccion a las medidas de seguridad en el Laboratorio.

Clasificacion, . .
Etiquetado y Esquema del laboratorio y Medidas de
Almacenaje de | €———] componentes. || primeros auxilios.
reactivos.
Niveles de Manejo de muestras

patogenicidad. bioldgicas.




MANEJO DE REACTIVOS'?’.
En cualquier laboratorio se manejan reactivos quimicos, el manejo de ellos representa un riesgo para todos
los trabajadores. De acuerdo con algunas caracteristicas, se utilizan tres tipos de sistemas para clasificar
a las sustancias quimicas:

Clasificacion de riesgos:
La NFPA (Agencia Nacional de Proteccion del Fuego, de los EUA) a mediados del siglo XX, clasifico los
riesgos de las sustancias en tres grandes grupos, asociando a cada riesgo un color y un nimero que indica la
gravedad del riesgo, estos datos son acomodados en un rombo subdividido en 4 rombos.
El Sistema HMIS (Siglas en ingles de Sistema de Identificacién de materiales Peligrosos), alternativo en
EUA, fue creado por la NPCA (Asociacién Nacional de Productores de Pinturas y Recubrimientos), utiliza
los mismos criterios, colores y niveles, solamente que acomodados en un rectdngulo (1,3,7).
Riesgo a la Salud, Color Azul.
Riesgo de inflamabilidad, Color Rojo.
Riesgo de Reactividad, Color Amarillo.
Riesgos Especiales y/o Equipo de proteccion Personal, Color Blanco.
En cuanto al nivel de riesgos, muy brevemente:

Nivel 0 1 2 3 4
Significado Nulo* Ligero Moderado Grave Severo

Estos dos sistemas fueron creados para corregir o solucionar un problema, no para prevenirlo.

Fig 2. Simbolos de la NFPA y HMIS.

Mame of Materal

[ HEALTH

[ FLAMMABILITY

| |REACTIVITY

PROTECTIVE
EQUIPMENT

Rombo de NFPA Rectangulo de HMIS

Transporte de Materiales Peligrosos
La ONU (Organizacién de las Naciones Unidas) avala un Sistema de Identificacién para el Transporte de
Materiales Peligrosos, este sistema fue creado por el DOT (Departamento de Transporte de EUA) y el
CANUTEC (Departamento de Transporte del Canadd). Cada unidad destinada al transporte de materiales
debe identificarse con un rombo dentro del cual se localiza un pictograma y el nimero ONU. En algunos
casos el rombo debe ser de un color especifico (1). Por ejemplo (ver figura 3).



Fig 3. ONU: Sistema de identificacién para el transporte de materiales peli
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Almacenamiento de Reactivos®’.

Algunas compafiias productoras de reactivos quimicos idearon un sistema para el almacenamiento de éstos,
que en resumen es lo siguiente:

Cuadro 1. Comparacién de las dreas de almacenamiento de diferentes sistemas.
Sistema Winkler

Tipo de riesgo Sistema Baker Saf-T-Data
Salud

Inflamabilidad

Reactividad Amarillo
Contacto Blanco
General (riesgo
menor o igual a
2 en cualquiera
de los tipos)
Ictcnoznfii‘:lzlzls Color asighado a rayas Color asighado y la leyenda
. diagonales SEPARADO
mismo grupo

Amarillo
Blanco

Todos los cuadros que aparecen en las prdcticas subsecuentes mencionando las precauciones de los
reactivos estdn basados en el sistema Baker Saf-T-Data.
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PARTES QUE CONFORMAN EL LABORATORIO L-511.
Tarja de Lavado: su funcidn es eliminar los residuos del material de laboratorio.

Mesa de Trabajo: cuenta con llaves de gas y vacio y con tomas de corriente eléctricay su funcion es
implementar las técnicas a emplear.

Rejillas de Ventilacion: su funcion es para controlar la direccion del aire y permita la salida de gases.
Llaves de Agua: sirven para el suministro de la misma.

Llaves de Gas: sirven para poder disponer del gas y controlar su salida.

Llaves de Vacio: sirven para succiony filtracion.

Tomas de Corriente eléctrica: sirven para conectar equipo que funciona con corriente eléctrica.
Tarjas de Desecho: su funcion para desechar residuos liquidos.

Tuberia de Agua (aérea): para el transporte y distribucién del agua a las mesas de trabajo (verde).

. Tuberia de Vacio (aérea): para controlar la succion (azul).

Tuberia de Gas (aérea): para el transporte y distribucion del gas a las mesas de trabajo (amarillo).

Llave de paso general del Gas: su funcidn es controlar todo el flujo de gas que se utiliza en el
laboratorio.

Pastillas e Interruptores: su funcion para controlar la corriente eléctrica.
Manta contra Incendios: para envolver al sujeto quemado e impedir que siga la combustién.

Extintor: es de CO2 y sirve para combatir incendios provocados por liquidos como hidrocarburos,
solventes, Pinturas, papel y basura. Forma de uso: Desprender el alambre sellador. Quitar el seguro.
Apuntar a la base del fuego. Presionar la palanca.

Refrigerador: para preservar la actividad bioldgica de muestras y reactivos.
Autoclave: para la esterilizacién y descontaminacién del material empleado en el laboratorio.

Sistema de Extraccion de aire: facilita de manera mds rdpida la salida de aire viciado en el
laboratorio.

Almacén de Reactivos: existen dos sistemas de clasificacion de reactivos y se incluyen copia de las
caracteristicas, para ser elegidos dependiendo de lo que resulte mds adecuado para las necesidades de
cada laboratorio.

. Tuberia aérea para instalacion eléctrica (verde).
Llaves de paso del gas: son llaves preventivas para mantener cerrado el gas.

Tuberia de Drenaje (aérea): para el transporte y eliminacion de los desechos en el laboratorio (gris).



MANEJO DE MUESTRAS BIOLOGICAS.
La propagacion de las infecciones de microorganismos en la sangre ha
enfocado las responsabilidades de la organizacién sanitaria de en el sentido
de proteger a los usuarios en el laboratorio de la infeccién. Se recomienda
que se tengan constantemente precauciones ante la sangre y los liquidos
corporales de pacientes enfermos, independientemente de su situacién de
infeccién hematogena. Los pacientes considerados potencialmente
infecciosos, por lo que respecta al virus del VIH y al de la hepatitis b, y
otros patogenos hematogenos. Los liquidos corporales como la saliva, heces,
secreciones nasales, esputos, sudor, ldgrimas, orina y vémitos, a menos que
contengan sangre visible. Las precauciones requieren el uso de barreras
apropiadas, lo que incluye guantes, batas, mdscaras y protecciones oculares,
para prevenir la exposicion de la piel y a las mucosas cuando existe peligro
del contacto con sangre u otros liquidos corporales del paciente. La puesta
en prdctica de medidas de precaucién en el manejo de las muestras
bioldgicas es el correcto puesto de guantes al realizar la toma de sangre de
un paciente asi como la manipulacién correcta de las agujas y por seguridad
los guantes, jeringas o vacutainers, agujas y algodones o gasas deben estar
nuevos estériles en empaques cerrados para evitar una posible
contaminacion e infeccidn (2).

Hepatitis b C. _tetani Haemophilus b | B pertussis VIH




NIVELES DE PATOGENICIDAD.

Ya que muchos agentes pueden ser patdgenos para los seres humanos, animales u otras formas de vida, su
utililizacién posee riesgos que varian dependiendo de cada agente y del modo de utilizacion.

Los patrones de seguridad han sido disefiados para reducir, a niveles aceptables, los riesgos inherentes a la
utilizacion de materiales peligrosos. Se han seleccionado patrones estrictos para agentes peligrosos y
menos estrictos para agentes que producen solamente problemas leves. Por tanto, los patrones de
seguridad son compromisos disefiados para permitir que el trabajo necesario se realice con una exposicién
de minimo riesgo tanto para las personas que lo realizan como para los demds (2).

PELIGRO BIOLOGICO.

En la funcién de riesgo bioldgico se incluyen los agentes infecciosos o etioldgicos (que producen
enfermedades), los materiales potencialmente infecciosos, ciertas toxinas y otros materiales bioldgicos
peligrosos (2).

Cuadro 2. Clasificacién de agentes peligrosos en base al grupo de riesgo.

Grupo de Riesgo para el individuo y la comunidad
Riesgo

Agentes que ho estdn asociados con enfermedades en humanos

1 (6R-1) adultos sanos

Agentes asociados a enfermedades humanas que son raramente
2 (6R-2) graves y para los que se dispone, con frecuencia, de intervenciones
preventivas y/o terapéuticas

Agentes asociados con enfermedades humanas graves o letales para
los que se puede disponer de intervenciones preventivas o

3 (6R-3 - . oo o
( ) ‘terapéuticas (elevado riesgo individual pero bajo riesgo para la
comunidad)
Agentes que probablemente causan enfermedades humanas graves o
4 (GR-4) letales para los que normalmente no se dispone de acciones

preventivas o terapéuticas (alto riesgo individual y alto riesgo para
la comunidad)

Entre los agentes del GR-1 se incluyen microorganismos como Escherichia coli'y Saccharomyces cerevisiae.

En general los agentes del GR-2 se manipulan con un nivel de Bioseguridad NB-2 y los agentes del GR-3,
con un NB-3. Sin embargo, la manipulacion en grandes cantidades de agentes del GR-2 podria requerir unas
condiciones de NB-3, mientras que algunos agentes del GR-3 podrian manipularse de forma segura a un NB-
2 bajo ciertas condiciones.

La bioseguridad define las condiciones bajo las cuales los agentes infecciosos se pueden manipular con
seguridad (2).

El objetivo de la contencién es confinar los peligros bioldgicos y reducir la exposicién, de las personas que
trabajan en el laboratorio, las personas que estdn fuera del laboratorio y el medio ambiente a agentes
infecciosos en potencia (2).



Cuadro 3. Niveles de bioseguridad en el laboratorio.

Nivel de Bioseguridad 1 (NB - 1)

Agentes:

No se conoce que causen enfermedades en adultos

Método de Trabajo:

Métodos estandar en Microbiologia

Equipo de Seguridad:
(Barrera Primaria)

No se requiere

Instalaciones:
(Barrera Secundaria)

Banco de laboratorio con fregadero

Nivel de Bioseguridad 2 (NB - 2)

Agentes:

Asociados a enfermedades humanas
Riesgos de exposicion: autoinoculacion,
ingestion, exposicion de las membranas
mucosas

Método de Trabajo:

Ademds de las contenidas en el NB - 1:
Acceso restringido, anuncios de riesgo bioldgico

Equipo de Seguridad:
(Barrera Primaria)

Barreras Primarias:

Cabinas de Seguridad Bioldgicas de Clase I 6 IT u otros dispositivos para
la contencion fisica utilizados para la manipulacion de agentes que
producen salpicaduras o aerosoles de materiales infecciosos;

Equipos de Proteccion Personal: bata de laboratorio, guantes, de
proteccion para la cara y ojos si fuera necesario

Instalaciones:
(Barrera Secundaria)

Ademds de las contenidas en el NB - I:
Tener disponible una autoclave.

Nivel de Bioseguridad 3 (NB - 3)

Agentes:

Agentes autéctonos o exéticos con posible transmision aérea; las
lenfermedades deben tener consecuencias graves o letales

Método de Trabajo:

Ademds de las contenidas en e/l NB - 1: Acceso controlado,
descontaminacion de todos lo residuos; descontaminacion de la ropa de
proteccion antes de su lavado; controles de suero

Equipo de Seguridad:
(Barrera Primaria)

Barreras Primarias:

Cabinas de Seguridad Bioldgicas de Clase I 6 IT u otros dispositivos para
la contencion fisica utilizados para la manipulacién de agentes; Equipos de
Proteccion Personal: bata de laboratorio, guantes, de proteccion para la
caray ojos y proteccidn respiratoria si fuera necesario.

Instalaciones:
(Barrera Secundaria)

Ademds de las contenidas en el NB - 2:

Separacién fisica de los pasillos de acceso; cierre automdtico, doble
puerta de acceso; aire sin recirculacién, flujo negativo de aire en el
laboratorio




Cuadro 4. Clasificacion de los agentes patdgenos.

NIVEL 1.
BACTERIAS ) HONGOS VIRUS
PARASITOS
Escherichia coli Todamoeba butchlii Saccharomyces cerevisiae Calciviridae
Aerobacter Endolimax nana Malassesia furfur V La Crosse
Klebsiella Dientamoeba fragilis Candida albicans Coxsackie A
Enterobius vernicularis Pedraia hortar Coronavirus
Listeria
NIVEL 2
Salmonella Toxoplasma gondiii Asperagillus flavus Rhadoviridae
Shigella Cryptosporidium ssp Aspergillus fumigatus Papoviridae
Staphylococous Isospora belli Penicillium ssp Adenoviridae
aureus
Streptococus B Giardia lamblia Trichophyton rubrum Newcastle
hemolitico
Moraxella Hymenolepis nana Aspergillus Niger Varicela zoster
NIVEL 3.
Streptococus Taenia solium Cryptococus neoformans Influenza A
pneumoniae
Brucella Toxocara canis Hystoplasma capsulatum Hepatitis B
Clostrydium tetani | Ascaris lumbricoides Sporothricosis schenckir Poliovirus
Clostrydium Entamoeba hystolitica Blastomyces dermatitis Citomegalovirus
botulinium
Haemophilus Trypanosoma cruzi Coccidiodes immitis Hepatitis C
influenzae
Treponema Uncinarias Cladosporium Rotavirus
pallidium.
Mycobacterium Balintidium coli Nocardia brasilensis Herpes
ulcerans
NIVEL 4.
Vibrio cholerae Plasmodium ssp Actynomycetos VIH
Micobacterium Trypanosoma cruzi Hystoplasma capsulatum HTLV
tuberculosis
Bacillus anthraxis Leishmania chagasi Blastomyces dermatitis | Flavoviridae (Ebola)
Psudomona Onchocerca volvulus Coccidiodes immitis Dengue
aeruginosa
Mycobacterium Taenia solium Cryptococus neoformans Virus del papiloma
intracellulareavium |  (cisticercosis neural) papovaviridae




Cualquier persona que entre al laboratorio debe entender los riesgos biolégicos y otros riesgos con los que
se pueden encontrar durante su trabajo normal en el laboratorio y estar enterados en las precauciones de
seguridad y procedimientos apropiados (2).
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RESIDUOS BIOLOGICOS®.
En un laboratorio escolar, como el que se utiliza para la asignatura de inmunologia especial, o uno de
diagnéstico clinico se generan residuos de diferentes tipos, cada uno de los cuales requiere diferentes

condiciones para su recoleccidn, traslado, almacenamiento y disposicion definitiva:

Fig 6. Diagrama de los residuos bioldgicos.

RESIDUOS
MUNICIPALES

Son aquellos que no
representan riesgos
a la salud ni al

RESIDUOS PELIGROSOS

Todos aquellos, en cualquier estado fisico,
que por sus caracteristicas corrosivas,
reactivas, explosivas, téxicas, inflamables o

ambiente. l
SANGRE CULTIVOS Y RESIDUOS RESIDUOS
CEPAS DE PATOLOGICOS. PUNZOCORTANTES
Sangre liquida o AGENTES
en codgulos. INFECCIOSOS Los Teji dos, Los que han estado
Productos Sraanos en contacto con
derivados de la Los cultivos 9 humanos o animales o
sangre: plasma, partesy sus muestras
suero, paquete gener'ados en fluidos bioldgicas durante el
globular. los diagnéstico y
Materiales con procedimient corporales fratamiento: ,
sangre o sus que se navajas, bisturis
derivados, alin os de lancetas, agujas
cuando se haya diGghéSTiCO e remueven jeringas, cristaleria
secado, asi como inves’rigacién durante las entera o rota.
los recipientes : i
que los contienen ) ne-CI“O|,DSIGS, /
o los contuvieron. Los generados en cirugias o _
, . Prohi#bido
la produccién de cualquner‘
agentes bioldgicos : N
Los instrumentos ofro ‘I‘lpo de \/

y aparatos
utilizados para
transferir,
inocular o mezclar
cultivos.

intervencion.
Las muestras
bioldgicas para
andlisis quimico,
microbioldgico.

i

La NOM-087-ECOL-SSA1-2002, titulada “Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos
biolégico-infecciosos-Clasificacion y especificaciones de manejo” establece los requisitos para la
separacion, envasado, almacenamiento, recoleccién, transporte, tratamiento y disposicién final de este tipo
de residuos, en forma muy esquemdtica los residuos deben ser tratados de la siguiente forma:
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PRECAUCIONES UNIVERSALES?*5,

La sangre y los liquidos corporales, de todos los pacientes, deben considerarse como potencialmente
infecciosos, ya que pueden estar infectados con VIH, VHb u otros patdgenos.

Cuadro 5. Medidas de prevencion y de contencién para accidentes con residuos bioldgicos

MEDIDAS DE PREVENCION DE ACCIDENTES
CON RESIDUOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS

QUE HACER SI OCURRE UN ACCIDENTE CON
RESIDUOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS

Lavarse las manos antes y después de tener
contacto con cualquier paciente.

Restringir comer, beber, fumar, aplicar
magquillajes o cremas en dreas de trabajo.

No almacenar alimentos y bebidas en
refrigeradores donde se encuentre sangre u otros
materiales potencialmente infecciosos.

Usar guantes siempre que exista la posibilidad de
tener contacto con liquidos de alto riesgo.

Usar bata, delantales y ropa impermeable, cuando
exista la posibilidad de contaminar la ropa con
liquidos de alto riesgo.

Desechar agujas y otros objetos punzo cortantes
en contenedores rigidos para este fin.

Evaluacion médica posterior a la exposicion.
Documentar como ocurrié el accidente.

Identificar y documentar la fuente de sangre o
muestra contaminada que causé el accidente.

Obtener el consentimiento del paciente, para
hacer la determinacion del VIH y VHb; tan pronto
como sea posible, documentar los resultados del
andlisis.

Notificar al empleado los resultados de las
pruebas y que se hagan las recomendaciones
pertinentes.

Realizar las pruebas de VIH y VHb al empleado
para obtener su estado seroldgico.

Al médico que atienda al empleado que sufrié el
accidente, se le debe proporcionar toda la
informacidn necesaria, para darle seguimiento al
estado de salud del empleado.

Cuadro 6. Tipos de recoleccién de residuos bioldgicos.

INTERNA
Los residuos nunca deben ser compactados.

Las bolsas y contenedores recolectados deben de
estar llenos al 80% de su capacidad.

El personal que realice esta labor deberd contar
con equipo de proteccién personal.

EXTERNA

Evitar rutas de alto riesgo.

Determinar el recorrido mds corto posible entre
el lugar donde se genera y almacena.

Contar con los carros de disefio adecuado.
Recoleccidn y transporte higiénicos y rdpidos.
Identificar carros de recoleccidn.

Recolectar RPBI separados de los municipales.

12



ALMACENAMIENTO.

Se deberd destinar un drea apropiada para el almacenamiento temporal de los residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos, de acuerdo con la cantidad de residuos generados, los establecimientos se clasifican
en tres niveles (2,4,5).

Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos envasados deberdn almacenarse en contenedores metdlicos o
de pldstico, con tapa, y ser rotulados con el Simbolo Universal de Riesgo Bioldgico, con la leyenda

"RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS" (2,4 5).

Cuadro 7. Los diferentes tipos de empaque de residuos bioldgicos.

Tipo de Residuo.

Estado Fisico.

Tipo de Envase.

Sangre, Cultivos y
Cepas

Liquido Semisélido

Bolsa roja de
polietileno

Liquidos Herméticos:
Orina, Secreciones de

, , . Bolsa amarilla de
Vias Respiratorias,

’ . ’ I~ .l
Liquido Cefalorraquideo polietileno
y Linfa
Sélidos.
Contenedor sélido
Instrumentos
Punzocortantes

/ Z/ // // rigido derzjlcipropileno

Sélidos.

Corazin agrandado debido

Desechos Patoldgicos
sélidos incluyendo
materia fecal

Contenedor sélido
rigido de polipropileno
amarillo

13



El periodo de almacenamiento temporal estard sujeto al tipo de establecimiento generador, como sigue:
Nivel I: Mdximo 30 dias.
Nivel IT: Mdximo 15 dias.
Nivel IIT: Mdximo 7 dias.

Las dreas destinadas al almacenamiento de residuos deben contar con sefialamientos y letreros alusivos a la
peligrosidad de los mismos, en lugares y formas visibles, el acceso a esta drea sélo se permitird al personal
responsable de estas actividades. El disefio, construccidn y ubicacidn de las dreas de almacenamiento
temporal, destinadas al manejo de RPBI en las empresas prestadoras de servicios, deberdn ajustarse a las
disposiciones sefialadas, en la Norma, y contar con la autorizacién correspondiente por parte de la
SEMARNAT.

La recoleccién y el transporte de los RPBI referidos en esta Norma Oficial Mexicana, deberd realizarse
conforme a lo dispuesto en los ordenamientos juridicos aplicables y cumplir lo siguiente: a) Sélo podrdn
recolectarse los residuos que cumplan con el envasado, embalado y etiquetado o rotulado como se establece
en la Norma Oficial Mexicana, b) Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos no deben ser compactados
durante su recoleccion y transporte, c) Los contenedores deben ser desinfectados y lavados después de

cada ciclo de recoleccién (4,5).
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PRACTICA No 2
CONTEO DE LEUCOCITOS Y CUENTA DIFERENCIAL
DE LA SERIE BLANCA.

Objetivo:
Es conocer la cantidad de leucocitos y la cuenta diferencial morfoldgica de los diferentes tipos de
leucocitos en la sangre para dar un oportuno diagnéstico.

INTRODUCCION.

Conteo de Leucocitos consiste en un exdmen fundamental que se realiza de manera sistemdtica, y estriba
en el recuento de leucocitos utilizando la cdmara cuadriculada de Neubauer y se refiere tan solo a la
concentracion total de leucocitos en sangre. La cdmara de Neubauer es un grueso portaobjetos de cristal
en cuyo tercio medio estdn fijadas tres plataformas paralelas que se extienden a lo largo de su superficie.
La plataforma central estd subdividida por una ranura transversal en dos mitades, cada una mds ancha que
las dos plataformas laterales y separadas de ellas y entre si por fosos. Los cuatro cuadrados de las
esquinas se utilizan para el recuento leucocitario y estdn subdivididos en dieciséis cuadrados terciarios. Se
monta la cdmara de Neubauer, y se coloca por encima de la cdmara donde estdn los cuadros un
cubreobjetos que forma un plano perfecto, acompatia la cdmara de recuento, cuando el cubreobjetos esta
situado sobre la plataforma de la cdmara, hay un espacio de 0.1 mm de espesor entre el cubreobjetos y la
plataforma. Para realizar este conteo se emplea la solucion de Turk que es para conservar los leucocitos y
lisar los eritrocitos (1).
Fig 9. Cdmara de Neubauer.

Cuenta Diferencial consiste en evaluar la cantidad diferencial y morfoldgica de los diferentes tipos de
leucocitos que hay en sangre periférica. El examen de extension de sangre es una parte importante de la
evaluacion de la serie blanca, la fiabilidad de la informacion obtenida depende en gran parte de lo bien
hechas y bien tefiidas que estén las extensiones, las cuales son sistemdticamente examinadas. Se describe
el método de tincién de Wright. Los colorantes de anilina, ampliamente usados en los estudios de la sangre,
son de dos tipos generales; los bdsicos, como el azul de metileno, y los dcidos como la eosina. Los nicleos y
algunas otras estructuras de la sangre se tifien con los bdsicos, por que se denominan baséfilos. Ciertas
estructuras sélo foman los colorantes dcidos y se llaman acidéfilos o eosindfilos. Otras estructuras se
tifien por una combinacién de ambos y se denominan neutréfilos (1).
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MATERTIAL. REACTIVOS.

Cdmara de Neubauer. Solucién de Turk.

Pipeta de Thoma para leucocitos. EDTA.

Caja de Petri humedecida. Colorante de Wright.

Algoddn, para el exceso de sangre 6 liquidos. Aceite de Inmersion.
Microscopio. Buffer de Fosfatos con pH 6.6.

Portaobjetos: (bien limpio, desengrasado, secoy  Agua destilada.
bordes lisos).

Tubo Capilar.

Algodan.

Piano Contador.

Fig 10. Diagrama de flujo del conteo de leucocitos y la cuenta diferencial.

Sangre con Cuenta diferencial
anticoagulante. de los leucocitos.

!

A 4

Recuento de leucocitos.

A

l

A 4

Colocar una gota en el extremo del portaobjetos.
Llenar la pipeta de Thoma. l
l Con otro portaobjetos hacer un dngulo de
45° y extender la gota.
Diluir con solucién deTurk.

\ 4
l Fijar con metanol 2 min.

Agitar y se desechan.

A 4

l Cubrir con colorante de Wright.
Llenar la cdmara l
de Neubauer. Adicionar solucién amortiguadora de
fosfatos.
A 4
Contar los leucocitos l
con objetivo de 10x. Enjuagar con agua destilada.

!

Observar con el objetivo de 100x.

19



METODOLOGEA DE LA TECNICA 123

Toma una muestra de sangre en sistema vacutainer con
EDTA como anticoagulante.

1. Conteo de leucocitos.

1. Se llena la pipeta de Thoma para leucocitos hasta la
marca de 0.5, se limpia con algodon el exceso de
sangre.

2. Se llena nuevamente la pipeta de Thoma hasta la
marca de 11 con la solucién de Turk.

3. Mezclar y desechar las tres primeras gotas.

4. Llenar la cdmara dejando caer una gota en el borde
del cubreobjetos en ambos lados de la cdmara el
extremo del tubo de la pipeta de Thoma que
contiene la mezcla es llevado hasta la ranura en el

dra 5.1, CAmaras da raca. A = 15

borde del cubreobjetos, el liquido se desliza bajo el | e

cubreobjetos por atraccién capilar y penetra en la WEAETOuETE o soeze

cdmara de forma controlada. : : 1l ¢
pm | [T

0,100 MM CEEP

5. Dejar reposar, las células deben asentarse en la
cdmara durante 1 min.

6. Montar la cdmara de Neubauer al microscopio y
observar con el objetivo de 10x.

7. Se readliza el recuento, se cierra parcialmente el
diafragma condensado y se abre del microscopio
para hacer que los leucocitos resalten con nitidez
utilizando el objetivo de 10x y se empieza a contar
los leucocitos de los cuadros grandes situados en
los extremos.

8. El conteo de los leucocitos se realiza desde el
primer extremo del campo de las cuadriculas hasta
el ultimo en forma de culebra recorriendo todas las
16 cuadriculas en cada uno de los cuatro cuadros.




2. Cuenta diferencial de la serie blanca.

portaobjetos en culebra para poder apreciar
todo el campo del frotis sanguineo.

1. Tomar una muestra de sangre con un ftubo capilar.
2. Colocar una gota del tubo capilar en el .
extremo del portaobjetos.
3. Luego en la zona donde se coloco la muestra
sanguinea, con el borde del otro portaobjetos
extenderla por capilaridad y formar un dngulo de
45°,
4. Hacer el barrido y recorrer la muestra con el otro |
portaobjetos con un movimiento suave, hacer la
extension de sangre lo mds delgada y fina que se
pueda.
Fig 11. Extensién de un frotis sanguineo.
— — ———
L/ /
5. Secar al aire rdpidamente.
6. Fijar con metanol durante 2 min.
7. Cubrir con colorante de Wright por 5-8 min.
8. Agregar buffer sin tirar el colorante durante 7-10 min, hasta que
se forme una capa metdlica que lo cubra.
9. Enjuagar con agua destilada y secar.
10. Colocar una gota de aceite de inmersion al
centro.
11. Observar al microscopio con el objetivo 100x. T—’
12. Realizar la cuenta diferencial de los leucocitos. _ T r
13. Al realizar la cuenta diferencial mover el
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Fig 12. Imdgenes de los diferentes tipos de leucocitos en la sangre.
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PRECAUCIONES EN LA TECNICA 1.
1. Cuenta de Leucocitos.

Tener cuidado al succionar la muestra de
sangre con la pipeta de Thoma, tiene que ser
despacio sin rebasar la marca de 0.5.

Tener cuidado al succionar la solucidn de Turk
con la pipeta de Thoma, igualmente se realiza
despacio sin rebasar la marca de 11 en caso de
haber error repetir todos los pasos
anteriores.

Siempre se tienen que desechar las ftres
primeras gotas.

Cuando se monta la cdmara de Neubauer, se
coloca el cubreobjetos en forma centrada.
Evitar que el liquido situado debajo del
cubreobjetos rebase los bordes o se formen
burbujas.

6. Las células deben asentarse en la cdmara de

Neubauer durante un min examinando con el
objetivo de bajo aumento el drea rotulada
para ver si estdn distribuidas regularmente,
si no se repetird el procedimiento.

Si la cdmara esta llena y las células no se
cuentan enseguida, se debe proteger el
liquido contra la evaporacién, colocando la
cdmara en una caja petri con papel filtro con
SSF.

Al montar la cdmara de Neubauer al
microscopio y al observar con el objetivo de
10x disminuir el tono de la luz o ajustar la
intensidad de la luz se realiza cerrando el
diafragma para regular la luz.
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2. Cuenta diferencial de la serie blanca.

1. Al realizar el barrido con el otro portaobjetos
se debe tener firme la mano porque si no el
frotis sale muy irregular y dispersado y no
sirve para tefiirse.

2. Si se coloca un exceso de muestra en el
portaobjeto al realizar el barrido sale un
frotis muy grueso y al tefiirse no se pueden
apreciar los leucocitos.

3. Los frotis sanguineos se deben tefiir
inmediatamente a la preparacién.

4. Después de fijar con metanol por 2 min, al
tefiirlo con colorante de Wright, la tincién
debe ser uniforme.

5. Si hay exceso de colorante de Wright se
pueden presentar dos casos:
Caso A
La tincion es excesivamente azulada. Los frotis
gruesos, el tiempo prolongado de tincién, el lavado
inadecuado o la alcalinidad demasiado alta del
colorante tienden a provocar una basofilia
excesiva. Los eritrocitos se ven de color azul o
verde, los grdnulos de los neutréfilos quedan
fuertemente tefiidos y presentan un aspecto
grande y prominente.

Caso B

La tincion es excesivamente rosada. La tincidn
insuficiente, el tiempo de lavado prolongado o la
acidez del colorante es demasiado alta pueden
provocar acidofilia excesiva en tales tinciones los
eritrocitos aparecen de color rojo brillante o
naranja. Los grdnulos de los eosinéfilos muestran
un  color rojo  brillante o  naranja.

6. Al colocar la gota de aceite de inmersidn debe ser solo una gota de aceite por que un exceso de aceite
causa una vista muy opaca al frotis no se aprecian bien los leucocitos entonces se estropea el frotis.

Cuadro 9. Riesgo de los reactivos de la practica No 2.

Alzzl‘r?zo iifsii::: Metanol Colorante de Wright
SALUD 3 2 3 3
INFLAMABILIDAD 2 0 3 3
REACTIVIDAD 2 1 1 1
CONTACTO 4 2 3 3
EPP CEb A CEb CEb
ALMACENAJE ROJO VERDE ROJO ROJO
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Cuadro 10. Conteo de los leucocitos.

RESULTADOS.

EQUIPO

PACIENTE

SEXO

No de Leucocitos/mm?®

Valores de Referencia.

Hombres y mujeres 5.0-10.0x10° Leucocitos/mm?®.

Cuadro 11. Cuenta diferencial de los leucocitos.

Tipos de Leucocitos

Neutrofilos
segmentados

Neutréfilos
en banda

Linfocitos

Monocitos

Eosinéfilos

Baséfilos

Valores de Referencia

55-65%

3-5%

20-30%

4-8%

1-4%

0-1%

Paciente y sexo

Los cdlculos deben ser en base al conteo del piano. El total deben ser 250 leucocitos, por que a mayor
cantidad de células los valores son mds reales.

También se tienen que calcular los valores absolutos, se multiplica el porcentaje de leucocitos por el total

de leucocitos/mm?.

Cuadro 12. Tabla de valores absolutos.

Tipo de Leucocitos

Neutroéfilos
segmentados

Neutréfilos
en banda

Linfocitos

Monocitos

Eosinéfilos

Baséfilos

Valores de Referencia

Paciente y sexo
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PRACTICA No 3
FAGOCITOSIS.

Objetivo:

Detectar las inmunodeficiencias primarias en monocitos y neutréfilos se evaluard la funcién fagocitaria en
células de sangre periférica en los humanos a través de la medicion de: a) ndmero de células fagocitantes,
b) porcentaje de células con capacidad fagocitica, c) porcentaje de células con capacidad de produccion de
sustancias microbicidas, d) el nimero de levaduras fagocitadas.

INTRODUCCION.

La fagocitosis es el proceso de ingestion de sustancias particuladas realizado por células de origen
mesenquimatoso. Esencialmente existen dos tipos principales de células fagoctarias en los organismos
superiores: 1) neutréfilos y 2) fagocitos mononucleares o monocitos y macréfagos. Ambos tipos celulares se
originan en la medula ésea y surgen de células madres comunes pluripotenciales. El hdbitat natural de los
neutréfilos y monocitos es la sangre periférica, y varios tipos de macréfagos se encuentran en los tejidos.
Los neutréfilos son células terminales de vida limitada, y los macréfagos de los tejidos viven mds tiempo y
son capaces de dividirse y transformarse en nuevas formas celulares (2,3).

Fig 13. Cascada del proceso fagocitico.
CASCADA DE MIGRACION. CASCADA DE DESTRUCCION.

MARGINACION.
EMPERIPOLESIS.

RECONOCIMIENTO Y
ADHERENCIA.

FAGOCITOSIS.
DIAPEDESIS. v
MUERTE Y
DIGESTION.

QUIMIOTAXIS
(EMIGRACION).

A 4

EXOCITOSIS.
\ 4
INMOVILIZACION.

Prueba de reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) Esta prueba mide la capacidad bactericida
disminuida de los neutréfilos polimorfonucleares. Las células defectuosas no reducen el colorante NBT
durante la fagocitosis (2).
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Fig 14. Proceso de fagocitosis.

Membrana
plasmatica

Lisosoma primario —

Endosoma  Endosoma tardio
s emprano

" Lisosoma it
~ secundario.

Lisosoma

Mitocondria primario

c
La Autofagia es un proceso del fagocito donde su reticulo endopldsmico crea un autofagosoma en su misma

mitocondria liberando grdnulos para la destruccién de la misma mitocondria y asi liberar los grdnulos
contenidos de la mitocondria que son los grdnulos secundarios especificos.
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Cuadro 13. Deficiencias de la fagocitosis.
ENFERMEDAD. ALTERACION
Enfermedad Falta de enzima NADH oxidasa no se produce
granulomatosa crénica, (EGC). H20z2.
Sindrome de Job. Esta disminuida la capacidad para reducir EI NBT.

Deficiencia de glucosa
fosfato deshidrogenasa.

Igual que EGC aqui si se cuenta con
mieloperoxidasa.

Deficiencia de
mieloperoxidasa.

Es defectuosa la muerte intracelular.

Sindrome Chediak-Higashi.

Alterada la muerte intracelular y existen
granulos gigantes intracitoplasmaticos.

Enfermedad de leucocito
perezoso.

Movimientos lentos e incapacidad para
desplazarse posibles defectos en la
expresion de receptores quimiotacticos.

Deficiencia del receptor
CR3.

Deficiencia en la adhesidn de los leucocitos.

MATERIAL.
Dos cajas Petri grandes.
Cuatro cajas Petri de 35 mm.
Pipeta Pasteur.
Vaso de precipitados de 100 ml.
Pinzas de diseccidn.
Dos Tubos de ensaye de 13 x 100.
Tres pipetas de 1 ml.
Gradilla.
Dos portaobjetos.
Cuatro cubreobjetos.
Tres aplicadores de madera.

REACTIVOS.
SSF.
Medio de Cultivo RPMI 6 MEM.

Nitroazul de Tetrazolio al 0.1 en SSF (NBT).

Safranina al 0.5% en agua destilada.
Bdlsamo del Canada.
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Preparar cdmara
hidmeda.

y

Sangre venosa sin

Fig 15. Diagrama de flujo de fagocitosis.
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5 min.
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anticoagulante.
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Cubrir al 80 % los
cubreobjetos con
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Obtener suero.

—>

Incubar a 37°C
por 30 min.

Colocar el
cubreobjetos en
una caja Petri de

\ 4

Desprender
coagulo y lavar los
cubreobjetos con

A

35 mm.
v

SSF.

En las cajas colocar: RPMI
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*Suspension de Levaduras.

NBT.

\ 4

Incubar a 37 °C.

}

Desechar el
sobrenadante.

y

Cubrir con
safranina.

!

Repetir

2 veces.

A 4

Mezclar 1ml de
suero con 2.0 ml
de levaduras.

A 4

Incubar a 37
°C por 10
min.

A 4

Centrifugar a
3000 rpm por
3 min.

Desechar
sobrenadante.

Observar con objetivo de

v lavar.

Retirar la safranina

100 X.
r'y
Colocar los -
> i »| Fijar con
cubreobjetos ;
sobre papel Bdlsamo del
Canadad.
Secante.

A 4

Resuspender
en2 ml de
SSF.

y

*Suspension
de levaduras.
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METODOLOGIA DE LA TECNICA !.

1. Preparar la cdmara himeda. En una caja
Petri se coloca algodén humedecido con SSF
a 37 °C, sobre el algodén se colocan dos <
aplicadores de madera en forma paralela
para sostener los cubreobjetos y luego
tapar las cajas Petri para conservar la ]
humedad. .
2. Obtener 10 ml de sangre venosa sin
anticoagulante.
3. Tomar una muestra de sangre con pipeta
Pasteur y colocar sangre suficiente para . B .
cubrir el 75 % 6 80 % de cada cubreobjeto. m
4. Incubar los cubreobjetos con las muestras ]
de sangre a 37 °C por 30 min en la cdmara . n .
himeda.
5. Desprender los codgulos de los
cubreobjetos, con cuidado, con
aplicadores de madera por la orilla. &
6. Lavar los cubreobjetos con SSF a 37 °Cy
eliminar los restos de fibrina con
aplicadores de madera.
7. Colocar los cubreobjetos en una caja Petri
de 35 mm que contenga 1.5 ml de RPMI ¢
MEM adicionar en las cajas Petri 0.5 ml de
suspension de levaduras opsonizadas y
0.5 ml de NBT.
8. Incubar las cajas a 37 °C por 40 min.
9. Desechar el sobrenadante de las cajas.
10. Lavar 2 veces con SSF a 37 °C.
11. Cubrir las cajas con safranina por 10 min.
12. Lavar con agua en abundancia.
13. Colocar los cubreobjetos sobre el papel
secante.
14. Montar, con Bdlsamo del Canadd, 2
cubreobjetos en cada portaobjeto.
15. Dejar secar el Bdlsamo.
16. Observar y contar con objetivo de 100 X.
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17. Se hace un conteo de:

A) Células que fagocitan.

B) Células que no fagocitan

C) Levaduras fagocitadas.

© Juam Rejas Lopez.
Universidad de

© Juan Rejas Lépez. 2003.
Universidad de Ledn.

D) Células que fagocitany reducen el NBT.

E) Células que no fagocitany no reducen el
NBT.

2003.
an.
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OPSONIZACION (1).

A)

B)

El resto de la sangre se va a emplear para la
preparacién de la suspension de levaduras.
Incubar la sangre a 37 °C durante 30 min
para obtener suero.

0)
D)

E)
F)

6)
H)
D

Se colecta el suero.

Se prepara una mezcla de 1 ml de suero con
2 ml de solucién de levaduras.

La mezcla se incuba a 37 °C por 10 min.

Se pone a centrifugar a 3000 rpm por

3 min.

Se desecha el sobrenadante.

Se resuspende la mezcla en 2 ml de SSF.

Se repiten los pasos F, 6y H 2 veces para
que quede bien lavada la suspension de
levaduras.

El suero contiene anticuerpos y factor del
complemento para favorecer la fagocitosis.

Fig 16. Efecto de la opsonizacidn en la fagocitosis.

Fagocitosis de bacterias por macrofagos y neutréfilos es
potenciada por anticuerpos y complemento: OPSONIZACION.

Células inmunes
tienen receptores
para anticuerpos
y complemento

Anticuerpos y
complemento
se depositan en
la superficies

Célula inmune
facgocita bacterias

a travez de receptores
para anticuerpos (FcR)

bacterianas. y complemento [CR)
gt O © B 4¥ it
moept' | bacteria i i ® .
B Gt P30 TR Gl 1 > L
i oy i i ﬁ . ¢ . : ] X
ACHB R c e e ® / \. g (‘?'-\ \
A“‘-‘;/.:::"‘ _.*:':*:'7:/"‘ o ';' °® o 4 e
*r-;fépcmm X e, ® g o
[
/
!
Neutrofilo OPSONIZACION FAGOCITOSIS ELIMINACION
. AUMENTADA DEL PATOGENO
Macrofago
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PRECAUCIONES EN LA TECNICA !.

Respetar tiempos y temperaturas de la
técnica de la cdmara himeda ya que de otra
forma se alteran los resultados.

La sangre venosa se tiene que trabajar
inmediatamente si no se coagula en el tubo.
Hay que trabajar los cubreobjetos después de
la incubacién tomarlos con las pinzas de
diseccion para no tocar el coagulo porque se
puede romper sobre el cubreobjetos se
estropea el trabajo en dado caso se tendria
que repetir.

Al desprender el coagulo es consumo cuidado
y por las orillas del cubreobjetos de manera
de quitarlo en forma muy delicada.

5. Manipular los cobreobjrtos con cuidado con
las pinzas y colocarlos en las cajas Petri de
35 mm.

6. No perder de vista la cara donde se
encuentran las células al sumergir los
cubreobjetos y no perder de vista la cara del
cubreobjetos donde se encuentran las células
fagociticas en fresco.

7. Después del tratamiento de las células
fagociticas en las cajas de 35 mm y su
coloracién con safranina lavar con cuidado
para no dafiar las células.

Cuadro 14. Riesgo de los reactivos de la prdctica No 3.

Safranina Nitro Azul de Tetrazolio Claolr'(l)J.r‘;cy:it(aSSSos)lo
SALUD 0 1 1
INFLAMABILIDAD 0 1 0
REACTIVIDAD 0 1 0
CONTACTO 1 1 1
EPP A A A
ALMACENAJE VERDE VERDE VERDE
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RESULTADOS.

La cuenta minima de células fagociticas debe de ser como minimo 200 células para determinar
porcentajes.
Cuadro 15. Tabla de células fagocitarias y reductoras del NBT.

A B c D E
Células que Células que no Levaduras Células que Células que no
fagocitan fagocitan fagocitadas reducen el NBT |reducen el NBT
Calcular
Porcentaje de fagocitosis Indice Fagocitico Porcentaje de reduccién del NBT
[(A/A + B)]x100 C/A [(D/D + E)]x100
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PRACTICA No 4
REACCIONES DE AGLUTINACION Y FLOCULACION.

Objetivo:

Para evaluar la inmunidad humoral se medird la presencia de anticuerpos como indicativo de una infeccion
en curso (IgM) y una infeccion pasada una de las variantes son las pruebas serolégicas con las cuales se va a
identificar la presencia de anticuerpos séricos que reconocen a un antigeno o patégeno.

INTRODUCCION.

AGLUTINACION.

Cuando un anticuerpo es puesto en contacto con su antigeno especifico, si este se encuentra en estado
particulado (hematies, bacterias, células), se forman grumos de tamafio macroscopico. La formacién de
agregados en una solucion o suspension es afectada por las fuerzas electrostdticas, que es necesario
controlar para obtener buenos resultados. Dado que las células de la mayoria de las bacterias poseen carga
negativa superficial, tienden a repelerse. Se han desarrollado diversos procedimientos serolégicos para la
deteccién de anticuerpos mediante la aglutinacion de un portador artificial que lleva el antigeno fijado
sobre su superficie. Los antigenos de Strepfococus, Cryptococos neoformans, agentes de meningitis
bacteriana, entre otros, pueden ser detectados si se emplean sistemas de aglutinacion de particulas de
latex. El tamafio del portador permite la visualizacion de la reaccién y la naturaleza artificial del sistema
permite que el antigeno unido a la superficie de la particula sea extremadamente especifico (3).

Fig 17. Aglutinacion en ldtex.
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FLOCULACION.

En contraste con los agregados formados por la interaccién de antigenos particulados con sus anticuerpos
homélogos, la reaccion de antigenos solubles con sus anticuerpos provoca la formacion de un tamafio de
precipitado, una concentracién de particulas pequefias, usualmente visible sélo cuando el producto
precipitado se retiene en un espacio definido dentro de una matriz. Aunque la prueba de precipitacién no se
emplea en forma directa para determinaciones seroldgicas, dos variantes han sido ampliamente usadas. En
las pruebas de floculacién el producto final precipitado forma agregados visibles microscopicamente o
macroscopicamente, la prueba de VDRL es la reaccion de floculacién mds usada. Los pacientes infectados
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con freponemas patdgenos, por lo general Treponema pallidium, agente etiolégico de la sifilis, desarrollan
una proteina semejante a un anticuerpo denominada reagina que se fija al antigeno empleando en la prueba,
particulas de colesterol cubiertas con cardiolipina y lecitina, provocando su floculacién. En si la reaccidon se
manifiesta en forma de grumos o abultonamientos (3).

INHIBICION DE LA AGLUTINACION.

Se detecta la neutralizacién de antigeno y anticuerpo por demostracion de la inhibicion de la reaccion,
generalmente cualquier reaccién entre un antigeno y su anticuerpo homdélogo puede inhibirse mediante un
procedimiento, exponer el antisuero al antigeno apropiado. Cuando el antisuero neutralizado se agrega a su
antigeno homélogo (o el antigeno neutralizado se mezcla con su antisuero homélogo), no hay ninguna
reaccién (3).

HEMOLISIS.

Es la lisis o fraumatismo de los eritrocitos y son disueltos liberando hemoglobina es provocada por
anticuerpos o infeccion con bacterias causen la lisis de los eritrocitos también a su vez por enfermedades
de anemias hemoliticas (3).

INHIBICION DE LA HEMOLISIS.

Indica el diagnéstico para encontrar anticuerpos de un paciente mediante la prueba de fijacién al
complemento consta colocando suero del paciente al antigeno, luego se incorpora una cantidad limitante de
complemento de cobayo, si el suero contiene anticuerpos contra ese antigeno se formaran complejos
antigeno-anticuerpo a los cuales se fijara el complemento de cobayo luego se agregan eritrocitos de ovejay
hemolisina de eritrocitos, como el complemento fue fijado al complejo antigeno-anticuerpo y no se fija al
anticuerpo hemolisina se inhibe la hemélisis de eritrocitos la prueba es positiva, en caso contrario, si no hay
anticuerpos de paciente en el suero entonces el complemento se fija a la hemolisina por lo tanto la
hemolisina-complemento causara la hemdlisis de los eritrocitos y la prueba es negativa (2,3).

Fig 18. Inhibicion de la hemdlisis.

ER Hemalisina Complemente
Anticuerpos del paciente Complemento
+ antigeno especifico

X
\
+ -
\< No hay complemento
I do fij
Hamalisiig |hrf—: (tedo fijodo
en la reaccién

ER ag-ac)

e

N

No hay lisis

Prueba de fijacion del complemento.
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MATERIAL.
2 placas con fondo negro.
2 placas con fondo transparente.
6 aplicadores de madera.
13 tubos de ensaye de 13 x 100.

Centrifuga.
3 pipetas graduadas.
Bafio Maria.

REACTIVOS.
Equipo de diagnéstico para VDRL.
Equipo de diagnéstico para Factor Reumatoide.
Equipo de diagnéstico para Reacciones Febriles.
Equipo de diagnéstico para antiestreptolisinas.

Kit de estreptolisina-O liofilizada para

antiestreptolisinas.

Solucién Amortiguadora de Fosfatos.

SSF.

Fig 19. Diagrama de flujo de pruebas de aglutinacién y floculacion.

Antiestreptolisinas O

Preparar las siguientes disoluciones del suero en solucién

amortiguadora de fosfatos. 1:10; 1:100 y 1:500.

Obtener suero.

v

soluciones para realizar curva de calibracion.
Suero diluido.

Solucién Amortiguadora de fosfatos.
Estreptolisina-O.

Eritrocitos 3-5%.

Las diluciones del suero mezclarlas con las siguientes

4

v

|

Pruebas de VDRL y
proteina C reactiva
se realizan en placa
con fondo negro.

Prueba de factor reumatoide
se realiza en placa con fondo
transparente.

Prueba de reacciones
febriles se realizan
en placas con fondo
transparente.
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METODOLOGIA DE LA TECNICA 1234,

Obtener 10 ml de sangre venosa sin anticoagulante.
I. Antiestreptolisina-O.
Preparar las siguientes diluciones:

Dilucién 1:10 (0.2ml de suero + 1.8 ml de solucién amortiguadora de fosfatos).
Dilucidn 1:100 (0.5 ml de dilucién 1:10 + 4.5 ml de solucién amortiguadora de fosfatos).
Dilucidn 1:500 (Iml de dilucion 1:100 + 4ml solucién amortiguadora de fosfatos)

Proceder de la siguiente forma:

Cuadro 16. Diluciones de ASO.

Dilucion de Suero |1:10 1:100

1:500 Controles

Tubo No 1 2 3 4

6 7 8 9 10 11 12 | 13

Suero Diluido (ml) 0.2 1 08 | 06

—

0.3 0806104 02| 0 0

Solucién
amortiguadora de 08 | 0 |002]|04
fosfatos (ml)

07| 0 02|04 06|08 |15 |1

Estreptolisina-O(ml) | 05 | 05 | 05 | 05

0505050505 05| 0 |05

Mezclar y mantener en bafio Maria a 37 °C por 15 min.

Eritrocitos 3-5%(ml) | 05 | 05 | 05| 05| 05| 05| 05| 05[05| 05| 05 | 0505

Mezclar agitando ligeramente y mantener en bafio Maria a 37 °C durante 15 min, agitar nuevamente y
continuar en bafio Maria durante 30 min mds. Centrifugar 3 min a 1500 rpm y leer.

Unidades Todd/ml

| 50 | 100 | 125 | 166 | 250

333 | 500 | 625 | 833 [1250]2500] (-) | (+)

Fig 20. Placa con diluciones de eritrocitos para la pr‘ueba de Antiestreptolisinas-O.

\.J"-a.lstJ'\ ‘M\rlﬁ-"ﬁ‘h‘\ JH
e Bl PN NN quuuu
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\.J‘\. 'e.l :,lwf M#%JMQH

II. Factor Reumatoide.

Se utiliza una placa con fondo transparente.
1. Primer cuadro se coloca una gota de control
negativo.

2. Segundo cuadro se coloca una gota de suero.

3. Tercer cuadro una gota de control positivo.

4. En los 3 cuadros se agrega una gota de
reactivo de ldtex. Mezclar con aplicador de
madera y rotar la placa.
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III. VDRL y Proteina C Reactiva.

Se utilizan placas con fondo negro, la placa tiene 3

circulos negros.

1. Primer circulo se coloca una gota del control
negativo.

2. Segundo circulo se coloca una gota de suero.

3. Tercer circulo se coloca una gota del control
positivo.

s

ATALIS-200

Iv. Pruebas de Reacciones Febriles.

Se utilizan placas con fondo ftransparente, la placa

tiene 8 cuadros transparentes.

1. Primer cuadro se coloca una gota de control
negativo y una gota de uno de los 6 antigenos.

2. Segundo cuadro se coloca una gota de control
positivo y una gota de uno de los 6 antigenos.

3. Poner del 3 al 8 una gota de cada antigeno y
una gota de suero, mezclar con aplicador de
madera, y rotar los cuadros.

Se debe observar de esta forma la aglutinacién.

En las pruebas de proteina C reactiva,
factor reumatoide.

En las reacciones febriles.
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a)
b)

c)

a)

Fig 21. Esquema de aglutinacién en latex.

Lupos'omo

Antigeno

Esfera de latex

Anticuerpo buscado

Esfero de latex

pu

Antigeno

Fig 22. Esquema de floculacién.

Reaccidn anfigeno-anticuerpo in vitro

.‘_ Antigeno
@ Ancuero

PRECAUCIONES EN LA TECNICA .

Prueba de antiestreptolisina-O.

realizar correctamente las diluciones.
tener cuidado en el lavado y tratamiento
de los eritrocitos para que no sufran
hemdlisis.

mantener la temperatura a 37 °C para
evitar dafios a los eritrocitos y que se de
un falso negativo.

Identificar y rotular bien las placas cual
es:

el control negativo.

b) si hay reaccion de aglutinacién.

c) el control positivo.

No confundirse por que si ho se da un mal

diagnéstico y se tendrd que repetir toda la

técnica.

3. Diferenciar, seglin sea el caso; si la
reaccion es de aglutinacién 6 floculacion.

4. En caso de duda para identificar la
aglutinacion recurrir a la observacién
con microscopio. (10X).
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Cuadro 17. Riesgo de los reactivos de la prdctica No 4.

Solucion Amortiguadora de Fosfatos Clorct)i‘r;"/:i?SSSoFd)lo al

SALUD 2 1
INFLAMABILIDAD 0 0
REACTIVIDAD 1 0
CONTACTO 2 1
EPP A A

ALMACENAJE VERDE VERDE

RESULTADOS.

ANTIESTREPTOLISINA-O.
El titulo de la muestra se expresa mediante la inversa de la mayor dilucion en la cual se observa ausencia
total de hemdlisis.
El tubo 12 (control eritrocitario) no deberd presentar hemdlisis mientras que el tubo 13 (control de
estreptolisina-O) deberd presentar hemdlisis completa.

Valores de Referencia.
Normalmente pueden existir en suero hasta 200 unidades de antiestreptolisina-O, titulos superiores
son indicativos de un proceso infeccioso por estreptococo p-hemolitico de grupo A, segln en el
instructivo de Laboratorios Winner.
Las pruebas de aglutinacion y floculacién cualitativas pueden volverse semicuantitativas si se realizan
diluciones dobles del suero del paciente y obtener el titulo con la mdxima dilucién en la que se presenta
el fenémeno.

Cuadro 18. Reporte de los resultados de pruebas de aglutinacion y floculacidn.

EQUIPO

VDRL | PCR | TIFICO O

TiFICO H

PARATIFICO A

PARATIFICO B

F Huddleson

PROTEUS

FR

BIBLIOGRAFIA.

1. AGUILAR TORRENTA FAVIOLA 2001. Manual del Curso Practico de Inmunologia, 1* edicidn,
Editorial ENCB IPN, México DF, 204 pp.
2. BAILEY, SCOTT. 1988. Diagnostico Microbiolégico, 7¢ edicién, Editorial Médica Panamericana.
Buenos Aires Argentina. 877pp.
3. KONEMAN, ELME W. 1991. Diagndstico Microbioldgico. 3% edicién. Editorial Médica Panamericana
México, D.F. 553 pp.
4. WIENER LAB . 2000. Instructivo de O-Estreptolisina liofilizada para Diagnostico de estreptococo
B hemolitico.
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PRACTICA No 5
PRECIPITACION DE INMUNOGLOBULINAS.

Objetivos:

La purificacion de inmunoglobulinas se hace con fines diagnésticos (suero de Coombs) y con fines
terapéuticos. Para transferencia de inmunidad pasiva artificial en casos de inmunodeficiencias y como
antidoto para toxinas de animales venenosos en esta prdctica las inmunoglobulinas se purificaran por el
método de sa/ting-out con sulfato de amonio luego se purificaran por método de didlisis para liberarlas
de sales.

INTRODUCCION.

Las inmunoglobulinas se encuentran en muy pequefias cantidades, por lo que para obtenerlas se requieren
grandes cantidades de suero.

Método de precipitado con sales: la solubilidad de la mayoria de las proteinas disminuye frente a
elevadas concentraciones de sales, este efecto llamado desalado (sa/ting-out), dependen de la
solubilidad, respecto a la concentracién salina de una u otra proteina. Por lo tanto el salado puede
utilizarse para el fraccionamiento de las proteinas. El salado también resulta dtil para concentrar
disoluciones diluidas de proteinas. La solubilidad de una proteina depende, entre otras cosas, de la
concentracion de sales en la solucion. A concentraciones bajas, la presencia de sal estabiliza los
diferentes grupos funcionales presentes en una molécula de proteina, atrayendo la proteina asi en la
solucion y reforzando la solubilidad de la proteina. Esto normalmente es conocido como salacion. Sin
embargo, cuando la concentracion de sal aumenta, un punto de solubilidad mdxima se alcanza. El
aumentar la concentracion de sales implica que hay cada vez menos agua disponible para que la proteina
se solubilize. La disminucién de la solvatacién dispersa las moléculas y expone las dreas hidréfobas de la
estructura proteinica que entonces actdan reciprocamente para dar a agregados que precipitan entre si.
Se han empleado diversas sales para efectuar la separacién y purificacion de las proteinas a través de
desalacién. De estas sales, el sulfato del amonio ha sido el reactivo mds ampliamente usado porque
puede obtenerse con alta pureza y es relativamente barato. Ya que las enzimas son proteinas, la
purificaciéon de una enzima puede llevarse a cabo siguiendo el mismo tipo de procedimientos como
aquellos para una proteina, sélo que debe prestarse a la consideracion la disminucién constante de
actividad debido a la desnaturalizacion por las condiciones adversas (2).

Fig 23. Técnica de desalacién.
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Fig 24. Grdfica que indica la separacién de una proteina en su punto isoeléctrico.
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Didlisis: otro método para separar proteinas es por medio de una membrana semipermeable, tal como
una membrana porosa de celulosa, las moléculas con dimensiones significativamente mayores que el
didmetro del poro quedan retenidas dentro del saco de didlisis al tiempo que las moléculas y los iones
menores atraviesan los poros de la membrana y aparecen en el dializado fuera del saco de didlisis (2).

Electroforesis: las proteinas pueden separarse muy bien, segln sus masas moleculares, utilizando
electroforesis sobre gel de poliacrilamida en condiciones neutras, la mezcla de proteinas se disuelve
primero en un medio con dodecilsulfato de sodio (SDS), un detergente anidnico capaz de romper casi
todas las interacciones no covalentes en las proteinas nativas, también se afiade mercaptoetanol o
ditiotreitol para reducir los puentes disulfuro. Los aniones de SDS se unen a la cadena principal a razén
de un SDS por cada dos aminodcidos, lo que da al complejo SDS-proteina desnaturalizada da una carga
negativa. Al ser la carga negativa, adquirida por fijacién de SDS, los complejos SDS-proteina se
someten entonces a electroforesis sobre gel de poliacrilamida. La direccién de la electroforesis es
vertical descendente (2),

Cromatografia de filtracion por gel: la muestra se aplica en lo alto de una columna rellena de esferas
porosas hechas de un polimero insoluble pero muy hidratado, tal como el dextran o la agarosa o bien la
poliacrilamida. El sephadex, la sepharosa y el Bio-gel, se utilizan habitualmente esferas de un didmetro
medio de 100pm. Las moléculas menores pueden entrar en las esferas, pero las mayores no. En
consecuencia las moléculas grandes fluyen con mds rapidez a través de la columna y salen antes por que
disponen de un volumen accesible menor (2).

Cromatografia por intercambio idnico: las proteinas pueden también separarse en funcién de su carga
eléctrica, si una proteina tiene un pH de 7, una carga positiva, normalmente se unird a una columna
rellena de esferas conteniendo grupos carboxilato, mientras que una proteina cargada negativamente no
lo hard. Una proteina con carga positiva unida a la columna, puede ser eluida aumentando la
concentracion de cloruro de sodio u otra sal en el amortiguador eluyente, los cationes de sodio compiten
con los grupos positivos de la proteina en su capacidad de unirse a la columna. Las proteinas de baja
densidad de cargas positivas se eluirdn primero, seguidas por las de mayor densidad de cargas. Para
separar las proteinas con carga negativa se utilizan columnas con relleno cargado positivamente (2).
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MATERIAL. REACTIVOS.

1 Bureta graduada de 50 ml. 1 Litro de solucién saturada de Sulfato de amonio
1 Vaso de precipitados de 500 ml. (NH4)2504.

2 Vasos de precipitados de 100 ml. 1Litro de Agua destilada.

1 Recipiente de pldstico. Suero de paciente.

1 Agitador magnético.

1 Barra magnética.

1 Gradilla.

10 Tubos de ensaye de 13 x 100.
1 Pipeta Pasteur.

Soporte universal.

Pinzas para bureta.

Hilo de cdfiamo.

Papel de celulosa.

Fig 25. Diagrama de flujo de precipitacién de inmunoglobulinas.

Obtener suero. Armar un soporte universal Mantener la qgn‘acnon
durante 15 min.
completo.
Poner 20 ml de suero en un vaso L
—P| de precipitados a bafio de hielo.
Adicionar 20 ml de (NH4)2504. Colocar el precipitado en
Agitar con la barra magnética. tubos de ensaye de 13 x 100.
v
Centrifugar a 3000 rpm
Colocar el precipitado Disolver los precipitados en 10 ml durante 30 min, y decantar
en tubos de ensaye <« de agua destilada. < ¢l sobrenadante.
de 13 x 100. Adicionar 5 ml de (NH4)2504.
l Agitar en forma constante.

Centrifugar a 3000 rpm

Disolver el precipitado en

durante 30 min, L
Y 5ml de agua destilada.

Cerrar el otro extremo.

decantar el sobrenadante.
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METODOLOGIA DE LA TECNICA!Z.

1. Obtener suero del paciente.

2. Armar un soporte universal completo.

a. Enelvaso de precipitados de 100 ml colocar 20 ml
de suero.
Poner el vaso de precipitados en bafio de hielo.
En la bureta de 50 ml colocar 20 ml de solucién
saturada de (NH4)2504.

3. Comenzar la precipitacién con solucién saturada
de (NH4)2504 al 100% en 15 min y al mismo
tiempo poner agitar el suero con la barra
magnética.

4. Mantener la agitacion otros 15 min.

5. Vertir el precipitado en tubos de ensaye de
13 x 100.

6. Poner a centrifugar la suspension a 3000 rpm
durante 30 min.

7. Decantar el sobrenadante. Diriginal

misiure

8. Disolver los precipitados en 10 ml de agua
destilada.

9. Volver a precipitar.

a. Colocar los 10 ml en un vaso de precipitado de
100 ml.

b. Adicionar 5 ml de solucién saturada de
(NH4)2504.

c. Repetir de forma similar la precipitacion.

d. Obtener un volumen de 15 ml.

10. Mantener la agitacién otros 15 min.

11. Vertir el precipitado en un fubo de ensayo.
12. Volver a centrifugar a 3000 rpm durante 30 min.
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13. Preparar bolsa de didlisis simultdneamente i oawm
a. Hervir 5 min la membrana de didlisis con

14.
15.

16.

17.
18.

agua destilada.
b. Cerrar uno de los extremos con hilo de
cafiamo.
Decantar el sobrenadante.
Disolver el precipitado en 5 ml de agua
destilada.
Colocar en la membrana de didlisis con sumo
cuidado.
Cerrar el otro extremo de la bolsa de la didlisis.
Dializar contra agua destilada por 96 hrs.

f
#

8

4

.»"/

19. Colocar el dializado en un frasco y congelar para usar en prdcticas posteriores.

Fig 26. Esquema de didlisis de inmunoglobulinas.
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PRECAUCIONES EN LA TECNICA .

Medir en forma cuidadosa y con la cantidad
dicha de 20 ml de (NH4)2504 si se excede, se
vuelve a solubilizar las inmunoglobulinas
enfonces se tendrd que repetir el
procedimiento.

Agregar lentamente el precipitado con
(NH4)2504 para lograr la homogeneizacién y
haya una precipitacion de inmunoglobulinas.

La segunda precipitaciéon se realiza de la
misma manera que la primera en forma muy
cuidadosa siempre en bafio de hielo.

Preparar bien la bolsa de didlisis, al manipular
la membrana no tocar directamente con las
manos si no usar guantes y tocar solo los
extremos laterales.

Calentar la membrana previamente para
retirar la cera que recubre la membrana de
didlisis y pueda permitir el paso de moléculas
como sales al momento de realizar la didlisis
no haya paso de moléculas grandes para que se
de una  adecuada  purificacion  de
inmunoglobulinas.

Cerrar bien con el hilo de cdfiamo un extremo
de la membrana y probarlo con agua destilada
para ver si no hay fuga.

Cerrar bien el ofro extremo con el hilo y
probar invirtiendo la bolsa donde se cerré por
Ultimo para ver sino hay fuga.

Dializar con una velocidad adecuada por que si
se coloca en forma veloz puede romperse la
bolsa de didlisis y se pierde el precipitado de
inmunoglobulinas.
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Cuadro 19. Riesgo de los reactivos de la prdctica No 5.

Sulfato de amonio

SALUD 2
INFLAMABILIDAD 0
REACTIVIDAD 1
CONTACTO 1
EPP A

ALMACENAJE Verde

RESULTADOS.

Se reportard el volumen obtenido de la bolsa de didlisis del contenido del precipitado de inmunoglobulinas.
Este precipitado de inmunoglobulinas se utilizara en las prdcticas posteriores, que son:

Cualificacién de proteinas.

Doble difusidn.

BIBLIOGRAFIA.
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PRACTICA No 6
CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

Objetivo:

Como parte del control de calidad de un antisuero se debe establecer la concentracién de inmunoglobulinas,
por lo que se cuantificard por el método de Lowry y se realiza una curva patron con diferentes
concentraciones de proteinas que nos servird para lectura de color e interpolar el valor de densidad éptica
y obtener la concentracién de inmunoglobulinas.

INTRODUCCION.

Método de Bradford: consiste en la formacién de un compuesto de absorcién de coloracién azul entre los
residuos de aminodcidos bdsicos de las proteinas y el colorante Azul Coomassie. Absorbe luz a 595 nm. El
rango de determinacion de proteina es de 1-10 mg/ml (ensayo micro) y de 0.5 -1.4 mg/ml (ensayo estdndar).
La intensidad de absorcién depende del contenido de aminodcidos bdsicos y aromaticos.

Reacciones de color de proteinas y aminodcidos: por su estructura peptidica y por la presencia de
diferentes grupos de aminodcidos en sus moléculas, las proteinas reaccionan con diversos agentes los
cuales forman productos coloreados (2).

Reaccion de ninihidrina: la ninhidrina reacciona con o aminodcidos libres y con proteinas, proteosas,
peponas y péptidos, con formacion de color azul. Esta prueba es la mds general y una de las mds sensibles
que se conocen para la identificacién cualitativa de proteinas y de sus productos hidroliticos (2).

Reaccion de Biuret: si se trata una solucién de Biuret, fuertemente alcalina, con solucién de sulfato de
cobre muy diluida, se obtiene color violeta. Esta reaccién es propia de las substancias que contienen 2
grupos CONH2 unidos directamente o por medio de un dtomo de carbono o de nitrégeno. Los compuestos
que contienen ~-CH2NH2-C(NH)NH2 y -CSNH2 en vez de grupos ~-CONH2 dan también reaccidn positiva. La
reaccién del Biuret se debe a coordinacién de iones clpricos con los pares de electrones sin compartir del
nitrégeno del péptido y del oxigeno del agua, con formacion complejo plrpura (2).

Reaccion xantoproteica: la adicién de dcido hitrico concentrado a soluciones de proteinas causa en general
la formacién de un precipitado blanco que se vuelve amarillo al calentarlo adquiere color anaranjado al
alcalinizar la solucién. El color amarillo se debe a la nitracién de los anillos de fenilo presentes en tirosina,
fenilalanina y triptéfano con produccién de nitrocompuestos de color amarillo, que se vuelven anaranjados
por adicion de dlcalis (formacidn de sales) (2).

Método de Lowry: este método se refiere para el andlisis de proteinas se basa en la combinacion del
reactivo de Biuret y reduccion del reactivo dcido fosfomolibdotingstico con presencia de tirosina y
triptéfano de aminodcidos presentes en una proteina con objeto de exdmen el color final es azul. Este
método es rdpido y sensible (10 de 20 veces mds sensible que la absorcion ultravioleta, 100 veces mds
sensible que la reaccién de Biuret sola). Esta técnica es la que se utilizara en la prdctica para cuantificar la
concentracion de inmunoglobulinas (2).
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Fig 27. Reaccién de Lowry.

Complejo Ccomplejo
Proteina-Cu2* Proteina-Cu?*
AAred. AA oxid.
4
Reactive Folin Reactivo Folin
oxid. red.
AZUL
MATERIAL. REACTIVOS.
1 gradilla. Sulfato de cobre pentahidratddo
10 tubos de ensaye de 13 x 100. CuS04e5H20 al 1%.

Tartrato de sodio y potasio al 2%.
Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N.
Patrén de albdmina 1mg/ml en SSF.
Reactivo de fenol al 2 N.

SSF.

1 pipeta de 2 ml.

2 pipetas de 1 ml.
Espectrofotémetro con 2 celdas.
1 matraz aforado de 100 ml.

1 vaso de precipitados de 100 ml.

Fig 28. Diagrama de flujo de la cuantificacion de Lowry.

Preparar Reactivos.

Reactivo A. Reactivo B.

Preparar curva patron con 10 soluciones a
base de esta mezcla:

Solucién patron.

SSF.

Muestra.

Reactivo A.

v

Mezclar y dejar reposar 10 min a 37° C.

'

Agregar reactivo B.

v

Mezclar y dejar reposar 30 mina 37° C
y leer a 550 nm.




METODOLOGIA DE LA TECNICA'.
1. Preparar el reactivo A realizando la siguiente mezcla:

tartrato de sodio y potasio al 2% .........ccc........ 0.5 ml.
CuSO4e5H20 Al 1% ..o 0.5 ml.
Na2€03/NaOH al 2%/0.1 N........ccccovererrrrrrrnnnn. 49.0 ml.

La relacion de la mezcla es 1:1:98.
2. Preparar el reactivo B realizando la siguiente mezcla:

Reactivo de fenol (Folin-Ciocalteau) 2 N...........ccccoevnnece 2.0 ml.
Agua destilada para (frabajar 1 N)........ccccoevvevinencnencenes 2.0 ml.
La relacién de lamezclaes 1:2..........o.ocoeveeeveeeeeveeeenn. 4.0 ml.

3. Preparar la curva patrén (todas las cantidades se indican en ml).

Cuadro 20. Curva patrén para cuantificacién de proteinas.
Blanco 1 2 3 4 5 6 7 | Muestra 1| Muestra 2
Estandar. 0 002 | 004 | 006 | 01 | 02 | 03 | 04 0 0
SSF. 0.4 038 | 036 | 034 | 03 | 0.2 | O1 0.0 0.36 0.39
Muestra. 0 0 0 0 0 0 0 0 0.04 0.01
Reactivo A. | 2.0 2.0 2.0 2.0 20 | 20 | 20 | 20 2.0 2.0
Mezclar y dejar en reposo 10 min.
ReactivoB| 02 | 02 | 02 | 02 [ 02 | 02 ]| 0202 ] o2 0.2

Reposar 30 min.

Fig 29. Imagen de las solu

e " T had

ciones que forman la curva patrén.

4. leer a 550 nm en el rango visible del espectro.

PRECAUCIONES EN LA TECNICA®.

1. Preparar recientemente los reactivos A y B 3. Utilizar siempre el tubo blanco para calibrar
como indica la mezcla de cada uno de los correctamente el espectrofotémetro y no
reactivos si no hay errores de las lecturas en haya errores en las lecturas de cada dilucién.
el espectrofotémetro. 4. Al realizar la lectura de cada sistema no

2. Preparar correctamente la curva patron y en tocar las celdas con las manos sucias,
el orden que se indican los reactivos y el tenerlas limpias.

orden de concentracién.
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Cuadro 21. Riesgo de los reactivos de la prdctica No 6.

Sulfato de cobre Carbonato | Tartrato de sodio y | Cloruro de sodio

pentahiratado de sodio potasio al 0.9%(SSF)
SALUD 2 1 0 1
INFLAMABILIDAD 0 1 1 0
REACTIVIDAD 0 1 0 0
CONTACTO 2 1 0 1
EPP C A A A

ALMACENAJE VERDE VERDE VERDE VERDE
RESULTADOS.
Cuadro 22. Resultados de la cuantificacién de proteinas.
No de tubo 1 2 3 4 5 6 7 Muestra 1| Muestra 2

[alb mg/ml]

Absorbancia

Luego se realiza la curva patrén de acuerdo a la relacién y resultados obtenidos se construye una

grdfica en regresion lineal.

Se reporta las muestras interpolando y se obtiene la concentracién de inmunoglobulinas mg/ml.
Pegar la hoja de papel milimétrico con la grdfica de la curva patrén.

1.

2.
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PRACTICA No 7
DOBLE DIFUSION.

Objetivo:

Como parte de un control de calidad de un antisuero también se debe evaluar la funcionalidad de los
mismos. Para la cual es adecuada una prueba de doble difusion que hace visible la reaccidn antigeno-
anticuerpo por medio de una linea de precipitacion en un soporte semisdlido esta prueba se utiliza
principalmente para evaluar sueros hiperinmunes obtenidos en animales.

INTRODUCCION.
El método en placas fue descrito por Ouchterlony, que luego fue transformado en micrométodo al
emplear portaobjetos cubiertos con agar al 1.5% en solucion salina como base de la reaccién. Consiste en
enfrentar en pequefias perforaciones efectuadas en el agar, y a distancias convenientes, las soluciones
de antigeno y anticuerpo. Al difundir ambos y ponerse en contacto, producirdn una banda de
precipitacion cuando estén en relacién optima. Si la concentracion de Agy Ac colocados en los pozos es
la que corresponde a la zona de equivalencia, la banda de precipitacién estard situada aproximadamente
en la distancia media que separa esos pozos. Con esta téchica puede tenerse una idea de las relaciones
entre los pesos moleculares de los antigenos y anticuerpos reaccionantes. Trabajando con
concentraciones optimas de Ag y Ac, si la banda de precipitacién formada es recta, indica que los pesos
moleculares de ambos son muy proximos. Si la banda es céncava con respecto al pozo del Ag, sefiala que
el peso molecular de este es superior al del Ac, siendo menor en el caso en que la banda presente
convexidad. Todo esto es una consecuencia de las leyes generales de la difusién, que establecen que la
distancia a la que una sustancia difunde esta en relacidn directa con su concentracion y en relacién
inversa con su peso molecular. Es posible identificar varios sistemas reaccionantes simultdneamente,
pues cada uno de ellos dard una banda de precipitacidn especifica. En este sistema se usa una fase
sélida (agarosa) en un pozo central se coloca el Ac soluble (suero humano é de animal) y en los pozos

periféricos se colocan diluciones del antigeno 6 de los antigenos contra los que va dirigido el anticuerpo
1,2).

El suero de Coombs: se obtiene inyectando suero humano que contiene inmunoglobulina humana en
conejo, el conejo produce Ac contra inmunoglobulina humana estos anticuerpos se extraen del suero de
conejo es llamado antisuero de inmunoglobulina 6 suero de Coombs (2).

Fig 30. Esquema de doble difusion.
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Un portaobjetos.
Una caja Petri.

MATERIAL.

Aplicadores de Madera.

Algoddn 6 papel.

Una micropipeta de 50 pl.

6 tubos de ensayo de 13x100 mm.

Una gradilla.
Transluminador.

Un repuesto de tinta.
Matraz Enlenmeyer de 250 ml.
Una pipeta graduada de 10 ml.
Una gradilla para tfubos Wintrobe.

Preparar cdmara
hidmeda.

REACTIVOS.

Agar Noble.

SSAF (NaH2PO4 2.585g, Na2HPO4 7.98g Y NaCl

4.25g en H20 cbp 1000ml).
Fosfato de sodio monobdsico NaH2POa4.
Fosfato de sodio dibdsico Na2HPOa4.

Azida de Sodio.

Suero de Coombs.

Muestra Problema (fraccién de inmunoglobulinas)

obtenido anteriormente.

Fig 31. Diagrama de flujo doble difusién.

Preparar agar
noble.

v

Preparar las diluciones dobles de
la fraccion de inmunoglobulinas en
SSF en 5 tubos de ensaye.

Poner 5 ml de agar noble en el
portaobjetos y dejar gelificar.

v

Una vez gelificado preparar el sistema de doble
difusién con perforaciones formando un hexdgono.

v

Una vez listo el sistema de doble
difusién llenar los 7 pozos.

v

Llenar el pozo central con suero de Coombs y los
periféri

cos con las diluciones de las

inmunoglobulinas.

v

a

Incubar a temperatura ambiente
de 24-48 hrs.

|

Ver en el transluminador.
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w
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Preparar el SSAF.
Disolver 0.5 g de agar noble en 50 ml de

SSAF.

METODOLOGIA DE LA TECNICA! 234,

Preparacion de diluciones dobles.
Colocar 50 pl de SSF en 5 tubos de ensaye.
En el primer tubo colocar 50 ml del dializado de inmunoglobulinas y mezclar; transferir 50 ul al 2°
Tubo y mezclar, transferirlos al 3° tubo y asi sucesivamente hasta el 6° tubo.

Preparacion del agar.

*SSAF: (NaH2PO4, Na2HPO4, y NaCl).
Agregar 1ml de azida de sodio 0.1M.

4.

5.

Poner los portaobjetos en la gradilla de
Wintrobe para que estén nivelados.

Agregar 5 ml de agar noble al portaobjetos y
dejar gelificar de 10-15 min.

Perforar el agar gelificado con un repuesto
de pluma formando un hexdgono.

Llenar los pozos con las diluciones en el orden diluyente que se indica.

Fig 32. Esquema de un antisuero utilizando diluciones dobles.

0zos deben tener 3 mm de distancia entre cada pozo.

Nota: los
Pozo 1 2 3 4 5 6
Dilucion Concentrado 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

8. Se vierte el suero de Coombs en el pozo central.
9. Incubar en cdmara himeda a temperatura ambiente de 24 a 48 hrs.
10. Se observa el portaobjetos en el transluminador.
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Fig 33. Esquemas de interpretacion de las lineas de precipitacion.

En este sistema se utiliza un suero anti-ab colocado en
el pozo central.

Pozo 1. Sistema homdlogo es decir el F(ab).

Pozo 2. En que se encuentran cadenas pesadas 7.

Pozo 3. Es una mezcla de cadenas pesadas y y cadenas
ligeras y.

Pozo 4. Tiene cadenas ligeras y.

Pozo 5. Solo tiene cadenas ligeras A.

Pozo 6. Solo tiene fragmento Fc.

INTERPRETACION.
Entre los pozos 1y 2 identidad parcial.
Entre los pozos 2 y 3 identidad parcial e identidad total.
Entre los pozos 3 y 4 identidad total.
Entre los pozos 4 y 5 no hay identidad.
El pozo 5 no hay reconocimiento.

PRECAUCIONES EN LA TECNICA .

1. Se debe calentar suavemente el agar noble 3. Realizar correctamente la preparacién de
por que de lo contrario el agar se diluciones del dializado de inmunoglobulinas
caramelizard. en SSF.

2. Se debe evitar que el agar quede muy 4. Respetar la distancia de 3 mm de cada pozo
concentrado, ya que al formar los pozos puede si no al desarrollarse la técnica puede
fragmentarse. resultar falsos (+) 6 (-).

5. Llenar correctamente cada pozo si no
también habrad error de lectura.

Cuadro 23. Riesgo de los reactivos de la practica No 7.

Azida de sodio.| Fosfato de Sodio Fosfato de Sodio

mohobdsico. dibdsico.
SALUD 3 1 1
INFLAMABILIDAD 2 0 0
REACTIVIDAD 4 1 1
CONTACTO 3 2 2
EPP D A A

ALMACENAJE AMARILLO VERDE VERDE

RAYADO
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RESULTADOS.

La técnica de doble difusién se basa en la reaccion Ag-Ac entonces deben observarse bandas de
precipitacion, si son lineas de identidad hay semejanza entre los antigenos y si son lineas sin
identidad el significado no hay relacidn entre los antigenos probados pero atn estas revelan la linea
de precipitacion esto indica presencia de un sistema antigeno-anticuerpo por lo tanto ambas
lecturas son positivas si no hay lineas de precipitacién en ambas lecturas el resultado es negativo.

Fig 34. Esquema del resultado de bandas de precipitacion.

Fig 35. Imagen real en donde se observa la precipitacion en la doble difusidon.

CRP CRP
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RESULTADOS.

1.- ¢Es posible observar bandas de precipitacién?
R=

2.- ¢Se pueden identificar mds de una linea de precipitacién entre 2 pozos?
R=

3.- ¢Hasta que dilucién del suero problema es posible encontrar lineas de precipitacion?
R=

4. ¢Es posible en el sistema utilizado identificar lineas de identidad total, parcial y no identidad?
R=
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PRACTICA No 8
ANATOMIA DEL SISTEMA INMUNITARIO.

Objetivos:

Se conocerdn los érganos y células que conforman el sistema inmunitario y la importancia que tiene este en
el ser humano compardndolo con el de raton. Se realizara la extraccion de algunos dérganos del sistema
inmunitario del ratdn y se obtendrd una suspension de las células que lo contienen. Por otra parte se
purificaran leucocitos humanos y se determinara su viabilidad con el propdsito de obtener células las cuales
pueden ser estudiadas por andlisis de citometria de flujo o inmnofluorescencia.

INTRODUCCION.
El sistema inmunitario esta constituido de drganos, células y moléculas cuya funcion es mantener la
homostasia y la respuesta inmunologica contra patdgenos. La primera fase de cualquier respuesta
inmunitaria consiste en el reconocimiento del patdgeno o del material extrafio para poder iniciar después
una reaccién destinada a eliminarlo. Los érganos que conforman el sistema inmunitario se dividen en érganos
linfoides primarios, organos linfoides secundarios (2) y organos linfoides terciarios.

Fig 36. Esquema del sistema inmunitario humano.
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— ganglios linfaticos
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T [ nddulos linfoides |
__ganglios linfaticos
mesentericos
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‘ tejida linfoide
urogenital

" ganglios linfaticos

Los drganos linfoides primarios son los lugares en los que se produce la linfopoyesis, en ellos, los linfocitos
se diferencian a partir de las células madre linfoides, proliferan y dan lugar, finalmente, a células maduras
funcionales. Los linfocitos T maduran en el timo, mientras que los linfocitos B maduran en medula ésea (2).
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El Timo: es un drgano involucrado en la maduracién de linfocitos T desde el nacimiento y es en esta etapa
cuando alcanza su mayor tamafio con relacién al tamafio de la masa corporal. En etapas avanzadas de la vida,
el timo aparece como un érgano atrofiado y tiene poca participacion en los mecanismos inmunitarios del
individuo. Sin embargo, aunque reducida, la competencia inmunitaria de los individuos maduros se mantiene
gracias a los linfocitos T de memoria que a lo largo del tiempo se han establecido en los érganos linfoides
secundarios (2).

Fig 37. Esquema del timo.

Timo

Coraz

La Medula Osea: posee un sistema de irrigacién sanguinea aferente y eferente y un sistema de drenaje
linfdtico, aunque no recibe linfa aferente. A través de las circulaciones sanguinea y linfdtica, las células de
la medula llegan a otros drganos donde terminan su maduracién o donde ejercen sus funciones programadas.
La medula ésea es también un érgano donde se localizan las células. Poco tiempo después de la estimulacion
antigénica, la mayoria de las células productoras de anticuerpos se encuentran en los ganglios linfdticos y
en el bazo, pero después, especialmente durante las respuestas secundarias, la mayoria de las células
productoras de anticuerpos se localizan en la medula ésea. Los érganos linfoides periféricos responden
rdpidamente al estimulo antigénico, pero las respuestas son de corta duracién; las células localizadas en la
medula 6sea responden mds tardiamente, pero las respuestas son mds intensas y mds duraderas. En este
sentido es el érgano responsable de la inmunidad humoral en las respuestas secundarias (2).

Fig 38. A) La medula dsea. B) Las células sanguineas.
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Los érganos linfoides secundarios son el sitio donde se almacenan las células inmunitarias es el lugar en
donde entran en contacto con el antigeno dichas células, después de este contacto se produce la
proliferacién y la diferenciacién de los linfocitos Ty B, asi como el cambio de isotipo en los linfocitos B, los
organos que lo conforman son: el bazo, los ganglios linfdticos y los tejidos asociados a mucosas, entre los
que se encuentran las amigdalas y las placas de Peyer en el ileon del intestino delgado (2).

Bazo: tiene forma ovoide es rojo-vino, la masa esplénica consta de una porcién conocida como pulpa blanca,
donde se encuentran los linfocitos. La pulpa blanca se acumula alrededor de las ramas de la arteria
esplénica central, formado de estructuras envolventes o vainas cilindricas, que se mantienen parcialmente
separadas de la pulpa roja por una capa de tejido linfoide laxo, conocida como zona marginal. Dentro de la
pulpa blanca los linfocitos se distribuyen tanto en forma dispersa como agrupadas en nédulos o foliculos.
Los linfocitos T predominan en el tejido linfoide disperso, mientras que los linfocitos B se localizan
principalmente en los foliculos linfoides (2).

Fig 39. A) Extraccion del bazo. B) Corte transversal del bazo.
B = Yo
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Muchos antigenos, incluyendo microorganismos, llegan a la pulpa blanca acarreados por la sangre y ahi
interaccionan con los linfocitos para iniciar la respuesta inmunitaria. Los productos resultantes, linfocitos
sensibilizados y de memoria, anticuerpos y citocinas, abandonan el érgano a través de los vasos sanguineos
aferentes para distribuirse a otros sitios (2).

Ganglios Linfaticos: son estructuras ovoides ordenadas en forma de rosario y distribuidas en todo el
organismo, pero particularmente en el cuello, la cavidad tordxica, las axilas, el tronco, las ingles, la region
poplitea y la cavidad peritoneal. Los ganglios linfoides se conectan a otros ganglios a través de los vasos
linfdticos, la mayoria de los antigenos llega a los ganglios linfdticos, acarreados por la sangre y la linfa;
aquellos que penetran por la piel son capturados por las células dendriticas y de Langerhans (fagociticas)
las que los transportan a los ganglios linfdticos regionales donde son procesados y presentados a los
linfocitos Ty B (2).
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Fig 40. A) El sistema ganglionar linfdtico. B) Esquema del ganglio linfdtico.
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El Tejido Linfoide Asociado a Mucosas: ademds de los drganos linfoides sélidos, estd el tejido linfoide no
encapsulado asociado a las mucosas. Este tejido se encuentra localizado en la membrana basal de las
mucosas respiratoria, digestiva, genitourinaria, las amigdalas, como en el caso de las placas de Peyer que
se encuentran en el ileon del intestino delgado, el epitelio intestinal que recubre las placas de Peyer es un
epitelio especializado, que permite el transporte de los antigenos hacia el tejido linfoide. Esta misién es
llevada a cabo por ciertas células epiteliales, denominadas células M estas células contienen profundas
invaginaciones de la membrana plasmdtica, que forman invaginaciones en las que se alojan linfocitos By T,
células dendriticas y macréfagos. Los antigenos y los microorganismos entran por estas invaginaciones
hacia el tejido linfoide mucoso organizado subyacente al epitelio (2).

B) Corte transversal de las placas de Peyer.

Fig 41. A) Placas de Pey

enterocito linfocitos By T

celula dendritica B
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Los Organos Linfoides Terciaros.

Los linfocitos efectores-memoria se extravasan en tejidos linfoides terciarios (tejidos donde se produce
la respuesta inmunitaria) especialmente si estdn inflamados. Los mediadores liberados en procesos
inflamatorios localizados también actlan sobre otros drganos diana distintos del que es origen de la
inflamacién. La accién de estos mediadores provoca la respuesta de fase aguda. Los inductores de las
respuestas sintéticas a la inflamacién son citocinas proinflamatorias como el TNFa, la Interleucina-1, la
Interleucina-6 y la Interleucina-8 y el TGFpB. Estos mediadores tienen efectos sobre el higado, la médula
dsea, hipéfisis, tejidos musculares y adiposos.

El proceso inflamatorio consiste esencialmente en la extravasacion de liquido y células (polimorfonucleares,
linfocitos y monocitos) hacia un sitio definido, en donde ocurre, en mayor o menor grado, lisis de células y
destruccion de componentes de la matriz extracelular. De acuerdo a su comportamiento temporal, la
inflamacién puede ser aguda o crénica; en la primera, el infiltrado inflamatorio es a base principalmente de
leucocitos polimorfonucleares neutréfilos, en tanto que en la segunda las células del infiltrado son
principalmente linfocitos y monocitos/macréfagos; cuando este tipo de inflamacién es de muy larga
duracidn, el tejido afectado puede adquirir algunas caracteristicas del tejido linfoide, principalmente la
presencia de nddulos linfdticos y vasos sanguineos con endotelio cuboidal ("6rganos linfoides terciarios").

Fig 42. El proceso inflamatorio.
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Procezo de migracidn de un leucocite del torrente zanguines hacia un foco
inflamatorio.

La extravasacién de leucocitos hacia sitios de inflamacion es un proceso en el que participan en forma
concertada y secuencial diversas moléculas de adhesion. De hecho, se menciona que este proceso es un
fenémeno en cascada, en donde es necesario que los eventos iniciales ocurran para que los que les siguen
puedan suceder. En la actualidad se ha determinado que el proceso de extravasacion de leucocitos incluye a
las siguientes etapas: 1) interaccién inicial leucocito endotelio; 2) rodamiento de leucocitos sobre el
endotelio; 3) activacién leucocitaria; 4) adhesién firme al endotelio, y: 5) migracién transendotelial.

La grdfica indica la cantidad y el orden de migracion de los linfocitos durante la inflamacidn.
(ver figura 43).

65



Fig 43. Grdfica del orden de migracidn de los leucocitos.
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El Higado.

Lesiones alterativas predominantemente centrolobulillares: cuerpos acidéfilos (necrosis celular aislada de
coagulacion), balonizacion (degeneracidn vesicular hidrépica), necrosis litica (necrolisis precoz); la trama
reticular del higado estd conservada. Los mecanismos por los que se produce la lesién de los hepatocitos ho
han sido aclarados: probablemente son de tipo inmunolégico. (ver figura 44-B).

Infiltrado inflamatorio: hay infiltracién linfo-histiocitaria en todos los espacios porta, e infiltracién en el
lobulillo, que puede ser difusa 6 focal. El curso de infecciones sistémicas, también afectan al higado. Por
ejemplo, citomegalovirus, herpes viridae, mononucleosis infecciosa.

Corte histoldgico a mediano aumento que muestra la distorsion del reticulo hepdtico, debido a la ausencia
de hepatocitos en las trabéculas. Sélo se reconocen nicleos de células endoteliales, células de Kupffer y
linfocitos (tincion de reticulina-Van Gieson). (ver figura 44-B).

Fig 44. A) Esquema del higado.
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Necrosis en puente. Corte a mediano aumento que muestra hepatocitos tumefactos. En la franja
horizontal del medio se observa ausencia de hepatocitos (consecuencia de necrosis "litica"). En dicha drea

se observa infiltracién por linfocitos y las fibrillas celestes indican un leve grado de colapso del reticulo.
(ver figura 45).
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Fig 45. Biopsia de necrosis en puente.
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En esta prdctica solo se utilizaran el timo, bazo y placas de Peyer extraidas de ratén y una muestra de
sangre humana una vez macerados los drganos se realizaran los lavados celulares y serdn resuspendidos en
SSF serdn formados en una suspension se mezclara con azul de tripan, de la muestra de sangre se
obtendran los linfocitos por centrifugacién de gradiente de Ficoll-Hypaque, el Ficoll es un polisacdrido que
produce la aglutinacion de los eritrocitos logrando que estos sedimenten mds rdpidamente y el Hypaque es
una sustancia densa que, diluida apropiadamente, confiere a la mezcla de la densidad requerida para la
separacién. El aislamiento de las células mononucleares se realiza teniendo en cuenta la diferencia de
densidades que existe entre los elementos de la sangre. Los eritrocitos y los granulocitos poseen una baja
densidad mayor a 1.077g/ml y por lo tanto se ubicardn por debajo de la capa del gradiente de esa densidad
mientras que los monocitos, linfocitos y las plaquetas al ser menos densos, flotaran por encima.

Las plaquetas serdn separadas de las células mononucleares por medio de lavados sucesivos o por
centrifugacion a través de un gradiente de suero fetal bovino, que permite que las células mononucleares lo
sedimenten. Una vez separados los linfocitos y lavados. La suspensién se mezcla con azul de tripan. El azul
de tripan es un colorante de gran peso molecular que sélo es capaz de entrar, en las células que tienen
membrana alterada. Por lo tanto una célula viva en perfecto estado se observara incolora mientras que una
célula muerta o

muy alterada se observara azul. De este modo se podrd determinar la viabilidad celular, es decir la
relacion de células vivas y células muertas en la cdmara de Neubauer (1).

MATERIAL. REACTIVOS.
Mango para Bisturi. 8 g de Cloruro de sodio NaCl.
1 gradilla. 0.2 g de Fosfato de potasio monobdsico KH2PO4.
10 tubos de ensaye de 13x100. 2.9 g de Fosfato de potasio dibdsico dodedeca
3 pipetas Pasteur. hidratado Na2HPO4 *12H20.
3 coladeras. 0.2 g de Cloruro de potasio KClI.
3 émbolos de jeringa. Disueltos en H20 suficiente para 1 litro de PBS.
2 cajas Petri. 15 ml de Ficoll-Hypaque. (reactivo comercial).
2 pipetas de 2 ml. 1 ml de azul de tripan.
Pinzas de diseccion. SSF.
Cdmara de Neubauer.

Microscopio.
Tubo vacutainer con EDTA con aguja.
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Fig 46. Diagrama de flujo de la anatomia del sistema inmunitario.

Hacer la diseccién de los 6rganos:
bazo, timo y placas de Peyer.

|

Macerar por separado los érganos.

v

Lavar 2 veces con SSF.

'

Resuspender en 2 ml de SSF.

Mezclar una gota de suspension
y una gota de azul de tripan.

Obtener muestra de sangre humana
periférica con 2 ml con EDTA.

v

Estatificar con 2 ml de Ficoll-

Hypaque.
v

Centrifugar a 400 x g 6 1500 rpm

por 30 min.

Separar la capa de linfocitos.

v

Lavar 2 veces con SSF.

!

Resuspender en 3 ml de SSF.

v

Mezclar una gota de suspension
y una gota de azul de tripan.

de Neubauer.

L p| Contar a 40 x en cdmara |¢
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METODOLOGIA DE LA TECNICA !2.

I Obtencion de linfocitos por gradiente de densidad.
1. Colocar 3 ml de Ficoll-Hypaque en un tubo de \ ¢ 1 '
ensaye. sangre }lﬁ = l plasma dituido
2. Obtener 2 ml de sangre con anticoagulante. diliday | I
3. Estratificar la sangre sobre el Ficoll-Hypaque, no | desfibrinada | =, | > “‘“‘\ i
_ @] centrifugacion [ Ficoll
mezclar. @qe Isopaque
4. Centrifugar a 400 x g 6 1500 rpm por 30 min. i ‘ | . p—
5. Separar la capa de linfocitos. Hopae i
6. Lavar 2 veces con SSF.
7. resuspender en 2 ml de SSF.
8. Mezclar una gota de la suspensién y una gota de
azul de tripan.
9. Contar a 40 x en cdmara de Neubauer.
10. Al observar en los 4 cuadros de Neubauer ver los
linfocitos vivos y los que se tifieron azules
muertos por diferente color para determinar la
viabilidad.
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II. Obtencion de linfocitos por diseccion de los 6rganos linfoides.
1. Realizar la diseccion del ratén y obtener los
siguientes érganos, bazo, timo y Placas de Peyer. o
2. Macerar el bazo, en una coladera, con el émbolo
de una jeringa, agregar 16 2 ml de SSF.
3. Realizar lo mismo con el timo y las Placas de Peyer.
4. Lavar 2 veces con SSF.
5. Resuspender en 1 ml de SSF.
6. Mezclar una gota de la suspensién y una gota de BAZO
azul de tripan.
7. Contar a 40x en cdmara de Neubauer. S
8. De la misma forma determinar la viabilidad.
PRECAUCIONES EN LA TECNICA .
1. Realizar con cuidado la diseccién del ratén de lo contrario hay irrigacion de la sangre y se pierden de

2.

vista los érganos linfoides.

Fig 47. Irrigacion de la sangre en la diseccion accidental en el ratén.
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Una vez hecha la diseccidn del ratén localizar
los érganos linfoides principalmente el timo
que es muy pequefio y al extraerlo debe ser
con sumo cuidado por que si hay sangrado del
corazon se pierde el érgano y dificilmente se
distingue.

Una vez obtenidos el timo, bazo y placas de
Peyer colocarlos en una caja Pefri y no
ponerlos en un papel por que se empiezan a
pegar las células en el papel y se pierden
linfocitos.

T
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Macerarlos con cuidado.

Realizar los lavados de los érganos con SSF
con la cantidad indicada si hay exceso se
pueden fragmentar las células.

En la muestra de sangre al vertirla, los 2 ml
de muestra en los 3 ml de Ficoll-Hypaque no
mezclar por que se rompe el gradiente.
Separar la capa de linfocitos del Ficoll-
Hypaque con sumo cuidado procurando
recuperar la mayoria de células.
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Cuadro 24. Riesgo de los reactivos de la prdctica No 8.
Fosfato de
Cloruro de FOSme. de P.OT’ClS‘fIO Cloruro de Azul de
sodio Potasio dibdsico sodio tripan
' monobdsico. dodedeca ' '
hidratado.
SALUD 1 0 1 0 1
INFLAMABILIDAD 0 0 0 0 1
REACTIVIDAD 0 0 1 0 1
CONTACTO 1 1 2 1 1
EPP A A A A A
ALMACENAJE VERDE VERDE VERDE VERDE VERDE
RESULTADOS.

1. Se realiza el conteo de células vivas y células muertas en forma individual por cada campo, por cada
organo y la muestra de sangre para determinar el total del nimero de células vivas y el nimero de
células muertas de cada 6rgano y la muestra de sangre.

Cuadro 25. Resultados del conteo celular del timo.
CAMPO 1 2 3 4 TOTAL
No de células vivas.
No de células muertas.

Cuadro 26. Resultados del conteo celular del bazo.
CAMPO 1 2 3 4 TOTAL

No de células vivas.
No de células muertas.

Cuadro 27. Resultados del conteo celular de las placas de Peyer.
CAMPO 1 2 3 4 TOTAL

No de células vivas.
No de células muertas.

Cuadro 28. Resultados del conteo celular de la muestra de sangre.
CAMPO 1 2 3 4 TOTAL

No de células vivas.
No de células muertas.




RESULTADOS.

2. Se procede a calcular el No de células/mm?® de suspensién de cada érgano y la muestra:

dilucién del azul de tripan x 10
= Factor de dilucién X total de células vivas = No de células/mm? de suspensién.

4
3. Calcular el No de células/ml de suspensidn:

4. Determinar la viabilidad de células de cada érgano y la muestra en porcentaje.

Total de células vivas

x 100 = % de viabilidad.

No de células vivas + No de células muertas

BIBLIOGRAFIA.

1. AGUILAR TORRENTA FAVIOLA 2001. Manual del Curso Practico de Inmunologia, 1* edicién, Editorial
ENCB IPN, México DF, 204 pp.

2. ROITT, IVAN. 2000. Inmunologia, 5% edicién. Harcourt editions. Madrid, Espaiia. 423 pp.
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PRACTICA No 9
ELISA.

INMUNO ENSAYO ENZIMATICO.

Objetivos:

Conocer el método de ELISA y las caracteristicas que presenta asi como la reaccion de Ag-Ac que se da en
dicho proceso.

Poder diagnésticar la inmunidad humoral de un paciente a través del inmuno ensayo enzimdtico para saber
si padecié enfermedades tales como sarampion y hepatitis C.

INTRODUCCION.
Los términos que describen los procedimientos de inmunoandlisis ligados a enzimas son inmuno andlisis
enzimdticos (EIA), andlisis inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) o inmuno ensayo enzimdtico, que es
una técnica en la cual uno de los reactantes, el anticuerpo o el antigeno se fija en un soporte sélido antes
de su interaccidn con el reactante complementario son un anticuerpo conjugado y un substrato-cromdgeno
es el que indica y detecta la presencia del reactante a analizar virando a un color (2).

Pruebas inmuno enzimdticas (ELISA o EIA), (enzyme-linked-immuno-sorbent-assay), descritos hace 25
afios, se basan en dos fendmenos bioldgicos importantes:
1.- la elevada especificidad de los Ac.
2.- la alta actividad de algunas enzimas usadas en este tipo de ensayos, lo que permite la
amplificacién de la sefial generada por la muestra.

Independientemente de los esquemas experimentales empleados, los ELISA comprenden dos etapas
generales:

1.- la reaccién de un inmunorreactante con un Ag o Ac.

2.- la deteccidn de ese inmunorreactante mediante la utilizacién de un conjugado enzimdtico.

La sencillez de ELISA, sumada a la potencialidad de los Ac monoclonales (AcMo) hace que dia a dia se vayan
imponiendo sobre métodos tales como aquellos basados en la utilizacién de un trazador radiactivo
(radioinmunoandlisis) RIA, un trazador emisor de luz (quimioluminiscencia) o un trazador fluorescente
(fluorografia). La gran ventaja de ELISA sobre otros métodos reside en que no requiere un equipamiento
demasiado sofisticado para su implementacién en el laboratorio (2).

Clasificacion de las pruebas inmuno enzimdticas:

Las pruebas inmuno enzimdticas pueden clasificarse en:
a) Homogéneas.
b) Heterogéneas.

Las primeras se realizan exclusivamente en fase liquida, mientras que en los segundas se emplea un soporte
sélido para inmovilizar a uno de los inmunorreactantes. Por cuestiones de sencillez y aplicabilidad general,
solo nos dedicaremos a la descripcién de las pruebas heterogéneas (2).
Las pruebas heterogéneas pueden clasificarse en 2 tipos:

1)  Amplificacién y de actividad.

2) Modulaciény de actividad.
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Fig 48. A) ELISA de amplificacién de actividad. B) ELISA de modulacidn competitiva.
8 labeled Ab’s 8 unlabelled Ab's
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En los inmuno andlisis enzimdticos de amplificacién de actividad o no competitivas (2).

Se emplea un gran exceso de inmunorreactante con el objeto de tener sefial mdxima debida de la presencia
del compuesto al ser dosificado. De acuerdo a la ley de accién de masas, un exceso de inmunorreactante
permite detectar niveles muy bajos del analito que se quiere determinar. Estos ELISA se subdividen de
acuerdo a la molécula inmovilizada de la fase sélida. La inmovilizacion del Ag para detectar Ac es un
sistema que tiene una alta detectabilidad debido a que varias moléculas del conjugado enzimdtico, que en
este caso son Ac anti-Ig marcados con la enzima pueden unirse a cada molécula de Ac que reacciono con el
Ag inmovilizado. Este efecto se traduce en una gran amplificacién de la sefial. Mediante la utilizacién de
métodos de puenteo inmunoldgico (con Ac anti-Ig) o nho inmunoldgico (con el sistema avidina-biotina o
proteina A) es posible aumentar adn mds la detectabilidad. Otro sistema de amplificacién de actividad es el
ELISA de captura, en el que se inmovilizan un Ac (Ac de captura), se captura Ag y se revela su presencia
con un conjugado enzimdtico anti-Ag. Este sistema se emplea para la cuantificacion de Ag o para la
deteccion de Ac contra el Ag capturado. En general, es deseable que el conjugado enzimdtico y el Ac
inmovilizado provengan de la misma especie para evitar interferencias en el sistema originadas por reaccién
cruzada del conjugado con el Ac de captura (2).

En el inmuno andlisis enzimdtico de modulacién de actividades competitivas (fig. 48 B) se modula la
actividad del conjugado enzimdtico por competicién con el analito. Menores cantidades del conjugado
enzimdtico permiten obtener una detectabilidad mayor, ya que pequefias cantidades del competidor tienen
un gran impacto sobre la actividad enzimdtica detectada en la fase sdlida. Segln este método, el Ac que se
va a dosificar se mezcla con una cantidad determinada de Ac marcado con la enzima, en condiciones en que
haya competencia entre el Ac a dosificar y el Ac marcado, por un numero limitado de sitios del Ag
inmovilizado sobre la fase sélida. Cuando no hay Ac que dosificar, la actividad enzimdtica es la mds elevada,
pero cuando mayor es la cantidad de Ac, menos Ac marcado se combina con el Ag inmovilizado y la actividad
enzimdtica es menos elevada. Por tanto, la actividad enzimdtica es inversamente proporcional a la cantidad
de Ac que se va a dosificar (2).

Existen 2 disefios generales de ensayos de modulacién de actividad: en uno de ellos, el ligando marcado con
enzima y el ligando sin marcar que se quiere cuantificar se incuban simultdneamente en el sistema: en el
otro disefio, el ligando no marcado a ser cuantificado se incuba en una primera etapa y en una segunda
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etapa se incuba con el ligando marcado enzimaticamente, el que reaccionard con los sitios no ocupados por
el ligando que reacciono en la primera etapa (2).

Independientemente de estos 2 disefios generales, en ELISA de modulacién de actividad se puede
inmovilizar el Ac en la fase sélida y agregar el Ag marcado con la enzima (2).

Fig 49. A) ELISA de modulacién con Ag marcado. B) ELISA de modulacién con Ac marcado.
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A
C) ELISA de modulacidn con Ac anti-Ig marcado para detectar Ac anti-Ag.
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Se observara una disminucién de la actividad enzimdtica a medida que se compite con cantidades
crecientes de Ag libre presente en una solucion patrén de Ag o en una muestra problema, siendo la
concentracion de producto coloreado formado inversamente proporcional a la concentracion de Ag libre (2).

Alternativamente (Fig 49-B) es posible inmovilizar el Ag y usar Ac anti-Ag marcados con enzima. En este
caso se realiza una competicién de la union de estos Ac al Ag inmovilizado, por medio de Ag libre presente
en una solucién patrén o en una muestra problema. Como consecuencia de esta competicién, la actividad
enzimdtica detectable disminuye a medida que se emplean concentraciones crecientes de Ag libre (2).

Una tercera variante (fig. 49-C) es usar el sistema descrito en el parrafo anterior con la diferencia de que
se emplean Ac anti-Ag sin marca enzimdtica y en una etapa siguiente agregar un conjugado anti-Ig marcado
con la enzima. Este ensayo es de modulacion y amplificacion de actividad y tiene la ventaja de que permite
aumentar la detectabilidad del sistema (2).
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Sistemas alternativos de reconocimiento.

La avidina es una proteina de la clara de huevo y la estreptavidina es una proteina producida por ciertas
levaduras. Ambas se caracterizan por su elevada afinidad por biotina (Ka = 10°M™). Debido a que la biotina
es fdcilmente aceptable a distintas proteinas (entre ellas, Ac y enzimas) por unién covalente sin afectar su
actividad bioldgica, se han desarrollado métodos inmunoenzimaticos basados en la interaccion avidina-
biotina.

Fig 50. ELISA Sistema avidina-biotina.
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ANTICUERPO CON BIOTINA

ANTIGENO

La biotinilacion se produce por reaccién del grupo carboxilo de la biotina con grupos -NH2 de residuos de
lisina de las proteinas. En general se preparan esteres de biotina con grupos quimicos separadores
(specers) que permiten el residuo de biotina quede en una zona extrema de la molécula, accesible para la
reaccion posterior con la avidina (2).

Proteina A.
Es una proteina de la pared de Staphylococus aureus (cepa Cowan I) que tiene alta afinidad (Ka = 10°M7)
por fragmentos Fc de algunos isétopos de las Ig, tiene 4 sitios de unién pero usualmente sélo reaccionan
dos. Estas propiedades permitieron el desarrollo de diversos tipos de ensayos inmuno enzimdticos con
proteina A.

Fig 51. Sistema ELISA con proteina A.

O QO 0 i &

PROTEINA A Ac SERICO ANTIGENO

. [
L] L i-a
Ac MARCADO CON ENZIMA l“-J "-“j -

ELISA PROTEINA A

75



Fig 52. Sistema ELISA con proteina A inmovilizada.
CONJUGADO PROTEINA A ENZIMA

ANTICVERPO SER IEO—F; ”H

ANTIGENO INMOVILIZADO — 0 0 0 0

ELISA DE CAPTURA:
Los sistemas de ELISA de captura tienen gran utilidad para la deteccion de Ac de distintas clases y
subclases especificos de Ag. En la prdctica este método se aplica para la determinacién de IgM especifica.

Fig 53. ELISA de captura.
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Lo que es particularmente (til para diferenciar infecciones agudas crénicas. El sistema desarrollado para la
determinacion de IgM especifica (o de Ac de distintas clases o subclases) consiste en inmovilizar Ac anti-
clase o subclase de la inmunoglobulina que se desea determinar. Esto permite capturar todas las Ig séricas
de clase o subclase del suero problema. Posteriormente el sistema se enfrenta contra el Ag especifico. Si
en el suero habian Ac-Ag-especificos de la clase o subclase, el Ag serd capturado. Finalmente, sélo resta
poner en evidencia la presencia del Ag capturado en la fase sdlida (2).

En la presente prdctica se realizara ELISA indirecta consiste en buscar Ac contra Ag conocidos, los pozos
se recubren con el Ag, después se lavan y se tratan con proteina bloqueadora irrelevante y luego se incuban
en el suero problema. Los Ac, retenidos por el Ag se detectan por adicién de un segundo Ac conjugado a
una enzima, que después se revela adicionando el substrato y un cromdgeno. El resultado de la reaccidn es
la formacion de un producto coloreado soluble, se realiza para diagnésticar sarampion y hepatitis € (1,3).
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MATERIAL.
Tira de micropozos sensibilizados.
Con Ag de sarampidn.
Con Ag de hepatitis C.
Tubo sin anticoagulante
Micropipetas de:
5-50 pl.
40-200 pl.
200-1000 pl.
Puntas para micropipetas.

REACTIVOS.

Equipo para diagnosticar sarampion.
Equipo para diagnosticar hepatitis C.

Fig 54. Diagrama de flujo de ELISA.

Sarampion.

\ 4

Obtener suero.

Realizar la secuencia del método
como indica la técnica.

l

Exclusivamente para el
diagndstico sarampion.

Hepatitis C.

\ 4

Realizar la secuencia del método
como indica la técnica.

l

Exclusivamente para el
diagndstico hepatitis C.
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METODOLOGEA DE LA TECNICA !3.
ELISA PARA DIAGNOSTICAR SARAMPION.
(SE DETECTAN ANTICUERPOS IgM.)

1. Enun tubo de ensayo diluir el suero 1:40 (5 pl de
suero con 195 pl del diluyente), mezclar. En otro
tubo mezclar 150 pl de suero diluido y 150 pl de
solucién absorbente, incubar 20 min a
temperatura ambiente.

2. Colocar 100 pl de suero inactivado y absorbido a
un pozo Ay un pozo C. Agitar suavemente 15 seg.
Incubar 20 min a temperatura ambiente.

3. Vaciar el contenido en recipiente con cloro,
sacudir contra papel absorbente.

4. Lavar 3 veces con 300 pl de la solucién de lavado,
vaciar el contenido.

&
A

1) Antigzno

e

= 2) Blogueadaor

= -
=

Lawado

v

5. Agregar 100 pl del conjugado a cada pozo. Agitar
suavemente 15 seg, incubar 20 min a temperatura
ambiente.

6. Vaciar el contenido en recipiente con cloro,
sacudir contra papel absorbente.

7. Lavar 3 veces con 300 pl de la solucién de lavado,
vaciar el contenido.

»

4} Ac conjugado
L]

Ae<

8. Agregar 50 pl de los substratos Ay B a cada
pozo.

9. Agitar suavemente 15 seg. Incubar 10 min en la
oscuridad.
10. Agregar 50 ul de la solucién de paro a cada pozo.
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11. La interpretacidn se lee de color amarillo indica prueba de ELISA (+) si es incolora (-).

Fig 55. Resultado de la prueba de ELISA para sarampién.

METODOLOGIA DE LA TECNICA '3
ELISA PARA DIAGNOSTICAR HEPATITIS C.
(SE DETECTAN ANTICUERPOS IgG.)

A 1] Antigeno = 2) Blogueador
“. _“‘l .»—-f:' T

w

1. Colocar en un pozo 200 pl de diluyente de
muestra y 10 ul de suero, mezclar suavemente bl _—
durante 10 seg, incubar 30 min a 37 °C.

2. Vaciar el contenido en recipiente con cloro, o

. 3} Suero prablerma

sacudir contra papel absorbente. YA =

3. Lavar 5 veces con 300 pl de la solucién de lavado,
vaciar el contenido.

4. Agregar a cada pozo 60 pl (1 gota) del conjugado.
Mezclar durante 10 seg, incubar por 30 min a
37 °C.

5. Vaciar el contenido en recipiente con cloro,
sacudir contra papel absorbente.

6. Lavar 5 veces con 300 pul de la solucién de lavado,
vaciar el contenido.

7. Agregar 50 ul (1 gota) de los substratos Ay B a
cada pozo.
8. Incubar 30 min a temperatura ambiente.
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9. Agregar 50 pl (1 gota) de la solucién de paro.

.

10. La interpretacién se lee de color amarillo indica prueba de ELISA (+) si es incolora (-)

Fig 56. Resultado de la prueba de E

LISA para hepatitis C.

1 Bl

PRECAUCIONES EN LA TECNICA .

1. Realizar correctamente las diluciones en el
suero.

2. Realizar de manera correcta la absorcién del
suero problema con el antigeno.

3. Escurrir la placa enérgicamente para eliminar
los restos de soluciones.

4. Realizar los lavados como indica cada técnica
de ELISA las veces que se necesiten para
quitar impurezas que interfieran y den falsos
(+) 6 ().

5. Colocar la cantidad indicada de sustratos
recién preparados.

6. Agregar la solucion de paro como indica la
técnica con el mismo orden como se fueron
llenando los pozos.

7. Toda la técnica de ELISA se debe realizar
con estas precauciones si no las lecturas de la
prueba dan resultados erréneos y se tendrdn
que repetir.

8. Tener cuidado al manipular antigenos

absorbentes por que son haptenos patégenos
a la salud como:

Ag de VIH.

Ag de Sarampién.

Ag de Hepatitis C.

Ag de Triquinella spiralis.
Para manipular los antigenos para prueba de
ELISA utilizar guantes.
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RESULTADOS.

Si se cuenta con un lector de ELISA el resultado (+) se asignara a la lectura mayor del valor de la densidad
optica en caso de no contar con el lector de ELISA serd la lectura de manera visual.

Cuadro 29. Tabla de resultados de pruebas de ELISAS de sarampién y hepatitis C.
Equipo. Sarampion. Hepatitis C.
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PRACTICA No 10
ELECTROFORESIS E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Objetivo:

Realizar la separacion de un Ag sometiéndolo a un campo eléctrico utilizando como soporte un gel de
poliacrilamida.

Transferir las proteinas del gel hacia un papel de nitrocelulosa, con ayuda de un campo eléctrico, en cdmara
hdmeda.

Realizar el reconocimiento de los antigenos, en el papel de nitrocelulosa, por medio de anticuerpos de
sueros de pacientes y su posterior revelado con el uso de conjugados, sustratos y cromégenos.

INTRODUCCION.

ELECTROFORESIS: Es un tamizado molecular a través de un gel de corrida. El famafio del poro del gel
desempeiia un papel fundamental. En algunos geles, como los de agarosa, los poros son suficientemente
grandes como para ho retener a la mayoria de las moléculas proteinicas que migran, por lo que aqui la
separacion dependerd fundamentalmente de la carga neta de éstas. Ademds, dado que se trata de un
producto natural, sus poros no son homogéneos, en el caso de los geles de poliacrilamida pueden
conseguirse poros de diferentes didmetros segun las condiciones de la polimerizacién; como consecuencia,
para un gel de determinado poro, el tamafio molecular y la carga neta serdn los factores determinantes de
la separacién de las moléculas de una mezcla (1).

Los geles de poliacrilamida resultan de la polimerizacién, en largas cadenas, de acrilamida monomérica
(CH2=CH-CO-NH2) y de su entrecruzamiento con N-N-metilen bisacrilamida
(CH2:=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2), desighada bisacrilamida. El poro del gel formado dependerd de las
concentraciones relativas de ambos reactivos, durante la polimerizacién. La polimerizacion de la acrilamida
necesita de un iniciador del proceso. Los mds cominmente usados son el persulfato de amonio y la
riboflavina. Se afiade, ademds, como catalizador, NN,N' N'-tetrametil etilendiamina (TEMED). En el
sistema persulfato de amonio-TEMED, este (ltimo cataliza la formacion de radicales libres a partir del
persulfato, lo que en definitiva inicia la polimerizacién. En este mecanismo interviene la base libre TEMED,
por lo que la acidificacién retarda la polimerizacion. Cuando se usa riboflavina, se requiere luz para iniciar
la polimerizacién; ésta origina radicales libres mediante la fotodescompocion de la riboflavina. El oxigeno
inhibe la polimerizacidn; por lo que los reactivos a emplear deban ser previamente desgasificados (1).

El tamaio del poro del gel decrece a medida que la concentracion de acrilamida total aumenta. Para una
determinada concentracion monomérica, el tamafio del poro dependerd del entrecruzamiento producido.
Experimentalmente, la electroforesis en gel de poliacrilamida puede efectuarse en tubos 6 en placas. En el
primer caso se utiliza un cilindro de gel para cada muestra a analizar mientras que cuando se emplean
placas, pueden correrse en forma simultdnea, varias muestras. Este procedimiento resulta (til para separar
proteinas de una mezcla, las que pueden ser aisladas cortando el gel y posteriormente eluidas. Si bien las
cantidades recuperadas son pequefias, muchas veces son suficientes para el andlisis de algunas de sus
propiedades o para usarlas como inmunogenos (1).

La electroforesis en geles de poliacrilamida puede desarrollarse también usando soluciones amortiguadoras
que contengan sustancias disociantes, en especial detergentes idnicos. Una de las mds usadas es el
dodecilsulfato de sodio (SDS). Las proteinas a analizar son hervidas a 100 °C en presencia de un exceso de
SDS y 2-mercaptoetanol. En esas condiciones el tiol rompe los puentes disulfuro que pudieran existir y el
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agente desnaturalizante hace que la proteina se desdoble en sus polipéptidos constitutivos, los que fijan
SDS en una relacidn constante (1.4 g de SDS por g de polipéptido). A causa de ello la carga intrinseca del
péptido se hace insignificante ante el exceso de carga negativa del SDS; como consecuencia, la carga de
todas las moléculas serd prdcticamente idéntica. Por lo que su desplazamiento en un campo eléctrico, en un
gel de determinada porosidad, dependerd exclusivamente de su tamafio molecular. Este método, conocido
como electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS o SDS-PAGE, permite por comparacion
con sustancias de peso molecular conocido que corren simultdneamente, determinar el peso molecular
relativo de los productos en andlisis. La electroforesis se utiliza en forma rutinaria para este fin y para
ello se necesitan pequefias cantidades de muestra (1).

La electroforesis en gel de poliacrilamida puede desarrollarse usando sistema de amortiguadores continuos
o discontinuos. En el primer caso, los iones que constituyen la solucion amortiguadora durante todo el
recorrido de la muestra (gel separador) son los mismos y el pH es constante. En algunas situaciones sélo
puede variar la concentracién idnica en los vasos de contencion o tanques. Cuando se usan estos sistemas,
las muestras a analizar se siembran directamente en el gel separador. En los sistemas discontinuos, la
solucion amortiguadora de los geles y el de los tanques de los electrodos son diferentes. Normalmente el
pH de ambas soluciones amortiguadoras es diferente. Las muestras a analizar se colocan en un gel de poro
grueso (gel concentrador) con la solucion amortiguadora Triz-HCI, con pH de 6.8, que se ha hecho
polimerizar sobre el gel separador (pH de 8.8). La soluciéon amortiguadora del recipiente que contiene el
cdtodo es Triz-glicina con pH de 8.3. Ello permite que volimenes apreciables de muestras diluidas de
proteinas puedan ser analizadas, ya que al ser sembrados en un gel de este tipo en el que los iones y el pH
de las soluciones amortiguadoras son diferentes, las moléculas se desplazaran a través del gel y se
concentraran en una zona estrecha, en el limite correspondiente al gel separador, previo a su separacién en
éste (1).

Al pH del gel concentrador y de la muestra (pH de 6.8), la glicina que forma parte de la solucién
amortiguadora del tanque catédico estd muy poco disociada, ya que estd muy proximo a su pKa, por lo que
su movilidad en el campo eléctrico serd reducida. Los iones cloruro, en cambio, a ese pH tendrdn una mayor
movilidad, dado su grado de disociacion y la movilidad de las proteinas ocupard una posicidn intermedia. Al
aplicarse un voltaje los iones cloruro migrardn alejdndose de la glicina, dejando tras ellos una zona de
menor conductividad, que es inversamente proporcional al campo de fuerza, esta zona genera un gradiente
de mayor voltaje, que acelera la migracién de la glicina hacia esta zona, aproximdndose a los iones cloruro, y
creando un estado de uniformidad en él que los productos de movilidad y gradiente de pH de ambos iones
son iguales. Estos se mueven ahora a la misma velocidad, con un estrecho margen de separacién entre ellos.
Mientras se desplazan a través de la muestra y del gel concentrador, un gradiente de bajo voltaje se
mueve antes que ellos y ofro de alto voltaje, después. Cualquier proteina que se mueva por delante de la
banda iénica es rdpidamente atrapada ya que su movilidad es menor a la de los iones cloruro, pero mayor
que la de la glicina (1).

Como consecuencia, la proteina, es concentrada en una banda delgada. Las diferentes proteinas se irdn
apilando, unas sobre otras, en una banda delgada por detrds de los iones cloruro y por delante de la glicina,
acumuldndose finalmente en el limite del gel separador. En este momento al aumentar el pH del gel
separador: pH de 8.8, la glicina incrementa su disociacién y su movilidad efectiva sobrepasa a la proteina y
migra junto a los iones cloruro. Al mismo tiempo, al disminuir el tamafio del poro del gel, las moléculas
proteinicas se movilizaran en una zona uniforme de gradiente de voltaje y pH, pero con un desplazamiento
regulado por sus respectivas cargas y famafios moleculares, lo que hace posible la separacion de diferentes
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especies moleculares dentro de una mezcla. En el caso del SDS-PAGE, la carga neta de las diferentes
moléculas es prdcticamente la misma, por lo que la separacién serd sélo por tamafio molecular (1).

TINCION CON AZUL DE COOMASSIE: este colorante permite detectar de 0.2 a 0.5 mg de cualquier
proteina en una banda fina. Dado que el colorante es preparado en una solucion con dcido acético, la fijacion
de las proteinas y su coloracidn ocurren en el mismo momento (1).

Fig 57. Tincion con azul de Coomassie de geles SDS-PAGE.
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA: Es la transferencia de componentes separados mediante
electroforesis a otro en el que los componentes pudieran tener una unién mds firme al soporte, como lo son
las membranas de nitrato de celulosa. En este caso la transferencia se hace por simple contacto del gel de
agarosa, en el que se ha realizado la separacion electroforética, con la membrana de nitrato de celulosa.
Los productos fijados a ella se identifican por tincién directa (1).

Poco tiempo después fue descrita, para sustancias antigénicas, una técnica similar a la anterior en la que
los componentes de una mezcla, separados por SDS-PAGE, son transferidas a las membranas de nitrato de
celulosa mediante el paso de corriente eléctrica, a un pH elevado. Como consecuencia, las moléculas
proteinicas se movilizan y contactan con la membrana de nitrato de celulosa, donde se fijan. Las moléculas
antigénicas transferidas son identificadas por interaccién con anticuerpos especificos. Los complejos Ag-
Ac formados pueden ser identificados desarrollando, sobre el complejo formado, una reaccion colorida
semejante a ELISA. La identificacion de antigenos, en la forma descrita, se denomina
inmunoelectrotransferencia (1).

En cuanto a las membranas empleadas hay varios tipos, aunque la de nitrocelulosa es la mds utilizada. La
union de los antigenos a la nitrocelulosa se debe fundamentalmente a interacciones de tipo hidrofdbico. Las
membranas de nitrocelulosa de un tamafio de poro de 0.45 um es la mds empleada para la mayoria de los
propésitos, aunque polipéptidos de bajo PM pueden traspasarla sin unirse, lo que puede ser solucionado con
membranas de 0.1 um de poro. Una desventaja de la nitrocelulosa es su baja capacidad de unidn, cerca de
80 ug/cm? (1).
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Fig 58. Bandas de precipitacion en papel de nitrocelulosa.
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En cuanto las soluciones amortiguadoras para la transferencia, la mds utilizada contiene 25 mM de trizma
base, 192 mM de glicina a un pH de 8.3, el agregado de metanol previene el hinchamiento del gel durante la
transferencia y aumenta la union de las proteinas a la membrana, aunque reduce la eficiencia de elusién de
las proteinas del gel (1).

Si las moléculas transferidas van a ser identificadas con un antisuero, un anticuerpo monoclonal o algin
otro marcador es importante bloquear los sitios libres de la membrana para evitar uniones inespecificas de
estos marcadores. Los bloqueadores utilizados dependen del tipo de membrana y de la sensibilidad del
sistema empleado. Es importante recordar que estos bloqueadores no deben tener reactividad cruzada con
ninguno de los reactivos utilizados en las etapas posteriores. En general puede emplearse cualquier tipo de
proteina 6 mezcla de proteinas que resulten inertes en el sistema. Por ser barata y accesible, la leche
descremada es muy utilizada, ademds se obtienen bajas sefiales de fondo. Una concentracion adecuada
seria de 0.5%. Se ha comprobado que concentraciones mayores (1-3%) pueden producir que las proteinas
unidas a la membrana se despeguen. Los detergentes no-iohicos pueden también utilizarse como
bloqueadores, pero su mayor desventaja consiste en que producen una considerable pérdida de proteinas y
las sefiales de fondo tienden a ser mds altas. En el caso de utilizar membranas catidnicas, dada su mayor
capacidad de unién, se necesitan condiciones mds estrictas para el bloqueo, con concentraciones mds altas
del bloqueador y tiempos y temperatura de incubacién mayores (1).

Las proteinas transferidas son cominmente analizadas con Ac especificos, policlonales o monoclonales. En
el caso de Ac policlonales pueden utilizarse como antisueros o como Ac purificados; esto Ultimo es
aconsejable en el caso de que existan problemas de unién inespecifica. Ademds puede utilizarse cualquier
otro marcador que se una especificamente a las moléculas en estudio, por ejemplo: lectinas para detectar
glucoproteinas, hormonas para la deteccién de receptores, etc. (1).

El primer Ac o marcador puede estar en la misma solucién utilizada para el bloqueo, para prevenir
adsorciones inespecificas a la membrana. En cuanto a los conjugados enzimdticos usados como Ac
secundarios, las enzimas mds utilizadas son la peroxidasa del rdbano picante y la fosfatasa alcalina. Los
cromégenos en estos casos son 4-Cloro-1-naftol y nitro azul de tetrazolio (NBT), respectivamente. El
primero es considerado no carcinogénico y de bajas sefiales de fondo sin perdida de la sensibilidad. Estos
cromégenos dan productos insolubles, que precipitan en el sitio de produccién y permanecen unidos a la
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membrana. Las ventajas de los conjugados enzimdticos son la finalidad de manejo y almacenamiento y el
rdpido desarrollo de color. La sensibilidad estd en el rango de 0.1 a 10 ng de antigeno por banda,
dependiendo del sistema. Para evaluar la transferencia a la membrana es aconsejable hacer una tincion no
especifica de las proteinas luego de la transferencia. El colorante que puede emplearse es el rojo de
Ponceau S, ya que tiene la propiedad de tefiir en forma reversible, y realizarse posteriormente la reaccion
inmunoenzimdtica, dado que durante la incubacion con la solucién de bloqueo se produce la decoloracidn.
Esto permite identificar las distintas muestras transferidas, para poder cortar en forma separada cada
una de ellas si se desea incubar con distintos Ac o marcadores (1).

ELECTROFORESIS.
PREPARACION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA.

MATERIAL. REACTIVOS.
2 cristales. TEMED.
Un juego de 3 separadores. SDS al 10%.
Peine. Acrilamida y Bisacrilamida: 30:1.
Pinzas. Persulfato de amonio al 10%.
Fuente de poder. Solucién reguladora TRIZ-HCl con pH = 6.8 y
Cdmara de electroforesis. pH = 8.8.
Pipeta. Agar noble al 1%.
2 viales. Agua destilada.
1 matraz Enlenmeyer. Solucién reguladora de corrimiento.

1 propipeta.
1 pipeta Pasteur.
1 friangulo de porcelana.

1 tripie.
Tela de asbesto.
Mechero.
TRATAMIENTO Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

MATERIAL. REACTIVOS.
Tubos ependorf. Solucidn reguladora de muestra:
Tripie. Glicina, SDS, Triz-HCl pH = 8.8 y Cristales de
Tela de asbesto. bromofenol.
Mechero. Marcadores de peso molecular.
Micropipetas. Muestras a separar.
Puntas para micropipetas.
1 vaso de precipitados de 500 ml. *Opcional
Gradilla de unicel para colocar muestras. 2 mercaptoetanol.
Bafio Maria. Urea 6 enzimas.

MATERIAL PARA TENIR.

MATERTAL. REACTIVOS.
Recipiente hermético. Azul de Coomassie:
Agitador, embudo y un tripie. Solucion decolorante I.
Triangulo de porcelana. Solucién decolorante IT.
2 vasos de precipitados de 200 ml. Carbdn activado.

&5



MATERIAL PARA LECTURA DEL GEL.

MATERIAL. REACTIVOS.
Transluminador. Gel de poliacrilamida.
Regla.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

MATERIAL. REACTIVOS.
Cdmara de transferencia. Regulador de transferencia.
Fuente de poder. Rojo de Ponceau.
Cartucho para transferir que contiene:

2 esponjas.

2 pedazos de papel filtro.
Papel de nitrocelulosa.

Pipeta.
Pinzas y Bisturi.
Regla.
MATERIAL PARA BLOQUEAR EL GEL.
MATERIAL. REACTIVOS.
Bisturi y Pinzas. Solucién bloqueadora:
Caja hermética. albdmina 1%, gelatina, glicina 6 leche
Refrigerador a 4 °C. descremada.
MATERIAL PARA LA INMUNODETECCION.
MATERIAL. REACTIVOS.
Placa de pozos para tiras de papel de nitrocelulosa. Tiras de papel de nitrocelulosa.
Pipetas. Sueros de diferentes pacientes.
Agitador. Solucidn de lavado: PBS-tween.
Pinzas. Sustrato para la enzima.

Fig 59. Diagrama de flujo de electroforesis e inmunoelectrotransferencia.

Preparacién del gel de Preparacién de muestras.
poliacrilamida.

ELECTROFORESIS.

’ '

Tincién del gel.
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.
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METODOLOGIA DE LA TECNICA 23,

ELECTROFORESIS.

Preparacién del agar al 2.5% en agua, fundido
en bafio en agua caliente.

Ensamblar cdmara de electroforesis con
separadores para el grosor del gel.

Sellar las partes laterales y la parte inferior
de la cdmara con agar y dejar secar.

o

Preparar el gel separador, la concentraciény
el tamafio del poro dependerd de la cantidad
de reactivos mezclando de la siguiente
manera: Acrilamida/Bisacrilamida, Trizma
base

pH = 6.8, Aguay SDS.

El Persulfato de Amonio y el TEMED, se
agregan a la mezcla anterior justo antes de
vertirlo en la cdmara de electroforesis.

Probar con agua si hay fugas en la cdmara.
Vertir el gel hasta una altura de
aproximadamente 75% de la cdmara, cubrir
con 300 pl de isopropanol, dejar gelificar y
desechar el isopropanol.

Preparacién del gel concentrador, en forma
semejante al gel separador.
Acrilamida/Bisacrilamida, Trizma base

pH = 8.8, Aguay SDS.

El Persulfato de Amonio y el TEMED se
agregan a la mezcla anterior justo antes de
vertirlo en la cdmara de electroforesis.
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8. Llenar con gel concentrador en la parte
superior de la cdmara de electroforesis y
colocar el peine para formar los carriles.

9. Preparacion de muestras:

a) En tubos ependorf se colocan de 20 a
30 pl de la muestra a separar y se agrega
solucion reguladora de muestra.

b) Hervir 3 min en bafio Maria.

10. Llenar los tanques superior e inferior con la
solucién de corrimiento.

11. Colocar las muestras en los micropozos en
forma individual y con sumo cuidado con
micropipeta y colocar un marcador de peso
molecular.

Dirscaidn dal=
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12. Conectar los cables de la corriente eléctrica
en los polos correspondientes.
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13. Prender la fuente de poder a 100 volts, dejar
correr de 3 a 6 hrs hasta que halla separacién
total de los antigenos.

14. Una vez terminada la electroforesis
desmontar la cdmara y retirar el gel.

muestras de antigeno

*Sise procede solo la lectura de electroforesis.
15. Se pone a teiiir el gel con azul de Coomassie.

16. Desteiiir el gel con el decolorante I (Acido acético, metanol y agua.), se deben observar bandas de

antigeno proteinico reveladas.
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Fig 60. Bandas de antigeno proteinico en una electroforesis.

Una vez terminada la electroforesis, desmontar
la cdmara, retirar el gel.

Sacar un cartucho de la cdmara de
electrotransferencia.

Abrir el cartucho y en el lado izquierdo colocar
el gel sobre la esponja y en el lado derecho
colocar un corte de papel de nitrocelulosa, luego
cerrar sobre el gel.

7 con Antigeno Revelado

«——Papel de Nitrocelulosa

| Blogqueador
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Vertir la solucién amortiguadora de
transferencia en la cdmara de
electrotransferencia hasta el 85%.
Colocar el cartucho en su lugar.

6. Cerrar la cdmara y encender la fuente de poder

a 125 mA, por 1 hr.

Tefiir el papel de nitrocelulosa con rojo de
Ponceau para comprobar si se realizé la
electrotransferencia.

Decolorar con agua destilada, incubar con la
solucién bloqueadora.

Cortar el papel de nitrocelulosa en tiras de

3 a 5 mm de ancho.
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Colocar las tiras de papel de nitrocelulosa en la

placa con carriles para tiras de papel.

10. Incubar las tiras de papel, con los sueros
problema diluidos, por 2 hrs a temperatura
ambiente 6 toda la noche en refrigeracion.

11. Lavar 10 veces, con la solucién de lavado, por
1 min cada vez.

12. Incubar las tiras de papel, con el Ac Anti-Ig,
por 2 hrs a temperatura ambiente o foda la
noche en refrigeracién.

13. Lavar 10 veces con la solucién de lavado, por
1 min cada vez.

14. Incubar las tiras de papel, con el conjugado, por
2 hrs a tfemperatura ambiente o toda la noche
en refrigeracién.

15. Lavar 10 veces con la solucién de lavado, por
1 min cada vez.

16. Incubar las tiras con el sustrato-cromdgeno
hasta la aparicion de las bandas.

Fig 61. Bandas de precipitacién Ag-Ac patrén.

123 456 7
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PRECAUCIONES EN LA TECNICA 23,

ELECTROFORESIS.

La cdmara de elctroforesis debe quedar bien
ensamblada y bien sellada con el agar, si no
puede haber fugas.

Debe prepararse correctamente el gel
separador y vertirlo con cuidado y en forma
uniforme en la cdmara de electroforesis, si no
incluso se puede fragmentar y habrd que
repetir todo el procedimiento.

El gel concentrador se debe preparar
correctamente, si no se pueden estancar las
muestras en los micropozos y el corrimiento de
proteinas es deficiente.

4. La fuente de poder no debe correr por
arriba de 100 volts por que no habrd buena
una separacién y serd deficiente y no sirve
para lectura o electrotransferencia.

Cuando se este realizando la electroforesis
no meter la mano ni tocar con los dedos la
solucion amortiguadora de corrimiento ya
que se puede recibir una descarga eléctrica.
Una vez terminada la electroforesis
desprender con cuidado el gel si se realiza
en forma brusca se fragmenta y no
manipularlo con la mano sino con pinzas.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Manipular con delicadeza el gel y cortar el
papel de nitrocelulosa con la respectiva
medida.

Cerrar el cartucho acrilico con cuidado y sobre
del lado del gel, sino se puede fragmentar.

No poner exceso de solucién amortiguadora de
transferencia por que al momento de conectar
la corriente puede que la transferencia de
proteinas al papel sea brusca y entonces serd
deficiente.

Al terminar la electrotransferencia, sacar el
cartucho acrilico abrir y despegar el papel con
sumo cuidado.

5. Manipular el papel con pinzas.

6. Cortar el papel himedo, en tiras, con bisturi
y con cuidado

Realizar los pasos de la inmunodeteccion sin
tocar las tiras de papel y al volcar la placa
de carriles se realiza en forma de canto sino
se pueden caer las tiras de papel y se
pueden estropear, dando la lectura falsos
(+)6 ().

Realizar los pasos de la inmunodeteccién en
forma ordenada, sino; puede haber falsos (+)

0 (-).

7.

Cuadro 30. Riesgo de los reactivos de la prdctica No 10

SALUD | INFLAMABILIDAD | REACTIVIDAD CONTACTO EPP | ALMACENAJE
Acrllqmadg/Bls 3 0 5 3 b AZUL
acrilamida
Metanol 3 3 1 3 C,Eb ROJO
Acido acético. 3 2 2 4 C,Eb ROJO
Azul de Coomassie 2 1 0] 2 A VERDE
sbs 1 0 1 2 A VERDE
TEMED 2 4 1 2 C,Eb ROJO
Trizma base 1 1 1 2 A VERDE
Persulfato de 1 0 3 2 B | AMARILLO
amonhio
Glicina 1 1 0 0 A VERDE
Alblmina 0 1 0 1 A VERDE
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RESULTADOS.

ELECTROFORESIS.

Fig 62. Separacidn electroforetica de las bandas del antigeno proteinico en el gel.

80 kDa
116 kDa
97 kDa
b kDa

45 kDa

21 kDa

1§ kDa

14 kDa

Se calcula el Rf de cada proteina con la siguiente formula:

distancia recorrida de la muestra
Rf =

distancia de frente del colorante

se calcula el PM de cada proteina sacando log PM y se construye una curva patrén:

log PM

Rf

Con la curva patrén se conoce el PM de las proteinas por interpolacion.
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RESULTADOS.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.
Fig 63. Revelado de las bandas del complejo Ag-Ac por transferencia e inmunodeteccion.
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Los marcadores de peso molecular contenidos en el extremo del papel de nitrocelulosa tefiidos con negro
de amida sirve para construir una curva patrén como se realizo en el caso del gel para compararlo con las
bandas de corrimiento con los que fueron reveladas con inmunodeteccidn e interpolar los valores de estas
Ultimas en la curva patron.
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PRACTICA No 11
CITOMETRIA DE FLUJO.

Objetivo:
Conocer la técnica de citometria de flujo (CMF) como una herramienta inmunoldgica de investigacién y
diagndstico y los fundamentos de su funcionamiento para evaluar la respuesta inmunitaria.

INTRODUCCION.

La citometria de flujo es una técnica que permite la medicion simultdnea de diversas caracteristicas
fenotipicas de células u otras particulas biolégicas. Para la lectura por CMF, las células son tefiidas con
fluorocromos libres o acoplados a anticuerpos especificos que se unen a un constituyente celular y son
analizadas en un equipo denominado citometro de flujo. Las células son inyectadas en un flujo liquido y
pasan una a una por un punto donde son analizadas con luz de alta intensidad (ldser). Cada célula en el punto
de interaccién produce una sefial fluorescente que es de intensidad proporcional a su contenido en un
fluorocromo. Uno o varios detectores recogen la fluorescencia emitida y transforman la sefial a pulsos
eléctricos. También se recoge la luz dispersada por la célula, con lo cual se obtiene informacion acerca del
tamafio, forma, y estructura de la misma. A diferencia de otras técnicas, el citometro de flujo mide
caracteristicas celulares individuales de un gran nimero de células (no una media de los resultados), y
ademds permite medir caracteristicas de poblaciones en muestras heterogéneas (1,5).

Fig 64. Esquema general de las caracteristicas que se pueden medir por CMF.
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El citémetro de flujo consta de tres sistemas para la deteccién de las caracteristicas celulares: sistema
optico, sistema de fluidos y sistema electrdnico.

El sistema optico: consiste generalmente en un rayo ldser con fuente de argdn que genera una radiacién de
488 nm con la cual se excitan los fluorocromos utilizados. La luz que no es emitida o dispersada por las
células se elimina por medio de filtros los cuales ademds la separan de acuerdo a la intensidad de emisién.

Sistema de fluidos: consiste en una cdmara de flujo hidrodindmica que permite que solo una célula pase a

la vez por el haz de luz Idser. (ver figura 65).
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Fig 65. Imagen del haz de luz ldser.

|| !
\ 8/
N %
\§/

— . E—

Sistema electroénico: consiste en un sistema de detectores que captan la sefial eléctrica de la emision, la
amplifican y la transforman en una sefial electrénica que es visualizada como un punto en la computadora.
Existen dos tipos de detectores de la luz: los fotomultiplicadores y los fotodetectores diodos o de estado-
sélido.

Fotomultiplicadores (PMT): se usan para la deteccién de la sefial de fluorescencia (emitida por los
fluorocromos) y luz dispersada a 90 grados (que es una medida de la granularidad o complejidad interna de
las particulas analizadas).

Fotodetectores diodos: se usan para detectar la dispersién frontal de la luz (que es indicativa del tamafio
relativo de la particula). Son muy resistentes y eficientes (sefiales fuertes), pero tiene una baja relacién
sefial/ruido lo que los hace poco (tiles para sefiales débiles (5).

Impacto de la Inmunologia en la Técnica de CMF.

En la mayoria de las técnicas de diagnéstico e investigacion actuales la inmunologia constituye una poderosa
herramienta. La CMF es un magnifico ejemplo ya que aprovecha la especificidad de los anticuerpos para
estudiar propiedades funcionales y estructurales de células u otras particulas. En una célula se puede
analizar por CMF su tamafio relativo y la complejidad interna de la misma lo que nos permite diferenciar
poblaciones celulares, pero para diferenciar poblaciones con un mismo tamafio y granularidad (por ejemplo
para diferenciar entre linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ en pacientes VIH positivos) se requiere el uso
de anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos marcados con fluorocromos (2).

En el ejemplo anterior, a una muestra de sangre se le adiciona un AcMo anti-CD4+ marcado con un
fluorocromo y simultdneamente se le adiciona un Ac.Mo anti-CD8+ marcado con otro fluorocromo
diferente, de esta manera podemos visualizar los porcentajes de cada poblacidn celular en la muestra (2).

El fluorocromo absorbe la energia del ldser. Después libera esa energia como calor y emite fotones (luz) a
una mayor longitud de onda. La cantidad de fluorocromo que se une a una célula es proporcional al nimero
de sitios de unién. Hay dos modo de uso: 1) union covalente del fluorocromo a moléculas (generalmente
anticuerpos como en el ejemplo) que se unen especificamente a componentes celulares, y 2) fluorocromos
que varian sus caracteristicas en funcién del microambiente que les rodea (como ejemplo el Yoduro de
propidio se une al DNA y permite hacer estudios de ciclo celular y apoptosis) (2).
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Los fluorocromos mas usados acoplados a anticuerpos son los siguientes:

isotiocianato de fluoresceina (FITC). Se lee en el canal de fluorescencia FL1: excitacién a 488 nm, emisién
a 515 nm.

R-ficoeritrina (PE). Se lee en el canal de fluorescencia FL2: excitacién a 488 nm, emisién a 585 nm.

peridinin clorofil-proteina (PerCP). Se lee en el canal de fluorescencia FL3: excitacion a 488 nm, emision a
670 nm.

MATERIAL. REACTIVOS.
Citémetro de Flujo. Muestra (sangre, medula ésea u otros fluidos
Computadora con equipo para el citometro de flujo. bioldgicos).
Tubos para CMF. Fluorocromos libres o acoplados a anticuerpos

monoclonales especificos.

METODOLOGIA DE LA TECNICA 234
PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

Debido a las especiales caracteristicas de los citémetros de flujo, la muestra a analizar debe encontrarse
en forma de suspensién monodispersa. La tincidn con los fluorocromos se puede hacer directamente sobre
muestras como la sangre periférica, medula ésea, u otros fluidos bioldgicos; pero en cambio los tejidos
sélidos o muestras parafinadas necesitan de una disgregacién mds o menos intensa (mecdnica, enzimdtica,
etc.).

En ocasiones puede ser conveniente 6 necesario enriquecer la concentracién celular en la muestra antes de
su procesamiento por citometria, ya sea para obtener una concentracion celular adecuada para la
incubacidn con los reactivos, o para acelerar el proceso de sorting (separacién de subpoblaciones celulares).
Lo anterior se logra generalmente obteniendo células mononucleares por Ficoll-Hypaque o por purificacion
maghética de una poblacién especifica.

Un factor limitante comin en citometria de flujo es la disponibilidad de una suspensién celular, para
estudiar sus caracteristicas y relacionar o extrapolar sus resultados a fendmenos "in vivo". Para ello la
suspension celular debe cumplir una serie de requisitos: (1) representatividad del tejido, (2) suspensiones
celulares de alta calidad, con pocos agregados, debris, y bajo coeficiente de variacién (CV), (3)
preservacion de las caracteristicas celulares, y (4) suficiente muestra celular.

El proceso de tincidn de las muestras es muy variado dependiendo de las caracteristicas a evaluar. Para el
caso de tinciones con anticuerpos especificos marcados, estos se adicionan por 15 min y después se realiza
un lavado con solucién amortiguadora, las células se resuspenden en una solucién fijadora y se analizan en el
citémetro de flujo. Otra variante es tener al anticuerpo especifico sin marcar y después de la incubacion y
el lavado se adiciona un segundo anti-anticuerpo el cual va marcado. En la figura 66 se presenta un ejemplo
de una tincién doble en la que se determina de manera directa la identidad celular con un anticuerpo anti-
CD3 FITC (especifico de linfocitos T) y de manera indirecta (con un segundo anticuerpo anti Ig6-PE) la
presencia de una proteina viral presente en la membrana de una célula infectada.
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Fig 66. Doble tincidn con anticuerpos monoclonales.

Anticuerpo secundario
Tincion indirecta con Marcado (Ficoeritrina)
anticuerpo especifico )
Tincién directa con no acoplado
anticuerpo marcado

con FITC (identidad)

RESULTADOS.

El citémetro de flujo esta acoplado a un programa que genera grdficas para el andlisis de los resultados
obtenidos. Una de las grdficas que se deben generar es la que relaciona el tamafio y la granularidad de las
particulas analizadas, esta informacion es muy Gtil ya que nos permite seleccionar y estudiar por separado
a una subpoblacion en particular y también delimitar las regiones de interés. Se tomo una muestra de
sangre periférica y se realizo una tincién con un anticuerpo anti-CD4+ FITC (para identificar linfocitos T
cooperadores CD4+) y un anticuerpo anti-CD8+ PE (para identificar linfocitos T citotéxicos CD8+), después
de 15 min de incubacién para que se lleve a cabo la reaccién entre el anticuerpo y el marcador de
superficie, se lavaron las células y se procedié a lisar a los eritrocitos con una solucién hipotdnica
comercial; las células fueron resuspendidas en PBS y analizadas en el citémetro. La figura 67 muestra un
ejemplo de este tipo de grdficas la cual fue generada en el programa Cell quest de un citémetro Becton-
Dickinson.
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Fig 67. Poblaciones de células de sangre periférica que se pueden observar en una grdfica de granularidad
contra tamafio en el citémetro de flujo.
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A partir de la grdfica anterior se puede seleccionar solo una de las poblaciones de interés para analizar
otras propiedades de las células. En la figura 68 se muestran dos histogramas generados a partir de la
region de linfocitos de la grafica anterior, en el histograma 68-A se observa el porcentaje de células de
esta regién que son positivas al marcador CD4+ y en el histograma 68-B las positivas al marcador CD8+,
mediante el uso de estos grdficos podemos diferenciar a subpoblaciones que tienen el mismo tamafo y
granularidad como en este caso se diferencio entre linfocitos T cooperadores y linfocitos T citotéxicos.

Fig 68. Histogramas generados a partir de la regién de linfocitos de la grdfica de tamafio contra
granularidad en la que se observan las poblaciones positivas al marcaje con anticuerpos
especificos contra los marcadores de fenotipo A) CD4+y B) CD8+.

A B

Determinacion de las fases del ciclo celular por CMF.

Una aplicacién importante de la CMF es que nos permite analizar las fases del ciclo celular mediante una
técnica muy simple en la que se tifien las células con yoduro de propidio (IP) (colorante fluorescente que se
intercala en el DNA de doble cadena) y se analizan con el uso del canal 2 (FL-2) del equipo. Para este tipo
de andlisis se le pide al equipo que genere una grdfica de la amplitud de la sefial del canal 2 (denominado
FL-2W) contra el drea de cada célula que incorporo el IP (denominada FL-2A) y que corresponde a la

99



cantidad de DNA que tiene cada célula. La figura 69 muestra la grdfica de amplitud de sefial contra
incorporacién de PI y que representa el contenido de DNA; esta grdfica permite identificar la fase del
ciclo celular en que se encuentran las células. A las células que se encuentran en GO/G1 se les asigna el
valor de 200 en ambas coordenadas del grdfico (amplitud de sefial contra contenido de DNA). Las células
que se encuentran en fase S se visualizan como una linea que se incrementa en el eje de las ordenadas y las
que se encuentran en fase 62/M (que han duplicado su contenido de DNA) se observan en el mismo eje en
la coordenada de 400. A partir de la figura 69, se selecciona una regién que contenga a las células en las
fases mencionadas (R1 en la grdfica) lo que elimina los eventos que dan sefiales de 600, 800 6 mds y que
corresponden a todas las combinaciones en las que pasan dos o mds células juntas y que el equipo detecta
como un solo evento.

Fig 69. Grdfica de identificacién de fases del ciclo celular que muestra la amplitud de sefial (FL2-W) contra
el contenido de DNA (FL2-Area) en el citémetro de flujo.
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A partir de esta grdfica se generan histogramas que indican el contenido de DNA en un nimero de células
determinado. La figura 70 muestra un histograma en el que se observan las diferentes etapas del ciclo
celular. El pico con el mayor nimero de eventos (ubicado en 200) corresponde a las células en estado
G0/61, seguidas a la derecha por células que estdan duplicando su DNA (fase S) y en 400 las células en
estado 62/M. La zona correspondiente a la izquierda del pico 60/6G1 son células con una cantidad menor de
DNA, por lo tanto, se toman como células en estado necrético o apoptdtico por lo que mediante estd
técnica podemos hacer estudios tanto del ciclo celular como de induccién de apoptdsis.
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Fig 70. Histograma generado a partir de células de la linea linfocitica Raji tefiidas con yoduro de propidio
que muestra las fases del ciclo celular y el porcentaje de células en estado apoptético (M1).
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Ademds de estas aplicaciones, el citémetro de flujo cuenta con un sistema denominado “sorter” que le
permite separar células en tres diferentes contenedores de acuerdo al fluorocromo con el que estdn
marcadas, con esta aplicacion se tiene la ventaja de obtener subpoblaciones puras para estudios
especificos.
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CONCLUSIONES.

La finalidad de este manual de prdcticas de laboratorio consiste en que el alumno asimile
los conocimientos sobre el funcionamiento del sistema inmunitario humano y una vez que
lo entienda podra saber el porque se aplican estas técnicas de inmunologia.

El presente manual cuenta con once prdcticas, las cuales siguen un orden de lo sencillo a
lo complejo para facilitar su comprension. Ademds de contar con un indice general,
cuenta también con indices de cuadros y figuras, lista de abreviaturas utilizadas en el
texto y un anexo de preparacién de reactivos.

Por otra parte se conocen los fundamentos de cada técnica, tipos de testigo, valores
normales, limitaciones de la técnica, tipos de lectura, asi como también se podra
interpretar los resultados obtenidos, con el cual se podrd realizar un mejor diagnéstico
al interpretar correctamente el resultado de dichas téchicas y podrd emitir una mejor
valoracién del estado inmune de un paciente.

Ademds es fundamental para su formacion como Quimico Farmacéutico Bidlogo y es una
especialidad en el drea clinica, y una herramienta indispensable para que el QFB, sepa si
un individuo mantiene o no un estado de homeostasis.
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ANEXO DE PREPARACION DE REACTIVOS.

Agar Noble:
Agar noble al 1% disuelto en SSF.
SSAF: solucién salina amortiguadora de fosfatos.

Fosfato de sodio monobdsico 2.585 g.
Fosfato de sodio dibdsico 7.98 g.
Cloruro sodio 425gq.

Los tres compuestos en 1000 ml de H20 cbp.
Disolver 0.5 g de Agar noble en SSAF.

Anticuerpos Preparados:

Anticuerpo monoclonal (Ac de ratén que reconoce
inmunoglobulina humana) diluido 1:500 en
solucién bloqueadora.

Anticuerpo conjugado (Ac de cabra que reconoce
inmunoglobulina de ratén) diluido 1:1000 en
solucién bloqueadora.

Buffer de Fosfatos pH = 6.6.

Fosfato de potasio dibdsico 384
Fosfato de potasio monobadsico 547 qg.
Agua destilada cbp 1000 ml.

Nitroazul de tetrazolio al 0.1% en SSF (NBT).

PBS: solucion amortiguadora de fosfatos.

Cloruro de sodio 0.84q.
Fosfato de potasio monobdsico 0.2g.
Fosfato de potasio dibdsico

Dodecahidratado 29aq.
Cloruro de sodio 0.2g.

Disueltos en H20 suficiente para 1 litro.

Persulfato de amonio al 10%.
Persulfato de amonio
Agua bidestilada

10 mg.
100 pl.

Regulador de Bloqueo pH= 7.3.
Gelatina/disolver en 100 ml agua caliente

25g.
EDTA tetrasédico™ 2.08 g.
Disodico* 1.816 q.
PBS 10X 100 ml.
Tween 20 1 ml.
Agua bidestilada 600 ml.

* uno de los dos.
Ajustar el pH con HCl 6N y. aforar a 1000 ml.

Rojo de ponceau.

Rojo de ponceau S 20g.
Acido triclorodcetico 304
Acido sulfosalisilico 30g.
Agua bidestilada 100 ml.
Safranina al 0.5% en agua destilada.

SDS al 10%

sbs 10 g.
Agua bidestilada cbp 100 ml.
Solucion decolorante I.

Metanol absoluto 0.500 ml.

Acido acético glacial 100 ml.
Agua bidestilada cbp 1000 ml
Solucion decolorante II.

Acido acético glacial 70 ml.
Agua bidestilada cbp 100 ml.

Solucion de Monomeros (Acrilamida y
bisacrilamida: 30:1).

Acrilamida 30g.
Bisacrilamida 0.8 .
Agua bidestilada cbp 100 ml.

Solucion de trabajo de azul de Coomassie.

Solucion madre de A C R250 62.5 ml.
Metanol absoluto 250 ml.
Acido acético glacial 50 ml.
Agua bidestilada 500 ml.
Solucion de Turk:

Acido acético glacial 1.0 ml.
Azul de metileno 1% 1.0 ml.
Agua destilada cbp 100. ml.

Solucion madre de azul de Coomassie.
Azul de Coomassie R250 20g.
Agua bidestilada cbp 200 ml.
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Solucion reguladora de corrimiento.

Trizma base 3.02 g.
Glicina 144 g.
SDS al 10% 10 ml.
Agua bidestilada cbp 1000 ml.

Solucion reguladora de lavado PBS-tween.

PBS 10x 100 pl.
Tween 20 1.0 ml.
Agua bidestilada 1000 ml.

Solucion reguladora de muestra.

Glicerol 2.0 ml.
SDS al 10% 4.0 ml.
TRIZ-HCl pH = 6.8 2.5 ml.
Agua bidestilada 1.5 ml.

Se le agregan unos cristales de azul de
bromofenol.

Solucion reguladora de transferencia.

Trizma base 3.02 g.
Glicina 144 g.
Metanol 200 ml.
Agua bidestilada 1000 ml.

Solucion reguladora para el Gel concentrador.
TRIZ-HCI con pH= 6.8

Trizma base 304
Ajustar el pH con HCI 6N.

Agua bidestilada 40 ml.
Aforar a 50 ml.

Solucion reguladora para el Gel separador.
TRIZ-HCI con pH= 8.8.

Trizma base 18.15 g.
Agua bidestilada 90 ml.
Ajustar el pH con HCI 6N.

Aforar a 100 ml.

Se almacenan a femperatura ambiental.

Solucion reguladora salina-fosfatos (PBS 10X).

Cloruro de sodio 80 g.
Fosfato de potasio monobadsico 20g.
Fosfato de sodio dibdsico

Dodehidratado 29 g.
Cloruro de sodio 20g.
Agua destilada 900 ml.
Ajustar el pH con HCI 6N.

Aforar a 1000 ml.

Sustrato para la enzima.

4-cloro-anaftol 10 mg.
Metanol absoluto 3.33 ml.
PBS 10X 16.67 ml.
H202 al 30% 16.67 .
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