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INMUNOLOGIA CLINICA

AND 2009

Al lector:

Seguramente habras escuchado hablar de temas tdeatztnalidad como
SIDA, cancer, alergia, estrés, trasplantes e inswmesion, entre otros. O de
conceptos nuevos como los factores de transfergnoteos no tan nuevos, pero no
por ello menos importantes, como la vacunaciontdarehorigen de muchas de estas
patologias como las estrategias de la medicina mad® tradicional estan
intimamente ligados a la funcion o disfuncion desistema altamente eficiente, “EL
SISTEMA INMUNE".

Como alumno de la Carrera de Bioquimica y futumafgsional integrante de
un equipo de salud es fundamental que adquieractoiemtos sobre este SISTEMA,
su funcionamiento béasico, sus componentes, susnisetas de interaccion y las
estrategias que a lo largo de la historia hombresujeres de ciencia han disefiado

para modularlo.
¢, Qué el SISTEMA INMUNE?

Es un sistema altamente eficiente responsable deslatencia frente a los
diferentes agentes infecciosos y del mantenimiel@ola homeostasis del medio
interno. La compleja red de interacciones que imal moléculas, células y tejidos
gue lo constituyen esta finamente regulada y smelstcion conduce a la activacion

de diversos mecanismos efectores.
¢ Cuales son los objetivos del curso de INMUNOLOGIALINICA?
Brindar al alumno los conocimientos basicos gemesrphra introducirlo en la

disciplina. A continuacion, los conocimientos aeede coOmo esta constituido el

Sistema Inmune (SI): érganos, tejidos, célulastéani del Sl); cdmo interaccionan y



funcionan las células, moléculas de las superficghslares y solubles: marcadores y
citoquinas (fisiologia del Sl).

Estudiar con un enfoque mas profundo los aspectscumlares durante el
desarrollo de la Respuesta Inmune (RI) frente admstes extrafios: bacterias, virus,
hongos, parasitos, lo que permitira integrar esto®cimientos con los adquiridos en
otros cursos. Finalmente impartir los conocimiestsre Inmunopatologia.

Entrenar al alumno, previa fundamentacion, endéiz&cion de las principales
técnicas empleadas en inmunologia, tdimovitro” como “in vivo” que permiten

evaluar y caracterizar la respuesta inmune, coamdet asi el Inmunodiagndstico.

¢ Qué se incluye en los TRABAJOS PRACTICOS?

Algunas metodologias que los inmundlogos han diefi@ara evaluar y
caracterizar la respuesta inmune. Sin embargoa ectualidad, muchas de ellas no
sélo son utilizadas para este fin, sino que susadta extendido a distintas areas de la
ciencia.

Durante el desarrollo de los mismos estudiaremmpsnak de las metodologias
de uso frecuente en el laboratorio inmunolégicofiprdizando acerca de sus
fundamentos, discutiendo conceptos fundamentalesiocda especificidad vy
sensibilidad. Analizaremos las ventajas y desvastale cada metodologia y sus
diferentes aplicaciones.

Debido a la especificidad de la respuesta inmuaenteraccion entre un
antigeno y un anticuerpo in vitro es utilizada domes de diagndstico para la
identificacion de antigenos o anticuerpos.

En la interaccion in vitro de un antigeno con swespondiente anticuerpo se
distinguen dos etapas:

a) Una primera etapa rapida, llamatiateraccion primaria” que esta regida por
leyes fisicoquimicas y que result@ visible al observador. En este caso se han
desarrollado metodologias para visualizarlas: antg o0 anticuerpos son unidos
covalentemente a distintos marcadores en un progesominado conjugacion.
Cuando el marcador utilizado es isdtopo radiactivo, la técnica se denomina
radioinmunoandlisis (RIA), si se trata de ufiuorocromo, la técnica se conoce

comoinmunofluorescencia (IF)y si se trata denzimaslas técnicas derivadas son



enzimoinmunoanalisis (EIA 0 ELISA), inmunotransferencia o
inmunocitoquimica.

b) Una segunda etapa, llamatateraccién secundaria”, lenta, dependiente de la
concentracion de electrolitos y de la temperatgue, esta regida por las leyes de
interaccion coloidal y se manifiesta con dparicion de un fendmeno visible
como por ejemplo la precipitaciéon o aglutinacién.

¢) Cuando la interaccidén antigeno — anticuerpo odarwvo, se producen fenébmenos
biologicos colaterales tales como necrosis (reacadé Arthus) o fendmenos
vasdgenos o de contractura de la musculatura le@afifaxia) y estas

manifestaciones se conocen cofimeracciones terciarias”.

¢, Cudles son las distintas etapas de un estudio peliaico?

» Etapa preanalitica: registro de datos, recoleccion preparacion y @wasion
de la muestra....

» Etapa analitica manejo de la muestra, bioseguridad, calidad cpmral,
control de calidad interno y externo...

» Etapa postanalitica registro, interpretacion y validacion de los tesiDs;

expresion de los resultados, expresion de los eslde referencia.



NOS COMUNICAMOS............

A lo largo del tiempo tanto el proceso de aprendizaomo el proceso de
ensefianza han avanzado hacia nuevos espaciosqeretf@sie mejores metodologias
y nuevas estrategias de educacion.

Pretendemos generar un canal de comunicaciéon iré&fodentre docente y
alumno. Por ello, sélo nos queda contagiarles nuestusiasmo.....

Por ello, tratando de agilizar las comunicaciotescontamos que disponemos
de una pagina web en internet,

http://exa.unne.edu.ar/depar/areas/bioquimica/immulimica, en la que podran

encontrar toda la informacion de la asignatura.

BIENVENIDOS
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.COMO REALIZAR UNA BUSQUEDA
BIBLIOGRAFICA EN INTERNET?



El alumno debe buscar informacion sobre vacunas parhepatitis B

Primera parte: Busqueda en internet sobre informadn sobre vacunas.

1) Ingrese en la pagirtp://www.guiadevacunacion.com.ar/

Haga click en enfermedades. Seleccidmpatitis B Alli encontrard informacion
respecto al agente etioldgico, epidemiologia, clinetc de la enfermedad. Haga click
en vacunas Alli encontrara informacién sobre los tipos decwsas usadas para
hepatitis B. Ingrese emarcas

2) Ingrese ertalendarios de vacunacioy compare el calendario de Argentina y de
algun pais Europeo, de centro América, EEUU.

3) Ingrese &/iajeros. Identifique las vacunas necesarias para viajenessg dirigen a
Africa, Asia, EEUU, etc.

4) Ingrese a la paginattp://www.aepap.org/index.htningrese a vacunas. Ingrese a
Inmunizaciones en situaciones clinicas especiales

5) Ingrese ahttp://www.worldwidevaccines.comingrese a Public site. Ingrese a
enfermedades, a vacunas, por pais, etc.

6) Ingrese a la paginiattp://www.childrensvaccine.orgHaga click en Diseases and
vaccines. Ingrese en Hepatitis B.

7) Ingrese a otras péginas citadas en la guiaabejtrs practicos.

Segunda parte Busqueda en internet sobre trabajos de investigaaiccientifica.

8) Ingrese a la pagirdtp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query

En la misma usted encontrara la posibilidad de dugearch) ePubMed, Protein,
nucleotid, structure, Books, Journals, etc

SelecciondPubMed.

Busque publicaciones utilizando la palabBivaccines”. Observe cuantos articulos
encontré en su busqueda.

Respuesta:

Realice una busqueda con Ipalabras “vaccine (espacio) hepatitis B (espacio)
review”

Observe cuantos articulos encontré en su busqueda.

Respuesta:

9) Realice una busqueda de los trabajos publicado®l autorKoff RS. Recuerde

gue para la busqueda debe colocar el apellidoiypiciales.

8



¢, Cuantos trabajos ha publicado?

Respuesta:

10) Busque el e-mail del autor y escribale un salicitdndole que les envie via mail
0 por correo regular una copia de su articulo.

To: direccion de e-mail

Subject: Asking for a reprint

Dear Dr Koff Rs,

Could you please send me a PDF file of your mamutsamxxxxxxx” published in
XXXXXXXX.

Thanks you very much

Firma y direccion completa.

11) Busque el articulo publicado por el autor Koff RSarevistalnt J Parasitol.

2003 May; 33(5-6):517-23. Hepatitis vaccines: rée@elvances.

Ingrese a Elsevier full text article

12) Haga click en PDF y descargue el articulo paranpresion con el programa
Acrobat reader.

13) En Pubmed y en el mismo articulo ingrese en&dliro Related articles.

14) Ingrese a la péagirtatp://www.biblioteca.secyt.gov.aHaga clic en Bioldgicas y
salud. Haga clic en Inmunologia. Haga clic en lasta vaccines. Busque en quick
searchhepatitis B vaccing enThis journal.

Podra asi acceder a los articulos publicados enregista de ese tema y podra bajar
los PDF files e imprimir o guardar en diskett. Ricage ingresando a otras revistas.

15) Ingrese por la pagina principaBaoksy busque el librdmmunobiology.

Ingrese a algun capitulo del libro y copie y peglgeina figura. Por ejemplo ingrese a
mucosal immune systenfigura 1.17.

16) Ingrese a la paginaww.jimmunol.orge ingrese en current issue, select an issue
from the archive, Search for articles etc.

17) Ingrese a la pagivawvw.jem.orge ingrese en View future articles, select an issue,
etc. Ingrese emstructions for authors

18) Realice una busqueda de un tema en particuaisga de su interés. Busque un

reviewy unarticulo.



@ T e @

MANUAL DE PROCEDIMIENTOS
PARA LABORATORIOS DE
DIAGNOSTICO

NORMAS DE BIOSEGURIDAD
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INTRODUCCION

Las medidas de bioseguridad tienen como finalidatheque como resultado de
la actividad asistencial se produzcan accidentes. @li que tanto en el orden
nacional como en el provincial, se deben implenreefislativamente cuales son los
resguardos que deben adaptarse en las diferentegipas médicas.

Se trata de medidas que operativamente tiendet@ger tanto al paciente como
al personal de salud y su utilizacion tiene caréabligatorio. Es por ello, que los
profesionales y personal auxiliar deben demandaswhinistro de los elementos
necesarios a los responsables de las instituciaessalud, pudiéndose negar a
desarrollar sus tareas, si carecen de ellos.

El solo incumplimiento de las normas de biosegutittae aparejado sanciones
administrativas; y si como producto de dicha maiactica se produce el contagio del
virus HIV se origina una responsabilidad civil ynaé La responsabilidad de tal
negligencia recaera, segun sea el caso, en el patsactuante, en la direccion
técnica, en los directivos o propietarios de lowbBkecimientos, en las obras sociales
y en las autoridades instituidas legislativamerdaeapcontrolar el cumplimiento de las

precauciones exigidas.

(Texto de la Organizacién Panamericana de la Salud)

El personal de laboratorio que maneja material 6gicb potencialmente
contaminado con HIV, u otros agentes de enfermedadesmitidas por sangre, como
los virus de la HEPATITIS B (HBV), C (HCV) y HTLVademas de CHAGAS,
BRUCELOSIS, etc., estan expuestos a accidentespgaden poner en riesgo su
salud. Las normas de bioseguridad estan destiragesteger al personal de este tipo
de accidentes. Ademas de ello existen distintasma®iegales vigentes tendientes a
asegurar una mejor calidad de vida, llevar adelargeidas higiénicas y de seguridad
relacionadas con el ambiente de trabajo, con resigaeligrosos provenientes de

laboratorios que pueden poner en peligro a laopasso afectar el medio ambiente.
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PRECAUCIONES UNIVERSALES

Son medidas para reducir el riesgo de transmisién edfermedades
infectocontagiosas relacionadas con el trabajo Etglipo del Laboratorio. Estas
precauciones deben ser agregadas a las TécniGesréea apropiadas para disminuir
la probabilidad de exposicion a sangre, otros digslipersonales o tejidos que pueden

contener microorganismos patdgenos transmitidosapgangre.

PRECAUCIONES ESPECIFICAS

Estan dirigidas a la prevencion de ciertas infewesohospitalarias que son mas
frecuentes y trascendentes. Las Precauciones Esagdncluyen la aplicacion de
Técnicas de Aislamiento con el objetivo de protegéws enfermos en la adquisicion
de infecciones cruzadas y también de ser persamggiantes, es decir, transmisores

de enfermedades, por ejemplo tuberculosis mulisterges.

PRECAUCIONES DE TRABAJO

a) Las puertas del laboratorio deben estar cerraghgagceso al mismo debe estar
restringido mientras se lleve a cabo trabajos catenales bioldgicos.

b) El laboratorio debera ser mantenido limpio, ordieng libre de materiales
extrafos.

c) No se permitird comer, beber, fumar o almacenarid®, asi como el uso de
cualquier otro elemento personal (cosméticos, clige) dentro del area de trabajo.

d) Usar batas o uniformes dentro del laboratorioa EEspa protectora debera ser
quitada inmediatamente antes de abandonar el érealdhjo.

e) Antes de iniciar la tarea diaria asegurese qumdlade sus manos no presente
cortes, raspones u otras lastimaduras. De sercabfjr las heridas de manera
conveniente antes de trabajar.

f) Usar guantes de buena calidad para todo manejoateriales biologicos o
donde exista, aunque sea de manera potenciagsgbra exposicion a sangre o fluido
corporal.

g) Cambiar los guantes toda vez que hayan sido camddos. Lavarse las manos

y ponerse guantes limpios.
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h) No tocar los ojos, nariz o piel con las manos antadas.

i) Las agujas y otros elementos punzantes deberd@eseartados en un recipiente
resistente. Se deben evitar los intentos de reechap, romper o doblar las agujas.

J) Todos los procedimientos deberan ser realizadosateera tal que sea nula la
creacion de aerosoles, gotas, salpicaduras, etc.

k) Las superficies del area de trabajo deberan seodeaminadas usando para tal
efecto una solucion descontaminante adecuada.

I) El recipiente para descontaminar, especialmenberdecontar con tapa de
seguridad para todo traslado fuera del lugar deajpa En ese caso, el exterior del
recipiente deber& ser mantenido libre de toda oaintion con sangre u otros fluidos
corporales usando solucién descontaminante.

m) El descarte de los fluidos organicos puede efestugor las caferias
habituales, una vez que estos hayan sido convemente descontaminados.

n) Una vez usados los guantes, deberan ser colockado del recipiente con
solucién descontaminante.

0) Inmediatamente después que el trabajo haya gichinido lavar las manos con
solucion iodada (Pervinox jabonoso) y agua, sexsanianos con papel absorbente, y
si es posible, terminar con unas gotas de alca#diogdo.

p) Informar inmediatamente al superior cualquier @egie ocasionado con
elementos de laboratorio.

g) Residuos comunes en bolsa negra. En bolsa rd@antaterial contaminado con

sangre y/o secreciones.

LIMPIEZA DE APARATOS Y OTROS ELEMENTOS

a) Centrifuga:
Limpiar con solucion descontaminante por dentrotyfpera del aparato.

b) Otros aparatos: (microscopios, lectores de ELISA, etc.) Una veiizados,

deberan descontaminarse las perillas y superftciesolucion descontaminante.
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LAVADO DE PORTAOBJETOS:

Se considera que todos los portaobjetos se enauneahgrasados aunque se

trate de material nuevo.

Lavado de portaobjetos nuevos: no usados y sin ateei

Introducir en agua y detergente unos minutos.

Frotar entre los dedos uno por uno.

Sumergir en agua jabonosa.

Enjuagar minuciosamente con agua hasta elimijabéh.

a kr 0N e

Sumergir en alcohol de 96° hasta el momento de (s&n una mezcla de
acetona y alcohol en partes iguales y se deja thuramndia).

6. Secar con un trapo uno por uno.

Lavado de portaobjetos aceitados con sangre sin ootar: preparados de reserva

Se deben respetar las normas de bioseguridad sénmdwtps en dilucion para
decontaminar durante 15-20 minutos, luego enjuagar agua fria hasta total
eliminacién de la sangre.

Luego se lavan como los nuevos pero insistiendoemda friccion con los dedos.

Lavado de portaobjetos coloreados y con aceite:

1. Dejar por lo menos una hora en agua tibia y demeegeNo llevar a
ebullicién pues el producto ataca la superficie détio despuliéndolo y
opacando la lamina.

Friccionar vigorosamente entre los dedos.
Dejar otra hora en bafio de detergente sin agredas pmpiador.

Proceder como con los portaobjetos nuevos.
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ESTERILIZACION Y DESINFECCION

La esterilizacién es la destruccion de todos lagngées, incluidos esporos
bacterianos, que pueda contener un material, éo tare desinfeccion que también
destruye a los gérmenes, puede respetar los esporos
Se debe recordar que en ciertos casos, los ingttomeon sometidos a la accion de
soluciones detergentes o antisépticas para désislistancias organicas o evitar que
se sequen. Dado que este paso no es una verdagdargeccion, los instrumentos no
deberan ser manipulados ni re-utilizados hasteo taot se efectie una verdadera
esterilizacion o desinfeccion suficiente. ElI HIV msiy 1abil y es destruido por los
métodos habituales de desinfeccion y esterilizaqgids se aplican a los instrumentos
meédicos antes de su utilizacion.

El calor es el método mas eficaz para inactivaHBI; por lo tanto la
esterilizacion y la desinfeccion basadas en ladacdel calor son los métodos de
eleccion.

La accion descontaminante de los productos quealibeloro (solucién de
hipoclorito de sodio (agua lavandina) se aprovephea tratar los instrumentos
inmediatamente después de su uso y permitir, llsgmanipulacion sin riesgos hasta
llegar a la esterilizacion o desinfeccién adecuada.

PROCESO DE DESCONTAMINACION

El proceso de descontaminacion, cualquiera seageht@a que se emplee,
debera ajustarse a rigurosas normas de contrahldiad. Los descontaminantes mas

frecuentes y las pautas para su correcta utilinssod:

Descontaminantes fisicos

* Vapor: El autoclavado de los materiales es el métodoleecién para todo
material reusable.

» Calor seco: Este sistema es apropiado para elementos y eqgigopuedan
resistir una temperatura de 180°C, quedando exdudd este procedimiento algunos

materiales plasticos.
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* Ebullicion: Este es el método mas simple y confiable paraivsada mayoria
de los patdégenos en caso de no disponer de unaugo8e consigue un buen nivel de
desinfeccién de instrumentos y equipos cuando esateriales se sumergen en agua

en ebullicién durante 20 a 30 minutos.

Descontaminantes quimicos

* Hipoclorito de Sodio, agua lavandina, agua blanqueadora, agua davel:
Cuando se diluye en agua, las soluciones de hipiacigeneran acido hipocloroso,
siendo este compuesto el verdadero principio aatarda accion bioldgica. El acido
hipocloroso reacciona con casi cualquier molécutgrica, pero en cada reaccion
individual desaparece una molécula de acido hiposty es decir, la solucion se agota
en su principio activo. Esta situacion hace netesatecuar la situacion entre agente
descontaminante y material descontaminado y estbdé®nductas para la renovacion
de las soluciones descontaminantes en el cursdidealle trabajo en funcion de la

calidad y cantidad del material a tratar.

LAS SOLUCIONES DE HIPOCLORITO DEBERAN PREPARARSE EN
ESE DIA. NO DEBERAN SER USADAS MAS ALLA DE 24 HORAS DE
PREPARADAS.

* Solucién 5 g/L de cloro activo:Usar para superficies muy contaminadas (material
de laboratorio). Dejar en contacto de 30-60 minutos

PREPARACION: Para 1 L de solucion utilizando lavandina de 55 d¢ cloro
activo, colocar 90 mL de lavandina en balde limpi@ds agua corriente hasta

completar 1 L de solucion.

TIEMPO DE EXPOSICION: 30 a 60 minutos (no mas).

Solucion 1 g/L de cloro activo:Para limpieza de superficies poco contaminadas
(paredes, pisos, etc.). Relacién volumen de dedariee volumen de superficie a

desinfectar. 1,5 L de lavandina por cada metro rautdde superficie.
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PREPARACION: Para 1 L de solucion colocar 20 mL de lavandin&8ley/L de

cloro activo en balde limpio mas agua corrientédhesmpletar 1 L de solucion.

TIEMPO DE EXPOSICION: 10 minutos.

PRECAUCIONES:

= La lavandina concentrada debera almacenarse a ttatumze inferior a 25°C,
protegida de la luz en frascos plasticos opacasrytapados.

= Nunca utilizar lavandina concentrada como desiaféget 0 descontaminante ya
gue es totalmente ineficaz.

= Utilizar las disoluciones especificadas, no aunrelstaconcentracion ya que es
inutil por eficacia y costo.

= Periédicamente (todos los meses) debera determifaisantidad de cloro activo
de la lavandina concentrada a fin de efectuardagcciones correspondientes.

= El agua utilizada para la dilucion de la lavandioacentrada sera agua corriente
(no destilada) y fria. Nunca utilizar agua caliemtébia.

= No superar los tiempos de exposicion ya que es.inut

Otros agentes liberadores de cloro activo

* Cloraminas

* Hipoclorito de calcio

Otros agentes quimicos

a) Alcoholes:Tanto el alcohol etilico como el isopropilico stescontaminantes
muy efectivos usados en una concentracion del 7Bl @rimero de ellos es adecuado
para superficies tales como mesadas de trabajo extelior de los recipientes
contenedores de muestras. A su vez el alcoholapdfmo es util para descontaminar

distintos equipos de laboratorio, por ejemplo: wscopios, lectores de ELISA, etc.
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Alcohol 70°

Formula: Para preparar 1000 mL (1 & Alcohol 96° 700 mL + Agua destilada
hasta 1000 mL.

PREPARACION: Colocar en un frasco 700 mL de alcohol de 96°, mdsa
destilada hasta completar 1000 mL de solucion.

PRECAUCIONES: EI alcohol de 96° no tiene propiedades germicigas,lo tanto

nunca usar alcohol de 96° sin diluir. Necesitagieagrara actuar como microbicida.

b) loduro de Polividona (PVI): La actividad descontaminante es similar a la del
hipoclorito, aunque es claro que no se puede ussu@erficies de aluminio o cobre.

c) Formaldehido - formalina: La formalina es un excelente descontaminante,
pero su uso esta limitada debido a que sus sokgitiberan vapores toxicos e
irritantes.

d) Glutaraldehido: El glutaraldehido es un agente descontaminantalttééma
eficacia. Se usa frecuentemente para el tratamiglgomateriales y equipos

reutilizables y que sean sensibles al calor yashitniento de otros agentes quimicos.

LAVADO DE MANOS

Definicion y objetivos:

Es el método mas eficiente para disminuir el tragmie material infectante de
un individuo a otro y cuyo propdsito es la redunco@ntinua de la flora residente y
desaparicion de la flora transitoria de la pielc8esidera que la disminucidon o muerte
de ésta es suficiente para prevenir las infecciboepitalarias cruzadas.

El lavado de manos elimina la mayor parte de logatninantes patdgenos y la

higiene con agua y jabon es suficiente en la may®ilos casos.

Indicaciones del Lavado de Manos:

= Alingresar al area de trabajo y al retirarse dshmo (lavado corto).
= Antes y después de tomar contacto con distintoserieos (bolsas colectoras,

sueros, ropa de cama, etc.) - (lavado corto).

18



= Al terminar un turno en el lugar de trabajo (lavadao).
= Antes y después de ingerir liguidos y alimentogad® corto).
= Después de usar los sanitarios (lavado corto).

= Después de estornudar, toser, tocarse la carglaage el cabello (lavado corto).

Procedimiento
LAVADO CORTO

15 segundos de contacto con el jabon neutro liquido

1) Retirar los accesorios de las manos: reloj, amiltintas, pulseras.

2) Abrir los grifos y regular la temperatura del agua

3) Mojar las manos y muifiecas.

4) Colocar jabodn y friccionar las manos durante Jusdos (contar hasta 30).
5) Enjuagar las manos.

6) Secar con toallas descartables desde los dedos.

7) Cerrar los grifos con la dltima toalla del secado.

Importante:

Cuando se termine el jabon liquido, se debe cangbisecipiente del mismo,
nunca se debe rellenar el anterior, debido a quauede formar en su interior una

pelicula de film, la cual atrapa algunas bacterias.

Higiene de Espacios Fisicos

Las normas de Higiene Hospitalaria tienen por objelisminuir la
contaminacion ambiental y eliminar la suciedadolési

En los establecimientos Asistenciales hay gérmpatxjenos presentes en los
elementos 0 equipos sucios o contaminados que selepucomportar como

reservorios o fuentes de infeccion.
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GUIA PARA EL MANIPULEO, RECOLECCION Y TRANSPORTE
INTERNO DE MATERIAL CONTAMINADO Y DESECHOS

Definicion de Residuos Hospitalarios:

Son aquellos desechos generados en los Centrotedeidn de Salud durante

la prestacidn de los Servicios Asistenciales. Pusede

A) COMUNES

B) PELIGROSOS
a) Asistenciales
b) Patogénicos (infecciosos-organicos)
c) Especiales

A) COMUNES:

Provenientes de alimentacién y limpieza en genBal ejemplo: Embalajes en

general, alimentos en general, cartones, papeteasAle Administracion, cocina.

Almacenamiento en bolsa color negroLa no disponibilidad de bolsa color negro

obliga a colocar rétulos bien legibles indicandsidaos comunes.

Disposicion final: En rellenos sanitarios no requieren manejo espdgizl a la de
los residuos domiciliarios. No presenta riesgordeccion ni en el interior, ni en el
exterior del Centro Asistencial.

B) PELIGROSOS:

a) Asistenciales:

Provenientes de areas de internacion de enfernoasultorios externos y salas de

emergencias. Por ejemplo: gasas, algodones, gudeseartables, vendas usadas,
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sondas, frascos, ampollas, materiales descarta@iolesangre u otra materia organica.

Materiales descartables de todas las areas erctmuta pacientes.

Almacenamiento en bolsa color rojo.La no disponibilidad de bolsa roja obliga a

colocar rotulos bien legibles indicando residuastesciales.

Disposicién final: igual que los residuos comunes tipo A en rellesersitarios, el

riesgo de infeccion esta limitado al interior deinBo Asistencial.

b) Patogénicos:

Todos los elementos punzocortantes y los provesserde Areas de
Aislamiento, de enfermos infecto-contagiosos, Latmio, Microbiologia, Sala de
Cirugia, de Hemodialisis, Hemoterapia, Morgue, Npsias, Anatomia Patologica y
Sala de Partos, que tenga presencia de materiaicaga

Almacenamiento en bolsa color rojola no disponibilidad de bolsa color rojo obliga
a colocar rétulos bien legibles indicando residpatgénicos. Representan un riesgo

de infeccion en el interior y en el exterior deh@e Asistencial.

Disposicion final: Incineraciéon en hornos piroliticos, de acuerdas mormativas

legales en vigencia.

Los Residuos Patogénicos, dada la peligrosidad rgquisten por el riesgo
microbiolégico, es necesario procesarlos y elimasade acuerdo a lo establecido por
las normas legales en vigencia.

OBJETIVOS:
Realizar un adecuado procesamiento de los resitoepitalarios para la

prevencion, disminucién y control de las infeccgmne

Prevenir la exposicion e inoculacion accidentalpggbonal con agentes infecciosos.
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LEY NACIONAL 24.051 DE RESIDUOS PELIGROSOS

ART.19- A los efectos de la presente Ley, se camai residuos patolégicos los
siguientes:

a) Residuos provenientes de cultivos de laboratorio.

b) Restos de sangre y de sus derivados.

c) Residuos organicos provenientes de quiréfano.

d) Restos de animales producto de la investigaciaticaé

e) Algodones, gasas, vendas usadas, ampollas, jsrimagetos punzantes o
cortantes, materiales descartables, elementos gmg@ies con sangre u otras

sustancias putrescibles que no se esterilizan.

c) Especiales:

Son materiales radiactivos, residuos farmacéutioogjuimicos, liquidos
inflamables, diluyentes, oncoldgicos. Por sus targsticas fisicoquimicas requieren
un manejo especial por personal capacitado y aatmén de acuerdo a las normas
establecidas.

EL MANEJO INCORRECTO DE LOS RESIDUOS ES CAUSA PRINCIPAL DE
INFECCIONES.

PARA ELLO DEBERA CONTROLARSE ESPECIALMENTE:

a) Que los residuos se separen segun su tipo.

b) Que las bolsas herméticamente se cierren underes!|

c) Los residuos deben permanecer el menor tiempblpastumulados en las areas
de trabajo retirandose con una frecuencia de avemngor turno y siempre que se
encuentren llenos los recipientes.

d) Que los recipientes portabolsas estén siemprdaapa

e) Que las bolsas sean del color indicado.

f) Todo el material reusable (tips para micropipetabps para recoleccion de
especimenes, etc. deberd ser ubicado en un rdeipieetalico o de plastico,
resistente a punciones o cortaduras, conteniergiodtis descontaminantes y

debera estar ubicado en el mismo lugar de trabajo.
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g) Los camisolines, chaquetas u otras prendas poodsctque se usen en el
laboratorio, deberdn ser colocadas al finalizatatea dentro de un recipiente a
pruebas de pérdidas, el que sera transportado deranaegura al lugar adecuado
para proceder a la descontaminacion y posterigrapaeion de las prendas para su
reuso.

h) Todo elemento descartable (agujas, jeringas, ééhgran ser colocados en un
recipiente de material resistente a punciones dadoras. Sera colocado en
recipiente a prueba de pérdidas para ser descoradme incinerado siempre que
esto sea posible.

i) Para la eliminacion de todo material contaminadanétodo de eleccién es la
incineracion de la misma si el incinerador est&add en el predio del laboratorio
y bajo el control del mismo. En caso contrario estderial sera autoclavado y

luego destruido.

Residuos segun su estado:

A. Residuos Liquidos:

* Los residuos liquidos (sangre, heces, vomitaeapsecreciones, y otros liquidos
corporales) pueden desecharse por el inodoro pdegieontaminacion.

» Esto es posible cuando los efluentes son vertamldsa red sanitaria. Si el
establecimiento no cuenta con conexion a la redtasen deben ser tratados
previamente.

» Usar guantes de goma resistentes para su marifpul&l uso de guantes no

invalida el lavado de manos, de acuerdo a la taaetlavado de manos.

B. Residuos Sdlidos:
* Es conveniente que cada Institucion determineiretito de circulacion de los
residuos y se haga en el horario de menor tradsijpacientes y personal y que se

cumplan con los requisitos exigidos para su maagdh, recoleccion y transporte

teniendo en cuenta la naturaleza de los mismos.
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EL TRANSPORTE EXTERNO DE RESIDUOS

Todos los habitantes gozan del derecho a un anebgamo, equilibrado, apto
para el desarrollo humano y para que las activelgsteductivas satisfagan las
necesidades presentes sin comprometer la de gemasuturas.

Las autoridades de cada establecimiento deberamrdascocon los
Transportadores de Residuos Peligrosos y Comun&satesportacion y Eliminacion
de los mismos (Empresas, Municipalidades) a fingdeantizar la seguridad y su

correcta disposicion final de acuerdo a las Nowaatlegales vigentes al respecto.

NORMAS PARA EL CASO DE ACCIDENTES DE TRABAJO:

LAS SITUACIONES DE RIESGO MAS FRECUENTES EN EL
LABORATORIO SON:

« AUTO INOCULACION ACCIDENTAL debido a pinchazosawmrtes con aguijas,
pipetas, bisturis u otros agentes punzantes.

« EXPOSICION DE LA PIEL O MUCOSAS a sangre, hemaadsios u otros
fluidos biolégicos contaminados, especialmente daata permeabilidad de las
mismas se encuentra alterada por heridas, exammegi eczemas, lesiones herpéticas,
conjuntivitis o quemaduras.

« EXPOSICION A AEROSOLES

* SALPICADURAS EN LOS 0OJOS

CONDUCTA ANTE ACCIDENTES

TODOS LOS ACCIDENTES CON MATERIAL BIOLOGICO SERAN
TRATADOS DE LA SIGUIENTE MANERA:

DERRAMES:

» Cuando se produzca derrame de material potermméminfectado, cubrir el
fluido derramado con papel absorbente, volcar attedde este material solucién
descontaminante (hipoclorito de sodio al 10%) vyalfilente verter solucion

descontaminante sobre el papel y dejar actuar tiupam lo menos 20 minutos.
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» Usando material absorbente, seco y limpio, leasrast material y arrojarlo al
recipiente de desecho contaminado para su posétirngnacion.

» La superficie debera ser enjuagada nuevamentesa@oicion descontaminante,
hipoclorito de sodio al 2%.

* Los guantes seran descartados después del proeptti.

 Lavarse las manos con agua y jabon. Desinfestada alcohol iodado.

* No se recomienda el uso de alcohol ya que estgagmra rapidamente, y ademas

coagula los residuos organicos superficiales smefpar en ellos.

PINCHAZOS O LASTIMADURAS:

» Los pinchazos, heridas punzantes, lastimadurasnuateriales contaminados
deberan ser lavados minuciosamente con abundamieyagpn solucion de jabon
cremoso durante 10 minutos; posterior antisepsiaatmmhol de 70°.

» Se debera favorecer el sangrado de la heridarewvpcar traumatismos en la
zona por demasiada presion.

* Posteriormente realizar cura plana.

SALPICADURAS DE PIEL INTACTA:

» Efectuar arrastre mecanico con abundante agudemia, no menos de 10

minutos.

SALPICADURAS DE MUCOSAS:

* Ejecutar arrastre mecanico con abundante soldig@idgica estéril, no menos
de 10 minutos. Luego agregar colirio simple.

» Permitir el sangrado espontaneo de la heridancipn accidental.

* No utilizar desinfectantes sobre las mucosas fmoa, nariz).

* Cubrir la herida con gasa estéril.
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AEROSOLES:

» El sistema de aire y las cabinas de seguridatbdicas seran dejados en
ventilacion.
» Personal idoneo usando ropas apropiadas podré etcuarto después de 30

minutos de ocurrido el accidente para efectuatai@Eas de descontaminacion.

LUEGO SE DEBERA CUMPLIR CON LOS SIGUIENTES RECAUDOS:

» Consultar inmediatamente con el servicio de gaadel establecimiento o lo
gue corresponda.

* Avisar del accidente al Encargado o Jefe de 8ecci

» Dejar asentado en el Libro Foliado de Guardiaceldente a los efectos legales
gue hubiere, suministrando amplio detalle del migma terapéutica instituida,
como asi el nombre del responsable que intervirel procedimiento.

* El médico actuante solicitara al accidentado emmé& voluntaria efectuar
hepatograma, monitoreo seroldgico (anticuerposEhdBA) para la detencion de
anticuerpos para hepatitis B, C y HIV, en caso es0h percutanea, contacto
cutaneo-mucoso 0 inyeccién parenteral de sangrelu@o$ corporales
provenientes de fuente desconocida como asi migmeoamalisis que juzgue
conveniente el profesional. La extraccion debeetsz dentro de las 24 hs. de
producido el accidente. Repetir los analisis ados 6 meses si la primera vez
fueren negativos. Drogaprofilaxis segun criteribinfectélogo.

* En caso de lesidn percutanea, contacto cutaneosuw inyeccion parenteral
de sangre o fluidos cuya fuente de infeccion egaanente HIV positivo conocido
o con alto riesgo de serlo, entendiéndose comse #gléos usuarios habituales de
drogas de suministro intravenoso b) los politragidos (ej. Hemofilicos) y c) las
parejas sexuales de cualquiera de los dos grupesicaiaes. Requieren droga-
profilaxis.

» Se deben suministrar 2 inhibidores de la trap&sa reversa mas un inhibidor
de proteasa por un lapso de 4 a 6 semanas. Sea®eeazar el tratamiento antes
de las 2 hs. de producido el accidente, o hastadximo de 6 hs. Se admite que

hasta 24 o 48 hs. puede atenuarse el curso ewwldéia infeccion. En caso de
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positivizacion de la serologia en los controlessgyubentes a una exposicion de
riesgo de fuente desconocida: inicio del tratanoieegun criterio del infectélogo.
« Se entiende que todo centro asistencial debearcoodn la adecuada
disponibilidad de un Kit de emergencia con las dsog administrar, para poder
iniciar el tratamiento en el mismo lugar del acoige

* Previa explicacion se solicitara al paciente coygestra origind el accidente el
consentimiento por escrito, para efectuarse laeymgtaciones de hepatitis B, C y
HIV y lo que juzgue oportuno el profesional act@ar8e dejara constancia de de
esto en la Historia Clinica del paciente.

» El accidentado hara la denuncia de su accideat&rabajo de acuerdo a la
normativa legal vigente.

» Concurrir a Medicina Laboral.

» Acudir al Servicio de Hepatologia o Gastroentag@d o Clinica Médica segun
complejidad del establecimiento, para comenzageraaltl ficha epidemiolbgica de
Accidente Laboral. En ella constaran los datos d#mtificacion, antecedentes
personales y se efectuara el seguimiento clinicorespondiente. Debe
identificarse, en lo posible, al paciente cuya samy secreciones produjo el
accidente y valorar sus antecedentes epidemiol®gyc@onductas de riesgo,

dejando constancia en la misma ficha.
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CORNICE VSiO N

Toda medida de seguridad laboral (incluyendo aqui las deegigidad)
contribuyen a la proteccion de las personas, sean éstas:
v' Trabajadoras de la salud
v" Pacientes
v" Poblacion circundante

El cuidado en el cumplimiento de las medidas indicadas fsigna la
protecciéon de la vida humanaEsto es importante ain desde el punto de
vista productivo, ya que es sabido que de los dos elemen®saponen
las fuerzas productivas de un pais:

v' Los medios de produccion
v' Los hombres que trabajan en ellos

Estos ultimos son los mas importantes

AR & LS XHISONS

Recordemos que hace 300 anos el médico medieval
Bernardo Ramazzini escribia este parrafo:

"Deberé confesar que ocasionan no poco daiio a los
obreros ciertos oficios que desempeitan: Donde esperaban
obtener recursos para el propio manteninuento y sostén
Sfanuliar, hallun a menudo gravisimas enfermedades y
maldicen el arte al que se habian dedicado nuentras se
alejan del mundo de los vivos..."

Bernardo Ramazzini. De morbis artificum diatriba (1701)
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JAlgo ha cambiado en
3 siglos?

NO PODEMOS ESTAR AJENOS
A LA REALIDAD MUNDIAL Y DE
NUESTRO PAIS........
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Tomando en cuenta las recomendaciones surgidaasdesdiniones del
Comité de Expertos de Influenza el CONSEJO FEDER. SALUD

aprueba:

Recomendaciones generales para evitar la transmiside Influenza A (H1IN1)

» El lavado frecuente de manos con agua y jabén

* Cubrir la boca y la nariz al toser y estornudar,layarse las manos
inmediatamente.

» Limpiar las superficies que tocan los enfermos agma y detergente o jabdn,
o alcohol al 70%

» EIl aislamiento relativo de los pacientes con inflzag para evitar contagiar
sobre todo a nifios y ancianos convivientes.

» Todo paciente con Influenza no debe salir de la,cagcepto si requiere
atencién médica.

» Todos los pacientes con Influenza deben colocanseaubijo y se le debe

recomendar que se quede aislado en una habitacidrgambular por la casa.
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 Las personas que cuidan a un paciente con Influetieben protegerse
lavandose las manos y tapandose la boca y la oaamdo se cuide a un
enfermo.

* Ventilar bien la casa cuando sea posible.

* Que el familiar con influenza no salga de la cagaepto si requiere atencion

médica.

Con relacion a ldefinicion de casgla misma PARA TODO EL PAIS, es:

“Toda persona que presente enfermedad respiratogada febril (>38°

C) en un espectro que va de enfermedad tipo inflzeea neumonia.”

Definiciones de caso de infeccion por el virus nuewe la influenza tipo A (H1IN1)
(11/05/09 — CDC)

Un caso confirmadode infeccion por el virus nuevo de la influenzaotiA
(H1N1) se define como una persona con enfermedsuragoria febril aguda cuya
infeccion por este virus nuevo ha sido confirmadaym laboratorio a través de una o
mas de las pruebas siguientes:

* método RT-PCR en tiempo real

+ cultivo viral

Un caso probablede infeccién por el virus nuevo de la influenzpotiA
(HIN1) se define como una persona con sintomasasésia los de la influenza cuyas
pruebas resultan positivas para la influenza tipg@o negativas para la influenza
humana H1 y H3 mediante el método RT-PCR

Opcional:

Un caso presuntode infeccion por el virus nuevo de la influenzaotiA
(HIN1) se define como una persona que no reureatasteristicas de la definicion de
caso probable o confirmado, su prueba para detettarus nuevo de HIN1 no da

negativay:
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es una persona previamente sana < 65 afios de eslgithlizada por sintomas

similares a los de la influenza

tiene sintomas similares a los de la influenzawe \@n un estado sin casos
confirmados, pero ha viajado a un estado o undmide hay uno o mas casos
probables o confirmados

tiene sintomas similares a los de la influenzaay econexion epidemiolégica en

los dltimos 7 dias a un caso probable o confirmado

Para todos aquellos que se encuentren comprengtidasdefinicion de caso, se

debe recomendar que:

Debe consultar precozmente a un servicio de sdrdje le indicaran si es
necesario un tratamiento antiviral.

Debe permanecer en aislamiento domiciliario, y oracarrir a su trabajo, lugar
de estudio nirealizar actividades sociales.

Debe utilizar barbijo mientras se encuentra aislado

No debe tomar Aspirina.

No debe automedicarse.

Con relacion al uso de barbijos

El uso de los Barbijos N95 debe estar prioritarisi@elirigido al personal de
salud que esta a cargo de la atencién de pacieatesospecha de infeccidn
por el Nuevo Virus de Influenza A (HIN1).

No es necesario que la poblacion general utilicbijos.

Con relacion a los Estudios virolégicos

SOLO se deberian realizar en:

Casos de Infeccion Respiratoria Aguda Grave quaiesgn hospitalizacion.

Casos que ingresen como estudio de laboratoriasedriidades Centinela

Con relacion al Tratamiento

Se debe indicar tratamiento con Oseltamivir a:
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Todo paciente con Infeccidon Respiratoria Aguda @rague requiere
hospitalizacion) independientemente del tiempowdueion de los sintomas.
Toda persona que sea calificada como caso sosegipestenezca a alguno
de los grupos de riesgo para la vacunacion comfiteenza estacional (segun
las Normas Nacionales de Vacunacion), siempre alelettas 48 horas de
iniciados los sintomas, independientemente de ad. ed

Toda persona mayor de 15 afios calificada comosmsgmechoso, siempre

gue se encuentre dentro de las 48 horas de inglad®intomas.

Con relacion a la Quimioprofilaxis

Se debe indicar quimioprofilaxis a:

» Todas aquellas personas con factores de riesgosegue contactos estrechos

de casos sospechosos o confirmados.

» A todos los contactos que no presenten sintoméssdadicara continuar su

actividad habitual, y se debe instruir que en casopresentar sintomas no
deben concurrir a su lugar de trabajo o actividadrealizar una consulta

precoz.

» Conrelacion a la Quimioprofilaxis de personakdiid.

La mejor medida de proteccion para el personal deatud es tomar las

medidas de bioseguridad.

El personal de salud que estuvo en contacto caasm sospechoso o confirmado,

0 con material biolégico de estos pacientes:

Si tomd medidas de bioseguridad adecuadas, ncerequuiimioprofilaxis.

Si no tomé medidas de bioseguridad adecuadas,oydita exposicién con un
caso sospechoso o confirmado, o con material hawdge estos casos,
requiere quimioprofilaxis.

Si no tom6 medidas de bioseguridad adecuadas g fartores de riesgo,
requiere quimioprofilaxis, independientemente g tle contacto con un caso

sospechoso o confirmado, o con material biologico.
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El personal de salud que toma Quimioprofilaxis gusdguir desarrollando sus

actividades utilizando barbijo comun.
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MATERIALES QUE DEBES TRAER A

LOS TRABAJOS PRACTICOS

Elementos personales:

« Cuaderno y articulos de libreria

e Marcador de vidrio Edding 400/404, color negro

 Lazo de goma ~—

 Guantes

Elementos grupales:
« Detergente no idnico
« Lavandina

« Jabdn de tocador liquido

« Rejilla

e Virulana

* Rollo de papel

e Bolsas rojas y negras de basura
« Recipientes para materiales de vidrio y plastico sucios
» Alcohol 7009

« Algododn g ;‘ '
e Recipientes de material resisg?'{_p.te con I-ltapa para
descartar jeringas y agujas "11.

L
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TRABAJO PRACTICO N°1
CONCEPTOS GENERALES
CANDIDIASIS E
INMUNOLOGIA FRENTE A
CANDIDA ALBICANS
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OBJETIVO

» Comprension de las bases moleculares de la intéraparasito-hospedador durante
las infecciones fungicas.
» Manejo de la bibliografia cientifica.

» Capacidad para elaborar y presentar seminarios.

INTRODUCCION

Céndida albicangs un honganicelular. Se lo aisla en el 40% en la orofaringe
de individuos normales, y en el 70% en el colonekestencia de C. albicans en el
tubo digestivo posiblemente esté relacionada coalitaentacion, siendo las frutas
frescas, dulces y alimentos fermentados los queréaen su presencia.

En el estado saprofito se encuentra en forma delilea, célula redondeada u
ovalada de 2 a 4 micras, con paredes finas y existedas las especies de primates en
las que se ha investigado.

En el estado parasitario forma filamentos con exte redondos de 3 a 5
micras de didmetro, de longitud variable, puedloses no io.

Las células levaduriformes o blastosporas son migemismos eucarioticos,
las cuales se reproducen asexualmente por un presgecifico de division celular
conocido como gemacion. Este proceso de divisiguligan la produccién de nuevo
material celular proveniente de la superficie deléstospora. Cuando el brote o yema
ha crecido y se encuentra en su tamafio optimousata la division celular y se
forma un tabique o septo entre las dos células.

La forma filamentosa del hongo, denominada hifasida definida como una
estructura microscépica tubular, la cual contienéltiples unidades celulares
divididas por septos y puede surgir a partir dstbkporas o de hifas existentes. Esta
crece continuamente por extension apical.

El desarrollo de la enfermedad por Candida depetedda interaccion de

ciertos factores:

*Factores predisponentes para la infeccion:
FACTORES MECANICOS: quemaduras, abrasiones, oaiusiéal, humedad
y maceracion, uso de proétesis dentales, vestimajtssadas de material sintético,

obesidad.
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FACTORES NUTRICIONALES: hipovitaminosis (B1- B2 y)Adeficiencia
de hierro, desnutricion.

ALTERACIONES FISIOLOGICAS: edades extremas, embayaz
menstruacion.

ENFERMEDADES SISTEMICAS: Sindrome de Down, Acrodatitis
enteropatica, Diabetes mellitus, otras endocriiapat uremia, céncer,
inmunodeficiencias primarias, SIDA.

IATROGENIAS: catéteres, consumo de drogas e.v., iotachpia,
guimioterapia, glucocorticoides, antibidticos de pdm espectro, anticonceptivos,

colchicina y fenilbutazona.

*Patogenicidad intrinseca del microorganismo.

La inoculacion experimental de las distintas eggede Candida ha mostrado
diferencias en la virulencia entre estos microoigyans, en su capacidad de invadir el
estrato corneo y producir inflamacion.

Los factores implicados incluyen la adherencia teridr invasion a los
gueratinocitos, mediante la elaboracion de enzioueratoliticas, proteoliticas y
fosfolipasas, especificas de cada cepa.

Entre los factores de virulencia cabe destacaemasmas hidroliticas aspartil
proteinasas segregadas (sap); las isoenzimas Sagpri-cruciales para la infeccion

superficial, las Sap 4-6 serian importantes emhaicliasis invasiva.

*Mecanismos de defensa del huésped:

A- No inmunes:

1- La interaccion con otros miembros de la florarohiana.

2- La integridad funcional del estrato cérneo.

3- El proceso de descamacion debido a la prolii@naepidérmica inducida por la
inflamacion.

4- Opsonizacion y fagocitosis.

5- Otros factores séricos.

B- Inmunes:

1- Inmunidad mediada por células.

2- Inmunidad humoral.
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Para cambiar su comportamiento saprofito a patgg@amdida tiene que
desarrollar algunas caracteristicas fenotipicaslgu®ermitan penetrar al organismo
del hospedero. La propension de la célula fungicambiar su comportamiento es
muy grande y depende de su entorno. Se ha demmsfuadel cambio fenotipico en
las cepas de C. albicans esta asociado con lasciofes sistémicas. Para ser
considerado como un patdgeno, Candida tiene quebiextos propiedades
fundamentales: la adherencia a los receptores dmwsgedero y la produccién de
enzimas liticas. Esta bien establecido que estgspdocesos estan asociados con
variaciones morfologicas. Operando una transicigrodica del estado levaduriforme
al estado filamentoso, C. albicans incrementa sysigrdades adhesivas y la secreciéon
de enzimas
La candidiasis mucocutanea ha sido observada esorm@s con deficiencias
fisioldgicas de inmunidad celular. La candidiagial @n el recién nacido o en la vejez
puede estar relacionada con deficiencias del tioaoyvulvovaginitis por Candida,
asociada con el embarazo o el uso de anticonceppuede estar ligada al papel de la
progesterona sobre las células T y sobre la aativehti-Candida de los leucocitos
polimorfonucleares (PMNs). Ademas, la gonadotrofec@ionica y la hormona
luteinizante inducen la transicion de C. albicaeslal fase levaduriforme a la fase
filamentosa. La informacion clinica sugiere quedspuesta Thl es sistematicamente
débil durante el embarazo.

El stress es frecuentemente una causa olvidadandenodeficiencia temporal.
La regulaciébn neuroendocrina y los efectos crorldgioos pueden modular
notablemente el sistema inmune y proveer la opmtainde proliferacion al hongo.
La relevancia del stress en la candidiasis, ha sidminada sobre la base de que
induce deterioro de la respuesta inmune. Datosopt@mados por estudios clinicos
gue usaron voluntarios sanos, han demostrado @beafieie provoca el stress fisico y
emocional, aumentando la colonizacion de las siggesfmucosas por Candida.

Ademas de las modificaciones fisiologicas, haylanga lista de enfermedades
gue pueden facilitar el desarrollo de patogenostopistas. Deficiencias primarias o
secundarias, que afectan las lineas mieloide oidief muestran el papel fundamental
de estas células en el control de la autodiscricibnay la homeostasis. La
neutropenia y su duracion es, obviamente, unagdpriacipales causas de candidiasis

sistémica, mientras que la candidiasis mucocutéstgadirectamente relacionada con
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deficiencias de las células T. La diabetes y agragocrinopatias también son fuentes
de candidiasis mucocutanea.

El incremento considerable de las infecciones @ordizla en la década pasada,
esta ligado al desarrollo de nuevas técnicas yasrolgs cuales permiten al clinico
penetrar profundamente en la intimidad tisularuleely molecular de los pacientes,
abriendo de este modo puertas para la invasion Gandida. Estos factores,
denominados iatrogénicos, involucran nuevas susnguimicas y técnicas
terapéuticas, como son: antibioticoterapia, quiemggtia, corticoterapia, cateterismo

trasplante, cirugia.

Candidiasis oral

Comun ¢n 31004

|_r"/——__‘_.>' Patrdn Th2
Respuesia Humoral

Inmumidad Innata

|I’ DEFENSAS PRIMARIAS

Celulas epatehales
Saliva

lgA secretora

Factores salivares

ADHERENXCIA
Bacterias
%. FProteinas v mucinas de ka saliva
Producciin de fosfolipasa B
Células epitchiales

C. albicans coloniza la mucosa oral entre el 5-8@%os individuos sanos. El
uso de corticosteroides predispone a padecer untbdéasis oral y ésta es mucho mas
frecuente en pacientes que reciben quimioterapigpgmecer linfoma y enfermedades
hematolégicas malignas, los que han recibido urspiante y los que tienen Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

El papel de la respuesta humoral en la candidiasis ha sido estudiado
exclusivamente en individuos VIHLos anticuerpos especificos IgA contra Candida
pueden estar normales o elevados en la saliva sleindividuos VIH. Estos
anticuerpos especificos no parecen proteger a iestivgluos de la candidiasis oral.

La resistencia innata de la mucosa oral no haestiediada con respecto a la
funcidon celular (por ejemplo, PMN, macrofagos, tduasesinas naturales). Las
observaciones clinicas, sin embargo, muestran cue cdndidiasis oral es
extremadamente comun en individuos neutropéniomsoffa parte, existen datos en

referencia a los efectos de los componentes amtmanos asociados a la saliva.
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Especificamente con respecto a Candida, se ha tachmsque en la saliva de
individuos normales estan presentes componentasCandida y que éstos se
encuentran reducidos o ausentes en individuos® VAdlicionalmente, las células
epiteliales orales representan un mecanismo deskef@nato para el hospedero. Se
desconoce si la actividad anti-Candida de estadaseés modulada bajo condiciones
de inmunosupresion.

Las defensas primarias a nivel de la mucosa ocdliyan la barrera fisica
epitelial, el péptido antimicrobiano lingual (detema con efecto antimicrobiano de
amplio espectro), IgA secretora, diferentes fast@alivares (lisozima, histatinas y
lactoferrina entre otros), junto con el propio dly arrastre efectuado por la saliva. La
alteracion mas trivial parece ser suficiente pamangitir que C. albicans produzca una
infeccion localizada y limitada a la mucosa orale qpuede extenderse en casos
severos a faringe, esofago e incluso producir nfezcion diseminada.

Como comensal de la cavidad oral, C. albicans padterirse a proteinas de
la saliva y a bacterias de la cavidad oral pareesu eliminacion de esta zona. Se ha
observado aglutinacion microscopica y macroscogeaislados de C. albicans con
cepas de Streptococcus sanguis, S. salivarius, ugans) S. mitis, Fusobacterium

nucleatum, Actinomyces viscosus, Lactobacillus aviytus y Bacteroides gingivalis.

Candidiasis gastrointestinal

La mucosa gastrointestinal esta dotada de un sastienproteccion local, en el
cual tiene lugar una respuesta inmune con carsiitad especiales llamada respuesta
inmune asociada a las mucosas. Esta respuestaarseutiesarrolla a partir de tejido
linfoide. Se encuentran asociaciones de tejidooilile no encapsulado por tejido
conectivo situado en la lamina propia y las areassicosas de los aparatos digestivo,
respiratorio y genitourinario. Las células linfasdse hallan presentes, ya sea como
cumulos difusos u organizados en nddulos, solgadoagrupados, que contienen
centros germinales (foliculos secundarios). Eneel mimano, las amigdalas y las
placas de Peyer en el ileon son particularmentaipentes. El epitelio intestinal que
cubre dichas placas se halla especializado eram$gorte de los antigenos hacia el
tejido linfoide. Esta funcién particular es reatlaapor unas células epiteliales
denominadas células M (micropliegues). Las célivlason capaces de absorber y
transportar los antigenos para que sean procegamesentados a las células linfoides

subepiteliales por las células presentadoras dgeaiuis.
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Las respuestas inmunes humorales a nivel de lasausan de tipo IgA. La
IgA secretora es un anticuerpo que puede atral@sanembranas mucosas y ayuda a
impedir la entrada de los microorganismos patégedaemas de la IgA, se
encuentran un gran numero de linfocitos en eldegiohjuntivo de la lamina propia y
dentro de la capa epitelial de las mucosas. Ldeditos de la lamina propia son
predominantemente células T activadas, aunque éanmplieden detectarse numerosas
células B activas y células plasmaticas. Estadasjplasmaticas especiales secretan
sobre todo IgA, que se transporta a través dedhlsas epiteliales y se libera en el
interior de la luz intestinal. Los linfocitos ingpiteliales son predominantemente
células T que exhiben caracteristicas fenotipieaasl que presentan los linfocitos de
la ldmina propia. Aunque el fenotipo de los linfoside la lamina propia es similar al
de los linfocitos de sangre periférica (T@R), un porcentaje elevado de linfocitos
intraepiteliales son células T@R la mayoria de las cuales expresa CD& mayoria
de los linfocitos intraepiteliales y de la lamimagia son células de memoria.

La funcion primaria del sistema inmunitario de tagcosas es proporcionar
defensa al individuo en la superficie de las muggsk funcién secundaria, pero de
igual importancia, es evitar la entrada de antigepar esta via y proteger asi al
sistema inmunitario sistémico de la inadecuada &gm antigénica. Pero estas
funciones operan conjuntamente con diversos facfm@ectores no inmunitarios.

Como el tracto gastrointestinal es frecuentemeokenzado por Candida, su
proliferacion esté controlada por varios factoksy evidencia considerable de que la
flora bacteriana normal, aerdbica y anaerébicapeka proliferacion de Candida in
vitro en el tracto gastrointestinal de modelos aé® y en aislados de mucosa
intestinal. Los mecanismos que se postulan son emn@ia nutricional vy
competencia por el nicho ecoldgico o por sitiosadberencia. La acidez gastrica
normal y la produccién de componentes téxicos c@uidos grasos volatiles y/o
acidos biliares secundarios provocan alteracioms$adorables en el microambiente
para el crecimiento de patogenos. Adicionalmentpesstaltismo y la funcién ciliar
mantienen el flujo de constituyentes de la mucosadyce la interaccion de patégenos
potenciales con las células epiteliales. La mudorana una barrera entre estos
patogenos y las células epiteliales; ademas, ansellencuentran sustancias como la
lactoferrina, lactoperoxidasa y lisozima que tiemdectos inhibitorios sobre uno u

otro microorganismo especifico.
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La erradicacion de la flora normal por el uso dénainrobianos de amplio
espectro, la administracion de glucocorticostemigeel tratamiento con drogas
citotoxicas son factores de riesgo importantes paranfeccion por Candida. Los
mecanismos incluyen inhibicién de la inmunidad raddipor células, induccién de
hiperglucemia, cambios cualitativos y cuantitatieosla secrecion gastrica de mucina
y produccion de Ulceras gastricas. Todo esto se dela combinacion de cambios
locales en la mucosa y al efecto inmunosuprestamsiso.

La mucina intestinal juega un papel importante anlubricacion de la
superficie epitelial y en la defensa del hosped€ralbicans se puede unir al residuo
C-terminal de 118 kDa de la mucina a través derantgones hidrofébicas y la
degradacion de la mucina es facilitada por la s&mmede aspartil-proteinasa 2. Esto
implica que C. albicans se asocia con la mucina gelgrada; estas dos propiedades
pueden modular la poblacién de este hongo enatbtgastrointestinal. EI mecanismo

por el cual esto se lleva a cabo es aun desconocido

Flora btteriand
Acider ghasirica normal
Produccidn de praductos tixioes
Peristalsis
Furecion cilia
Mucina ilestine

ADHEREMNCIA
Mugina inestinal
Degradacion de ln mucina

Candidiasis vaginal

C. albicans coloniza la mucosa vaginal entre el &-2i@ las mujeres sanas. Se
ha estimado que aproximadamente el 75% de todasugses experimentan al menos
un episodio de Candidiasis VulvoVaginal (CVV) enwsda (47) y de estas el 20%
experimentan un episodio posterior. La CandidiagigvoVaginal Recurrente
(CVVR) definida como cuatro o mas episodios anyaegpresenta en al menos el 5%
de las mujeres que han experimentado un episodi€atalidiasis VulvoVaginal
Primaria Esporadica (CVVPE)

Histéricamente, las infecciones vaginales eranuidak entre las infecciones
de las mucosas afectadas por deficiencias de sélulaos datos basados en estudios

experimentales de candidiasis vaginal con un moahelono estrogeno dependiente,
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para evaluar el papel de la inmunidad mediada @las, concluyeron que tanto la
inmunidad adquirida como la inmunidad mediada pé&lulas o anticuerpos son

responsables de proteger al ratén contra la casitdvaginal y que la mucosa vaginal
tiene cierto nivel de independencia inmunolégicandue la CVVR se presenta en
ausencia de factores predisponentes conocidos pedtulado que es el resultado de
alguna deficiencia o disfuncion del sistema inmupero los resultados de las

investigaciones indican que, de existir una defid& o disfuncion inmune en las

pacientes con CVVR, ésta se presenta a nivel tnaalque a nivel sistémico.

Estudios recientes sugieren que si las célulasiirsportantes, es la respuesta
local la que mejor protege contra la infeccion @oralbicans. Esta conclusion esta
basada en parte en estudios sobre un modelo neomeaginitis inducida, asi como
en estudios clinicos en mujeres con CVVR. Aungue dantroversias abundan,
estudios clinicos controlados apropiadamente sergigue la vaginitis por Candida no
es tan comun en las mujeres infectadas por el dieus inmunodeficiencia adquirida
y no se correlaciona con el descenso de las célul&D4’. Estudios recientes
sugieren que la resistencia innata puede ser arfiara la proteccion contra la
infeccion por C. albicans. Aunque los anticuerpmsisducidos frente a la exposicion
a C. albicans, es incierto su papel protector eolas infecciones por este hongo.
Varios autores han concluido que los anticuerpdsGandida no son protectores,
pero hay reportes que demuestran lo contrario e@nféecion experimental por C.
albicans sistémica o vaginal. La experiencia dinisin embargo, demuestra que
individuos con deficiencias de inmunidad humoral tremen un incremento en la
susceptibilidad a la infeccion por este microorgara.

Aunque la mucosa vaginal carece de areas linfadgsnizadas como las que
tiene el tracto gastrointestinal, estudios en aldsmhan demostrado que tiene todos
los componentes necesarios para una respuesta anoampetente. Esto incluye
expresion de inmunoglobulinas, células T y célplesentadoras de antigeno (células
de Langerhans, macréfagos) que sirven como céuésentadoras de antigenos. Las
células T CD2Z que predominan en la vagina son CD4TCRof lo que implica su
papel critico en la respuesta del hospedero cdatiafeccion por Candida. Estas
observaciones avalan el concepto de independenagimuniologica o
"compartimentalizacion” de las células T en la nsaceaginal. En estudios realizados
en modelos murinos con vaginitis, no se evidenaidnfiltraciéon de linfocitos T

sistémicos durante la infeccion experimental. Hegighosteriores deben evaluar la
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expresion local de citoquinas, quimiocinas y de éoglas de adhesion durante la
infeccion para otorgarle mayor importancia a loslakigos obtenidos hasta el
momento.

La inmunidad innata podria jugar un papel signifi@acontra la vaginitis por
Céandida, pero muy pocos trabajos avalan esta igétBe hecho, los PMNs no
parecen estar involucrados en la proteccion dedgna y la mayoria de los estudios
han demostrado que las células asesinas natu@lg®gan un papel protector en la
misma. Adicionalmente, estas células no son rewmdeate la mucosa vaginal.

Las células epiteliales de la mucosa vaginal preduona variedad de
citoquinas y quimiocinas y representan un impoetanécanismo de resistencia innata
contra C. albicans. Se ha demostrado que estascéhhniben el crecimiento de C.
albicans in vitro. Pero, esta defensa innata preb@adnte sea muy débil y puede ser
opacada facilmente en presencia de un gran nungeroictoorganismos virulentos.
Estudios criticos deben evaluar la actividad aatidfida de las células epiteliales
vaginales, de los PMNs, macrofagos y células T gjemes con CVVR o portadoras
de VIH, para poder determinar si las infecciones @o albicans son oportunistas
estrictas basados en las deficiencias de la respumsune local, puesto que los

hallazgos obtenidos hasta este momento sugiergrossalidad.

/ I|I FACTORES DE RIESGO
CVVPE [ Cambios hormonal ¢s
CVVR A r.“t!vidad st.r:u.nl
Anheconcephvos
DT

Antibioticoterapia
Dirogas iNMAMOSEpPres ors
Diabetes

ADHEREMNCIA
Mucina <:I 'll

Células epiteliales |I Sistema inmune de las mucosas
| ll | l:> Inmunidad innata
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TRABAJO PRACTICO N°2

INMUNIZACION
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OBJETIVO

Introducir al alumno en metodologias basicas deumpacion de animales de

laboratorio, utilizando distintos tipos de inmundge y adyuvantes.

INTRODUCCION

La Inmunizacién es el proceso, natural o artificialediante el cual un
individuo competente desarrolla una respuesta ienfoomoral, celular o ambas) al
entrar en contacto con un inmundgeno.

La sintesis de anticuerpos es dirigida contra nutd&cespecificas que el
organismo no reconoce como propias (epitopes ondiei@ntes antigénicos). Para que
esta sintesis ocurra, primero debe existir un ctmt@ntre el linfocito B y el
determinante antigénico, contacto que se productdmente en el caso de los
antigenos T independientes (TI-1 y TI-2), pero debe ser mediado por CPAs y
Linfocitos T CD4+ cuando se trata de antigenospeddientes.

El tipo y magnitud de la respuesta producida seerleb multiples variables
entre ellas se encuentra: la inmunogenicidad deantigeno, que depende de su
complejidad estructural, peso molecular, confordmgl naturaleza quimica, dosis,
via de administracion etc.

Con la finalidad de hacer mas efectiva la respuéstaune durante la
inmunizacién se recurre al uso de adyuvantes, rstiaka inmunomoduladoras que
constituyen una familia muy heterogénea si se toerarconsideracion su origen,
naturaleza quimica y actividad biolégica especifigsdlgunos adyuvantes son en si
antigénicos (endotoxinas de bacterias gramnegativasio Bordetella pertussis)
mientras que otros no lo son (tartrato de alumirdeopotasio). El adyuvante
incompleto de Freund es una mezcla de aceite nhicenaun detergente en diferentes
proporciones, mientras que el adyuvante completérdend (FCA) contiene ademas
del aceite y el detergente, una micobacteria. Erhionanos no se recomienda el uso
de este tipo de adyuvantes ya que frecuentemerdplisacion conduce al desarrollo
de granulomas severos, restringiéndose su usoi@alas de experimentacion.

Con el objeto de obtener inmunoglobulinas anti-dadany se inoculara un
conejo por via subcutanea con una mezcla de FCAIyawotigeno producido por

nosotros (suspension de Candida albicans). Comcilidsquema de inmunizacion, se
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tomara una muestra de sangre en la que comprobsaidenpesencia de anticuerpos

especificos a través de IDR e Inmunofluorescencia.

MATERIALES Y METODO
= Cultivo fresco de Candida albicans
= Adyuvante completo de Freund

= Conejo

Preparacion del Antigeno

Se realizara el cultivo de Candida albicans en em&tibouraud en pico de
flauta, cosechandose a las ocho horas, aproximademe

Para eliminar todo tipo de residuos, se procedavarllas Candidas con SF
centrifugando 10 minutos a 400g. El procedimiertoepite al menos tres veces.

Se resuspende en SF y se ajusta la concentracigéaneara de Neubauer a
3x1¢P Candidas /ml.

Para inactivar las levaduras se procede a colacgaurdpension en bafio maria a
una temperatura de 56°C durante 30 minutos. (Qim@dw: formol al 0,7%). Se
comprobara la efectividad del proceso resembramdagar Sabouraud y constando

ausencia de desarrollo de colonias visibles.

Inmunizacién

Inoculacién del conejo: se realizara por via sudooed, en cuatro puntos
distribuidos a los lados de la columna vertebrahh an volumen de 2 ml de una
mezcla a partes iguales de FCA y suspension deidzand

La inmunizacion se llevara a cabo durante las sigas cuatro semanas de

acuerdo al siguiente esquema:
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SECUENCIA DE| DOSIS DE| VIA DE | SITIO DE
INOCULACIONES | ANTIGENO INOCULACION | INOCULACION
1° semana 2ml de Ag. corsubcutanea dorso
FCA
2° semana iml Ag consubcutanea dorso
adyuvante
incompleto de
Freund
3° semana Iml de Ag corsubcutanea dorso
adyuvante
incompleto de
Freund
4° semana Iml de Ag corintravenosa Vena marginal
adyuvante
incompleto de

Freud
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CASOS CLINICOS
CASO CLINICO N° 1

1. Paciente embarazada de la localidad de Chamatairfcia del Chaco) que consulta
al médico por tener fiebre alta (39°C) desde had@&g®, dolores musculares y en las
articulaciones, y dolores de cabeza de tipo retodad.

a. ¢ Qué diagnostico sospecha ante estos sintoimas<?

b. ¢ Qué respuesta inmune desarrollaria la mujemsempdo que la infeccidn por virus

Dengue es producida al haberse expuesto por priveerfiente al serotipo Denv-1?

c. ¢Qué respuesta desarrollaria si fuese picadaamaate por el vector transmisor
(Aedes aegypti) infectandose con el serotipo Dehy:Qué manifestaciones clinicas y
de laboratorio veriamos en esta infeccion secua®ari

d. Los anticuerpos generados por la madre, ¢ afattebé y de qué manera?

2. Indique tipo de muestra, momento de recoleccidpg de analisis o metodologia
(métodos directos e indirectos) que utilizaria pardiagnostico de virus Dengue

en el laboratorio.

3. De acuerdo a los métodos que nombro en el itemi@ntdisefie y explique como
realizaria un método directo y otro indirecto patiagnéstico de Dengue,

consignando: tipo de muestra, Ag, Ac, soporte.

4. Conociendo la inmunopatogenia del Dengue, ¢ cuéledos inconvenientes que
existen actualmente y que dificultan el desarrddouna vacuna contra el virus?

Imagine cudl podria ser un modelo de vacuna efectiv

CASO CLINICO N°2

Una mujerembarazada de 35 semanas presenta un cuadro glipaédico solicita
estudio de laboratorio para busqueda de virusdnfia H1IN1.

a) ¢ Que estudios de laboratorio realizaria? Expliyavemente

b) ¢ Considera de utilidad la vacunacion? Justifique

c¢) Tratamiento
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CASO CLINICO N°3

Un recién nacido debe recibir las vacunas obligegate los 2 meses.

a) Explique brevemente que vacunas recibe: viaohéngstracion- dosis. Justifique
b) ¢ Qué tipo de antigenos contienen estas vacWess&jas y desventajas.

c) Si el nifio tiene una ID (Inmunodeficiencia) @astontraindicadas?
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INVESTIGUE
1- Diferencia entre antigeno, inmundgeno y hapteno.
2- Antigenos: caracteristicas, propiedades, tipos.
3- Proteinas Recombinantes y péptidos sintéticos. &yasty desventajas de su
uso.
4- Diferentes vias de inmunizacion. Ventajas y desjast
5- Animales para inmunizacion. Ventajas y desventajas

6- Importancia de la dosis de inmunizacion.
INFORME

1. Realizar un informe grupal a partir de la investiga individual.

2. Interpretar los casos clinicos.
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TRABAJO PRACTICO N°3

OPSONOFAGOCITOSIS y
LISIS DE CANDIDA spp por
PMNs
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OBJETIVO

Evaluar la capacidad fagocitica y litica de losirpotfonucleares neutrofilos

(PMNs) de sangre periférica.

INTRODUCCION

La fagocitosis mediada por PMNs constituye undadeprincipales defensas
del organismo hospedero en su lucha contra lasdioiees producidas por bacterias y
hongos. El proceso de fagocitosis comprende v@ases secuenciales: quimiotaxis,
adherencia de las particulas antigénicas a la fitipede los fagocitos, captacion /
ingestion (fagocitosis) y muerte intracelular medigpor mecanismos dependientes e
independientes del oxigeno. Los fagocitos poseapteres para el componente C3b
del sistema de complemento, asi como para la regidstante de la molécula de
inmunoglobulina. Esto permite que los microorgamismopsonizados puedan
adherirse a la superficie de estas células, faedb la fagocitosis.

Una actividad fagocitica anormal puede estar adaccon una gran variedad
de enfermedades y puede estar ocasionada por ectalefe los neutréfilos, un
problema fisiolégico asociado con algun tipo de unoyglobulina, con el sistema de
complemento o ambos.

Para evaluar la actividad fagocitica y litica de PMNs se utiliza una técnica
citomorfolégica que consiste en enfrentar a los BMé&éparados por adherencia a
portaobjetos, con una suspension de Candida athitaego de la incubacion con las
candidas, los preparados se tifien y se evalUagtzitasis y lisis de las levaduras
utilizando el microscopio optico, teniendo en caeque las levaduras vivas se tifien
de azul, mientras que las muertas se observan fanmtasmas”.

Se pueden utilizar distintas cepas de levaduras mpe son destruidas por
los PMNs por mecanismos diferentes: la C. albicangor mecanismos
microbicidas oxigeno-dependientes, mieloperoxidaskependientes, mientras que
la C pseudotropicalis (kefyr) es destruida por meaaismos oxigeno-dependientes,
mieloperoxidasa-independientes.

C. albicans suele presentarse como una célulalevatiuriforme de 2 a 4

micras, con paredes finas; sin embargo, en tejidbsctados también se han
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identificado formas pseudomiceliales (dimorfismgue son células alargadas de
levadura que permanecen unidas entre si.

Estudios ultraestructurales de la pared celula€Cdalbicans han demostrado
una compleja microarquitectura. La pared tiene spesor variable y esta compuesta
por varias capas, las cuales se han puesto deiessmipor diferencias en la densidad
electrénica. El nimero de capas y su morfologitamaesta variacion esta relacionada
con varios factores tales como: la etapa de creaitmi celular, la forma de
crecimiento (como levadura o como tubo germinal),cépa seleccionada para su
estudio, el medio de cultivo empleado para el anemito celular y los procedimientos
de fijacion.

El tubo germinal es una extensién filamentosa de la levadura, sin
estrechamiento en su origen, cuyo ancho suelesaitad de la célula progenitora y
su longitud tres o cuatro veces mayor que la céhdare. C. albicans es la Unica
especie capaz de producir verdaderos tubos gemesimalitro, cuando se las enfrenta
con suero humano o de conejo fresco a 37°C.

Segun la Candida se presente como levadura o femnsa pseudomicelial, en
el foco inflamatorio, los PMNs reconoceran a ladida, se adheriran a ella y la
fagocitaran, a través del reconocimiento de distiRAMPSs por RRPs expresados por
el fagocito.

MATERIALES Y METODO
* PMNs del paciente en estudio, obtenidos como sdlaet continuacion.

* Pool de sueros humanos, fresco e inactivado a 36°.C

Separacion de los PMNs

La sangre periférica se obtiene por puncidon vengsase colocan
aproximadamente 2 ml sobre portaobjetos selladassdwona. Se incuba a 37° C
durante dos horas en camara humeda. Se elimimaglio lavando el portaobjeto con
buffer PBS tibio.

Preparacion de la Candida:
La Candida se siembra en medio Sabouraud en pidtautla y se cosecha
ocho horas después de sembrada, asegurando uimlathdel 100%. Las candidas

se lavan con buffer PBS para eliminar residuostrif@égando diez minutos a 400g. Se
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resuspenden en PBS agitando en vortex para obteaerorganismos aislados en una
suspensién homogénea y se ajusta a la concentrdeidnx 16 candidas/ml en PBS
con 10% de del pool de sueros (opsonizacion).

Formacion de tubos germinales por C. albicans:

1. Preparar una suspension de C. albicans en 0J& sudero humano o de conejo.

2. Incubar a 37 °C durante 2-3 hs.

3. Depositar una gota de la suspension sobre uagipetos limpio y desengrasado,
colocar un cubreobjetos y observar al microscopio.

4. Reservar la suspension para el siguiente pnomieqalio.

Procedimiento:

Sobre los portaobjetos a los cuales se han adhesd®MNs, colocar 1 ml de
la suspension de candidas preparadas en distimiadicones (sin opsonizar y
opsonizadas con suero fresco e inactivado, susperd¢ candidas con tubos
germinales). Incubar con las células durante 3@toga 37° C en camara humeda. Al
finalizar el periodo de incubacion, las levaduradagocitadas se eliminan por lavado
con PBS tibio (37° C). Los preparados se dejanr secre, se colorean con Giemsa
diluido (1/10), durante 10-15’ y se observan alnzscopio. Otra opcidn, utilizar May
Grinwald o metanol para fijar, durante 1’ y luegéocear con Giemsa diluido (1/10),
durante 10-15'.

La actividad fagocitica se expresa como el numercahdidas ingeridas por
100 PMNs. La actividad litica se expresa como etgmtaje de candidas fagocitadas

gue estan muertas (imagenes fantasmas no tefidak@@msa).

Expresion de los resultados:

En sangre periférica de adultos jévenes y sanosiamyjo de actividad
fagocitica de PMNS es de 300-400 candidas fag@sta0 PMNSs.
En cuanto a la actividad litica del PMN, ésta esigatos normales de 10-15% para la

C. pseudotropicalis o Kefyr y de 12-17% para lalBGicans.

58



Interpretacion de resultados:
Valores disminuidos de actividad fagocitica indicaindefecto severo en la
funcion de los PMN, generalmente asociado a unamnaakeficiencia primaria o

secundaria.
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CASOS CLINICOS
CASO CLINICO N° 1

Paciente de seis afios y 2 meses, sexo masculieaomsultd al hospital por cuadro
de 10 dias de evolucion de fiebre, tumoracion dwelpparietal y submamaria, con
antecedente de haber presentado dos meses antebsesso en regibn mamaria
izquierda que requirid drenaje quirurgico. Al exanfisico se evidencid desnutricion
grave, fiebre, taquipnea, tumoracion en la regi@eipto-biparietal, una lesion
supurativa en la regiébn submamaria izquierda, digoidn del murmullo vesicular en
hemitérax izquierdo y sudoracion profusa. En sapgrédérica se observo leucocitosis
con neutrofilia y desviacién a la izquierda connsig de infeccion (granulaciones
toxicas). La VSG estaba acelerada y el proteinogralectroforético evidenciaba una
hipergammaglobulinemia. En el material obtenido gamcidén aspiracién de abscesos
de cuero cabelludo se observd la presencia de diltos tabicados en el examen
directo y A. fumigatus en el cultivo. Igual recupedn microbioldgica se obtuvo de la
biopsia de aponeurosis y musculo de pared del emotzquierdo y de lavados
gastricos. La prueba de ID en gel de agarosa mtssdandas de precipitacion con
antigeno de A. fumigatus. La prueba de NBT mosuéeacia en la capacidad

oxidativa de los fagocitos.

a. Teniendo en cuenta los datos clinicos y de labooatos,Qué
diagnéstico sospecharia?

b. Indique el/los posible/s genotipo/s y fenotipo (ifestaciones clinicas
e inmunoldgicas desencadenadas) que caracteresta anfermedad.

c. Haga un listado de los estudios de laboratorio cpesidera serian
convenientes para llegar al diagnostico.

d. ¢Qué opciones de tratamiento existen actualmemnte gieontar esta

patologia?
CASO CLINICO N° 2

Observe detenidamente las siguientes imagenesoguesigonden a un caso clinico y

responda:
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Figura |. Se aprecia coloracion plateada del pelo en lactante
femenine de tres meses.

Figura 2. Con microscopio de luz en médula dsea se observan:
a) Inclusiones lisosomales en granulocitos. 100 x 10 (Inmersion).
b) Se observa hemofagocitosis intensa, en acercamiento fagoci-
tosis de linfocites. 100 x 10 (Inmersidn).

Figura 3. En frotis de sangre periférica se observan neutrofilos
con granulos gigantes |00 x 10 (lnmersién).

¢, Qué patologia presenta la paciente?

b. Mencione caracteristicas fenotipicas mas frecuentes

c. Indique tipo de inmunidad comprometida y si seatdd una alteracion de tipo
funcional y/o cuantitativa.
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CASO CLINICO N° 3
Mujer de 18 afios de edad, recientemente diagndatida DM, y en estudio por una
tumoracion submandibular, que acude al ServicidJdgencias de un hospital por
presentar dolor en extremidades inferiores de 4% dé evolucion, asi como sensacion
febril no termometrada. A la exploracion fisicageneta T de 37,5 °C y astenia. A
nivel de muslos se observaban varias lesiones arasulligeramente dolorosas a la
palpacion, los muslos se encontraban tumefactompastados, desencadenandose
importante dolor a la palpacion, asi como a la rEagion, tanto activa como pasiva,
de las extremidades inferiores. La bioquimica degseareveld una leucocitosis de
16.000/mni con desviacién izquierda, enzimas musculares  rés analitica fue
normal. En el muslo izquierdo estaban afectadosalm$uctores con presencia de
abscesos. Las colecciones fueron drenadas quiaéngitte, realizandose baciloscopia
y cultivo del exudado. En el cultivo de varias niteesfue aislada Candida albicans.
Se comenzé tratamiento por via parenteral con flazol asociado a VAN e IMP
durante seis semanas. La paciente mejord clinid@meon resolucién casi por
completo de las lesiones musculares. A los 20 diéhslta hospitalaria ingresa por
presentar nuevamente dolor en ambos muslos y suigarnor drenaje espontaneo de
un absceso, cultivAndose nuevamente Candida atbican
Ante la presentacién de este complejo y recidivantdro clinico, se investigo la
posibilidad de estar asociado a alteraciones ddumeion de los neutrdfilos,
demostrandose un déficit de MPO.
Investigue:

a. Mecanismo inmunopatol6gico subyacente.

b. ¢De qué manera compromete la inmunidad de la gaciencoexistencia de

DM y deficiencia de MPO?
¢, Qué ocurriria si la paciente se infectara cors€ugotropicalis.

CASO CLINICO Ne 4

Nifio de 2 afios de edad que ingresa al Serviciomdergencia por lesibn en mano
izquierda. Refiere infeccidon respiratoria con baotstruccion y fiebre de 5 dias de
evolucion, por lo que se le indico tratamiento eamoxicilina, salbutamol y dipirona.

A las 48hs presentd lesion periungueal en el pridegio de la mano derecha con

edema y rubor, y progresion necroética, motivo deolasulta.
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Datos del laboratorio: Hemograma: glébulos blanc®400 elementos/mm3,
Neutréfilos 33 elementos/mmg3, linfocitos 1.948 edaos/mma3, hemoglobina 13,2
g/dl, plaquetas 322.000.PCR: 155 mg/l. Se reciblivo de exudado de lesion de
mano y hemocultivo que informataphylococcus aureuseticilino sensible. Con el
diagnéstico de neutropenia severa de etiologianaloheterminada, se aisla el paciente
y se inicia factor estimulante de colonias granitices (rhG-CSF-filgastrim).
Continta con cefradina, gentamicina y dipirona\garintravenosa. A las 48 horas de
filgrastim persiste con picos febriles de 39°C yntigane la neutropenia severa, por lo
gue se suspende la dipirona. A los 18 dias dathbzacion (15 dias de filgastrim, 13
dias de suspension de la dipirona y cuarto diaidi®dortisona), el nifio presenta
mejoria del estado general, se mantiene en apjrgxiidema ni rubor en la mano y

se observan mejorias en el hemograma.

Defina:
» Serie granulocitica en RN- nifio de 2 afios- adofgse@dulto- anciano.
» Agranulocitosis primaria y adquirida. Causas.

* Neutropenia leve, moderada y severa. Relacionseeeridad de la infeccion.

CASO CLINICO N° 5

Lactante de 5 meses con antecedentes de onfalit&lujitis periumbilical que se
inicia a los 15 dias de vida con eritema, aumeatovolumen del area periumbilical y
demora en la caida del corddén umbilical (que o6wtios 21 dias de vida). Al examen
fisico se observa abdomen con hiperemia y periucabily un area nodular y
fluctuante. La palpacion es dolorosa pero con eseasrecion purulenta: de un
material blanco amarillento y fétido. El hemogramporciona los siguientes datos:
leucocitosis de 80,000/mm3 y neutrofilos en bandas 9%; neutréfilos con
granulaciones toxicas, sin mas anormalidades nigiftds en el frotis de sangre
periférica. Los hemocultivos fueron negativos yeltivo de la secrecién umbilical
positivo aPseudomonas aeruginasA su ingreso el manejo antimicrobiano se hizo
con cefalotina, amikacina y después con ceftazidimaaspiracion de médula 6sea
reportd: celularidad aumentada con la serie edigrdiisminuida, serie megacariocitica
normal y granulocitica aumentada, en distintasastale maduracion. La citometria de
flujo, con anticuerpos monoclonales anti CD11b/CDh8stré ausencia de integrinas

B2 en toda la poblacion leucocitaria.
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Defina
e Onfalitis.
» ¢ Cuando cae el cordén umbilical normalmente? ¢ Bgqgede demorar su
caida?
* ¢ Qué significa presencia de pus, cual es la cposgué puede no haber?

» ¢ Es significativo pensar en neutrofilia y ausedeigpus? ¢ Qué indica?

Diagnéstico. Tratamiento

CASO CLINICO N° 6

Lactante de 7 meses que concurre al hospital pbrefide 39°C, tos hiumeda, disnea
progresiva, vomitos y diarrea de 4 dias de evoluciBefiere a los 2 meses
gastroenteritis con paro cardiorespiratorio que rameentilacion mecéanica asistida
durante 7 dias. Como consecuencia infeccion respaapor Pseudoma aeruginosa
por lo que recibid antibioticoterapia por 30 diddos 4 meses fue hospitalizado por
Neumonia apical derecha por Stafilococcus aurerised@izan los siguientes estudios:
Prueba nitroazul de tetrazolio (NBT): positivo, Migeroxidasa normal, serologia
para hongos negativo, inmunoglobulinas normalegutropenia severa con valor
absoluto de neutréfilos (VAN) 91/mm3, eosinofilia098/mm3, monocitosis
1727/mm3, trombocitosis 689 000/mm3 y anemia (Hdologa: 9,9 g/dL,
Hematocrito: 29 %, Volumen corpuscular medio: 78 @oncentracion hemoglobina
corpuscular media: 28 g/dL, Velocidad de sedimeadtaglobular: en la 12 Hora 93
mm, Proteina C reactiva: 8,7 mg/dL. Ferritina: 82§¢dL. Folato: 6,83 ng/dL.
Vitamina B12: 348 ng/dL. Sub poblaciones linfodaar (CD4 y CD8 normales),
complemento (C3-C4 normales), VIH negativo, PPDatigg, VDRL negativo. Se
realiza aspirado y biopsia de médula 6sea queteepmrmocelular con ausencia de
maduracion neutrofilica, incremento de eosinéfilaepdsitos férricos incrementados.

Determine:

» Diagnostico y Tratamiento
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INFORME
1.Analizar a partir de los ensayos realizados, latasi@nes de la funcion
fagocitica del PMN en presencia de Candidas sioropar y opsonizadas,
asi como tubos germinales.
2.Interpretar los casos clinicos presentados, adjdotala bibliografia

consultada en cada caso.
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TRABAJO PRACTICO N° 4

SEPARACION DE INMUNOGLOBULINAS
DE SUERO HUMANO
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OBJETIVO

Aislar Inmunoglobulinas de suero humano.

INTRODUCCION

La solubilidad de las proteinas depende de ladotéin de las moléculas de
proteinas entre si, y entre ella y el solvente pprelo general es agu&l agua de
imbibicion se fija por el caracter bipolar del agu#a cantidad fijada depende, por
consiguiente, de las cargas eléctricas de lasipesteSi se agregan sales, como el
sulfato de amonio en ciertas concentraciones,riagipas en solucién acuosa, pueden
ser precipitadas. La explicacion de este fenOmeace residir en que la sal
neutraliza las cargas eléctricas, por tener ioreegaiga opuesta, produciéndose la
deshidratacion de las proteinas, ya que estas sahes también tendencia a fijar
agua.

Las inmunoglobulinas, como toda proteina, puedenseparadas de otras
proteinas plasmaticas por diferencias de solubilela un determinado solvente. Asi,
éstas pueden ser precipitadas causando una peiturles el solvente al modificar su
pH, fuerza idnica o temperatura.

En general, las inmunoglobulinas son insolublesagua o en soluciones de
baja concentracion salina), no asi la albumina ga® precipita a muy altas
concentraciones de sales. Por ello un primer pasggrmite separar facilmente a las
inmunoglobulinas de su principal contaminante easmla, la albumina, es una
precipitacion con sulfato de amonio. Este métodompe enriquecer la muestra
proteica en inmunoglobulinas.

Al agregarse con cuidado sulfato amédnico al plasnmsuero sanguineo, la
primera proteina precipitada corresponde al filgamn. Si se sigue afiadiendo la sal
hasta alcanzar una semi saturacion, precipitaglédmilinas: si se llega a la saturacion
(4,2 moles x litro) precipita la albumina. Esta a&gion puede hacerse en forma
paulatina y de esa manera se consiguen fracciomesgrresponden a las que se
obtienen por medio de la electroforesis.

Si bien el trabajo practico consiste en utilizaptacipitacion salina como un
método de separacion de las inmunoglobulinas, basad las caracteristicas

fisicoquimicas, es importante destacar, que eretaga posterior se podria purificar la
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IgG de las inmunoglobulinas totales por una crogratita de exclusidon molecular o
cromatografia de intercambio idnico, basandos@®uiferentes tamafios moleculares

de las inmunoglobulinas o en las diferencias erpanos isoeléctricos.

MATERIALES Y METODO

» Tubos de ensayo de vidrio, pipetas, goteros plstic

» Suero humano

» Solucion fisiolégica

» Solucién saturada de sulfato de amonio: disolvey 8@ (NH).SO, en 100 ml de
agua destilada hirviendo

* Dilucion 1:2 de solucion saturada de sulfato derdamo

 Tira indicadora de pH

» Buffer PBS (solucion salina tamponada de fosfatos)

* Bolsitas para dialisis

» Buffer de electoroforesis con indicador de corrjid; 8,6

» Tiras de cellogel (acetato de celulosa)

» Colorante Punceau S.

 Solucién decolorante: acido acético al 5%

» Solucién transparentizadora: acido acético puretanol (1:9)

* Vortex

» Centrifuga

» Estufa de secado

» Cuba de electroforesis y fuente de poder

PROCEDIMIENTO

a) Precipitacion de inmunoglobulinas
1. Enun tubo de vidrio colocar 5 ml del suero a pcaif,
2. agregar lentamente sulfato de amonio saturado hestapletar 5 ml,
efectuando la mezcla sobre vortex,
3. medir pH y ajustar a 7.8,

4. dejar en reposo y en heladera 10’,
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5. centrifugar a 4000 rpm durante 107,

6. eliminar el sobrenadante midiendo su volumen ygajral precipitado igual
volumen de la solucién 1:2 de sulfato de amonioraadf,

7. este paso se repite hasta que el precipitado ari@ssea limpido,

8. reconstituir el precipitado en 5 ml de PBS o agestithda.

b) Desionizacién
En vaso de Y litro realizar desionizacion en balda dialisis contra solucion

fisiologica. Cambiar a las 2 hs. Dejar reposaati@dnoche a temperatura ambiente.

¢) Control por electroforesis en Acetato de Celulosa
1. En una tira de acetato de celulosa para electsifoi@rrer suero humano
control, junto a las inmunoglobulinas obtenidas,
2. utilizar la técnica semimicro para el sembrado ¢eotrar repitiendo la
siembra como minimo 5 veces),
3. tiempo de corrida: 45’ aprox. en buffer de eleares$is, pH: 8.6,
4. intensidad de corriente: 2,5 mA por tira,

5. transparentizar.
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CASOS CLINICOS

CASO CLINICO Ne°1:
Embarazada de 20 semanas de gestacion 0 Rh (-xnoemaza de aborto. EI médico
le indica la administracion de anti-D.
1- Importancia de embarazos previos y del grupo saeguiel esposo y de hijos
anteriores.
2- ¢Como se obtienen estos anticuerpos?

3- ¢En qué otras situaciones estaria indicado el sstnoire Ig anti-D?

CASO CLINICO N° 2
Hombre de 30 afios que refiere haber sido mordida grarte superior de la mano
derecha por Bothrops alternatus conocida como fgagrande”. Inmediatamente
recibié asistencia no profesional y fue remitidoCantro de Salud mas préximo,
llegando después de 10 hs. Al examen fisico setatensnportante edema, rubor y
calor en el dorso de la mano que comienza a extemdé antebrazo predominando
siempre los signos inflamatorios, acompafado dedigue comienza a ser constante
y rebelde a los antitérmicos. Se observa apard@algunas ampollas y flictemas con
liquido claro y transparente en su interior. Deeagga administran suero antiofidico
por via intravenosa.

1- Comente acerca del cuadro fisiopatologico de unaedra por serpiente.

2- Describa los datos de laboratorio que espera abtene

3- Con respecto al suero antiofidico ¢ Cémo se obtiene?

4- ¢ Considera importante purificar Ig? ¢ Por qué?

5- Comente acerca de nuevos avances en la obtencamtideeros.

6- ¢Qué estrategia emplearia para disminuir la fregaede reacciones de

hipersensibilidad?
CASO CLINICO Ne°3:
Nifio de 4 afios con infecciones recurrentes de @idasitis, bronquitis y neumonia

por bacterias extracelulares. El médico sospeanarnndeficiencia por anticuerpos.

1- ¢Cbomo podria en el laboratorio determinar ID pdicaarpos?
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2- De acuerdo a los datos de laboratorio, ¢, de quédeptd por anticuerpos se
trata?

IgA: 0 mg/dl (52-256)
lgG: 1 733 mg/dl (VN 774 a 1 641)
IgM: 129 mg/dl (VN 36 a 240}.
Un afio después, las concentraciones sericas dee I¢gd1 seguian dentro de los
margenes normales y la IgA no era detectable porisena técnica. La concentracion
de IgA secretora en la saliva era también O mgidintras la de IgE era 63,8 Ul (VN:
0a90 Ul

3- ¢ Es importante tener en cuenta la edatifidue.

4- ;Recomendaria la administracion de ganohatjha endovenosa como
tratamiento para este paciente? ¢En qué otrasog&tslse podria recomendar su
aplicacion?

5-¢,COmo se obtendria gammaglobulina par&uondovenoso?

CASO CLINICO Ne 4

Paciente de 78 afios que ingresa con mialgiasgfiebmpromiso del estado general,
baja de peso de 4 kg, alteraciones del sensonpdesorientacién temporo-espacial,
tos y expectoracion mucosa de 2 semanas de ewolpoidlo que recibid tratamiento
con cefuroxime y azitromicina, sin observarse restal En su historia clinica consta
reseccion transuretral de prostata por adenomdagious e infiltracion linfocitica a
nivel de microvasculatura.aboratorioc Hematocrito 34,9%, leucocitos 9.600/
neutréfilos 5.088IL, linfocitos 2.496fL, monocitos 2.016L, plaquetas 215.000L,
VHS 107 mm/h, proteina C reactiva 10,95 (valor rarms1l U/dL), lactico
deshidrogenasa (LDH) 861 U/L (valor normal <618 )J/IAntigeno prostatico
especifico 1,89 (valor normal <4 ng/ml), Se reMsdiopsia de pristata tomada 8
meses antes y se observo un infiltrado intravasduitoide, CD45 (+), CD20 (+)
estableciéndose el diagndstico de linfoma intravasde células grandes. El paciente
inicié quimioterapia CHOP (ciclofosfamida, doxoritiba, vincristina y prednisona)
sin mejorias y con evidencia de actividad tumdiabre, aumento de VHS, aumento
de LDH vy alteracion de su estado de concienciadsanistro rituximab (anticuerpos
monoclonales anti CD20. Mabthera Roche) 375 mg/em2asal por cuatro dosis. El

paciente entr6 en remision clinica de sus sintonmmsmalizacion de LDH,
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normalizacion de su estado mental y desaparicibnadés, manteniéndose en

remision clinica completa con 24 meses de segutmien

Describa:
a. ¢Qué es el rituximax?
b. ¢Cdmo se obtienen y purifican los anticuerpos mionates?
c. ¢COmo se obtiene un anticuerpo quimérico y un @

humanizado?

CASO CLINICO N°5

Paciente femenina de 11 afios de edad que fue raosetidpie derecho y mano

izquierda por un cachorro con rabia confirmadao# 8 dias del incidente se inicié
esquema de vacunacion antirrabica (vacuna extidédaerebro de raton lactante).
Treinta y nueve dias después, habiendo recibidos& dle vacuna, acudio al servicio
de emergencias por presentar un cuadro de 5 diavalacién caracterizado por

cefalea, debilidad y parestesias, estas Ultimasigaron en antebrazo y ascendieron
progresivamente hasta la region cervical. Se demidaternacion. En el segundo dia
de internacidn presento sialorrea espesa, taqiacaaguipnea, hiporreflexia y rigidez

de cuello, ademas convulsiones tonico-clonicas rgénadas. Se realiza puncion

lumbar: liquido cefalorraquideo cristal de roca 2arcélulas por campo a predominio
polimorfonuclear, proteinorraquia normal y glucgue de 63 mg/dL. Fallecié 7 dias

después de su internacion por falla cardiaca. &8ledebiopsia cerebral (hipocampo)

para inmunofluorescencia que fue positiva paraaratainfirmandose el diagndstico.

Describa:
» Considera correcto la utilizacion de la vacunatifigse.
e Meétodos diagndsticos y tratamientos posibles.
* ¢ Cbmo se obtiene el suero antirrabico?

» Seria a su criterio de utilidad obtenerlo en ga#linjustifque.

CASO CLINICON 6
Las infecciones por Rotavirus son la causa mas oateliarrea en nifios menores de

5 afios ocasionando un gran namero de muertes al Wiodiagndstico rapido

74



permitiria instaurar un tratamiento adecuado yaewt uso innecesario de antibidticos,
como implantar medidas preventivas que evitenansinision en la comunidad y en
el nosoconmio.
Con este objeto queremos desarrollar un métodggumita la deteccion precoz de
antigenos de la capside viral en heces utilizamdanticuerpo especifico obtenido en
el laboratorio.
Determine:

e (,Como podria obtener el anticuerpo especifico? klonal o

policlonal? Justifique.
» ¢ Es importante purificar? Justifique.

» ¢Realizaria fraccionamiento enzimético? Justifique.
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INFORME
e A partir de la corrida electroforética, interpreghresultado obtenido.
* Interpretar los casos clinicos presentados, adjdotéa bibliografia consultada

en cada caso.
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TRABAJO PRACTICO N°5

TECNICAS DE
PRECIPITACION
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OBJETIVOS

» Comprender los distintos tipos de técnicas de pitacion disponibles en el
laboratorio inmunolégico.

» Conocer el fundamento de cada una de ellas.

» Adquirir habilidades y destrezas en el desarradidétnicas de precipitacion.

» Informar e interpretar los resultados en el comtebet una situacion clinica.

» Conocer la aplicacion de las técnicas de precipitaen otras especialidades:
Microbiologia, Virologia, Hematologia.

INTRODUCCION
Los diferentes inmunoensayos presentan sensibdgdadiferentes vy

conocerlas, es de gran utilidad a la hora de decighl de ellos utilizar en una

situacion particular.

SENSITIVITY OF VARIOUS

IMMUNOASSAYS
Sensitivity*

Assay (g Antibody/ml)
Precipitation reaction in fluids 20-200
Precipitation reactions in gels

Mancini radial immunadiffusion 10-50

Ouchterlony double

immunadiffusion 20-200

Immunoelectrophoresis 20-200

Rocket electrophoresis 2
Agglutination reactions

Drirect 0.3

Passive agglutination 0.006-0.06

Agglutination inhibition 0.006-0.06
Radioimmunoassay 0.0006-0.006
Enzyme-linked immunosorbent

assay {ELISA) <{.0001-0.01

ELISA using chemiluminescence <0.0001-0.01
Immunofluorescence 1.0
Flow cytometry 0.06-0.006

*The sensitivity depends upon the affinity of the antibody as well as the
epitope density and distribution,

SOURCE: Adup[td from NR Rose et al, eds., 1986 and 1997 eds., Manual
aof Clinizal Laboratery Immuenology, American Society for Micrabiology,
Washington, D.C.

A partir del cuadro anterior se observa quedasciones de precipitacion
* Son las mas simples de llevar a cabo en el lab@rato

» Existen varias pruebas.
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Se observan facilmente.

No requieren equipos cOStoso0s.

Pueden ser cuali o cuantitativas.

Sin embargo una gran desventaja es su baja sateibil

En general, la técnica demunoprecipitacion:

4
»

Se caracteriza porq antigeno utilizado se encuentra en forma soluble

Se basa en el hecho de que la mayoria de lasmastdifunden libremente a

través de poros de un gel.

Hay ausencia de reaccion fisica o quimica entrentosinoreactantes y el gel.

Al contactarse antigeno y anticuerpo especificodosma una banda de

precipitacion en el punto en que ambos alcanzaivaeucia.

Sirve para determinar la concentracion de Ags o &esni-cuantitativos) o

para comparar Ags y evaluar su pureza (cualitativos

Si bien la

electroforesis de proteinas séricas eso un meétodo de

inmunoprecipitacion, se incluye en las técnicatableratorio ya que se lo utiliza en el

laboratorio de rutina y a su vez, es el paso prav@realizacion de la inmunodifusiéon

en la inmunoelectroforesis.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SERICAS

®

Apply
sample

[
Lt

20 min

©

La electroforesis consiste en el movimiento de
particulas cargadas por aplicacion de un campo

eléctrico externo. Este principio se aplica a la

Al urnin . . :
separacion de las fracciones proteicas del suero.

alpha-  Las proteinas son moléculas anféteras, es decir, so
dlobuling . -
particulas no cargadas o cargadas positivamente o

lbf;mlj negativamente dependiendo del pH del medio en que
globulins

se encuentran. A pH = 8.6, la mayoria de las prasei

Jgamima- L. , . ,
dlabuling Sericas tendran una carga negativa y se sepamaran e

un campo eléctrico de migraciéon hacia el anodo.

Separating serum proteing

by elechophoresis
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Los grupos funcionales acidos y basicos presentes en las cadenas laterales de
los aminodcidos, al disociarse en el agua, confieren a la proteina cargas
positivas y negativas

R-COOH+H,0¢>R-COO™ + T,0%

R-NH,+1,0<>R-NH," + OH-
La carga neta de una proteina depende de la suma de cargas de ambos signos

La carga eléctrica de la proteina depende del grado de disociacion de sus
grupos funcionales acidos v basicos, lo que depende del pH.

pH acido pH basico

R-COOH+H,0 «-R-COO” + H,0" R-COOHH,0 —R-COO" +H,07
R-NH,+ H,0" ¢ R-NH, " + OH-

R-NH,+ H,0" »R-NH, "+ OH-

Esta separacion se realiza sobre un soporte igeet&o impide ni estimula el
flujo de las moléculas en el campo eléctrico. Floste de acetato de celulosa separa
al suero normal en cinco bandas proteicas: albgmaifa;, alfg, beta y gama
globulinas, donde cada una de estas fraccionesdt@éticas representa un conjunto
de muchas proteinas. La fraccion gama consiste casnpletamente en
inmunoglobulinas. Ademas, este soporte es Optimamémansparente y admite
microcantidades de proteinas.

Luego de la separacion es posible su fijacion peemi@ en la posicion a la
cual han migrado visualizandose las bandas segapadincion con un colorante que
presenta afinidad por las proteinas.

El método mas comun para la determinacion cuanttade las distintas

fracciones proteicas es la tincion luego de suraepma y medicion por densitometria.
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Es esencial el uso de un suero patréon normal emaadda electroforética.
Actualmente, la separacion electroforética ofreca excelente forma de obtener
estimaciones semi-cuantitativas de los nivelesxdeinoglobulinas totales en el suero
como por ejemplo: Macroglobulinemia de WaldenstaMieloma Mdltiple.

Se pueden emplear esta técnica en otras muesirasptasma, orina, calostro,
LCR, leche, entre otros.

Normal IgG

82



INMUNOPRECIPITACION
% Técnicas Cualitativas

v' En medios liquidos

v' En medios gelosados:
1. Difusién simple monodimensional
Aplicacion: demostracion de varios sistemas reactivos sinaiténte. El
namero de bandas de precipitacion nos indica lidaahminima de sistemas
reaccionantes presentes. Pero debe tenerse era aquenten una mezcla de
anticuerpos y antigenos, es necesario que las ula¢etengan velocidades de
difusion diferentes y no se encuentren a conceotras inferiores a las

necesarias para que la reaccion de precipitacidmac

2. Difusion simple bidimensional
Aplicacion: demostracion de varios sistemas reactivos simediaente. Puede

detectarse hasta 10ug/ml de anticuerpo.

3. Doble difusion o técnica de Ouchterlony

Aplicacion: investigacion de los componentes de una mezclgémda.
Aplicacion clinica: busqueda de anticuerpos contra el complejo ENA; Sm
Rnp, SSA/Ro; SSB/La; busqueda de anticuerpos cueatranos de vibora.

4.Contrainmunoelectroforesis (CIEF)
Aplicacion: determinacién de la presencia de pnateelectronegativas.
Aplicacion clinica: determinaciéon de la presenaaadtigeno de superficie del

virus de hepatitis B en suero. Actualmente podzatia.

% Técnicas semicuantitativas

v" En medios liquidos
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v' En medios gelosados:
1) Inmunoelectroforesis (IEF) que combina electroforas en geles de
agarosa o cellogel e inmunodifusion.
Aplicacion: investigacion e identificacion de los diferentesmponentes
proteicos de una muestra séricaavés de arcos de precipitacion.
Aplicacion clinica: andlisis de proteinas para el diagnostico de gquatizes

monoclonales.

2) Inmunofijacion

Aplicacion: investigacion e identificacion de los componentedgicos de una
muestra sérica. La ventaja de esta técnica corects@a la IEF es su mayor
sensibilidad y un tiempo corto de obtencion deltadas (1 a 2 horas).
Aplicacion clinica: analisis de proteinas para el diagnostico de ganaties

monoclonales.

3) Electroforesis cruzada.
Aplicacion: estudio de las proteinas séricas.

< Técnicas cuantitativas

v' En medios liquidos

v" En medios gelosados
1) Inmunodifusion radial simple (IDRS)
Aplicacion: determinacion de la concentracién de inmunoglolutim liquidos
bioldgicos.
Aplicacion clinica: determinacion de la concentracion de IgG, IgAM &n

suero y de IgA secretoria en saliva.

2)Electroinmunodifusion o “rocket” electroforesis.
Aplicacion: cuantificacion de proteinas electronegativas addhibiolégicos.
Aplicacion clinica: determinacién de la concentracion de albuminariera ae

pacientes con enfermedades renales.
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Resumiendo:

Principales sistemas de inmunodifusion

Una
dimensidn

Dos
dimensiones
(radial)
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1. ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA (CELLOGEL)

OBJETIVOS

» Separar e identificar los distintos componentesepros en una muestra de suero /
orina realizando un proteinograma electroforético.

e Evaluar las distintas bandas obtenidas pormétodo visual estimando los
porcentajes relativos de cada una de ellas, asd ®ntoncentracion a partir del
dato de proteinas totales, las que se determinael prétodo de Biuret.

» Relacionar los patrones electroforéticos obtenabwslas distintas patologias.

INTRODUCCION

Es un método para fraccionar mezclas proteicascdaio lo es el suero
sanguineo, como las moléculas tienen distinta rndael cuando son sometidas a la
accion de un campo eléctrico, separandose en draexEl buffer o tampdn que se
use para la corrida es fundamental, porque de él va depender la carga neta de
las moléculasOtros factores importantes son el tamafio de lagul@éla intensidad
de corriente utilizada y la temperatura.

Nota: No es que las proteinas en realidad tengan cheg@n carga neta cero en su
punto isoeléctrico, pero a determinado pH hay gsupoizables principalmente COO

y NH3" que le dan esa carga necesaria para el fraccion@mie

MATERIALES Y METODO

1. Muestra utilizada: puede ser una muestra sérica o cualquier liquidimdico,
libre de hemdlisis y contaminacion. En el caso destras diferentes a la sérica, las
mismas son obtenidas por lo general por persondicmé deben ser remitidas en
condiciones apropiadas al laboratorio para su geonento.

TECNICA DE EXTRACCION DE LA MUESTRA SERICA CON JERI NGAY
AGUJA

La sangre se extrae de una vena: radial, basilmaféica, usualmente de la
parte interior del codo o del dorso de la manoflfwion del tipo de analisis que se
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vaya a realizar, es requisito haber suspendidorediwemo de alimentos al menos ocho

horas antes de la extraccion; aunque este caspreidmha de determinar el médico

en el momento en que solicita dicha prueba.

MATERIALES

O O O O O o

Jeringa de distintas capacidades.

Agujas intravenosas o sistemas vacutainer (de kacio
Compresor o goma elastica.

Algodon o gasa estéril.

Alcohol.

Recipientes adecuados.

TECNICA

(0]

Colocar al paciente en posicion adecuada, tumbaskntado, si estd sentado la
silla debe tener respaldo y brazo, y nunca sedee.

Se coloca el brazo extendido sobre el soporte gadgpazo, sino disponemos de
soporte se puede apoyar sobre una mesa.

Colocar el torniquete de 8 a 10 cm por encima dgail de la puncion, esto
dificulta el retorno venoso hinchando las venas oy fanto mejorando su
palpacion.

Después de colocar el torniquete se le dice akpeique abra y cierre la mano
fuertemente y finalmente que cierre el pufio fuerte.

Examinamos exhaustivamente las venas, visualizdadmona y palpandola y
debemos elegir por palpacion.

La palpacion se hace con los dedos indice y meglimanera que notemos el
recorrido de la vena.

Una vez localizada la vena limpiamos la zona caohal y se deja secar sin
soplar.

A continuacién comprobamos el émbolo de la jeritigamos de él para ver que
no esta pegado y lo empujamos hasta el fondo denmgne no quede aire.
Situamos la aguja en la jeringa con el bisel hemigba y la situamos
aproximadamente 20° sobre la piel, al mismo tiernpo la mano izquierda

tiramos de la piel por debajo del brazo con eltobje fijar los tejidos.
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o0 La vena se debe puncionar por debajo de dondesiseyise debe puncionar de
un solo golpe rapido y enérgico, pero no de formada.

0 Las agujas mas utilizadas son: 16/5 y 25/8 y lagerde 2,5y 10 ml.

o Sabemos que hemos llegado a la vena, porque el derla jeringa se llena
automaticamente de sangre, entonces aspiramos Ica@migolo, extraemos
suavemente la cantidad necesaria de sangre. Urextraia la sangre decimos al
paciente que abra la mano para descomprimir la. vena

o Una vez terminada la extraccion y antes de ext@erguja se debe quitar el
compresor.

o Quitamos la aguja y colocamos en el punto de pangibalgodén o gasa estéril
ejerciendo presion sobre el punto de puncién.

o0 Una vez acabada la extraccion repartimos la sasmgies recipientes sin aguja.

La aguja no se encapucha sino que se tira en daremor.

Suero

’ | Coagulo
7

Terniquete - 4 Sangre sin anticoagulante

Sangre entera
Plasma

Leucocitos

Glébulos rojos

Sangre con anticoagulante

En el caso de tener que realizar la extraccion en
pediatria, neonatologia o en pacientes con verfagilthsas, se puede utilizar las

agujas con alas de “mariposa”.
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TECNICA DE EXTRACCION DE LA MUESTRA SERICA CON TUBO AL
VACIO (VACUTAINER)

| m W
)
CODIGOD de COLOR ADITIVO MUESTRA AMALISIS
- s Quimica
' - Sin Aditivo Suero Serologia
Amarilla i e Quimica
' " - Gel/Sin Aditivo Suero Serologia
' Citrato Plasma Coagulacion
Colasta
' i EDTA Plasma Hematologia
. Quimica
' I Heparina Plasma Serologia
' Citrato Plasma .H.S.
Nagro
' = Fluoruro Plasma Glucosa

MATERIALES Y METODO

+  Tubos para la extraccion
Seleccionar el tubo apropiado segun las determoines a realizar.

« Agujas con dispositivo para extraccion de sangre aacio
N° 21 para adultos.

*N° 22 para niflos y neonatos.

De preferencia, ambas de bisel corto para eviteodgulacion.
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De la calidad de la toma de muestra dependera el s@ltado de nuestro

analisis; muestras hemolizadas llegan a alterar algos analitos

1.

Técnica
Verificar que los elementos por utilizar esténoksty que el paciente se sienta
comodo.
Se retira el estuche protector de la aguja y éstensosca al dispositivo para
extraccion de sangre al vacio.
Colocar la ligadura cuatro dedos por encima di&adn del codo o 10 cm por
encima de éste y pedir al paciente que abra yecianrmano varias veces, para
favorecer la dilatacion de las venas.
Una vez escogida la vena, desinfectarla con urma gle algodén embebido en
etanol al 70%.
Se coloca la aguja en direccién paralela a la vemgerfora la piel haciendo
avanzar la aguja entre 0,5 cm y 1 cm en el tejudbwgtaneo, se inserta el tubo
al vacio por la parte posterior y no preocuparse lpccantidad de sangre
extraida ya que el mismo sonido del vacio avisaedlg extraccion terming.
Si pincho y no sale sangre puede ser debido a:

o Pinchar al lado de la vena pero no la vena

o Pinchar superficialmente

o Pinchar la vena pero atravesada
Retirar la ligadura tirando del extremo doblado.
Colocar un pedazo de algoddén seco sobre la pangedse encuentra oculta la
aguja. Sacar la aguja con un movimiento rapidoposdiearla en el recipiente
de metal con desinfectante.
Pedir al paciente que presione firmemente el algatidante 3 minutos, con el
brazo extendido. No se recomienda que se flexibbea2o a causa del riesgo

gue se forme un hematoma.

10.Mezclar por inmersion suave la sangre (cuando bb tgolector tiene

anticoagulante).

CUIDADOS DEL PACIENTE DESPUES DE LA PUNCION

Si la hemorragia de la puncion continla durantéiempo prolongado, eleve
el area y aplique una curacion con presion. Obsarpaciente y verifique si
no ha ingerido anticoagulante o acido acetils&iwilSi el paciente se marea o
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tiende al desmayo, haga que coloque la cabezalastredillas o0 se acueste y
pidale respirar profundamente. Aplique una toalla &n al cabeza o parte
posterior del cuello. En caso que permanezca imgame, notifique de
inmediato al médico tratante.

Los hematomas se previenen con una técnica adequadeonsiste en evitar
gue la aguja atraviesa la vena, liberar el torrigjamtes de extraer la aguja,
aplicacion de suficiente presion sobre el sitidal@uncién y al mantener la

extremidad extendida hasta que se detenga la hagerr

AVISO CLINICO

No extraiga sangre de la misma extremidad utilizaala la administracion
intravenosa de medicamentos, liquidos o transfesio8i no existe otro sitio
disponible, asegurese que la puncion venosa skzeqer debajo del catéter
IV. Evite las areas edematosas, paralizadas o smmilado de una
mastectomia, al igual que las infecciones y probkercutaneos. La puncion
venosa causa infeccion, alteraciones circulatarigtraso en la cicatrizacion.

El torniquete prolongado provoca estasis y hemaaanacion.

LA R ERPEA R
SNFATION. .

auE FATETIOD, LA GENTE HAYOR
FACANDOSE FANGRE TAN TRANGUILS ¥ ¥
AGOIT AHE
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2. Una fuentede poder estabilizada capaz de suministrar 0-4Qdsy 0 -50 mA.

3. Una cuba electroforética(ver foto) comercial, pero puede fabricarse faeiite

con acrilico, son dos compartimentos separados dabseparacion va montado un
puente de acrilico también donde se monta el adllog

4. Aplicadores o sembradorexomerciales o pueden estar hechos en forma casera
con una aguja de hipodérmica de las gruesas, cdremlel se rebaja la canula hasta
dejarla media cafa (ver foto), tiene un tamafo.decth; por cada tira de 2,5 cm de
ancho largo dos siembras de la misma muestra, arsagbservar e interpretar y la

otra para presentar en el informe.

Aplicador con aguja de hipodermica

Tira de cellogel, observese el chanfle aka derech)ge 4

5. Reactivos

Tiras de cellogelde 2,5 x 14 cm; se comercializan en sobres queec@m metanol,
una vez abiertas deben conservarse en un recigientenetanol al 40%, si se secan

no sirven mas.

Buffer: puede utilizarse buffer comercial o bien preparenie! laboratorio.
* Veronal sodico 0,04 M: 8,24 g de veronal sddicajaadestilada csp 1.000ml;
pH 9,2.

* Veronal — veronal sédico:
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Veronal (g) Veronal sédico (g)| Agua destilada pH
csp /ml
4,90 17,40 1.000 8,4
3,41 18,95 1.000 8,6
2,34 20,62 1.000 8,8

El buffer se puede usar muchas veces, una vez lecbarida se guarda en un frasco
bien tapado para la proxima, el Unico problema @s puede contaminarse con

hongos.

Solucion colorante y decolorante:

Colorante Decolorante
Acido acético a
Punceau S Tricloroacético 5% en agua
500 mg al 5% 100 ml corriente
Metanol 475
Amidoschwartz | Metanol 45 ml | Acido acético| Agua destiladg ml+ acido
500 mg 10 ml 45 ml acético 50 mi+
agua destilada
475 ml

Solucion transparentizadora:

Metanol............. 85 ml
Acido acético....... 14 mi
Glicerina............. 1ml

6. PROCEDIMIENTO

» Las tiras de cellogel se conservan en metanol &b.48ecarlas bien y
sumergirlas en la solucion buffer por 10 minutedirarlas, escurrirlas sobre
dos hojas de papel de filtro y extenderlas sobrepuente de la cuba
electroforética. Dejar 2-3 minutos para que lasstirse vuelvan mas
absorbentes. Es importante tener en cuenta gadehbsorbentele la tira es

aquél que presenta el chanfle abajo, a la dereehdigura).

93



A continuacién, empleando el sembrador comerciaim{gnicro: 1,5 ul) /
casero o micropipetas de 1 pL, se siembran lasedifes muestras de suero
gue se quieren valorar. Las muestras se siembrarcm de distancia del
catodo y separadas entre si por 0,8 cm. Para wmsuahejor la zona de la
siembra es recomendable colorear las muestras zzidnda bromofenol; sin
embargo también se puede utilizar un suero icté@icno marcador de corrida
o bien trabajar con un buffer de electroforesisiqakiya dicho marcador.

Una vez que las muestras estan secas, se hacdgasaiente eléctrica, que
sera de 2,5 mA por tira 0 200 voltios (independiai¢l nUmero de muestras
sembradas), durante aproximadamente 30 minutos.

Finalizada la corrida, se introducen las tiras @rsdlucion colorante elegida
durante 5-10 minutos (dicho colorante puede reeupe) y luego se decoloran
hasta la perfecta visualizacion de las bandas. édoldrante utilizado
dependera del colorante empleado; descartarseé&edpicada lavado.

Para conservar las tiras se debe transparentizhzamto la solucidon
correspondiente. Sumergir la tira en la soluciociére preparada, dejar 5
minutos y luego colocarla bien estirada sobre urtapbjeto; dejar unos
minutos en la estufa de secado, hasta observarlagumisma se vuelva
transparente.

Observar e interpretar las bandas coloreadas nhafior

7. INTERPRETACION

Las proteinas presentes en el plasma son la albur@s globulinas y el

fibrindbgeno. Estas pueden ser separadas por méguiasicos y determinando la
cantidad de cada una de ellas se obtiene la ral@dd@imina — Globulina (parametro
caracteristico para cada especie animal). La alginel fibrinégeno y la mayor parte
de las globulinas son sintetizados por el higadrcapcion de lag-globulinas que se
sintetizan en tejidos extrahepaticos. La albumirgdopulinas presentes en el plasma
pueden fraccionarse por electroforesis o que hadajo en la identificacion de
aproximadamente 22 fracciones, muchas de las csatesubconjuntos de globulinas

y se las ha agrupado en: albuminag)obulinas,-globulinas yy-globulinas.

La determinacion de proteinas totales es un exajoenpermite conocer la

concentracion de proteinas totales en el suero.
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Los medicamentos que pueden interferir en las nwagis de proteina total
incluyen iones de amonio, estrégenos, drogas higpatas y anticonceptivos orales.

Si el valor de las proteinas totales estuvieraafud®! rango normal para la
especie, se deben realizar mas examenes pardiadrit fraccion involucrada en el
aumento o disminucion de este parametro para lgsgtificar la proteina cuyo valor
esta alterado. Esto se logra mediante la realimaaé un proteinograma
electroforético. Puede realizarse por métodos manuales y/o autadas, segun la
estructura y el volumen de trabajo de cada laboecato

¢ Es unmétodo cualitativo o cuantitatiZoSegun el Comité Internacional de
Expertos: “No se recomienda la densitometria condétodo cuantitativo” y ademas
expresa:‘La inspeccién visual de un proteinograma realizadwor una persona
entrenada, permite efectuar una evaluacion semi-ntimativa de las diversas
fracciones proteicas, que dan una informacion cléa, que no se obtiene de otra
manera”.

Esta es una prueba de laboratorio que permiteaejparproteinas presentes en
la sangre: ALBUMINA y GLOBULINAS ¢, By 7).

Garmnma BetaBeta A1fa ANa Albwna

Las n acclones que | II.J'-I|'-'II obsaryarse son
Albuminas, Alfa globulinas, Beta globulinas y
Gamma globulinas

La prealbumina y la llamada proteina transportadora de retinol son
proteinas que duran solo unas horas en circulaniées de degradarse y participan
fundamentalmente en el transporte de hormonas gaceeen en el proteinograma

electroforético).
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La albumina es una proteina sintetizada en el higado, perreamec
circulacién unos diecinueve dias, hasta que esholetada en los tejidos para los que
es fuente de aminoacidos. Se encuentra en mayaremiacion en el plasma
sanguineo constituyendo el 50-60% del total de desteinas plasmaticas. Sus
funciones mas importantes guardan relacion coarsafio, que la mantiene dentro del
torrente circulatorio, contribuyendo a transportaoléculas de pequefio tamafio
(acidos grasos, bilirrubina, calcio, progesterairagas, etc.). Es la mas homogénea,
soluble, estable y de mayor movilidad electrofegétide todas las proteinas
plasmaticas. También es de vital importancia parmantenimiento de la presion
oncoética de la sangre (la presencia de un valanalode albumina en sangre impide el
pasaje de agua desde la sangre a los tejidos).dlécuata de albumina ofrece una
superficie total importante para la absorcion dectis o que les otorga la capacidad
de unirse a muchos iones (cobre, zinc y cadmice@onplo), y otros compuestos para
gue estos puedan ser transportados. También trémsgiaitro- y ortocresoles, los
derivados nitro- y halogenados de hidrocarburomatizos y los fenoles, por lo que la
albumina contribuye al proceso de detoxificacionl deganismo fijando estas
sustancias toxicas para su eliminacion de los agjidPor otra parte el zinc por
ejemplo, que es un oligoelemento importante pam@gdnismo por su participacion
en numerosos aspectos del metabolismo celularaesportado a los tejidos en un
70% por la albumina.

Las globulinas alfa y beta son las fracciones d#epmas plasmaticas mas
heterogéneas y estan constituidas fundamentalmgme glucoproteinas vy
lipoproteinas.

Las a-globulinas comprenden a un elevado niumero de proteinas ttodas

fundamentalmente por:

a1-globulinas:

» Lipoproteinas: las HDL a-lipoproteinas de alta densidad constituidas
aproximadamente por un 50% de proteinas y el of% Sor lipidos:
fosfolipidos y colesterol, que tienen como funcértransporte de colesterol
(desde los tejidos periféricos al higado) y demvites liposolubles.

* Laaz-glucoproteina acida (AAG) es sintetizada por gado.

» Globulina fijadora de tiroxina, que es una protetd®a union a hormonas

tiroideas para su transporte en sangre.
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az-antitripsina ¢1AT), glucoproteina sintetizada en el higado questtuye el
80% de laas- globulina sérica, y junto a otras antiproteasak siliero es
importante para la inactivacion de enzimas prdieal liberadas por los

leucocitos en el pulmoén.

az-globulinas:

La ag-protrombina actia como factor en la coagulaciom.tr@nsforma en
trombina durante el proceso de coagulacion y edyaida por el higado.
Haptoglobinas que son glucoproteinas que se unemtefoente a la
hemoglobina proveniente de la hemodlisis intravasgcupara prevenir la
excrecion del hierro por parte del rifién y son pdas por el higado.

az- macroglobulina es una glicoproteina (5% de cddratos), su sintesis se
realiza en el higado y tiene como funcion la intidn de proteasas por
formacion de complejos con diversas proteasas aséritipsina, plasmina,
kalikreina. Su papel en la fibrindlisis se basandbir el exceso de plasmina.
La ceruloplasmina es wuna fraccion proteica condttupor gluco-

metaloproteinas cuya funcion es transportar elecobr

Lasp-globulinas estan constituidas fundamentalmente por:

La transferrina (Tf): es una glicoproteina transmdora de hierro (B8,
sintetizada y metabolizada principalmente en Igzatexitos. Cerca del 65%
del hierro corporal se encuentra en los globulgssrg alrededor del 4% en el
musculo esquelético (mioglobina). Aproximadamente 3@% del hierro
corporal se encuentra almacenado en el higado, lmmétea y el bazo;
mientras que un porcentaje pequeiio del hierro calkpse encuentra
transportandose entre varios compartimientos depcuo como componente
de proteinas celulares en todo el cuerpo. El hegroonserva eficientemente,
de manera que sélo una pequefia cantidad del mismp@gsle cada dia por la
orina. El hierro sérico, tal como se mide en umtatorio clinico, es realmente
hierro férrico asociado a la transferrina (dos sofé@ricos por cada molécula
de transferrina).

Lipoproteinas: esta fraccion de las globulinasspantaB-lipoproteinas (LDL).

Proteinas vinculadas al sistema del complemento.
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* Plasmindégeno: que es una glicoproteina con un 2%adohidratos, que se

sintetiza en el higado.

* Plasmina se genera por activacion del plasminégeno.

Lasy-globulinas estan constituidas por varias fracciones A, GEM,D, y son las

responsables de la 'respuesta inmune'. Esta imaolac produccién de un grupo

complejo de moléculas llamadas anticuerpos o inmgiobalinas, que son sintetizadas

por las células plasmaéticas.

En caninos, generalmente se observan las mismas fraccionesrghemanos, si

bien en proporciones diferentes. Por ejemplo, etasodo de albumina es superior al

de globulinas (al igual que en humanos). En otsae@es como el equino o el bovino

esta relacion se invierte.

PROTEINAS PLASMATICAS Y SU SIGNIFICADO CLINICO

Proteina

Significado Clinico

AlbUumina

DISMINUYE en inflamacion
aguda o croénica Infecciones
bacterianas, necrosis tisular,
enfermedad hepatica,
malnutricién, quemaduras por
calor, ciertos estados
hipermetabdlicos de origen
hormonal y en la dilucién por
fluidos intravenosos.

AUMENTA en deshidratacion.
En LCR en meningitis bacterian,
sindrome de Guillain Barre o
trauma

Alfa 1 Glico
proteina acida

DISMINUYE en malnutricion,
dafio hepatico severo, en
estrogenoterapia (embarazo y
anticonceptivos) inflamacion y
trauma. gastroenteropatias col
pérdida de proteinas

AUMENTA en necrosis tisular,

DISMINUYE en deficiencias
congénitas, distress respiratori

AUMENTA en necrosis tisular,
inflamacion y trauma.

Allta. 1 gntl- idiopatico de la infancia, hepatiti Enfermedades malignas.
ripsina . i
neonatal severa y enfermedad ( Estrégenoterapia (embarazo vy,
higado y pancreas anticoncepcion)
L AUMENTA en estrogenoterapia
Alfa 2 Macro ?(l)?x\!ils”iﬁgrggmli:c'ogIgsr' embarazo, defectos del tubo neu
Globulina P ' P Y i diabetes, hepatitis, cirrosis,

pépticas.

Sindrome de Down.

ral,
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Antiestreptolisina (

DISMINUYE en ausencia de
infeccion estreptocdccica. En 6-.
meses vuelve a niveles
preinfeccion

AUMENTA en 80% de pacientes

con faringitis estreptococcica nc
tratada.

85-90% de pacientes con fiebre

reumatica aguda, 50% de pacien
con glomerulonefritis postinfeccic
por estreptococo.

Y

tes
n

Antitrombina Il

DISMINUYE en deficiencias
congeénitas, transplante hepatic
cirrosis, carcinoma, falla renal
cronica.

AUMENTA en hepatitis aguda,
transplante renal, inflamacion,
déficit de vit.K y en la
menstruacion.

Apolipoproteina A-
I

DISMINUYE en hipo alfa
lipoproteinemia, diabetes no
controlada, hipertrigliceridemia,
enf. cardiaca prematura, falla rel
cronica, dieta rica en grasas
poliinsaturadas y habito de fume

AUMENTA en la hiper-alfa
lipoproteinemia familiar, y en la
pérdida de peso.

Apolipoproteina B

DISMINUYE en deficiencia de
alfa-lipoproteina, hipertiroidismc
malnutricién, enfermedad
coronaria cronica, dieta rica er
grasas poliinsaturadas.

AUMENTA en la hiper
alfalipoproteinemia, enf. coronari
prematura, diabetes y falla rena

a
l.

Proteina C
Reactiva

DISMINUYE en nifios con
relacion a adultos.
No se conocen causas de
disminucion.

AUMENTA en Inflamacion
trauma, necrosis tisular, artritis
reumatoide. Lupus eritematosac

sistémico, infarto de miocardio
en infeccion bacteriana.

Ceruloplasmina

DISMINUYE en la degeneracior
hepatolenticular (enf. de Wilson
malnutricién

AUMENTA en el embarazo
(altimo trimestre duplica el valor)
inflamacion, malignidad y traume

L

Complemento C3

DISMINUYE en malnutricién
proteica severa, Condiciones
congeénitas, enf. autoinmunes,
artritis reumatoide, bacteriemia
Gram (=) y quemaduras.

AUMENTA en muchas
condiciones inflamatorias,
obstrucciones biliares y

amiloidosis.

Complemento C4

DISMINUYE En enfermedades
adquiridas o congénitas, LES,
artritis reumatoide, angioedemi
hereditario, glomérulonefritis,
enfermedades autoinmunes,
guemaduras por calor.

AUMENTA en reacciones de fas
aguda y en ciertas enfermedadt
malignas

e
S

Fibrinbgeno

DISMINUYE: Enfermedad
hepética, hiperfibrindlisis,
malignidad y afibrinogenemia

AUMENTA: en inflamacioén
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Haptoglobina

DISMINUYE en anemias
hemoliticas, enfermedad
hepatocelular cronica, reaccion
transfusionales, malaria talasen
y homoglobinopatias

AUMENTA en corticoterapia,
inflamacion, obstruccién biliar y
destruccion tisular

Transferrina

DISMINUYE: malnutricion,
hipoalbuminemia, inflamacion
sindrome nefrético, déficit
genético, y hepatopatias

AUMENTA: Deficiencia cronica
de Fe,
Anemias, hipotiroidismo y
embarazo.

Inmunoglobulina A
policlonales

DISMINUYE en la deficiencia
congénita de IgA (ataxia,
telangiectasia).

AUMENTA en gammapatias
Enfermedad cronica del higado),
infecciones, neoplasias del tracto

gastrointestinal bajo, gammapatias
monoclonales, mieloma a IgA 'y,
linfomas.

Inmunoglobulina E

DISMINUYE en algunos casos ¢
neoplasmas avanzados,
agammaglobulinemia e

hipersensibilidad

AUMENTA en gammapatias
policlonales, ciertas enf. alérgicas,
asma fiebre del heno, gammopalias

monoclonales, mieloma a IgE.

Inmunoglobulina C

DISMINUYE déficit de sintesis
anticuerpos, corticoides.
Gammapatias no IgG.

AUMENTA en toda respuesta d
anticuerpos. Mieloma IgG,
hepatopatia cronica, infeccion
cronica, enf. del colageno.

117

Inmunoglobulina
M

DISMINUYE
Hipogammaglobulinemia
congénita Waldestrom, o

adquirida. Deficiencia selectiva (
IgM o0 en gammapatias no IgM

AUMENTA en la
Macroglobulinemia. Respuestal
inmune, infecciones por virus

bacterias y parasitos, cirrosis biliar
primaria.

2. INMUNOELECTROFORESIS

OBJETIVO

e Evaluar la presencia de los distintos constituyerietigénicos de una muestra

(suero humano, orina, LCR) e identificarlos porreaccion con los anticuerpos

especificos en base a su movilidad.

» Observar con atencion las caracteristicas de caddabya que pueden orientar

respecto a laoncentraciordel componente correspondiente y a su clonalidad.

INTRODUCCION

Grabar y Williams idearon un método analitico quernptia separar los

comoponentes presentes en una muestra proteicagual llamaron analisis
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inmunoelectroforético y que resulta de gran valor para los examenes
inmunoserologicos e inmunoquimicos.

La inmunoelectroforesis es un procedimiento que bioandos métodos de
separacion de proteinas: la electroforesis y laimodifusion.

En un primer paso las proteinas se separan enluwegmar o en cellogel de
acuerdo a la densidad de cargas eléctricas posieiuoa una diferencia de potencial.
Después de la separacion electroforética, las ipetaeaccionan por doble difusién
con un antisuero adecuado, colocado en una canpietdela a la direccion de
migracion electroforética y a una distancia coneetd. Los anticuerpos se unen con
sus correspondientes antigenos y dan en el gelabathel precipitacion especificas,
generalmente en forma de arcos. De acuerdo a sgpostble contar el numero de
constituyentes antigénicos de una mezcla e ideatifis por su reaccion con los

anticuerpos especificos en base a su movilidad.

Las proteinas
sometidas a un c

Consideraciones:

Fenémeno de ELECTROENDOSMOSIS: las proteinas poco cargadas
son desplazadas en sentido contrario a su migracién ejec’l':mmﬁ stica
real.

Paso 2: Ir
Las prﬂmhtag
sometidas a u

acuerdo a su i

Aplicaciones
En laboratorios clinicos se utiliza para detectar

ausencia de proteinas séricas, en el diagnostico de Eﬂmmﬂpat,
Investigar e identificar los componentes de una muestra
antigénica.
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En el laboratorio, se puede realizar la IEF utiidd@ como soporte agarosa, tal
como se detalla a continuacién o bteas de cellogel(las mismas utilizadas para el

proteinograma electroforético).

MATERILES Y METODO

* Antigeno: suero humano o animal libre de hemolisis

* Anticuerpos: suero de conejo anti-suero humandroar{antiglobulina)

» Suero patron

* Gel de agar (agarosa 1%)

» Tampon veronal (pH = 8.6)

 Solucion fisioldgica

* Solucion colorante: a) Amido Schwartz 0.5% P/VPbhceau S.

» Solucion decolorante: metanol y acido acético da@eicético al 5%, segun
el colorante utilizado.

» Portaobjetos

* Micropipetas y tips

» Papel de filtro

» Espéatula

» Bafio Maria

» Equipo de electroforesis: cuba, fuente de podeldenpara perforar el agar y
perforador de 2 mm de diametro.

e Camara humeda

a) Mezclar 1g de agarosa con 100ml de tampdn verona

b) Luego de fundir a Bafio Maria colocar 7ml sobrgataobjetos. Dejar
solidificar.

c) Practicar los pocillos para el antigeno y maerael canal de 2mm de ancho
(para el suero que estara paralelo a las proteépasadas).

d) Llenar ambos compartimientos de la cuba con dahbuffer.

e) Colocar 15ul del antigeno en su pocillo y lleeaportaobjetos sobre el
aparato de electroforesis.
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f) Colocar una tira de papel del filtro a modo deeqte para que la solucidn
buffer de la cuba haga contacto con el gel de sgjare el portaobjetos.

g) Tapar la cuba y conectar la fuente de podecapudio una corriente de 10mA
y realizar la corrida electroforética hasta qual@imina marcada esté a 2cm
del punto de siembra.

h) Retirar el portaobjetos de la cuba, extraergar alel canal con espatula y
coloca al ras el antisuero correspondiente (1000a B.

i) Incubar a temperatura ambiente durante 24-4Bkgar difundir y leer los

resultados.

3. SEPARACION DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS SDS-PAGE

OBJETIVO

Evaluacion y separacion de las proteinas plasnsgpicatécnica de SDS-PAGE

INTRODUCCION

Es un método analitico de alto poder resolutivoaprebina la migracién en
un campo eléctrico y el tamizado molecular a traleéan gel de corrida.

En estos geles pueden conseguirse poros de ddsrdi@metros, lo cual es
fundamental, segun las condiciones de la polimeidpa Como consecuencia, para un
gel de determinado poro, el tamafio molecular ydega neta serdn los factores
determinantes de la separacion de las moléculasalenezcla.

Su formacién resulta de la polimerizacion en largadenas de acrilamida
monomeérica y de su entrecruzamiento por intermddita N,N'-metilenbisacrilamida
corrientemente designada bisacrilamida. El porogdtlformado dependera de las
concentraciones relativas de ambos reactivos dulamolimerizacion.

La polimerizacién de la acrilamida necesita de niniador del proceso. Los
mas comunmente usados son el persulfato de amotaoriypoflavina. Se afiade,
ademds, como acelerador, N,N,N',N'-tetrametilediigmina (TEMED). En el sistema
persulfato de amonio-TEMED, este ultimo catalizdolanacion de radicales libres a
partir del persulfato, lo que en definitiva ini¢gapolimerizacién. En este mecanismo

interviene la base libore TEMED, por lo que la atedicion retarda la polimerizacion.
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Cuando se usa riboflavina, para que la polimerarase inicie se requiere luz; ésta,
origina radicales libres al fotodescomponer la ftdnana. El oxigeno inhibe la
polimerizacion.

Puede efectuarse en tubos o en placas. En nuastrputilizaremos una placa,
gue posee la ventaja de poder analizar distintastras a la vez. Este procedimiento
resulta util para separar proteinas de una mezcla.

La electroforesis en geles de poliacrilamida pueésarrollarse también
usando soluciones buffer que contienen sustanigasidntes, en especial detergentes
no iénicos como dodecilsufato de sodio (SDS). Lrasginas a analizar son hervidas a
100° C en presencia de un exceso de SDS y 2-mestapbl. En esas condiciones el
tiol rompe los puentes disulfuro que pudieran @xysel agente desnaturalizante hace
que la proteina se desdoble en sus polipéptidostitdivos, los que fijan SDS. A
causa de ello la carga intrinseca del péptido se hesignificante ante el exceso de
carga negativa del SDS; como consecuencia, la cdegidas las moléculas sera
practicamente idéntica. Su desplazamiento en upaaiéctrico, en el que el soporte
de corrida es un gel de determinada porosidad, ndep& exclusivamente de su
tamafio molecular. Este meétodo, conocido como eliectsis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS o SDS-PAGE, perrmpor comparacion con
sustancias de peso molecular conocido que han ®dddas simultaneamente,

determinar el peso molecular relativo de los prtakien analisis.
MATERIALES
2. Soluciones de reserva

a) Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8).

Acrilamida .........ccccceeeennnn. 30 ¢
Bisacrilamida .................... 0,8¢g
Agua destilada csp .:......... 100 mi

Disolver, filtrar y conservar en frasco oscurd®&4

b) TEMED. Conservar a°AC.

c) Persulfato de amonio al 1,5%. Conviene preparangfeas volumenes (10 ml) en el
momento de usar.

d)SDS al 10%. Se prepara una solucién al 10% en @jwa. Conservada a°4£ es
estable varias semanas. No conviene preparar gramémenes. Como a bajas

104



temperaturas cristaliza, es necesario calentaf & 2intes de su uso.

f) Buffer para gel de resolucion. Tris-HCI 3 M, |8:8.

g) Soluciodn fijadora: etanol al 10% y acido acéat0,5% en agua destilada (200 ml)
h) Solucidn colorante: Nitrato de plata 0,185% gunaadestilada.

i) Solucién decolorante: 30 g Hidroxido de sodi@ il formol 40% vy llevar a 1000

ml con agua destilada.

PROCEDIMIENTO

Preparacion de la muestra

La muestra debe ser procesada previamente a ssignphra lo cual sera
mezclada con un volumen igual de Tris-HCI 0,125¥, 6,8, conteniendo 4% de
SDS, 10% de 2-mercaptoetanol, 20% de sacarosaOg%,@e azul de bromofenol.
Inmediatamente después se la calienta en bafioudehiyiente por 3 minutos para
desnaturalizar los componentes proteicos de la tnaugs se la deja enfriar a
temperatura ambiente antes de usar.

Si la corrida en SDS-PAGE va a ser desarrolladdojwon patrones de
comparacion de pesos moleculares conocidos corbjetoode determinar los PM
relativos de las muestras en analisis, aquéllosrdebr previamente procesados de la

misma manera que lo fueron éstas.

Electroforesis

Se desarrollara en una placa cuyas caracterigigaden observarse en la
figura. Para ello se procede a “sembrar” las mas&n cada espacio o “calle” del gel,
el cual se somete a 100 v (45mA) hasta que elaaiemarcador del frente de corrida

llegue a la posicion deseada.
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Tincién y Revelado:

Tincion argéntica. Si se desea aumentar la seidsitilpara la deteccion de
proteinas, se puede realizar una tincion con aittatplata, de acuerdo con el método
gue se describe:

1. Finalizada la electroforesis colocar el gel diégarilamida en un recipiente con 200
ml de solucion fijadora etanol al 10% y acido am#tal 0,5% en agua destilada,
durante 30 minutos.

2. Colocar el gel de poliacrilamida en 200 ml decion de tincion, durante 1 hora.

3. Lavar rapidamente con agua destilada, repitiéadperacion.

4. Agregar 200 ml de solucion reveladora y agitamvemente hasta aparicion de

bandas.

La tincion argéntica permite detectar hasta 10engrdteina por banda.

Nota: Se debe trabajar con guantes descartablasep@ar impregnaciones exogenas
del gel. Los recipientes a usar deben estar biapids y enjuagados con agua
destilada.

Anexo: Determinacion del PM

Ello puede hacerse determinando la movilidad relatie la proteina que
interesa midiéndola con referencia a una protesténdar o a un colorante trazador.
Generalmente se hace respecto del colorante margadanormalmente se incorpora

al gel.
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Movilidad Distancia migrada por la proteina

relativa (Rf) =
Distancia migrada por el colorante

Si se determina el Rf de diferentes péptidos decBhbcido, con los datos

obtenidos es posible graficar log PM versus Rf.de@ndo el Rf de una sustancia en

analisis, puede calcularse su PM relativo o Mriptarpolacién en una curva.
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CASOS CLINICOS

CASO CLINCIO N° 1

Paciente de 46 afios de edad que concurre al Sedé@dDftalmologia del Hospital por
presentar alteraciones visuales de 2 meses decéwllRefiere al momento de la
consulta sensacién de debilidad, pérdida del apetide peso. Comenta mareos
frecuentes y sensacion de vértigo.

Laboratorio: Hto 25%, Hb 9.1g/l, VSG 95mm en lawer hora, proteinas totales 11,8
g/l. En el proteinograma electroforético se obseramponente homogéneo en zona
gammaglobulinas de 6,8g/l. En radiografia de toi@se evidencia destruccion dsea.
En la biopsia de médula 6sea se observa infiltnacié linfocitos pequefios con
diferenciacion linfoplasmocitoide y células plasiteg compatible con linfoma de

linfocitos de células pequenias.

1. ¢Qué es una banda monoclonal? ¢Coémo se difereadimal oligoclonal y
policlonal? ¢ Como puede estudiarlas en el laboc&or

2. En este caso clinico ¢ considera adecuado reahzalEk? Justifique

3. Mencionar el fundamento de la Inmunoelectroforgsies diferentes soportes
gue pueden utilizarse. ¢ Qué criterio emplea eletzién del buffer de la corrida
electroforética?

4. ¢Qué otras pruebas de laboratorio clinico e inndgiwbd realizaria para
ayudar a orientarse en su diagnéstico? ¢ Cualaatiagnostico presuntivo?

5. Considera importante realizar el estudio en orm@4hs. Justifique

6. EIl paciente presenta crioglobulinas positivas. gdielacién con la patologia?

Justifique.

CASO CLINICO N° 2
Nifio de 9 afios que es derivado de un Hospitalrdetibr a la ciudad de Corrientes,
ingresa con edema generalizado, oligoanurico, izt
Su laboratorio resulta:
* Uremia = 85 mg%
* Creatininemia= 1.9 mg%

» Calcemia= 6.5 mg% -
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* Proteinemia = 3.76 g%

* Albuminemia = 1.8 g%

» Colesterolemia= 490 mg%

» Trigliceridemia= 250 mg%

* Proteinuria= 241 mg / kg / dia en orina de 24 hs.

» Proteinograma Electroforético:

Normal

1- Interpretar los datos del laboratorio.

2- Interpretar la corrida electroforética del pacienistificando las variaciones
observadas de cada una de las fracciones del mismo.

3- ¢Qué estudios complementarios de laboratorio eg&iz Justifique en cada
caso.

4- ¢ Cudl seria el diagnostico mas probable?

CASO CLINICO N° 3

Paciente de 60 afios que acude al médico argumentaner los siguientes sintomas
desde hace un mes: fatiga, malestar en genera,dalapetito, pérdida de peso. Al
momento de la consulta presenta ictericia en pralgosa, coluria y acolia. Asegura
solo ser un bebedor ocasional.

Datos de laboratorio:

GOT y GPT (elevadas)

GGT y FAL (elevadas)

Proteinas totales (normal)

Albumina (levemente disminuida)

Bilirrubina total y bilirrubina directa (aumentadas
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Normal

Interpretar los datos del laboratorio.

Interpretar el proteinograma electroforético jussihdo las variaciones de cada
una de las fracciones proteicas.

¢, Considera necesario realizar otras pruebas deatabio? Justifique

¢ Cudl seria el diagnostico mas probable?
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INFORME

Esquematizar las semejanzas y diferencias en kxaspn de proteinas por
medio del proteinograma electroforético y SDS-PAGE.

Mencionar los patrones electroforéticos en dissirgatologias, considerando
también aquellas situaciones donde resulta impertaealizar el estudio
simultaneamente en orina.

Mencionar las caracteristicas mas importantes yutiidad clinica de
contrainmunoelectroforesis, Rocket e Inmunoeleotesis bidimensional.
Mencionar otras técnicas electroforéticas que puedenplearse en el
laboratorio clinico, caracteristicas y utilidachag.

Interpretar los casos clinicos.
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4. DIFUSION SIMPLE BIDIMENSIONAL

OBJETIVO

 Identificar la presencia de una banda de precipitiaen la parte central de la zona
de reaccion.

» Determinar de acuerdo a sus caracteristicas leidalantigeno — anticuerpo.

INTRODUCCION

Esta técnica, también llamada método de Oudin agecipitacion en tubos,
donde se puede demostrar cualitativamente vastansas simultdneamente, cosa que
no ocurre con la precipitacion en medios liquidtigeden detectarse hasta 10ug/ml de
anticuerpo.

Antigeno y anticuerpo migraran hacia la zona mgdiaando alcancen la zona
de equivalencia, interaccionaran y aparecera ladae precipitacion. Teniendo en
cuanta que la difusién esta en relaciéon inversdaaoncentracién de la sustancia que
difunde, la banda de precipitacion estara mas préx la zona del antigeno cuando

hay exceso de anticuerpo y ocurrira lo inversoaso contrario.

MATERIALES Y METODO

» Agar purificado al 1 % P/V, en solucion de clorde sodio 0.15M y 0.01%
de mertiolate.

» Agar 0,5% en el mismo diluyente.

» Sueros precipitantes o anticuerpos purificadosspondientes.

» Soluciones de antigeno a estudiar.

» Placas de Petri 0 portaobjetos.

* Pipetas de 1ml.

¢ Tubos de hemédlisis.

En tubos de hemdlisis mezclar partes iguales @& ab 1% fundido y
enfriado a 50°C y suero precipitante. TransfermlXe la mezcla al tubo de reaccion,

enfriando rapidamente para que solidifique. Inntedi@nte después afiadir 0,5 ml de
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agar 0,5% fundido y enfriado a 50°C y luego deoladsicacion agregar 1 ml de un
mezcla en partes iguales de agar al 1% y antigeno.
Después de la solidificacion, los tubos tapadea psitar evaporaciones, se

dejan a temperatura ambiente 24-48hs para su atos@nv

' fb-Ag

Interactions
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5. DOBLE DIFUSION O TECNICA DE OUCHTERLONY

OBJETIVO

» ldentificar la presencia de bandas de precipitagiédiante el empleo simultaneo,
en el mismo esquema de reaccion, de antigenoscy@nmtos conocidos.

» Identificar la presencia de bandas de identidaal,tpaircial o no identidad en los
sistemas de precipitacion utilizados.

* Determinar, segun la posicién de la banda de ptacipn, si en la muestra hay
cantidades equivalentes de antigeno y anticuetperosi existe exceso de uno de
ellos.

* Determinar, segun la forma de la banda de precipitalas relaciones de pesos
moleculares del sistema de precipitacion utilizado.

* Determinar, segun la cantidad de bandas de praci@git observadas, si la

muestra en estudio presenta una composicion horaagéheterogénea.
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INTRODUCCION

Esta técnica, también llamada de andlisis de Ordohig estd basada en el
principio de que el Ag y el Ac difunden a travésute medio semisélido (agarosa)
formando complejos inmunes estables en la zonguigaencia.

Las lineas de precipitacion resultantes, que reptas complejos Ag-Ac, son
analizadas visualmente, con luz indirecta y cordayde una lupa. La técnica se utiliza
para investigar una mezcla antigénica.

En el laboratorio, se pueden preparar las placagdmsa para realizar la DD

o0 bien utilizar placas comerciales (INOVA).

MATERIALES Y METODO

» Agar purificado al 1.5% P/V, en solucién de clordmsodio 0.15M y 0.01%
de mertiolate o agarosa al 0.8%

* Sueros precipitantes.

» Soluciones de antigeno a estudiar.

* Placas de Petri 0 portaojetos.

* Pipetas de 1mly 10ml.

» Pipetas Pasteur.

e Sacabocados o matrices especiales para la confateilds orificios sobre el

gel de agar.

En caja de Petri estéril se depositaran 15 ml de fagdido y enfriado a 50°C.
Se dejaré solidificar y se confeccionaran pareseridigios de 5mm de diametro, que
distaran 1 cm entre si. Se colocaran 4 pares poapla ubicacion de los mismos se
distribuira a conveniencia.

En los distintos orificios enfrentados se sembr&dnml de Ag y 0.1 ml del
suero a testear. Se detectaran las correspondibatetas de precipitacion en el
espacio que separa los orificios. Las placas séemdrain en camaras humedas.

Las lecturas de los resultados se efectuaran @24a&hs. Se pueden observar

distintos patrones:

115



OUCHTERLONY
DOUBLE DIFFUSION
Intersect
Non-
— Ideﬁ?ity
Ag3
— Partial
Identity
Ag5 Ag4
Reactants Diffusion of
in wells reactants Identity
Ouchterlony Plates Precipitin Patterns

6. DIFUSION RADIAL
OBJETIVO

» Determinar la concentracion de componentes pr&€ic8, C4, IgA, IgG, IgM) en
una muestra sérica e interpretar los valores atergn el contexto de la patologia
del paciente.

* Realizar una curva de calibracion utilizando comestra patron un pool de sueros
humanos de concentracion conocida, determinar &sres de concentracion de
muestras problema y comparar con los valores atiisra partir de la tabla de las

placas comerciales.

INTRODUCCION

Este método esta basado en la reaccion de preajpitantre un Ag y un Ac en
un gel de agar. El Ac es incorporado en el agasagie solidifique y el Ag difunde
desde un reservorio circular que ha sido cortadeleagar. Con un antisuero (As)
monoespecifico a concentracion adecuada para gorde concentraciones del
antigeno, se formara luego de la interaccion Agaiededor del reservorio del Ag
cuyo didmetro es proporcional a la concentracidmiemo.

En el laboratorio, se puede preparar las placas|pé, tal como se detalla a
continuacion, o bientilizar placas comerciales (Biocientifica, BioRAd)
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MATERIALES Y METODO

* Agar purificado para uso en inmunodifusion. Coseprepara una solucién al
2% en buffer veronal sédico pH 8,4 (el utilizadolEéR, adicionado con 0,01%
de mertiolate) o en buffer borato pH 8,6 utilizagara electroforesis de
proteinas que ya tiene incorporado el mertiolate.

* Antisueros especificos.

* Antigenos patrones comerciales o pool de suerosahosn normales de
concentracion conocida.

 Placas de vidrio de 3 x 10 cm o similares, tambptreden utilizarse
portaobjetos.

* Pipetasde 2 pul. 1 mly 5 ml.

» Sacabocados de 2 mm de didmetro o matrices egsepiata la confeccion de

los orificios sobre las placas de agar.

PROCEDIMIENTO

a) Fundir el agar al 2% en un bafio de agua a etgulli

b) Afadir 5-10% del antisuero especifico al agardido y enfriado a 50 °C,

procurando que la mezcla sea lo mas homogénedgosib

c) Homogeneizar la mezcla por inversion suave;icifimediatamente la placa

con una cantidad de la mezcla capaz de producircapa de gel de 1 mm de
espesor y dejar solidificar. Debe obtenerse unzaplaiforme.

d) Mediante el empleo del sacabocados efectuae ®lgel una serie de orificios,
los que deben estar a una distancia de 1lcm aprdammente, para evitar

interferencias entre los halos de precipitacion.

e) Colocar en 3 reservorios de la placayl5de diluciones apropiadas de la
solucion patron (pura, Y2, Ya)

f) En los reservorios restantes colocad 8e las muestras a ser evaluadas.

g) Dejar difundir en camara humeda a temperatul@ente hasta que el diametro
de los halos no varie (48-72hs).

h) Medir con regla milimetrada el didmetro de l@dok, elevarla al cuadrado y

graficar la curva colocando en las abscisas mg%autéjeno standard y en las
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ordenadas el valor de los diametros obtenidos.rDatar en base al diametro

obtenido con los sueros en estudio, la concentratgdcomponente proteico.

Para ladeterminacién cuantitativa del antigeno se realiza una curva con los valores

experimentales la cual sigue la ecuacion derivada tley de Fick:
D?= Do’ + k [Ag]

D = didmetro del halo de precipitacion obtenidoerkpentalmente. Ordenada
de la curva

Do = representa el didmetro del reservorio. Esdamada al origen de la curva
gue se obtiene experimentalmente.

k = representa la pendiente de la curva obtenida.

[Ag] = abscisa de la curva.
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CASOS CLINICOS

CASO CLINICON° 1

Mujer de 56 afios de edad. Con antecedentes deeddlseos, osteoporosis y cifosis
marcada Refiere al momento de la consulta sensdei@ebilidad, pérdida del apetito
y de peso. Presenta anemia, hipercalcemia y lasgrafias evidencian imagen

0

Paciente

osteolitica en saca bocado a nivel craneal.

HYDRAGEL IF +

ELP G A M K L

1. Indique e interprete las técnicas inmunoldgicadizatas en el estudio
realizado al paciente.
2. ¢Cual seria el diagnéstico presuntivo?

3. ¢Qué otro estudio podria realizar? ¢ En qué cornspste qué es necesario?

CASO CLINICO N° 2

Paciente masculino de 45 afios que desempefa tarabes en el interior de chaco,
consulta al médico por lesiones cutaneas eritemsitosfiltrativas, nodulares,
ulceradas y con costra hemética, en extremidadeeqausan dificultad al trabajar.
El médico sospecha estar frente a un caso de Histopsis. La bioquimica del
hospital observé en la prueba de Ouchterlony (mauesmbrada en elocillo 3) las

siguientes bandas:
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BANDAH
BANDAM

Control
Serum

O

O Antigen O

Patient Sera W, Patient Sera

O O

Banda M forma aguda o cronica, infeccion pasadaueba cutanea reciente. Sola
indica infeccion precoz. Aparece en el 70% de &s0s.

Banda H forma activa y progresiva, no es influeth@ipor la histoplasmina, rara vez
aparece sola.

Banda H y M juntas, aparecen so6lo en el 10% dpdogentes

Ambas bandas tienen valor semiolégico

1. Interprete el resultado obtenido en la placa tpata el paciente en estudio (3)
como las otras muestras sembradas en los pocjlby B.
Mencione las ventajas de la técnica elegida.

3. ¢Qué otros estudios pediria para confirmar?

4. ¢Qué importancia tiene esta patologia en pacientasmodeprimidos?

CASO CLINCIO N° 3

En el laboratorio por precipitacion con sulfatoafeonio y purificacion por columna
de intercambio iénico los alumnos obtuvieron Ig@nhAna. Para evaluar su pureza
disefiaron el siguiente esquema en el que pusierttnFt mu y anti-Fc alfa en el
pocillo del centro, suero precipitado sin purifiear el pocillo 1. Se coloco en pocillo

2-3-4 los purificados obtenidos por las comisioh&sy 3 respectivamente.
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a- ¢Qué comision purifico la IgG?
b- Con respecto a las comisiones que tienen contatemafncémo son esos

contaminantes?

CASO CLINICO N° 4
Analice las opciones planteadas, resuelva y canté¢rerdadero) o F (falso):
a- ¢Una banda de identidad me indica que las muesiraguales?
b- ¢Una banda de no identidad indica que las muesiradiferentes?
c- ¢Puedo trabajar con un antigeno que tenga un deteaminante antigénico?
d- Como el antigeno tiene varios determinantes artigéndiferentes ¢debo

trabajar con anticuerpos poliespecificos?

®
@
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CUESTIONARIO DE ORIENTACION

1- Indigue las diferencias y semejanzas de latacion en medio gelosado y en medio
liquido.

2- ¢En qué consiste la técnica de Ouchterlony? ribastos materiales, reactivos y
condiciones para realizar esta metodologia.

3- Cuales son los factores que influyen en la eigaride las bandas de precipitacion?
¢,Cuales son las leyes de fisica que rigen la difud# las macromoléculas?

4- ¢Qué tipos de bandas de precipitacion puedanirdefen el Ouchterlony? Dé
ejemplos de cada una de ellas.

5- ¢Cual es la utilidad practica de la técnica deh@rlony? ¢Es una técnica cuali o
cuantitativa? ¢ Sirve para resolver muestras singfdesomplejas?

6- Puede decirse que dos antigenos que presemdasbde identidad son realmente
idénticos? Por qué?

7- ¢En qué consiste la inmunodifusion radial? Fonatio de las técnicas de Fahey y
Mancini. Mencionar las causas mas frecuentes de enrcada metodologia.

8- Concepto de monoespecificidad. ¢ COmo se obtiesesueros monoespecificos?

9- ¢Cudles de las técnicas de precipitacion enongadosado son cualitativas o cuales

cuantitativas?

INFORME

* Realizar un informe respondiendo el cuestionaria.gu

» Utilizando un sistema de lectura apropiado, leedi@éinetro de los halos de
precipitacion y determine la concentracion de aadastra problema a partir
de la tabla provista por el fabricante de la pliedDR.

» A partir de las corridas electroforéticas realizada suero / orina, analizar los
patrones observados y su relacion con patologias.

* [Esquematizar las placas de agarosa (técnica detédiaclty) e interpretar los
resultados obtenidos, consignando en cada casgstema Ag-Ac utilizado y
el patrén de precipitacion.

* Interpretar los casos clinicos
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TRABAJO PRACTICO N°6

TEcNIcAS DE
AGLUTINACION
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OBJETIVOS

» Comprender los distintos tipos de técnicas de iaglcibn disponibles en el
laboratorio inmunolégico.
» Conocer el fundamento de cada una de ellas.

* Informar e interpretar los resultados en el comtebet una situacion clinica.

INTRODUCCION

Técnicas de aglutinaciéndeteccion de anticuerpos utilizanelbantigeno en estado
particulado, aunque es importante destacar que también puedliizarse en el
laboratorio microbiolégico para identificar micrganismos. Los principios que
regulan esta reaccion son los mismos que paratipiacion.
Directa: el antigeno es por si mismo particulado, por lo goaequiere fijacién a
soportes inertes.

» Ré4pida, en placas

e Lenta, en tubos o microplacas
Indirecta o pasiva: antigenos solubles unidosgédbulos rojos o particulas inertes
como el poliestireno, la bentonita o el colodiom &casiones, pueden utilizarse
bacterias como soporte (Micrococcus lysodeikticus).

* Rapida, en placas

* Lenta, en tubos o microplacas

En ambos casos, los ensayos puederciglitativos o semicuantitavosEn

algunos reactivos comerciales, a partir Helite de deteccionconsignado en el

insertq es posiblenformar cuantitativamente

Reaccion de floculacion

Esta metodologia se caracteriza por no formar pitadios hasta que la cantidad de
Ag afiadido no exceda de ciertos limites, cosa quecarre con la precipitacion. Aqui
hay formacién de agregados que sedimentan coredldaiide cantidades minimas de
Ag.

En lafloculacion, los complejos formados se agregan y sedimentameango muy
estrecho de la relacion Ag/Ac; en la zona de excksé\g y exceso de Ac solo se
forman complejos solubles. En la precipitacion estdien manifiesto en la zona de
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exceso de Ag. Pareceria que es una propiedad depenchas de los anticuerpos que
de los antigenos.

Los caballos inmunizados con proteinas como lantoxdiftérica o tetanica,
proporcionan sueros que dan floculacion, sin entbamgnunizados con polisacaridos

dan sueros precipitantes.

127



TECNICA DE AGLUTINACION DIRECTA EN TUBOS
CUANTIFICACION DE ISOHEMAGLUTININAS

OBJETIVO

Determinar cuantitativamente las isohemaglutinasas

INTRODUCCION

Las isohemaglutininas antiA y anti-B son anticusrp@aturales dirigidos contra los
polisacaridos del glébulo rojo. Estan presentemabmente en el primer afio de vida
y sus titulos son superiores a 1/8; su determinad¢iéne importancia en las
inmunodeficiencias de anticuerpos.

Esta determinacion también es importante en logsscae transplante de MO.
Cuando existe incompatibilidad de grupo sanguin®DAentre el donante y el
receptor, ésta puede ser de tipo mayor (cuandecelptor tiene isohemaglutininas
dirigidas contra los antigenos ABO de superficié¢ dlenante), menor (cuando el
donante tiene isohemaglutininas dirigidas contsadntigenos ABO del receptor) y

mixta (cuando concomitan las dos anteriores).

Procedimiento:

» Extraccion de sangre venosa al paciente en esfala,obtener lenuestra de
suero o plasma. Es importante que la muestra seamipida, libre de
hemadlisis.

» Tipificar globulos rojos humanoqA, B o AB). Lavar tres veces con solucion
fisiol6gica (SF) y resuspender al 3-5% en SF.

* Esquema de reaccion:
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Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

SF

() 100 | 100 | 100 | 100 |100 |100 | 100 |100 |100 |100 |100

Suero o

plasma (100 | | | | | | | 1 | |-

(u) (7 QL @ 2 I 2 N 2 B O (=
ggscartar

GR

3-5% | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

(1))

Tl’tltk) 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:2564 1:512 1:1024 O

* Homogenizar y centrifugar 1’ a 2000-3000 rpm.

» Agitar suavemente y observar la aglutinacion.

* Informar el titulo de isohemaglutininas de la muesta.
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PRUEBA DE COOMBS DIRECTA

OBJETIVO

Determinar la presencia de anticuerpos incompletediante el uso de un segundo

anticuerpo, que es la antiglobulina o suero de Gxsom

INTRODUCCION

Hay dos formas de realizar la prueba de Coombs: décta e indirecta.

La prueba de Coombs directase utiliza para detectar la presencia de IgG y/o
fracciones del complemento que se encuentran §jadeivo a la superficie de los
glébulos rojos.

Una prueba de Coombs directa positiva significa quia persona tiene anticuerpos
gue actuan contra sus globulos rojos, lo cual puedkeberse a:

-Anemia hemolitica autoinmunitaria sin otra caudayaaente

-Anemia hemolitica inducida por medicamentos (mscheedicamentos han sido
asociados con esta complicacién)

-Eritroblastosis fetal (enfermedad hemolitica @eién nacido)

-Mononucleosis infecciosa

-Infeccion por micoplasma

-Sifilis

-Leucemia linfocitica crénica u otro trastorno dipfoliferativo

-Lupus eritematoso sistémico u otra afeccion realbgica

-Reaccion dudosa en una transfusion sanguinea

Esta prueba también es anormal en algunas perssimasuna causa clara,
especialmente entre los ancianos. Hasta el 3%sdeelaonas que estan hospitalizadas
sin un trastorno sanguineo conocido tendran untaekuanormal en la prueba de

Coombs directa.

PROCEDIMIENTO

-Realizar la extraccion de sangre venosa en comdisi@seépticas, pudiendo utilizar

como anticoagulante EDTA, heparina, ACD (acidoiaiir citrato, dextrosa), CPD
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(citrato, fosfato, dextrosa) o CPDA-1 (citrato, faie, dextrosa, adenina). También
puede utilizarse sangre entera.

-Preparar una suspensioén de glébulos rojos deltacém PBS al 3%

-En un tubo de hemdlisis colocar 1 gota de la suspe y lavar los glébulos rojos 3
veces con PBS. Descartar completamente el sobmetieadiespués del ultimo lavado.
-Agregar 2 gotas del suero de Coombs al botén ddbufls rojos; mezclar
perfectamente y centrifugar durante 15 segundoSG3pm. Se puede utilizar en este
casoSuero de Coombs Monoclonal-Poliespecifico (Anti-lg&C3d) o bien Anti-
IgG Monoclonal Monoespecifico y Anti-C3d MonoclonaMonoespecifico.
-Resuspender las células por agitacion y obsenacraacépicamente. Tener en
cuenta que agitaciones demasiado vigorosas pueségat aglutinaciones débiles.
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OTRAS TECNICAS DE AGLUTINACION INDIRECTA
Durante el TP se llevaran a cabo distintas técrdeaaglutinacion directa rapida, las
gue se desarrollan en placas de vidrio.
EL alumno debera leer atentamente los insertosledactivos a utilizar (Wiener
lab.), los que seran proporcionados por la asigaailbien podran ser bajados de la
pagina que dicho laboratorio tiene en internet (wwener-lab.com.ar).

+ GRUPO SANGUINEO Y FACTOR RH,

« REACCION DE HUDDLESON,

* VDRL.
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TECNICA DE AGLUTINACION INDIRECTA EN TUBOS
PRUEBA DE COOMBS INDIRECTA

OBJETIVO

Investigar la presencia de anticuerpos contralliisuips rojos humanos en el suero de

una mujer embarazada Rh negativa.

INTRODUCCION

La reaccion se realiza en dos etapas. En la pringgdaulos rojos 0 lavados se
incuban con el suero del paciente para sensiddggren una segunda etapa se incuba
el complejo antigeno-anticuerpo con la antiglotautiie Coombs.

Una prueba de Coombs indirecta positiva significa ge la persona tiene
anticuerpos contra antigenos de los glébulos rojodp cual puede sugerir la
presencia de:

-Screening de suero de donantes y pacientes pacaeapos

-Pruebas de compatibilidad sanguinea previa aalasfiusion (cuando se utiliza en
bancos de sangre)

-Fenotipo de glébulos rojos

-ldentificacion y titulacion de anticuerpos encaudtrs en suero o eluatos.

PROCEDIMIENTO

-Realizar la extraccion de sangre venosa en comdisiasépticas, sin anticoagulante y
dejar exudar el suero en bafio a 372C.

-En un tubo de hemodlisis colocar 2 gotas del sagrmbar

-Agregar 1 gota de suspension de globulos rojas 8-5% lavados y resuspendidos
en PBS

-Mezclar e incubar a 37°C durante 30-60 minutos

-Lavar los glébulos rojos 3 veces con PBS. Descadmpletamente el sobrenadante
después del ultimo lavado.

-Agregar 2 gotas del suero de Coombs al botondawmutyls rojos; mezclar

perfectamente y centrifugar durante 15 segundoSd3pm. Se puede utilizar en este
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casoSuero de Coombs Monoclonal-Poliespecifico (Anti-lg&C3d) o bien Anti-
IgG Monoclonal Monoespecifico y Anti-C3d MonoclonaMonoespecifico.
-Resuspender las células por agitacion y obseraaraacoOpicamente. Tener en

cuenta que agitaciones demasiado vigorosas pueségat aglutinaciones deébiles.
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OTRAS TECNICAS DE AGLUTINACION INDIRECTA
Durante el TP se llevaran a cabo distintas técrdeamylutinacion indirecta.
Las mismas utilizan como soporte particulas declatgelatina o glébulos rojos y se
desarrollan en placas de vidrio o policubetas diesioeno de fondo en U.
EL alumno debera leer atentamente los insertosledactivos a utilizar (Wiener
lab.), los que seran proporcionados por la asigaailbien podran ser bajados de la
pagina que dicho laboratorio tiene en internet (wwener-lab.com.ar).

* ARTRITEST,

 PCR,

+ HEMAGLUTINACION INDIRECTA PARA TOXOPLASMOSIS Y
CHAGAS,

« AGLUTINACION DE PARTICULAS DE GELATINA PARA HIV.
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CASOS CLINICOS

CASO CLINICO N° 1

Recién nacido pretérmino de bajo peso,productcndambarazo no controlado.

Al examen fisico de ingreso presentd hepatoesplegalia y retardo pondo estatural,
hiperbilirrubinemia, anemia y plaquetopenia.

Se realiz6 serologia materna: VDRL (NR), Toxoplasii¢ELISA -), HbsAg (-), HIV
(Elisa NR), Rubéola IgG (-), Chagas HAI 1/128 yskligG Chagas (+).

Al recién nacido se le realiza:

Hemocultivos: no se observa desarrollo despuésdias7de incubacion.

Cultivo de LCR:no se observa desarrollo.

El médico solicita serologia para chagas en el.nifio

a) ¢Estd de acuerdo con el pedido de andlisisHiguest Explique brevemente
técnicas diagndsticas.

b) Plantee un algoritmo diagnadstico.

c) Tras haber recibido tratamiento, ¢puede tomanocariterio de curacion

parasitologia negativa (busqueda del T. cruzi)?

CASO CLINICO N° 2
Paciente de 14 afos, sexo masculino, procedemimdievideo, estudiante.
Buenas condiciones sanitarias. No habia viajadotedior ni al exterior del pais. No
estuvo en contacto con personas enfermas. Terd& ¢gon los que jugaba.
Consultd por cuadro de 11 dias de evolucion caiaatlo por fiebre de 40° C,
escalofrios, habiendo tenido diarreas en 2 ocasigneefalea al comienzo. Negoé
vomitos, sintomas respiratorios, mialgias, erupesooutaneas, astenia y repercusion
general. Al examen fisico presenta adenomegali&al8 cm en regiones carotideas,
espinales y axilares las que eran elasticas, ina®ly libres. Esplenomegalia a 2 cm
del reborde costal. Examen cardiovascular y plaunepnar normales. Fondo de ojo
normal.
Laboratorio:

* Funcional hepatico: normal.

* Glucemia: normal

* Azoemia: normal

* Qrina: normal
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* Serologia para citomegalovirus: 1gG 1/256viigegativo.
* Serologia para toxoplasmosis: IgG (HAI) 18501gM reactivo.
*VIH:

control +: columna 11
1 2 2 4 5 6 7 & 9 10 11 12

’Oo O OO0 O‘ control -: columna 10
OOO000O0000BLB® muestra: columna 12
QOOOOO000
OOCO00000
OOCOO0000
OO0 0008

.

QOO0
OO0 000

* VDRL: negativo.

B I T - I TR

a) Interprete la aglutinacion de particulas detgelgara HIV.

b) ¢Cudl es la enfermedad con la que cursa elmaci# momento de la consulta?
(teniendo en cuenta serologia para CMV y Toxoplassho

c) En la técnica de HAI, ¢qué reactivo me permiferenciar exclusivamente la
actividad aglutinante de I1gG? ¢ Como detecta Aabidtes?

CASO CLINICO N° 3

Joven de 23 afios que en presencia de sintomasgsipatks y dolor de garganta, se
automedica con amoxicilina.

Dias después y sin haber suspendido la toma deh&ar, manifiesta dificultad para respirar,
fatiga y nota que su piel estd amarillenta y querswa es oscura.

Decide entonces consultar con el médico quienereramen fisico detecta esplenomegalia.

Laboratorio:

Hb: 6g% Mujeres: 12.0 £ 2.0 g%
Hombres: 14.0£2.0g %
Hto: 17% Hombres: 47.0 £ 7.0 %
Mujeres: 42.0 £ 5.0 %
Bilirrubina total: 5 mg/dI Adultos: hasta 1,0mg/dl
Bilirrubina indirecta: 3,5 mg/d| Adultos: hasta 0,9mg/dl

Hemoglobinuria: +++
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a) ¢ Cual podria ser el diagndstico presuntivo?

b) ¢Qué otras pruebas de laboratorio sugeriria gaméirmar sus sospechas? Mencione el
fundamento de dichas pruebas y en que otras sinegpodrian ser Utiles.

c) ¢Cual es el mecanismo por el cual el farmacdedar lugar a ésta patologia?

d) ¢ Qué otros farmacos podrian causar éste tipoite&

CASO CLINICO N° 4

Nifio de 4 afios concurre al laboratorio para lardetecion de su grupo ABO.

Por el método de aglutinacion directa el nifio ltasA+. Ademas se le realiza el
método de aglutinacién indirecto observandose aisele aglutinacion.

¢, Cudl es la razon de la discrepancia entre labas@e
¢, Qué son los anticuerpos irregulares?
¢, Como descarta la presencia de anticuerpos irreg@la

Si piensa en una hipogammaglobulinemia, ¢qué prubaaglutinacion

realizaria? Explique.

CASO CLINICO N° 5
Un varon de 37 aflos con vida previa activa refidodores osteoarticulares de
localizacion variable en el dltimo mes y fiebre kendltima semana con picos
(matutino y vespertino) de 40 C las ultimas 24-d8ak, por lo que acude al Servicio
de Urgencias. Refiere haber ingerido leche de cghrpasteurizar y queso.
Los datos analiticos muestran los siguientes eehost
Hemograma: Hb 13,7 g/dI Mujeres: 12.0 £ 2.0 g%
Hombres: 14.0+2.0g9 %
Leucocitos 14.610/mm3 0(® a 10.000/mm3
Plaguetas 206.000/ mm350.000-400.000/mm3

VSG: 40mm SAim/hora
Bioquimica:
Glucosa 117 mg/dI 70-110 mg%
Urea 29 mg/dl 20-40 mg/dl
Creatinina 0,9 mg/dl 0,8- 1,4 mg/dI

Orina: sedimento normal.
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a) Teniendo en cuenta los sintomas del pacierdeapdmnesis mencione cual seria el
diagndstico presuntivo.

b) ¢ En qué consiste la reaccién de Huddleson yesuél utilidad clinica? ¢ Qué otras
técnicas serologicas conoce para esta patologia?

c) ¢En qué etapa de la infeccion por Brucella ewamente realizar pruebas de

aglutinacion directa? Explique.

CASO CLINICO N° 6

Mujer embarazada de 18 afios de edad fue atendidaaedlinica rural refiriendo los
siguientes antecedentes personales: inicio desexaal a los 15 afios, contando en su
haber con multiples parejas sexuales, y dandoiypositla prueba de VDRL.

El nifio nace por parto vaginal, con bajo peso (@,8), lesiones mucocutaneas,
hepatoesplenomegalia, lifadenopatia y rinitis.

Laboratorio:

VDRL: reactiva 32 dils

VDRL LCR: no reactiva

HIV: no reactivo

a) Piense en el diagnéstico mas probable y corpmebas de laboratorio confirmaria
sus sospechas.

b) En mujeres embarazadas, ¢en qué periodo deticigm es conveniente realizar
pruebas para deteccion de sifilis?

c) ¢ Reviste importancia que el parto ocurra padireeso por via vaginal?

d) ¢ Cémo evalla la eficacia del tratamiento?
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INVESTIGUE

Aglutinacion:

Tipo de antigeno utilizado y soportes para fijaargigeno.

Métodos utilizados para fijar el Ag.

Diferencias entre aglutinacion directa e indire@tasiva), inhibicion de la
aglutinacion.

Reaccion de Coombs: directa e indirecta, fundansentdiilidad clinica.
Utilidad de los diferentes anticoagulantes en léemtién de la muestra de
sangre.

Utilidad clinica de las distintas técnicas.

Floculacion:

Tipo de Ag utilizado para muestras séricas y LCR.

Definir prozona y postzona.

Utilidad clinica.

INFORME

7. Realizar un informe de lo investigado.

8. Interpretar los casos clinicos.
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TRABAJO PRACTICO N° 7

ENZIMOINMUNOANALISIS
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OBJETIVOS

» Conocer los diferentes dispositivos empleados d8AL

» Definir las fases de un ensayo ELISA.

» Conocer los tipos de ensayo ELISA.

» Conocer los marcadores enzimaticos mas comunmeiizados

» Conocer la utilidad de la metodologia en otras @apeades: Microbiologia,
Hematologia, Endocrinologia.

* Interpretar los resultados obtenidos en el conté&toada situacion clinica.

» Desarrollar habilidades y destrezas en la reatirage técnicas de ELISA

INTRODUCCION

Los enzimoinmunoandlisis (EIA) o ELISA (Enzyme-Leatkimmnono Sorbent Assay)
se basan en dos fendmenos biolégicos importantes:
1.la elevada especificidad de los anticuerpos (Ac);
2.la alta actividad de algunas enzimas usadas entipstele ensayos, lo que
pemite la amplificadcion de la sefial generada ponuestra.
Independientemente de los esquemas experimentafdsaxlos, los EIA comprenden
dos etapas generales:
1.la reaccién de un inmunorreactante con un antig¢g&gpo anticuerpo(Ac)
2.la deteccién de ese inmunorreactante mediantelizaatdbn de un conjugado
enzimético.
La sencillez de los ELISA, sumada a la potencididde los anticuerpos
monoclonales, hace que dia a dia se vayan impanisaobre métodos tales como
aquellos basados en la utilizacion de un trazaaftiactivo (RIA). La gran ventaja del
ELISA sobre los otros métodos reside en que noieegjun equipamiento demasiado
sofisticado para su implementacion en el laborat@demas los reactivos utilizados
son de una vida media muy alta por lo que puedeservarse en buen estado durante
afos y no se corre el riesgo de contamienaciérupida por el manipuleo de isétopos

radiactivos.
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Los EIA pueden clasificarse en HOMOGENEOS Y HETERENEOS. Los primeros
se realizan exclusivamete en fase liquida, miemuasen los segundos se emplea un
soporte solido para inmovilizar a uno de los innroeactantes.
En la practica diaria, son mas utilizados los Elétehogéneos, los que pueden
clasificarse en dos tipos:
1. EIA de amplificacion de la actividad o no compgts,
2. EIA de modulacién de la actividad o competitivos.
En todos los ensayos EIA en fase solida, indepatalige las numerosas estrategias
existentes, se pueden distinguir 3 etapas:
1.inmovilizacion del inmunorreactante (Ac o Ag) erfdae sélida;
2.incubacion con la muestra de modo que ésta reacciom el inmunorreactante
inmovilizado;
3.amplificacion o modulacién por medio de la utilidac de un conjugado
enzimético.
Resumiendo, los ensayos de ELISA permiten la déteate anticuerpos especificos,
antigenos solubles o antigenos de superficie eceldatodos los casos los reactantes

solubles se unen especificamente al reactantesersédida.

PROTOCOLOS DE ELISA

Protocolos Usos Reactivos Comentarios

Ag puro o semipuro

solucién problema
gue contenga

Requiere grandes

Indirecto Deteccion de Ac anticuerpo, cantidades de Ag
conjugado
enzimatico que ung
Igs
Ag marcado,
solucién problema
conteniendo Ag. Ensayo rapido,
Directo Deteccion de Ag Compiten por Ac excelente para
competitivo soluble especificof color| | mediad reactividad
conc. de Ag en antigénica cruzada
muestra

Ac de captura, Ensayo mas sensible
solucién problema| para deteccion de
Deteccion de Ag | que contenga el Ag Ag, requiere

soluble Ac especifico para el cantidades
Ag conjungado a la relativamente
enzima grandes de Ac

Ac-sandwich
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especifico puro o
semipuro

Doble sandwich-
Ac

Deteccion de Ac

Ac de captura
(especifico para Ig
de la especie
inmunizada),
solucién problema
que contenga el Ag
Ac conjugado a
enzima especifica

No requiere Ag
puro, ensayo
relativamente largo

para el Ag
Células que Ensayo sensible para
L una primera
Medicion de Ags expresan el Ag de br

. , ™ seleccion, poco

Celular Directo que se expresan en interés, Ac especifig sensible en

las membranas para el Ag celular oblaciones

celulares conjugado a la P
enzima celulares

heterogéneas

Celular Indirecto

Deteccion de Ac anti que contenga Acs,

Ags celulares

D

Células usadas par
inmunizacion,
solucién problema

conjugado

enzimatico que una

Ig de la especie
inmunizada

Puede no detectar
Acs especificos par
Ags celulares que s

expresan a baja
densidad

D

A desarrollar durante el Trabajo Practico

1.Deteccion de anticuerpos IgG anti Toxoplasma ioRdt Blot - Immunocomb.
2.Deteccién de anticuerpos anti VIH. ELISA 4° gecein.

3.Deteccidn de antigeno de superficie. Wiener lab.

4.Deteccion de gonadotrofina coridnica humana. lmeotomatografia.

En todos los casos, el alumno debera leer atentane¢inserto de cada uno de los

reactivos a utilizar en el trabajo préactico.
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CASOS CLINICOS

CASO CLINICO N° 1

1) Mujer de 37 afios de edad, previamente sana, ¢arsidu médico por presentar
acolia y coluria. Ha tenido sintomas similares & d@ la gripe durante la ultima
semana, incluyendo fiebre, dolor de cabeza, distionudel apetito y nauseas leves.
Niega uso de cualquier tipo de drogas intravendsaser recibido transfusiones de
sangre, 0 haber hecho viajes en los Ultimos mé&seana estudiante de posgrado en
abogacia, esta casada y tiene un hijo de 4 afios yija de 9 meses que van a una
guarderia. ElI examen fisico revela una temperatar89 °C, hepatomegalia leve e
ictericia escleral. Estudios de laboratorio muestma recuento de gldbulos blancos de
10.200/mm, hematocrito de 38%, plaquetas 205.0007mampartato aminotransferasa
(AST) de 842 U/L (VR: 10-40 U/L), alanina aminotséerasa (ALT) de 1.012 U/L
(VR: 10-40 U/L) vy bilirrubina total de 3,7 mg/dL R/ 0,3-1,9 mg/dL). Se llevan a
cabo otras pruebas de laboratorio, siendo diagmmkti con infeccidon aguda por el
VHA.

¢, Cuadl de las siguientes afirmaciones es correctarelacion con la infeccion aguda

por VHA en esta paciente?

A. Debido a que la serologia de anticuerpos para @hi#de ser negativa a principios
de esta enfermedad, una prueba de PCR del suemlasdcheces de la paciente,
confirmaria mejor un diagnéstico de infeccion agpdaVHA.

B. Sus hijos son una fuente muy poco probable de @iposal virus, ya que no han
mostrado ningun signo de ictericia.

C. Es probable que su exposicion al VHA se produjtosriltimos 30-50 dias.

D. El grado de elevacion en sus niveles de amindgeasas hepaticas sugiere que

esta en riesgo de infeccidn crénica por VHA.
CASO CLINICO N° 2

Una joven de 22 afios de edad, se presenta a mi@aclbu madre fue diagnosticada

de hepatitis B crénica, por lo que la pacienteidédpa su médico para hacerse andlisis
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sobre VHB. Los resultados de sus pruebas de hepdity los niveles de

aminotransferasas hepaticas fueron los siguientes:

HBsAQg: positivo

Ac anti-HBc total: positivo

IgM anti-HBc: negativa

Ac anti-HBs: negativo

HBeAg: positivo

Ac anti-HBe: negativo

ADN del VHB: 1,5 x 10 copias/mL
ALT: 25 U/L (VR: 10-40 U/L)
AST: 18 U/L (VR: 10-40 U/L)

El médico decide repetir los niveles de aminotmresfas en 3 meses. En ese
momento, tanto ALT y AST se encuentran dentro aefjo normal.

¢, Cudl de las siguientes afirmaciones describe eré dase de la infeccion por

hepatitis B se encuentra la paciente y qué debednse?

A. La paciente tiene infeccion aguda por VHB y dedresgeguida de cerca para ver si
desarrolla una infeccion cronica.

B. La paciente se encuentra en la fase de toleramziane y debe ser seguida de
forma regular con los niveles de ALT cada 3-6 mgseson mayor frecuencia si
comienzan a elevarse).

C. La paciente tiene evidencia de inflamacidn hepaticse encuentra en la fase
inmune activa de hepatitis cronica viral; debeiamiégnmediatamente el tratamiento
para el VHB.

D. La paciente se encuentra en la fase de portadoicorinactivo de la hepatitis B y
puede ser evaluada de nuevo, si desarrolla un d@arderos niveles de transaminasas
hepaticas (ALT y AST).

CASO CLINICO N° 3
Mujer de 27 afios de edad se presenta a una atimcaauseas e ictericia. Durante los

3 Ultimos afios, ha experimentado grandes probleroasla adiccion a drogas
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(metanfetamina). Casi siempre utiliza agujas detgrpero 6 semanas atras compartio
agujas con un hombre a quien mas tarde se le d#safieccion por VHB. Nunca ha
recibido la vacuna contra el VHB. Hace dos afosjeseracticé serologia para
hepatitis A, B y C, resultando todo negativo, pam regresé para seguimiento y
vacunacion. Su examen fisico es normal a excep#olas marcas en sus brazos y
visible ictericia. Estudios de laboratorio muesttara bilirrubina total de 6,8 mg/dL,
aspartato aminotransferasa (AST) de 1.906 U/L (\B:40 U/L), y una alanina
aminotransferasa (ALT) de 2.086 U/L (VR: 10-40 U/Byuebas serolégicas para las

hepatitis A, B y C han sido ordenadas por su meédico

¢,Cudl de los siguientes perfiles seroldgicos sani@s coherente con la infeccion por
VHB aguda?

A. HBsAg (-), anti-HBs (+), anti-HBc total (+), HBeAg), anti-HBe (+).
B. HBsAg (+), anti-HBs (-), anti-HBc total (-), HBeAg), anti-HBe (+).
C. HBsAg (+), anti-HBs (-), anti-HBc total (+), HBeAg), anti-HBe (-).
D. HBsAg (-), anti-HBs (+), anti-HBc total (-), HBeAg), anti-HBe (-).

CASO CLINICO N°4

Joven de 19 afios de edad se presenta a la clamaaseguimiento después de haber
sido visto en el servicio de urgencias 2 nochessamior una sobredosis de
estupefacientes. Su historial médico revela queeepa usar heroina por via
intravenosa hace 2 meses y ha compartido agujasarays conocidos. Es delgado,
con leve ictericia escleral. Una revision de estsidie laboratorio a partir de su visita
a la sala de emergencias revela hemograma nortaaina aminotransferasa (ALT)
de 380 U/L (VR: 10-40 U/L), y una bilirrubina totdé 4 mg/dL (VR: 0,3-1,9 mg/dL).
Niega el consumo de alcohol o alguna historia derevedad hepatica. Hace varios
afios, completo las dosis de vacuna contra la tispRtiHabida cuenta de su reciente

exposicion, infeccién aguda por VHC es muy sospezho

148



¢, Cuadl de las respuestas a continuacion es verdadena respecto a este paciente, y

sobre diagnostico y tratamiento de la hepatitis Quda?

A. Menos del 40% de los pacientes con hepatitis @agendran sintomas asociados
con infeccién aguda.

B. La respuesta inmune celular juega un papel manet elearance de los virus de la
hepatitis C durante una infeccion aguda.

C. Si este paciente tiene hepatitis C aguda, subipdades de eliminar la infeccion
sin tratamiento son inferiores al 5%.

D. Si se inicia la terapia para hepatitis C agudamkyoria de los especialistas

recomienda utilizar una combinacién de interferégilado y ribavirina durante 1 afio.

CASO CLINICO N°5

Hombre de 27 afos, previamente sano, se presemia @ntro de atencion de

urgencias con fiebre, dolor de garganta, inflanraclé ganglios linfaticos, fatiga, y

una erupcion. Sus sintomas han estado presentaseaproximadamente 48 horas y
su historia revela haber tenido relaciones sexusittegroteccion con su pareja 12 dias
antes de la aparicion de sus sintomas. Se reale@mueba de anticuerpos contra VIH
aproximadamente 6 meses atras, que resulté negatiexamen fisico muestra una

temperatura de 39°C, faringitis no exudativa, liigf@opatia cervical y axilar, y una

erupcion generalizada morbilliforme. Todas las pase de laboratorio estan

pendientes. El diagnéstico de infeccién aguda (gl por VIH se sospecha.

¢, Cudl de las siguientes afirmaciones es cierta etacion con la infeccion aguda
por VIH?

A. Menos del 5% de las personas que adquieren et@#drrollan una enfermedad de
presentacion clinica aguda.

B. Mas del 80% de los pacientes con infeccion agumtaViH se presentan con
meningitis aseptica.

C. Los pacientes recientemente infectados con eldtilen tener niveles plasmaticos
de ARN del VIH superior a 50.000 copias/mL a laemanas de contraer el VIH.

D. Un nivel de ARN del VIH de 2.400 copias/mL en comalzion con una prueba de

anticuerpos contra el VIH negativa seria diagnosiie infeccion aguda por VIH.
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CASO CLINICO N°6

Mujer de 31 afos infectada por el VIH ha sido nei@mente diagnosticada y viene a
la clinica para su primera evaluacion. Cree quepiabablemente infectada con el
VIH aproximadamente 4 afios atras. Tres semanas @atesta visita, su Papanicolaou
mostro grave displasia cervical, lo que llevé anaeba de anticuerpos contra el VIH.
Su examen fisico muestra candidiasis oral y le@siglvellosa oral. No tiene otro tipo
de manifestaciones relacionadas con el VIH ni taopaistoria de complicaciones
relacionadas con el VIH. Su recuento de CD4 es38ecglulas/mm(12%) y el ARN
del VIH es de 187.000 copias/mL.

Segun la definicion de caso del CDC del 2008 parmfieccién por VIH entre los
adolescentes y adultogcual de las siguientes afirmaciones es verdadeshrs la

clasificacion de la infeccidon por el VIH de la paeante?

A. El diagnodstico de la displasia cervical severanedids criterios para infeccion por
el VIH, fase 4 (SIDA, supresion inmune severa).

B. El valor de ARN del VIH de 187.000 copias/mL redoe criterios para infeccion

por el VIH, fase 2 (SIDA).

C. El diagnostico de la candidiasis oral cumple Iogos para infeccion por VIH,

fase 3 (SIDA).

D. El porcentaje de CD4 del 12% reune los criterimapnfeccion por el VIH, fase 3
(SIDA).
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INVESTIGUE

« ¢CoOmo define SENSIBILIDAD Y LIMITE DE DETECCION den ensayo?

* ¢ Qué diferencia existe entre ensayos EIA homogénbeterogéneos?

» Existen sistemas alternativos de reconocimienstesia (strepta) avidina-biotina y

Proteina A. ¢ Qué caracteristicas tiene cada uetas®

* ¢Qué enzimas pueden usarse para la preparacioa denjugados?

» ¢ Qué requisitos deben reunir las enzimas pardiseadas en ensayos ELISA?

» ¢Qué condiciones deben reunir los sustratos 0 oestgsI cromogénicos para ser
utilizados en ensayos ELISA?

» ¢Cudles son las caracteristicas de un buen cowjugadimatico? ¢Como se

preparan los conjugados enzimaticos?

» ¢ Qué caracteristicas presentan los ELISA compagifvno competitivos?

» Las aplicaciones del ELISA para el diagnésticoictin

» El inserto de los reactivos que se utilizan enréttico, realizando un esquema de
las etapas a seguir durante el desarrollo de tacgcAsimismo, lea atentamente todo

el instructivo con el objeto de interpretar el grsa

INFORME

* Realizar un informe grupal a partir de lo invedtiga

* Interpretarlos casos clinicos
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TRABAJO PRACTICO N°8

INMUNOFLUORESCENCIA

153



OBJETIVOS

» Conocer los diferentes dispositivos empleados emihofluorescencia.

» Conocer las fases de un ensayo de IF.

» Conocer los tipos de ensayo de IF.

» Conocer la utilidad de la metodologia en la practiénica.

* Interpretar los resultados obtenidos y su relac@mdistintas patologias.

» Desarrollar habilidades y destrezas en la reatirade técnicas de IFI.

INTRODUCCION

Metodologias aplicadas al estudio de las célulasl&éstema inmune

En el organismo existen diversos sistemas encasgddamantener la homeostasis,
entre los cuales podemos citar al Sistema InmuheEBmismo, estd compuesto por
diversos y complejos mecanismos que actlian en fsiimatanea y dinamica.
En términos generales podriamos decir que exisanpeonentes humorales y
celulares del SI, siendo estos ultimos quienesetiemayor participacion en la
respuesta inmune. Se refiere especificamente eélakas mononucleares, como los
linfocitos, monocitos, macrofagos y células demh# asi como a los
polimorfonucleares, neutréfilos, eosindfilos y bides.
Para el estudio experimental se pueden obtendaséle distinto®rganos y fluidos
utilizando distintos procedimientos:
* Sangre periférica 0 médula 6seaobtenida con EDTA o Heparina, donde
encontramos células mononucleares y polimorfonuetea
* Timo: donde encontramos en mayor proporcion linfoaioglistintos estadios
de maduracion, células epiteliales, macrofagodufaedendriticas.
« Baza donde encontramos en gran medida glébulos rojoenymenor
proporcion leucocitos.
* Ganglio linfatico: donde predominan los linfocitos y en menor mediélalas
presentadoras como macréfagos y células dendriticas
» Cavidad peritoneal donde encontramos un elevado porcentaje de nagusf

y en menor medida linfocitos y células dendriticas.
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Aislamiento celular

Existen distintos métodos que permiten separa pigles celulares:

* Gradiente de Ficoll-Triyosom, Percoll, Histohypaque permite separa
células mononucleares viables de cualquier suspreosiular.

» Lisis osmaticacon buffer hipoténico: permite eliminar los globsilrojos de
cualquier suspension celular; se obtienen de estlrieucocitos totales, con
la desventaja de que el tratamiento puede afectaabilidad de las células.

* FACS (Fluorescente-Activated Cell Sorter) o clasifiadores de células
activadas por fluorescencia.:las células que emiten sefiales fluorescentes
predeterminadas pueden ser desviadas diferenci@megror campos
electromagnéticos cuya intensidad y direccion vdei@cuerdo a la intensidad
de la sefal de la fluorescencia medif®e esta forma se pueden aislar
poblaciones celulares en base al anticuerpo quegamto a un fluorocromo se
encuentra unido a la superficie celular, obteniéaedas células separadas en

tubos colectores.

Ensayo de viabilidad

Utilizando azul de Tripan, se puede diferenciareemélulas vivas y muertas. Las
células vivas tienen la propiedad de excluir elortte mediante un mecanismo
activo. Una vez que las células mueren no puedenier! colorante y por lo tanto se

observan al microscopio como células tefiidas de azu

Caracterizacion funcional

Ensayos in vivo Pruebas cutdneas: la reaccién de hipersensibtigadretardada
(DTH) es una técnica muy utilizada para evaluarelgpuesta inmune mediada por
células en pacientes y animales de experimentacion.

Ensayos in vitra los estudios funcionales in vitro de células sistema inmune se
llevan a cabo mediante distintas técnicas de cutelular: estudios de diferenciacion,

ensayos de proliferacion, estudios de citotoxiciecl
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Caracterizacion morfologica y fenotipica

Microscopia de contraste de fasees util para el seguimiento de la morfologia celula
durante los cultivos celulares

Microscopia electronica: permite evaluar detalles de la ultraestructuralaelde la
superficie celular (microscopia electronica degnaision y barrido)

Coloracion de Giemsa: util para la observacion morfologica en extendidos

(improntas) de células realizados a partir de su@pees celulares.

Técnicas de Inmunomarcacion celular: inmunocitoquirita, inmunohistoquimica,

Inmunofluorescencia

Estas técnicas permiten detectar la presencia tigeans en células en suspension,
células fijas a un soporte (improntas) o en codestejidos. También se pueden
utilizar para detectar anticuerpos en muestrasa®ri
Estas técnicas combinan la sensibilidad de la urdtigeno-anticuerpo con la
posibilidad de visualizar dicha reaccion con unrogcopio.

Existen diferentes métodos:

» Directo: utiliza un anticuerpo marcado dirigido haciamigeno de interés.

* Indirecto: utilizan un anticuerpo primario sin marcacion g por un
anticuerpo secundario o terciario marcado. En tddescasos, esta ultima
etapa sirve para localizar el antigeno o el antpueen el tejido o célula.
Distintos marcadores pueden ser conjugados a lisuarpos: fluorocromos,

enzimas, oro coloidal, sustancias radiactivas.

INMUNOCITOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA

Estas técnicas son utilizadas para localizar aspms 0 antigenos fijos a células o
tejidos. Para ello, como primer paso, las célused unirse a soportes solidos para
permitir un mejor manejo en los procedimientos @ustes. Esta unidn puede

realizarse por diversos métodos: las células epessson pueden ser centrifugadas,
extendidas o ligadas quimicamente sobre portaghj&to el caso de tejidos, deben ser

fijados con paraformaldehido o alcoholes o congelgmhra su preservacion y luego se
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realizan cortes del mismo, los cuales se adhienam @ortaobjeto para poder realizar
la reaccién inmunoquimica.

Estas técnicas se utilizan en forma corrientesotgara el diagnéstico como par
investigacion, ya que nos puede dar informacionmestdb presencia y localizacion de
un determinado antigeno o de varios antigenos @cmidas de doble o triple
marcacion, como asi también permite detectar lsepi@a de anticuerpos solubles que
se unen a los antigenos fijados.

INMUNOFLUORESCENCIA

Dentro de los sistemas de visualizacidon para asdaés de inmunomarcacion, uno de
los mas utilizados es la fluorescencia; la detecpigede realizarse visualmente con el
microscopio de fluorescencia o mediante un deteslmtronico en la Citometria de

flujo.

Ensayos de Inmunofluorescencia (IF)

* Los ensayos de fluorescencia para la deteccion de amtigps como
por ejemplo antigenos de Chlamydia trachomatidizami el método de tincion
directo. El procedimiento se realiza en un pasacbédde reaccion. La muestra
clinica que presuntamente contiene antigenos daborganismo bajo estudio es
puesta en contacto con un anticuerpo monoclonaigidtr contra dicho
microorganismo conjugado con fluoresceina. Si &élgano esperado esta presente
se formard un complejo antigeno-anticuerpo. Lacdiéacpositiva en forma de
fluorescencia verde manzana puede verse con laaagiadun microscopio de
fluorescencia.

 Los ensayos de fluorescencia para la deteccion de anigrpos
utilizan el método de tincidn indirecto descriptw primera vez por Weller y Coons
en 1954. El procedimiento se realiza en dos padsisds de reaccion. En el primer
paso, el suero humano a ensayar es puesto entcoodacel sustrato antigénico. Si
el anticuerpo esta presente en el suero se unaatigeno, formando un complejo
antigeno-anticuerpo. Si el suero no contiene asfms dirigidos contra ese
antigeno en particular, no se forma ningun compjejodos los componentes del

suero son eliminados en el paso de lavado. El slego@aso consiste en la adicion de

157



un anticuerpo anti humano conjugado con fluorescailas areas de reaccion. Si en
el primer paso se formd el complejo especificogemib-anticuerpo, en el segundo
paso el anticuerpo conjugado con fluoresceina && ah complejo. La reaccion

positiva en forma de fluorescencia verde manzama@uwerse con la ayuda de un

microscopio de fluorescencia.

Esquema de la Técnica de Inmunofluorescencia Direx{IFD)

Antigena Anficuerpo Fliorescencia
monoclenal
conjugada con
fluaresceing

Yl
+ =
Portashjetos

Esquema de la Técnica de Inmunofluorescencia Indiota (1FI)

Antigeno Anticverpo Complejo
(Sustrato) espedfico antigeno-antcuerpo
+ -
FPortoobjetos
Antigeno - Anticeerpo Auorescencdia
Anticnerpo antihomano
conjegado con
flworesceima
e
+ -
Portoobjetos

Técnica IFD:

1.Preparar la impronta con la muestra obtenida dekepte. También es util
para detectar la presencia de antigenos en cé@nlagspension o en cortes de
tejidos.

2.Preparar la dilucion del conjugado fluoresceinadpeeifico y cubrir cada
area reactiva con él.

3.Incubar las muestras en cdmara humeda a tempeaatbiante.

4.Enjuagar los portaobjetos con buffer fosfato salino
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5.Colocar medio de montaje y cubrir con cubreobjete®r los portaobjetos

inmediatamente en un microscopio de fluorescencia.

Técnica IFI:

6.Cubrir las areas con la dilucibn de screening de fauestras. Para
determinaciones cuantitativas, preparar diluciceemdas.

7.Incubar las muestras en camara humeda a tempeaatibiante.

8.Enjuagar los portaobjetos con buffer fosfato salino

9.Preparar la dilucion del conjugado fluoresceinadmlyrir cada area reactiva
con él

10. Incubar las muestras en camara humeda a tempeaatbiante.

11. Enjuagar los portaobjetos con buffer fosfato salino

12. Colocar medio de montaje y cubrir con cubreobjdtesr los portaobjetos

inmediatamente en un microscopio de fluorescencia.
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DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-CANDIDA POR TECNICA D E
INMUNOFLUORESCENCIA

OBJETIVO

Detectar la presencia de anticuerpos IgG anti Gandibicans por una técnica de

Inmunofluorescencia.

MATERIALES Y METODO

» Candida albicans

» Buffer PBS

« CFDA

* Suero anti-Candida, obtenido a partir de la inmacitm de conejo con C
albicans formoladas.

» Complemento de conejo.

» Bromuro de etidio-EDTA.

* Glicerina tamponada.

» Centrifuga

* Vortex

* Microscopio de fluorescencia

La Candida se siembra en medio Sabouraud en pilauda y se cosecha ocho horas
después de sembrada, asegurando una viabilidddded. Las candidas se lavan con
buffer PBS para eliminar residuos, centrifugandez aininutos a 400g. Se resuspenden
en PBS agitando en Vortex para obtener microorgasssaislados en una suspension
homogénea y se ajusta a la concentracion de T xét@lidas/ml en PBS. Luego se

procede a realizar el ensayo.

1- Colocar 10 pl de una suspensién dé téndidas en cada wells de un
portaobjeto de 7 wells. Dejar secar.
2- Agregar 20ul de suero diluido 1/16- 1/32- 1/ 6428+ 1/256- 1/512- negativo

en cada wells. Incubar 30 minutos a temperaturaeartgen camara humeda.
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Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Sesabdrdes.

Agregar 20ul de suero anti Fc- FITC (dilucion 1/10@cubar 30 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad en cdmara humeda.

Lavar 5 minutos con PBS. (Repetir 2 veces). Slesadvordes.

Montar con 1 gota de glicerina bufferada.

Observar en microscopio de Inmunofluorescenciainhagen es positiva si

permite ver fluorescente el contorno de la levadura
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CASOS CLINICOS

CASO CLINICO N°1
Hombre de 25 afios de edad que concurre al labmrgkmr un examen preocupacional.

Los resultados del estudio fueron los siguientes:

Hemograma:

Serie roja: 5,32x10GR/mn? VR: 4,2x195,5x1¢ GR/mn? (H)
3,6x165,1x10 GR/mnt (M)

Serie blanca: 6.000 GB/nim VR: 5.000 a 10.000 GB/mim

Plaquetas: 250.000/nfm VR: 150.000 a 400.000/fnm

Examen de orina: normal.
Coproparasitolégico: negativo.

Serologia: VDRL reactiva 4 dils. Método: reacci@fldculacion

1) Interprete los datos del laboratorio e indigngprtesunto diagndstico.
2) Segun su criterio, con este valor de VDRL ¢ mfania el resultado? Justifique.
3) En el caso de tener que confirmar dicho resojtadué técnica emplearia? ¢ Que buscaria

con esa técnica? ¢Qué espera observar?

CASO CLINCIO N°2.
Mujer de 28 afios que reside en zona rural de prmvde Corrientes, concurre al laboratorio en

el quinto mes de embarazo para realizarse su paramnen de control.

Se le pidio:

Hemograma:

GR: 4,8x16 GR/mn? VR: 4,2x195,5x1¢ GR/mn?t (H)
3,6x16-5,1x1¢ GR/mn? (M)

GB: 7.000 GB/mm VR: 5.000 a 10.000 GB/fhm

Plaguetas: 250.000/nfm VR: 150.000 a 400.000/mm
Examen de orina: normal.

Serologia para:

HIV: no reactivo. Método: APG

VDRL: no reactiva. Método: reaccion decfilacion
TOXO: positivo 1/128. Método: HAI R/ > 1/32
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1) ¢Qué técnicas de screening conoce para toxoplasmosi
2) Con esa sola prueba seroldgica, ¢ podria ustedrniafal resultado? Justifique
3) En el caso de tener que confirmar dicho resojtadiué técnica emplearia? ¢ Referido al

practico, qué buscaria con esa técnica? ¢ Qué esysevar?

CASO CLINICO Ne° 3.
Paciente del sexo masculino de 50 afios de edadaqoeirre por molestias oculares siendo
diagnosticada una conjuntivitis folicular.

El paciente alega haber tenido uretritis a repticausadas por Chlamydia trachomatis.

1) ¢Qué muestra podria llegarnos al laboratorio?
2) De acuerdo a la muestra que tenemos ¢ qué podriarscer?
3) Haga un esquema de los distintos pasos que réalidasde recibida la muestra, en la

técnica utilizada.

CASO CLINICO Ne 4
Paciente de 10 afios que acude al Servico de Uggenai fiebre, nduseas, vomito y refiere
orinar muy oscuro. Se solicita andlisis de orina mpvela:
Color: coca cola
Proteinas: ++
Hemoglobina: ++++
En el sedimento se observan:
Abundantes hematies dismorficos y escasos cilingi@asuloso fino. No se observan cilindros
hematicos.
Determine:
1- Diagndéstico presuntivo

2- Datos de laboratorio que permiten confirmar el désgico

CASO CLINICO N° 5

Paciente de sexo masculino de 50 afios de edadgoerce al médico por presentar mialgias y
artralgias, fiebre; compromiso cuténeo, evidenaatesiones de tipo vasculiticas. Ademas,
compromiso pulmonar donde la radiografia de térastnd formacion de nédulos.

El sedimento urinario mostré un perfil inflamatorio

Los datos del laboratorio indicaron:
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VSG: 20 mm/h VR: (1-13 mm/h.)

PCR: 48 mg/I Método: aglutinacion medita. VR: (6 mg/l)

Plaquetas: 700.000/ nim VR: 150.000 a 400.000/nmm

El estudio histopatolégico demuestra presenciaaeuipmas.

1) Teniendo en cuenta la clinica del individuo y l@edod del laboratorio, ¢cual seria el
diagnostico presuntivo?

2) Se realiz6 estudio de ANCA a dicho individuo, ¢ @pé de patron observaria? En caso
de realizar el ensayo con neutrdfilos fijados cemmilina, ¢se observaria diferencia?
Justifique.

3) ¢, Qué tipo de técnica es? ¢ Qué imagen espera ew@drealice un algoritmo.

4) En el caso de que la técnica de ANCA realizadaedeltado positivo, ¢.con qué técnica

confirmaria?

CASO CLINICO N° 6
Paciente de sexo femenino de 35 afios que haceo$beaipez6 con rinitis alérgica y hace 3

afios que manifiesta asma bronquial.

Datos del laboratorio muestran:
HTO: 36 % VR: 43-52% (H) 37-48%)M
VSG: 18 mm/h VR: (1-13 mm/h.)
GR: 4,537x10GR/mm  VR: 4,2x16-5,5x10 GR/mn? (H)

3,6x10-5,1x1¢ GR/mnt (M)
El estudio histopatolégico demostrd la presenciay@damulomas e infiltracion de tejidos por
eosinofilos.
1) Teniendo en cuenta la clinica del individuo y l@od del laboratorio ¢cuél seria el
diagnostico presuntivo?
2) Se realiz6 estudio de ANCA a dicho individuo, ¢@pé de patrén seguiria? En caso
de realizar el ensayo con neutrdfilos fijados cemmilina, ¢se observaria diferencia?
Justifique.
3) ¢, Qué tipo de técnica es? ¢ Qué imagen espera en@drealice un algoritmo.
4) En el caso de que la técnica de ANCA realizadaedeltado positivo, ¢.con qué técnica

confirmaria?
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INVESTIGUE

» Detalle la técnica de inmunofluorescencia dired@D). Dar un ejemplo de
aplicacion para células fijadas a un soporte cesdnistolégicos (improntas) y para
suspensiones celulares. ¢Qué método de deteccidsasen cada caso? ¢Como
titularia el conjugado?

* Idem para inmunofluorescencia indirecta (IFl).

« ¢COmo se expresan los resultados? Enumerar jadeiados los controles de
reaccion necesarios. ¢ Es una técnica cualitatwaicsiantitativa o cuantitativa?

» Dar ejemplos de aplicaciones clinicas de estawsciEs

* ¢En qué consiste la citometria de flujo? ¢Cuales las aplicaciones en el

diagnéstico clinico?

INFORME

* Realizar un informe grupal a partir de la investiga individual.
* Interpretarlos resultados obtenidos a partir delgrde en estudio.

* Interpretar los casos clinicos.
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TRABAJO PRACTICO N°9

TEST DE
MICROLINFOCITOTOXICIDAD
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OBJETIVOS

* Que el alumno aprenda a ver en forma practicatleaaodn del complemento por
la via clasica, con su consecuencia final la forémadel MAC (complejo de ataque a
la membrana) y lisis de la membrana celular.

» Reconocer células vivas de muertas por tinciondifementes colorantes vitales.

» Diferenciar la presencia de anticuerpos IgG de IgM

» Detectar la presencia de bajos titulos de antiaserp

» Obtener linfocitos de sangre periférica

» Separar distintas subpoblaciones de linfocitos T/B

* Interpretar los resultados en las distintas sibres planteadas y discutir la

conducta a seguir

INTRODUCCION

Los anticuerpos anti- MHC citotoxicos se puedegioar después de transfusiones de
sangre, trasplantes de oOrganos o durante el entbataz presencia de estos
anticuerpos son responsables en un trasplanteEd@HRZO HIPERAGUDO.

Esta prueba cruzada denominada CROSSMATCH se aesi@mnpre previa a un
trasplante entre el dador y su receptor, y su iobjets determinar la presencia de
anticuerpos preformados dirigidos al MHC evitandbeh rechazo hiperagudo.

Todo paciente con IRC terminal inscripto en lise espera en el INCUCAI para
acceder a un trasplante con donante cadavériceakra cada 3 meses esta prueba
enfrentando su suero a un panel de linfocitos, é¢8tmica se conoce como
CROSSMATCH FRENTE A PANEL O ANTICUERPOS REACTIVORENTE A
PANEL (PRA) y tiene como unico objetivo evaluamélel de sensibilizacion de los
pacientes.

Principio de la prueba de linfocitotoxicidad
El principio de este método se basa en la lisislaelmediada por anticuerpos
especificos en presencia de complemento. La mweltdar es un indicador de

especificidad comun del antigeno y anticuerpo, tityendo una prueba positiva.
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Se utiliza como fuente de antigenos una suspemgdinfocitos y como fuente de
anticuerpos suero.

Los linfocitos son obtenidos a partir de sangréérra con el método de gradiente de
densidad, utilizando Ficoll-Triyosom (densidad ZZ.07g/ml), ajustando su

concentracion a 2 x 2@élulas /ml.

Plasma
Pi i White
Bood |———* ~<+—1— blood
cells

Ficoll-
Hypaque

Ficoll-
Hypaque Red
blood

cells

A B

Los linfocitos son incubados con el suero del pdaeig con complemento procedente
del conejo. Si el anticuerpo esta presente, lai@didel suero en presencia del
complemento conduce a la lisis de los linfocitd&sta se visualiza con un colorante
(por €j., eosina). La valoracion de los linfocilsados y vitales tiene lugar con un
microscopio inverso de contraste de fases, Opticocom adaptacion para

inmunofluorescencia.

MATERIALES Y METODO

Pipetas Pasteur,

* tubos conicos,

* portaobjetos y cubreobjetos,

 centrifuga con cabezal mévil,

e camara de Neubauer y cubrecamara,

* microscopio Optico comun con adaptacion para Inrfluaescencia o microscopio
invertido con contraste de fase,

* muestra de sangre con EDTA,

* PBS,

» solucion fisiologica,
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Ficoll-Triyosom,
CFDA,

suero de paciente con anticuerpos anti- HLA,

complemento de conejo,

bromuro de etidio,

glicerina buffereada,

eosina o azul de trypéan,

formol.

1.

8-

O-

CITOTOXICIDAD Y OBSERVACION EN MICROSCOPIO DE
FLUORESCENCIA

2ml de sangre entera con anticoagulante.

Centrifugar a bajas revoluciones: 10 minutos a Ipa@®

Con pipeta Pasteur tomar aprox. 0,5 ml de la iasexf

Colocar en un tubo y agregar 1,5 ml de PBS ( rétati 3)

A 0,5 ml de Ficoll-Tryosom agregar 1,5 ml de sangpéenida en el punto 4,
lentamente por las paredes del tubo, para que guade delimitadas ambas
fases y se pueda realizar un correcto gradiente.

Centrifugar en centrifuga de cabezal mévil durdstea 2500 rpm.

Después de la centrifugacibn quedan formadas 4 s:faggasma-
mononucleares- Ficoll-Triyosom — eritrocitos y PMBeparar la capa de
mononucleares con pipeta Pasteur.

Colocar en un tubo limpio y agregar 2 ml de PBSndgeneizar y centrifugar
a 3500 rpm durante 5 minutos. Repetir el lavado.

El pellet del dltimo lavado se resuspende en 5e ?BS y contar en camara.

10-Colocar 18 células en un tubo y centrifugar a 3500 rpm d@r&hminutos.

Eliminar el sobrenadante.

11- Al pellet agregar 50 ul de CFDA (50 pg/ml en PBl&tubar 15 minutos a

37°C en oscuridad.

12-Lavar con 2 ml de PBS. Centrifugar a 3500 rpm. Elanel sobrenadante.

13-Agregar 20ul de suero (suero de paciente con ampos anti- HLA). Incubar

45 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

14- Lavar con 2 ml de PBS. Centrifugar a 3500 rpnmitiar el sobrenadante.
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15-Agregar 50ul de complemento. Incubar 30 minutosseuridad a temperatura
ambiente.

16-Agregar 50 ul de Bromuro de Etidio- EDTA.

17-Montar sobre porta y cubre con 1 gota de glicebunderada.

18-Observar en microscopio de Inmunofluorescencia.

CITOTOXICIDAD Y OBSERVACION EN MICROSCOPIO OPTICO

1- 2 ml de sangre entera con anticoagulante.

2- Centrifugar a bajas revoluciones: 10 minutos a Ipad

3- Con pipeta Pasteur tomar aprox. 0,5 ml de la iaserf

4- Colocar en un tubo y agregar 1,5 ml de PBS ( r@hati 3)

5- A 0,5ml de Ficoll-Tryosom agregar 1,5 ml de sangpéenida en el punto 4,
lentamente por las paredes del tubo, para que gQuade delimitadas ambas
fases y se pueda realizar un correcto gradiente.

6- Centrifugar en centrifuga de cabezal movil durditea 2500r pm.

7- Después de la centrifugacion quedan formadas 4 s:faggasma-
mononucleares- Ficoll-Triyosom — eritrocitos y PMBeparar la capa de
mononucleares con pipeta Pasteur.

8- Colocar en un tubo limpio y agregar PBS. Homogeaeyzcentrifugar a 3500
rpm durante 5 minutos. Repetir el lavado.

9- El pellet del dltimo lavado se resuspende en 5felBS y contar en camara.

10-Colocar 18 células en un tubo y centrifugar a 3500 rpm dur&ntainutos.
Eliminar el sobrenadante.

11-Agregar 20 ul del suero del paciente e incubar 4Butos a temperatura
ambiente.

12-Lavar con 2 ml de PBS. Centrifugar a 3500 rpm. Elanel sobrenadante.

13-Agregar 50 pl de complemento e incubar 60 minutiesrgoeratura ambiente.

14-Agregar 50 ul de eosina 6 azul de tripan y 50 (fbd®aol.

15-Montar sobre porta y cubre.

16-Observar en microscopio 6ptico comun
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CASOS CLINICOS

CASO CLINICO N° 1

Mujer de 22 afios consulta a su clinico por teneniliar directo (padre) con
diagnéstico de Espondilitis Anquilosante solicitdled realizarse la deteccion del
antigeno HLA B27, tras haber leido en un foro earfret un comentario relacionado.

La paciente se encuentra totalmente asintomatica.

a) Explique ¢como realizaria la tipificacion del ALA B27 por la técnica de
microlinfotoxicidad?

b) Segun lo que refiere la paciente, ¢ consideresagia la realizacion del test?

c) Comente la deteccion de HLA B27 por otros mésodo

CASO CLINICO N° 2
Paciente de 30 afios de edad, en hemodidlisis péin8. Tiene como antecedentes:
IRC por esclerosis focal y segmentaria. Ingredakairatorio como receptor potencial
de un rifidn.
a) ¢Qué analisis comprende el estudio pretrasf@lante
b) Analice la siguiente las siguientes placas de curssmatch dador-receptor,
considere:

= Siempre la columna 1 tiene células del receptoas( demas células del

donante)

= Columna 2, linfocitos totales del donante

= Columna 3, linfocitos T

= Columna 4, linfocitos B y suero adsorbido con pkiga

= Columna 5, controles ( con linfocitos totales yrsysuro)

= Fila A, suero puro

» Fila B, suero diluido %2

» Fila C, suero diluido ¥4

= FilaD, con AGH

= Fila E, suero tratado con DTT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- + + - + A
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c) ¢ Este resultado invalida el trasplante? Jus#fiq

CASO CLINICO N° 3

Paciente 28 afios concurre al laboratorio con pedaorossmatch. Refiere estar en
pareja hace 5 afos y haber tenido tres abortos&Espms en los Ultimos 12 meses.

a) Explique factores inmunologicos involucrados len etiologia del aborto a
repeticion.

¢, Qué tipo de crossmatch le realizaria?

b) Comente brevemente alternativas terapeuticas.

c) ¢ En qué consiste el cultivo mixto linfocitario?

CASO CLINICO N°4

Paciente de 30 afios que a los 12 afios recibio aspléante con donante vivo
relacionado (madre). Hace algunos afos ingresaleisicomo consecuencia de la
extirpacion del rindn trasplantado. Se solicitassrmatch frente a panel para ingreso a
lista de espera, informando el laboratorio CMFP gem DTT para Linfocitos totales
positivo: 100%.

a) ¢Esta de acuerdo con el resultado? Justifique.

b) Ante un resultado de esta magnitud ¢ Puede recilinagplante? Justifique

c) Explique brevemente conducta terapeutica a seguir

CASO CLINICO N°5

Paciente de 18 afios con traumatismo de crdneonguesa al Servicio de Terapia

Intensiva del H.Escuela. Con diagnostico de Mueeebral los familiares aceptan

donar los 6rganos.

a) ¢, Qué odrganos pueden donarse? ¢Qué ocurre si ehteafallecié en su casa por
muerte subita?

b) ¢ Qué estudios de laboratorio deben realizarse mande? ¢Qué resultados de

laboratorio invalidan la donacion? justifique
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c) ¢Como se seleccionan los receptores?
CASO CLINICO N°6

Se realiza un operativo de Ablaciéon de érganos PI28. Los 6rganos donados: son:

corazén- higado- rifidn, pancreas, corneas.

a) ¢,En qué casos es necesario realizar el cross-chaeimte- receptor?

b) ¢ En qué casos utilizaria Citometria de Flujo. Exy@ibrevemente la metodologia.

c) ¢En qué casos se realiza el estudio de histocdriljpltil? ¢Puede hacerse por
técnica de microlinfocitotoxicidad? Ventajas y dasajas.
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INVESTIGUE

* Principio de separacion de los diferentes comp@seoaelulares con la mezcla de
Ficoll-Tryosom.

» Otros métodos de separacion de componentes cal@arsangre periférica, médula
0sea, biopsia de ganglio linfatico, bazo.

* ¢, Como realiza el ensayo utilizando la técnica cocieaal, con placas Terasaki?

» Utilidad del azul tripan, DDT y AGH.

*Ventajas de utilizar suero fresco de conejo comentil de complemento.
Fundamento de su preparacion para el ensayo.

» Fundamento de la utilizacion del suero del pacientdiluciones seriadas.

« Utilidad de la eosina y el formol.

 Caracteristicas diferenciales de la placa Terasailizada en los ensayos de
microlinfocitotoxicidad, respecto a otras placasadetables utilizadas en serologia.

* Diferencias entre el microscopio optico y el inigwtcon contraste de fase.

« Utilidad clinica de la prueba.

INFORME

* Realizar un informe grupal a partir de la investiga individual.
* Interpretar los resultados obtenidos a partir delgnte en estudio.

* Interpretar los casos clinicos.
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TRABAJO PRACTICO N°10

BIOLOGIA MOLECULAR:
CONCEPTOS BASICOS
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METODOLOGIAS MOLECULARES DE DIAGNOSTICO
Objetivos:

_ Describir la importancia y el uso actual de E&sicas moleculares en el andlisis de

patologias.

_ Desarrollo de la técnica de extraccion de ADN COr\B.

INTRODUCCION

Con la estructura del ADN a disposicién (1953)]aeactualidad, la aplicacion
de biologia molecular al estudio de la genéticadnarha dado lugar a un crecimiento
sin precedente en nuestro entendimiento del meunariigsico de la enfermedad y las
bases del nuevo campo clinico de la medicina mialecya que las bases genéticas de
un gran numero de enfermedades se estan identificdo cual tendrd un impacto

importante para el diagndstico, prondstico, y magepfidencial de pacientes.

METODOS DE ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

Hibridacion molecular

La hibridacion se refiere al apareamiento espexije ocurre entre cadenas
de acidos nucleicos con secuencias complementgmiaseso que es analogo a la
reaccion antigeno-anticuerpo, pero con la difeeedei que en la hibridacion en lugar
de anticuerpos se emplean las llamadas sondas dtter& Gamba, 1997). Las
sondas no son mas que fragmentos cortos de ADNN #iRtetizadosn vitro y que
se marcan con sustancias radiactivas fluorescerdesotro tipo a fin de hacer posible
su posterior deteccién y de esta manera la ideatithn de la secuencia de ADN o
ARN de interés (Cerezo & Madrid, 1995; Mercado &nthe).

Southern blot

Es una técnica empleada para detectar secuengiesifesas de ADN. Para
llevar a cabo hibridaciones de este tipo, se &iskkDN de un tejido o linea celular,
luego se purifica, y se digiere con enzimas deicegin especificas. Los fragmentos

generados se separan mediante electroforesis yu@kespon transferidos a la
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membrana que sirve de soporte (gel de agarosale fEeceso se lleva a cabo
colocando el gel de agarosa sobre papel filtroigneente remojado en una solucion
llamada de transferencia (solucion salina concdajra A continuacién se sitda la
membrana sobre el gel y encima de esta una pieple filtro seca, y por capilaridad
la solucion de transferencia es atraida a la mlgapel filtro, arrastrando consigo al
ADN hacia la membrana, donde queda inmovilizadesenrando la misma posicion
relativa que ocupaba en el gel. Luego, el ADN puser hibridado en la membrana
con una sonda marcada (Cerezo & Madrid, 1995; @drater & Gamba, 1997).

Esta técnica se ha empleado para el diagnosti@acterizacion de diversas
inmunodeficiencias, la distrofia muscular de Ductenla hipoplasia adrenal
congénita, la deficiencia de glicerol-quinasa,ifdrdfia miotdnica severa y en analisis
de mutaciones de genes en células B de leuceniablfistica cronica, entre otras
enfermedades (Cerezo & Madrid, 1995).

Northern blot
Es una variante del método anterior en el que garlde utilizar ADN como

sustrato de estudio, se emplea ARN. EIl proceditmigne se sigue es similar al
Southern blot y por analogia con este se le coooe® Northern blot. Esta técnica se
ha aplicado en estudios de la modulacion de l@ste interleucina 6 en pacientes
con artritis reumatoide, en el andlisis de expresié receptores que participan en la
sintesis de moléculas en cultivos celulares, elissde mutaciones y alteraciones del
RNAmM de enzimas, y en la regulacion de la expregiénica de marcadores
moleculares de células leucémicas humanas y makcdel reconocimiento

inmunologico (Cerezo & Madrid, 1995).

Western blot

No es un método de analisis directo de los acidoteitos, sino del producto
de la expresion de los genes, o0 sea las protehuasiue difiere de los anteriores en
cuanto a que no existe hibridacion, sino que &ntificacion de las proteinas se
realiza con anticuerpos marcados, si se mantiepanaipio de la transferencia a la
membrana que sirve de soporte posterior a la efeotssis y previo a la identificacion,
y por lo cual siguiendo el juego de palabras ha sldnominado de esta manera
(Cerezo & Madrid, 1995; Mercado & Gamba, 1997)aHEétnica permite el desarrollo

de pruebas para diferenciar tipos de virus quectafea células, se ha aplicado en
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estudios de la variabilidad individual de los neslde determinadas enzimas, en la

caracterizacion molecular de genes (Cerezo & Madett.

Dot blot y slot blot

Son procederes similares al Northern con la ditdeede que el ARN no es
sometido a electroforesis sino que se sitla direstiée sobre la membrana. Este tipo
de andlisis requiere de un molde asociado a sucddnvacio para colocar el ARN
gue puede producir circulos o puntos (dot bloteondiduras (slot blot). Este tipo de
prueba es muy util cuando se quieren estudiar gilarero de muestras, pero tienen la
limitante de no ofrecer informacion sobre el tamdé&das bandas del ARN hibridado
(Correa-Rotter & Gamba, 1997).

Hibridacion in situ

Es un método histoquimico que emplea a la biologdéecular de la misma
manera que la inmunohistoquimica utiliza los mésodie@ la inmunologia. La
especificidad de la hibridaciom situ (HIS) se basa en la unidn reciproca de una
secuencia de oligonucleétidos (la sonda), con wwencia complementaria de
nucledtidos presente en las moléculas de ARN o AlBhtro del tejido (Quintanilla-
Martinez & Gamba, 1997).

La HIS con fluorescencia (FISH) (Hogge & Mowery-Rig, 1997; Bobadilla
& Gamba, 1996) es una importante herramienta derwtsmario en investigacion y
con grandes posibilidades de aplicacion en el distipo de enfermedades
neoplasicas, genéticas, estudios a nivel cromosgratc. En ella la sonda se marca

con sustancias fluorescentes que se visualizauégspediante microscopia.

Mapas de restriccion

Esta técnica se basa en el principio de la enzmilde restriccion donde de
una molécula de ADN dada se obtendran siempre iEmos fragmentos cada vez que
sea expuesta a una enzima de restriccion particutacomplejidad del mapa depende
del tamafio de la molécula (a mayor numero de b@@smayor el nUmero de sitios
de restriccion) y del numero de enzimas utilizadBe. esta forma, dos moléculas de
ADN del mismo tamafio pueden ser facilmente difdestas por los mapas de
restriccion que producen al tratarlas con las nmésmazimas (Merino & Gamba,
1996).
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Este mismo principio lo utiliza el procedimientondeninado analisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de resibit¢RFLP) (Granner, 1992), pero
aprovechando el hecho de la existencia de variasien la constitucion genética de la
poblacion (polimorfismo genético), que hace queolserven diferencias entre los
individuos en cuanto al niamero y longitud de loagfmentos producidos. La
existencia de los RFLPs es la base de la técnieasguha denominadouellas
digitales del ADN y que permite establecer inequivocamente la relapedres e

hijos, entre otras aplicaciones.

AMPLIFICACION IN VITRO DE ACIDOS NUCLEICOS POR LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La PCR desarrollada por Kary Mullis, permite el las de ADN y ARN
presente en un bajo numero de copias, en muesirsas. El fundamento de la
reaccion es la amplificacion enzimatica de un fragim de ADN flanqueado por dos
cebadores o “primers” (secuencia de nucleétidosg hibridan con las cadenas
opuestas dela secuencia nucleotidica de interés.

El método consiste en tres etapas de diferenteperaturas, que se repiten
entre 25 a 30 veces, segun los diferentes prot®dadaboratorio. La primera etapa, a
95 °C, desnaturaliza el ADN, la segunda permite iamel la eleccion de la
temperatura la hibridacién de los cebadores al A@dimitando la zona de interés,
luego en la tercera etapa la polimeraza sintetizaueva cadena de ADN (etapa de
elongacién). Cada ciclo duplica la cantidad de Afihtetizada en el anterior, por lo
tanto la amplificacion resulta exponencial, elevaadi su sensibilidad por encima de

las técnicas convencionales.

MATERIALES Y METODO

Protocolo de extraccion de ADN de sangre y cepillginecolégico (citobrush) con
CTAB

1. El cepillado puede llegar al laboratorio en bufRBS estéril o agua destilada

estéril (material de hisopado o cepillado).
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2. Si la muestra llega con el cepillo o el hisopoiraetel mismo tratando de dejar

todo el material posible en el tubo con el buffer.

3. Centrifugar el material (buffer con la muestra ditsuo en suspensién) a 3000 rpm

durante 5 minutos.

4. Descartar el sobrenadante y resuspender el pel2@@o 300 ul de PBS estéril (la
cantidad es sugerida, pudiendo variar segun ericritlel que procesa la muestra).
Volver a centrifugar segun el paso 2. Procederrségin 6.

5. Para el caso de sangre, deben lisarse los ernitsopieviamente con buffer lisis,

hasta obtener un pellet limpio (blanquecino). Lupgireder segun item 7.

6. Repetir el lavado hasta que el pellet sea limBiono se va a continuar con la
extraccién de acidos nucleicos, puede interrumpErseste punto, congelando el

pellet de células a -20°C (por semanas 0 meses).

7. Resuspender el pellet de células en 50-700 pl bleido de homogeneizacion
(CTAB) dependiendo del tamafio. (alrededor de 4naehies).

8. Agitar bien la suspension celular (puede usarstexprincubar 1-2 horas a 60°C.
Repetir ocasionalmente la agitacion durante estepd. Si no se va a continuar
con la purificacion de acidos nucleicos, puederiatepirse en este punto y

congelar —20°C (por semanas).

9. Extraer las proteinas con un volumen ceroformo:isoamilico (24:1). Este
procedimiento se realiza 3 veces. Centrifugar etdda extraccion a 10000 rpm
durante 5 minutos para separar las fases. La tgszier es la fase acuosa y por lo
tanto es la que contiene DNA en solucién. Esta ieder trasvasada con cuidado
a otro tubo eppendorf para hacer la siguiente eoitha, teniendo cuidado de no
arrastrar las proteinas que normalmente se enamenén la interfase

cloroformo:agua

10. Precipitar el ADN de la ultima fase acuosa trasstasaon un volumen de alcohol
isopropilico o etanol absoluto frio, durante mediauna hora a temperatura
ambiente o en freezer (en alcohol el ADN es estgblse lo puede dejar

precipitando ON).

11.Centrifugar 15 minutos a 13000 rpm, descartar btesadante y lavar el pellet

con etanol 70%-acetato de amonio 10mM frio. Cermgaf a 13000 rpm por 5
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minutos. Secar el pellet con el cono eppendorf labego sobre papel adsorbente,

24 hs aproximadamente.

12.Resuspender el pellet en 50 pl de agua estérilfierblBE (para facilitar una

buena resuspension se puede colocar el tubo ape2°(5 minutos.
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ORGANIZACION DE SEMINARIOS ORALES (PRESENTACION EN PPT):

La comision correspondiente se dividira en dos asuge trabajo que abordaran los

temas siguientes:

_ Extraccion de ADN y amplificacion por técnica BER: Aspectos técnicos Yy

tedricos. Variedad de técnicas. Revelado del prtoduc

_ Diagnéstico molecular en patologias infeccioExgosicion de dos casos clinicos.
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