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INTRODUCCION

El presente manual tiene el proposito de ofrecer a los alumnos de la
licenciatura en Biologia del C.U.C.BA., UD.G. un apoyo didactico en la
ensefianza de Analisis clinicos, faciltando ademas el trabajo docente, este
permitird que los alumnos tengan en un solo documento a las practicas
contempladas en el programa académico de la materia, en este manual se intenté
ser lo mas breve posible, propercionando la informacién indispensable permitiendo
ademas que el alumno acuda a consultar a la bibliografia recomendada. Aln
cuando existan en la mayoria de los laboratorios equipo especializado para
automatizar los analisis clinicoes, es imprescindible conocer las técnicas manuales
para cimentar el aprendizaje practico y conservar esta experiencia como un apoyo
del conocimiento.

Finalmente, esperamos que también pueda servir como apoyoc a los otros

profesionistas interesados en el laboraterio clinico.

A



REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE DOCENCIA DE BIOLOGIA
CELULAR Y MOLECULAR.

Es requisito indispensable traer bata.

Se dara un margen de 20 minutos para la entrada al laboratorio.

Se restringird al maximao la salida del alumno durante la préactica.

No se alterara el dia previamente fijado para la realizacidén de la practica.
No se permiten visitas.

No se permite ingerir alimentos en ei laboratorio.

Por favor, no fumar.

Cada equipo de trabajo entregara un vale por ei material respectivo.

© @ N, kW N

Las personas que forman los equipos de trabajo se responsabilizaran del

material y equipo entregado.

10.Es importante cuidar de no contaminar los reactivos.

11.Es necesario notificar al profesor responsable del grupo ta utilizacién de los
aparatos de laboratorio, pedir asesoria en caso de no conocer su
funcionamiento.

12.El material y la mesa de trabajo deben de quedar perfectamente limpios
después de la practica.

13.El solicitante del material debera pedirlo al responsable de! laboratorio de
acuerdo a! procedimiento preestablecido {con vale y credencial) y se apegard a
los lineamientos existentes en el laboratorio.

14, Para trabajar en ei laboratorio se requiere de la asesoria de un profesor, no se
atendera a ninguin alumno si no se encuentra el profesor,

15.5e solicita ia revision de material proporcionado por el responsable del

laboratorio al recibirlo el alumno. Reclamaciones posteriores o al final de la

practica no seran atendidas.



INSTRUCTIVO Y GUIA PARA EL DESARROLLO DE LAS
PRACTICAS.

Las siguientes instrucciones permitiran al alumno efectuar su trabajo

adecuadamente. Esperamos que se utilice a este Manual como un cuaderno de

trabajo, anotando resultados y observaciones y respondiendo a las preguntas. Se

recomienda leer cuidadosamente a la practica antes de iniciarla y expresar sus

ducas al instructor. Es de mucha utilidad consultar a las referencias bibliograficas

sefialadas al final de cada practica.

a)

b)

d)

9)

El alumno debe conocer y cumplir el regtamento del laboraterio.

Cada alumno debe seguir cuidadosamente las indicaciones dadas por

su instructor.

Todo alumno pertenecera a un equipo de trabajo y tendra un Jugar particular

en el laboratoric donde permaneceréd durante el desarrolle de las préacticas,

excepto cuando tenga que utilizar aparatos.

No se permite colocar ropa, libros o bolsas sobre las mesas de trabajo, excepto

el manual de practicas ¢ el cuaderno de notas.

Se prohibe arrojar materiales solidos a las tarjas (papel, aigoddn, aplicadores

de madera, porta ¢ cubreobjetos, etfc.)

Durante el desarrcllo de la practica debe evitarse el contacto de las manos o

de cualqguier abjeto con la boca, nariz u oidos.

NO malgastes los reactivos puesto que son caros y dificiles de preparar, estan

racionados.



h) Cuando use pipeta seroldgica, utilice perilla, y no use la misma pipeta para
distintos reactivos.
i) Regrese al sitio original los frascos de reactivos después de tomar lo que

necesite, y déjelos perfectamente cerrados.

J) Use guantes desechables cuando maneje materiales biolégicos y

cubrebocas cuando sea necesario.

k} Evite el contacto de reactivos con la piel, cuando suceda esto, avise

inmediatamente a su instructor.

I} Lave perfectamente bien sus manos con agua y jabon antes de salir del

laboratorio.

m) Los reportes de cada practica deben ser presentados en forma individual de
acuerdo con las indicaciones particulares del profesor y deben incluir:
-Resultados
-Dibujos
-Discusion
Sélo se calificardn los reportes de practicas cuando el alumno cuente con fa

respectiva asistencia al laboratorio.

rn) Debera conocer y aplicar las disposiciones para el manejo de RPBI. (Residuos

Potenciales Biolagico Infeccioso)



ESTRUCTURA DE LAS PRACTICAS

ANTECEDENTES: Se exponen los conceptos basicos respecto a la practica.

OBJETIVOS: Que se espera obtener del desarrollo de cada practica.

MATERIAL:

Biolégico.

De laboratorio, vidrio o metal.

Reactivas, indicando si son guimicamente puros 0 a que concentracion se
requieren y en caso de ser necesario, se describira como prepararios.

Equipo, util para desarrollar a la practica.

METODOLOGIA: Descripcion del procedimiento paso a paso, para el correcto
desarrollo de la practica.

RESULTADOS: Se escribiran los datos o resultados encontrados.

ACTIVIDADES: El estudiante elaborara graficas, tomara fotografias vy hara lo
indicado en cada practica con las observaciones e informacion obtenida.

PREGUNTAS: Se haran dos grupes, el primero servira para ilustrar al alumno
antes del desarrollo de la practica. El segundo se reportara al terminar la practica
asi el profesor sabra si se lograron los objetivos de esta.

DISCUSION: Es un relato de lo acontecido durante la practica, si fue facil, si se
logro lo establecido, si hubo discrepancias entre los resuitados de los demas
grupos, si fue o no Util como herramienta del proceso ensefianza-aprendizaje.

CONCLUSIONES: Se escribiran de acuerde a lo obtenido al final de la practica y
de la investigacion bibliografica.

EVALUACION: Espacio para que el Profesor anote sus abservaciones y otorgue
su calificacion.
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URIANALISIS

ANTECEDENTES

La orina es un liquido excretado por el rifidn. Algunos padecimientos
renales, de las vias urinarias y extrarenales modifican a la orina en sus caracteres
fisicos (densidad y pH), en su composicion con la aparicion de compuestos que
normalmente no contiene (glucosa, cuerpos cetdnicos, proteinas, hemeoeglobina,
bilirubinas) o con el aumentc en la cantidad de compuestos normales
{urobilindgeno) y con la presencia de elementos morfoldgicos (bacterias
colifdrmes, leucocitos, eritrocitos) detectados por las tiras reactivas o por su
presencia en el sedimento urinaric como tales y también aparecer como cilindros
de proteina, leucocitos o eritrocitos. Primero se deberé utilizar [a técnica de la tira
reactiva y cuantificar a fa glucosa y la proteina si se detectaran por este método.

El analisis de orina es uno de los procedimientos de laboratorio mas comunes
aplicados en [a practica médica proporcionando ayuda para el diagnostico y

diferenciacion de padecimientos generalizados y del aparato genitourinario.

OBJETIVOS

- Elaborar un examen general de ortha manual, no automatizado.
- Interpretar los parametros cualitativos y cuantitativos.

- Diferenciar a los elementos del sedimento urinario.



MATERIAL

Biclégico

Crina reciente en frasco fimpio (50-100 mi)
De laboratorio

Portacbjetos

Cubreobjetos

Probeta graduada de 50 ml,

Dos tubos de ensayo 13 X 100 mm.
Gradilla

Pipeta Pasteur

Pipetade 2 ml. (3)

Micropipeta de 50 ul (microlitros)
Puntas amarillas para micropipeta
Guantes desechables

REACTIVOS

Tiras reactivas para urianalisis
Acido sulfosalicilico al 3%
Equipo de Glucosa oxidasa

Equipo

Densimetro (urinometro) o refractdmetro.
Espectrofotometro

Centrifuga clinica

Microscopio

METODOLOGIA

Examen Fisico-quimico. Si se tiene poca muestra se debera utilizar un
refractdmetro introduciende orina con una pipeta Pasteur hasta llenar la camara y
leer en ta escala el valor de la densidad. Cuando hay mayor cantidad, utilizar una
probeta de 50 ml., llegando hasta la marca de 50 mil, introducir un densimetro
{urinémetro) cuidando que este libre de las paredes de la probeta y anotar el valor
de la densidad.

A continuacion identificar y llenar dos tubos de ensayo de 13 X 100 mm. hasta

3/4 partes y en uno de ellos, introducir una tira reactiva para urianalisis, sacarla del



tubo y dejar a la tira en sitio libre por 5 a 10 minutos e introducir los dos tubos de
ensayo con muestra a una centrifuga y darle 10 minutos de centrifugacion a 3,000
rp.m., durante ese tiempo se podran anotar los valores obtenidos por las diversas
reacciones en la tira reactiva, leyendo de pH (arriba) hasta sangre {abajo). Una
vez terminado el ciclo de centrifugacién, se decantara toda la muestra de uno de
los dos tubos para efectuarle el examen microscopice.

El otro tubo nos servira para efectuar analisis quimico cuantitativo a la muestra

gue manifesté positividad en la tira reactiva para los parametros de proteina y/o

glucosa.

La siguiente foérmula se utilizara para obtener el resultado de giucosa y proteina en

orina.

.Absorbancia? 'Concentracién - ...

Cdel

s ._
- Problema

Problema.

Determinacién de proteina en orina cuando fue positiva en [a tira reactiva:

Prablema Blanco  Estandar

Orina
filtrada 125 ml - -

Agua
destilada. - 1.25 mi -

Solucién
Estandar - - 1.25ml

Acido
sulfosalicilico 3% 3.75mi 3.75ml 375 mi

Reposar 5 minutos y leer a 420 nm ajustando a cero con el blance.
Hacer los célculos con la lectura en absorbancia del problema y del estandar
tomando en consideracién el valor del estandar.

Reportar en miligramos por decilitro, mg/dl.




Determinacion de glucosa en orina cuando fue positivo en la tira reactiva:

Problema__ Blanco Estandar
QOrina centrifugada 25 ul* - - * microlitros (0.025 mi)

Agua destilada - 25 ul* -

Solucitn
estandar - - 25 ub*

Reactivo de
glucosa oxidasa 2mi 2ml 2ml

Reposar 10 minutos y leer a 510 nm ajustando a cero con el blanco.
Hacer los céaleulos con la lectura en absorbancia del problema y del estandar
tomando en consideracion el valor del estandar.

Reportar en gramos por litro.

Examen microscopico. Se decanta el sobrenadante después de |la
centrifugacion, y se hara la revisién del sedimento, depositando un poco menos de
una gota del sedimento sobre un portacbjetos y se cubre con un cubreobjetos, se
enfoca con menor aumento (10X) y se observa detalladamente con 40X, los
elementos morfoldgicos se reportaran después de haber revisado al menos diez

campos para hacer el reporte confiadamente en N° por campo.



RESULTADOS

Fisico-quimico
Densidad=
pH=
Leucocitos=
Nitrito=
Proteina=
Glucosa=
Cuerpos Ceténicos=
Urobilinégeno=
Bilirrubina=
Sangre=

Hemoglobina=

Microscopico

Leucocitos= por campo.
Eritrocitos= por campo.
Cilindros= por campo.

Bacterias= Escasas, moderadas o abundantes.
Levaduras=

Células epiteliales uretrales =

Células epiteliales vaginales =

Cristales=



ACTIVIDADES

I. Fotograftar o dibujar ia tira reactiva, sin muestra y con muestra positiva.
2. Fotografiar o dibujar tubo proteina positivo.
3. Fotografiar o dibujar tubo glucosa positivo.

4. Elaborar curva de calibracion de proteina y/o glucosa.



PREGUNTAS

INICIALES

& Cuales metabolitos podran elevar el valor de a densidad?
& Cual es el rango del valor de pH de la orina normai?

En caso de una infeccidn en vias urinarias ;gue parametros del examen general
de orina se modifican?

FINALES

& Cuéantos Leucocitos se considera normal en un sedimento?

¢+ Qué tipos de cristales podemos encontrar en el sedimento?



DISCUSION

CONCLUSIONES



EVALUACION
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BIOMETRIA HEMATICA

ANTECEDENTES

Se refiere al estudio morfoldgico de la sangre, la cual esta constituida por
dos componentes: uno sdlide y otro liquido.
Compenente liquido de la sangre: el plasma, esta compuesto de proteinas
simples, metabolitos y electrolitos.
Componente sélido de la sangre:
- Eritrocitos, glébulos rojos ¢ hematies.
- Reticulocitos {(hematies con restos de cromatina).
- Leucocitos o glébulos biancos.
- Plaquetas.
Para fines practicos de esta materia en el C.UC.BA, U de G se propone
establecer a una biometria hematica como:
- Férmula roja (hemoglobina y valor hematocrito)
- Férmula blanca (namero total de leucocitos y recuento diferencial
leucocitario)
- Rutina (hemeoglobina, hematocrito y nimero total de teucocitos)
- Biometria hematica completa (hemoglcbina, hematocrito, numero total de
leucocitos y recuento diferencial de leucocitos)
Usualmente se puede considerar que una biometria hematica se compone de:
a} Férmula blanca (recuento de leucocitos)
b) Férmula roja
¢} Recuento de plaguetas
La hemoglobina es la sustancia de mas importancia localizada en el interior del
globulo rojo, se trata de una hemoproteina. La hemoglobina reacciona con el
ferricianuro y forma metahemoglobina el cual con el cianuro de potasio forma la

cianometahemoglobina que puede leerse a 540 nanémetros,



El valor hematocrito es el volumen de eritrocitos y se basa en la separacidn de
los glébulos rojos y el plasma, cuando se centrifuga la sangre de 2000 a 3000
revoluciones por minuto durante 30 minutos y se expresa como el porcentaje del
volumen total de la sangre, el valor de éste depende del nimero de hematies
circulantes pero también del tamario de los mismos.

En el recuento de leucocitos, se aprovecha que son resistentes a soluciones
hipoténicas acidas (liquido de Ttirck) y que puedan ser contados eliminando a los
eritrocitos.

Para su diferenciacion morfologica se hace un extendido (frotis) se tifie al Wright y

en ella podemos estudiar a las diversas estirpes de leucocitos

Células Proporcién relativa
Neutrdfilos 55-65%

segmentados ]
Bandas 3-5%

Eosindfilos 0.5-4% ‘
Basofilos 0.5%

Monaocitas 4-8% o
Linfocitos 25-35%

Las plaquetas o trombocitos son cuerpecillos hialinos incolores y refringentes de
tres a cinco unidades de diametro sin nicleo en forma de disco circular u oval que
se tifien de violeta con la cotoracién de Wright.

Los reticulocitos son eritrocitos en la Ultima fase de maduracidn y su presencia
en numero mayor al normal es indicativo de una anomalia por ausencia de

glébulos rojos su cromatina se tifie facilimente con azul de cresil brillante.

i



OBJETIVO GENERAL

Efectuar una biometria hematica completa.

OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar la hemoglobina.

Determinar el valor hematocrito.

Llevar a cabo el conteo del nimero total de leucocitos.
Efectuar el recuento diferencial de leucocitos.

Realizar el recuento de reticulocitos.

e O

Observacion de plaquetas en frotis reportandolas cualitativamente.

MATERIAL

Bioldgico:
Sangre obtenida con ED.T A

De laboratorio:

Pipetas de Thoma para leucocitos con boguilla
Gradilla

tubo de ensaye de 13X100 mm.

Tubos capilares

Pipetas serclogicas de 1 mililitro
Pipetas seroidgicas de 5 mililitros
Camara de Neubauer

Pipeta de Shali con boquiita

Celdas para espectrofotdmetro
Portacbjetos

Pizeta con Buffer para Wright {fosfatos)
Mechero de Bunsen

Aceite de inmersidn para microscépio

Reactivos:

Solucion patron de hemoglchkina 60mg/dl (Acuglobin}
Solucion diluyente de Tirck

Solucion para tincion Wright

Buffer para Wright (fosfatos)

Diluyente de Drabkin (solucién cianometahemoglobina)
Anticoagulante de E.D.T.A. al 10%



Equipo:
Microscopio
Contador de células

Microcentrifuga para hematocrito o centrifuga comun

Lector para microhematocrito
Agitador para pipetas de leucocitos
Espectrofotdometro

METODOLOGIA

Para medir la hemoglobina se ponen 5 mililitros de solucién de Drabkin en un tubo

de ensayo de 13x100 mm, agregar 0.02 ml de sangre con la pipeta de Shali,

mezclar y dejar reposar durante 10 minutos, leer en absorbancia a 540

nanémetros ajustando a 0 con blanco de cianometahemoglobina (Drabkin),

convertir el valor de absorbancia de la muestra problema en gramos de

hemoglobina x decilitro aplicando la formula proporcionada.

Leer un tubo de estandar (acuglobin} sin diluir y obtener su valor del anexo y otro

tubo diluido de 3mi. de acugiobin mas 2mi. de Drabkin y obtener el valor de

concentracion del anexo o bien elaborar una curva de calibracidn y referir los

valores de absorbancia para obtener la concentracion de la muestra.

Foérmuia

Absorbancia valor _ absorbancia | concentracion
del X estindar & del el

Problema {acuglobin} estandar problema (gr/dl)

Los valores normales en adultos son: Varon: de 14 a 18gr/dl. Mujer: de 12 a

15gr/dl.




Para medir el valor hematocrito:

Mezclar la sangre, llenar las dos terceras partes de un tubo capilar por el lado no
marcado, sellar el extremo opuesto con la ftama del mechero,(esto se hace
girando el tubo capilar para lograr gue quede sellado uniformemente vy el fondo
quede redondeado y plano) centrifugar en la microcentrifuga o metiendo el capitar
adentro de un tubo 13x100 y en la centrifuga comin a 2000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 5-8 minutos. Se lee usando una regla o lector para

microhemetocrito, si no hubiera lector, aplicar la siguiente férmula;

Altura de eritrocitos mm

X 100 = Valor hematocrito
Altura Volumen total mm

Valores normales: Varon: 40 a 60% y mujer: 30 a 40%.

Recuento de leucocitos:
Mezclar la sangre con la pipeta de Thoma para leucocitos, aspirar hasta la marca

0.5 cuidando que no se salga la sangre, ajustar con gasa o algodén y después
aspirar liquido de Turck hasta la marca 11 (no dejar que entren burbujas) eliminar
el exceso de diluyente y agitar la pipeta durante 60 segundos en el agitador,
desechar las tres o cuatro primeras gotas de la pipeta, limpiar la punta y llenar la
camara de Neubauer, en el espacio correspondiente dejar reposar durante diez
minutos para permitir la sedimentacion de los globulos blancos, contar los
leucocitos encentrados en los cuatro cuadros grandes angulares que tienen cada
uno, 16 cuadros medianos, muitiplicar el nimero de leucocitos contados por 50
para obtener el total de giébulos blancos por milimetro cibico de sangre, la

férmula utilizada para realizar los céalculos es:

NX20X10
N X 50 = leucocitos
4
N = ndmero de leucocitos encontrados.
20 = titulo diluyente.
10 = correccion de la profundidad de la camara para ajustar el volumen a Tmm?®
4 = total de cuadros contados.
Valor normal de 5000 a 10000mm3



Para hacer el frotis (extendido de sangre)
1. Colocar una gota de sangre de 2 a 3 mm de didmetro a uno o dos
centimetros del borde del portaobjetos, colocando éste en posicidn

horizontal sobre la mesa de trabajo.

2. Colocar un segundo portaobjetos (extensor) de modo que forme un angulo
de 30 grados con el portacbjetos horizontal, con su eje mayor paralelo a &l.
El borde mas bajo del portaobjetos extensor, que debe ser liso y regular, se
aplica firmemente sobre la superficie del primero de manera que la gota de
sangre esté por debajo de él. Entonces el segundo portaobjetos se desliza
lentamente hacia la sangre hasta que se produzca el contacto, después del
cual la sangre se deslizara uniformemente entre la superficie de contacto de

ambos portaobjetos.
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3. El portacbjetos extensor es movido rapida y suavemente en direccién
opuesta, manteniendo el contacto y el angulo entre los dos portaobjetos. La
extension formada debe ser uniforme y de aproximadamente la mitad de la
longitud de la laminilla. El grosor de la extensién depende de la velocidad
de movimiento del portacbjetos extensor y del angulo en que se situa éste:
a mayor angulo mayor grosor, a mayor velocidad, menor grosor.

4. Una vez que la sangre se ha extendido, se procede a secar rapidamente el
frotis. Esto se hace con la finalidad de evitar el apilamiento de los eritrocitos
y de que los leucocitos permanezcan extendidos sobre el portaobjetos, de
lo contrario, tienden a regresar a su forma original dificultando su
observacion. Nunca se debe secar soplando con la boca, pues el aire

humedo ocasionaria alteraciones morfoldgicas.

A



5. Identificar la preparacion.

Tincién de los frotis

Coloracidén de Wright: se cubre totaimente el frotis con colorante por 15 minutos.
Se pasa a un recipiente que contenga Buffer para Wrigth (fosfatos) o se le anade
con pizeta y se deja quince minutos (el tiempo varia de acuerdo a cada
laboratorio), se enjuaga y se seca el frotis.

E! frotis se observa al microscopio con objetivo de aceite de inmersion (100X} y se

inicia el recuento diferenciat hasta contar 100 glébulos blancos clasificando sus

variedades.

Recuento de reticulccitos:
Ponga seis gotas del colorante azul de Cresil brillante en un tubo de 13X100 mm.

Anada 6 gotas de sangre venosa y mézclelas.

Espere 10 minutos.

Mezcle la sangre, haga un frotis y déjelo secar.

Cuente el nimero de reticulocitos que encuentre por cada 100 eritrocitos.

Valores normales del 1 al 2%



RESULTADOS

Hemoglobina gr/dl
Valor hematocrito %
Numero total de leucocitos mm3

Recuento diferencial leucocitario

Linfocitos %

Monocitos %

Bandas _ = %

Segmentados neutréfilos %
Segmentados baséfilos %
Segmentados eosindfilos %

Reticulocitos %

Plaguetas Reportar escasas normales o abundantes.



ACTIVIDADES

1. Elaborar curva de calibracion para hemoglobina.

2. Fotografiar o dibujar varios capilares de diferentes muestras para evidenciar
distintos valores hematocrito.

3. Fotografiar o dibuiar los resultados de leucocitos de cada unc de los frotis
sanguineos observados.

4, Fotografiar o dibujar a los reticulocitos vistos en el frotis para reticulocitos.

5. Fotografiar o dibujar a las plaquetas observadas en el {rotis.



PREGUNTAS

INICIALES

Describa la secuencia de maduracion del eritrocito.

- Escriba el nombre de los componentes sélidos de la sangre.

- Defina qué es el valor hematocrito

- ¢Coémo se cuantifica a la hemoglobina?

FINAL

- ¢los valores de hemoglobina y hematocrito obtenidos en su practica
corresponden a las referencias obtenidas?

(5]
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BANCO DE SANGRE

ANTECEDENTES

Una de las aplicaciones mas importantes de la determinacidon de grupos
sanguineos es la que se refiere a la preparacion para que se efectie una
transfusion. .

La prueba se basa en la demostracidon de un antigeno en la superficie de los
eritrocitos al hacer reaccionar la sangre con un antisuero especifico, es
demostrando la presencia o ausencia de un anticuerpo especifico que reacciona
con eritrocitos de grupo sanguinec conocido.

La demostracion de los anticuerpos producidos por los pacientes contra los
antigenos eritrocitarios y en general contra los antigenos sanguineos son la base
de la inmunchematologia, se han buscado por ello las técnicas adecuadas para
ponerlos en evidencia y asi proporcionar a los pacientes una transfusién que no
les cause perjuicio. Cuando las sangres del donador y del receptor son
compatibles, ambas pruebas cruzadas no muestran ni hemdlisis ni aglutinacion.
Para efectos de transfusidén sanguinea se le otorga mayor credibilidad a la prueba
mayor. En caso necesario se podra otoergar un valor de incompatibilidad
expresando en porcentaje, ejemplo 100% incompatible (aglutinacion totaf) 50%

(aglutinacién parcial) etc. Acordando con el profesor de su practica.

El buen manejo de la reaccién antigeno anticuerpo en inmunohematologia implica
conocer perfectamente los factores que le afecten como son: la constante de
equilibrio de las reacciones, la influencia de la temperatura, pH, tiempo de
incubacién, fuerza idnica del medio, proporciones antigenc-anticuerpo asi como
de los factores que puedan inhibir, aumentar o deshacer dicha reaccion. El
manejar sabiamente con todos estos elementos nos facilita ayudar a los pacientes
en su apoyo de transfusién sanguinea.

Cada individuo posee informacion genética para la expresion de su antigeno de

superficie eritrocitario (A, B, AB y O), esta informacién se realiza mediante un
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complejo de reacciones enzimaticas que finalmente se transforman en la
produccién de compuestos especificos.

El factor Rh {D) es otro tipo de antigeno de superficie eritrocitaria que sigue los
reglamentos genéticos (heredables o no) y gque es una huelta de evolucion

{Macacus Rhesus) y que se tomara aparte del sistema A, B, AB, O para efectuar

estudios para transfusién sanguinea.

OBJETIVO GENERAL

Efectuar pruebas cruzadas

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar los grupos sanguineos de cada alumno.
2. Determinar el factor Rh (D} de los alumnos.

3. Hacer prueba mayor y prueba menor entre los alumnos,

MATERIAL

Biologico

Sangre venosa de donador y receptor, tomada con anticoagulante E.D. T A
De laboratorio

Portacbjetos

Pipetas Pasteur cortas

Tubos de ensayo 12x75 mm

Placa de porcelana con cavidades

Tela adhesiva (para identificar a los tubos) ¢ marcador indeleble
Aplicadores de madera

Reactivos

Antisuero A

Antisuero B

Antisuero Rh (D)

Solucion de E.D.T.A. al 10%

Equipo
Refrigerador
Centrifuga
Microscopio



METODOLOGIA

Grupo sanguineo

1.

En una placa de aglutinacion, colocar una gota de cada uno de los
antisueros A, B y Rh (D) { si fueran portacbjetos) separadas

aproximadamente de 3 a 4 centimetros.

2. Agregar, sobre ellas una gota de sangre problema.
3. Mezclar perfectamente cada gota con un aplicador de madera y continuar

agitando la placa por rotacién durante 2 minutos. Usar un aplicador

diferente para cada gota y evitar, asi, su mezcla.
Observar la placa buscando aglutinacién, cuya presencia significa un

4.
resultado positivo para ese antisuero.
5. En caso de duda cobservar las muestras al microscopio con objetive 10X o
40X utilizando porta y cubreobjetos.
Para realizar pruebas cruzadas
1. Usando dos portaobjetos:
PRUEBA MAYOR PRUEBA MENCR ]
1 Gota de suero del receptor 1 gota de suero del donador
1 gota de eritrocitos del donador 1 gota de eritrocitos def receptor
J

Remover suavemente los eritrocitos sedimentados y observar si hay aghstinacion

macroscopica, en cuyo caso se reportard como incompatible.



RESULTADOS

Grupo sanguineo
Factor Rh (D)

Prueba cruzada mayor

Prueba cruzada menor



ACTIVIDADES

1. Elaborar una tabla de frecuencias de grupos sanguineos y de factor Rh (D)

encontrados con sus companeros de practica.

2. Comparar esta tabla con tablas de frecuencia poblacional nacionales e

internacionales.

3. Fotografiar o dibujar una laminilla de reaccién de incompatibilidad y otra de

compatibilidad.



PREGUNTAS

INICIALES

- Escriba el nombre de fos grupos sanguineos segun la nomenclatura de
Landsteiner.

- ¢Qué es una prueba cruzada mayor? v ;Qué es una prueba cruzada
menor?

- Qué caracteristicas tiene una incompatibilidad sanguinea?

- ¢El antigeno Rh {D} es de tipo interespecies?

FINALES

;Cual fue el grupo sanguinec predoeminante entre sus compaferos de
practica?

- Hubo mayoria de factor Rh (D) positivo o negativos entre sus
comparteros?

- Comprobo si es evidente la reaccidn de incompatibilidad?
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QUIMICA SANGUINEA

ANTECEDENTES

Un examen de quimica sanguinea consta de las determinaciones de glucosa, urea

y creatinina.

GLUCOSA:

La glucosa es uno de los carbohidratos mas utilizado por todas las células del
cuerpo, la cual se requiere para producir energia. La presencia de valores
elevados de la glucosa sanguinea en ayunas por arriba de 120 miligramos en mas
de una ocasion se considera como diabetes mellitus. Para ello la determinacion de
la glucosa sanguinea es una herramienta fundamental. Por otro lado también se
pueden encontrar valores bajos de glucosa.

La glucosa sanguinea es uno de los estudios que mas frecuentemente se realizan
en un laboratorio clinico.

UREA:
Es el principal producto de excrecién del catabolismo proteinico. Se forma en el

rinbn a partir del bioxido de carbono y amoniaco mediante un procese bioguimico
que se conoce con el nombre de “ciclo de la ornitina” una vez elaborada, la urea
pasa a la sangre y es excretada por el glomérulo, siendo reabsorbida en parte por
los tubulos.

CREATININA:
La creatinina es un producto derivado de la creatina y es eliminada por los rifiones;

la creatinina es eliminada del plasma por filtracién glomerular y luego excretada en
la orina.

La creatinina puede se determinada en cualquier liquido bioldgico pero los
especimenes gue se emplean mas cominmente son plasma, suero y orina.

La investigacién laboratorial reviste singular importancia por cuanto nos indica la
capacidad renal para excretar productos de desecho a partir de fa sangre como lo
es la creatinina, éstos sintetizados en forma constante e independiente de la dieta
la concentracion en el suero depende de la excrecion del rifdn, por esta razén una

elevacion esta correlacionada directamente con un dafio renal.
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OBJETIVO GENERAL

Realizar examenes de quimica sanguinea.

OBJETIVOS PARTICULARES

Cuantificar la glucosa en sangre.
Medir la concentracion de la urea sanguinea

Cuantificar la creatinina en una muestra.

MATERIAL

Bioldgico

Sangre (suerg o plasma)

De Laboratorio

Tubos de ensayo de 13X100 mm.
Matraz aforado de 1000 ml
Matraz aforado de 100 ml
Probeta graduada de 100 ml
Gradilla

Celdillas para espectrofotometro
Micropipetas de 25 microlitos
Pipetas volumétricas de 2 ml
Puntas amarillas para micropipeta
Reactivos

Equipo de glucosa oxidasa
Acido tricloroacético al 3%
Acido picrico 0.04 N

Hidréxido de sodio 0.75 N
Estandar de creatinina (1mg/dl}
Diacetil monoxima q.p.
Tiosemicarbazida g.p.

Cloruro férrico q.p.

Acido fosfbrice

Acido sulfirico

Agua destilada

Preparacion de reactivos para determinacién de Urea.

Reactivo de Diacetiltiosemicarbazida:

Diacetit monoxima 2.5 g aforar con 100 de agua destilada {2.5%)
Tiosemicarbazida 500 mg., aforar con 100 ml., de agua destilada (0.5%)

Anadir 67 mi., de Diacetil monoxima al 2.5% y 67 ml., de Tiosemicarbazida al 0.5%
en un matraz aforado de 1,000 ml., y completar con agua destilada.
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Solucién matriz de cloruro férrico:

Elaborar en una probeta de 100 ml

Cloruro férrico 1.5 g

Acido fosférico 30 mi

Agua destilada, completar hasta la marca de 45 mi

Con la sofucién matriz de cloruro férrico, elaborar el reactivo de cloruro férrico.

Reactivo de Cloruro férrico:

Acido sulfarico 75 mi

Solucion matriz de cloruro férrico 1 mi
Aforar a 1000 ml con agua destilada
Equipo

Centrifuga

Espectrofotdmetro

METODOLOGIA

Glucosa:
Tomar una muestra de sangre (venosa preferentemente o arterial), dejarla

coagular de 20 a 30 minutos, centrifugar y separar el suero. Colocar 2ml de
reactivo de glucosa oxidasa en un tubo de ensayo de 13X100 mm y afadir 25
microlitros de suero, mezclar suavemente y dejar reposar por 10 minutos.

Para el estandar, 2 mi de reactivo de glucosa oxidasa y 25 microlitros de solucién
estandar.

Para el blanco, 2 ml de reactivo de glucosa oxidasa y 25 microlitros de agua
destilada.

Dejar reposar los tubos estandar , blanco y muestra por 10 minutos.

Leer !a absorbancia del problema y del estdndar a 530 nandémetros ajustandoe a
cero con el tubo blanco.

Si fa lectura es inferior a 1.0, hacer diluciones, colocando 2 mililitros de agua

destilada al tubo leido y el resultado se multiplica por dos.
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Calculos: Aplicar la siguiente formula:

Absorbaqcig R Yalo'r.;l“ = St Abéorbandg-f_’f-- - '_Cdnéqnﬁacién Ve
st X el T da Codd
Problema . .~  Estandar . Estipdar . "% Problema

Valores normales de 65-120mg/d|

Urea:

Tubo problema Tubo estandar Tubo blanco
Suero o plasma 0.1ml
Estandar —_— T Oriml R
Agua destilada 0.1ml
Diacetiltiosemicarbazida 4ml 4ml 4ml
Cloruro férrico 4mi 4mi 4ml

Mezclar, colocar en bafio Maria en ebullicién por 10 minutos.

Enfriar y ajustar a cero de absorbancia con blanco a 530 nandmetros.

Comparar la lectura contra concentracion del control aplicando la férmula. Si la
lectura es inferior a 1.0 se hace una dilucidn agregando 8ml de agua destilada

mezclar y al resultado de esta lectura diluida, se multiplica por dos.

Formula

Absorbancia ~ Valor "~ Absorbancia Concentracién
del - X dd - T el T gd

Problema - = Estandar. -~ -Estandar -~ - - % Problema -

Valores normales 16-32mg/di
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Creatinina:
Pipetear 0.2ml de suero o plasma mas 0.9ml de acido tricloroacético al 3%, agitar

y centrifugar por 15 minutos a 1500rpm, del sobrenadante, tomar 1.5ml y aftadir
0.5ml de hidréxido de sodio 0.75 N mas 0.5ml de acido picrico 0.04 N.

Agitar por inversion y reposar 30 minutos a 37°C. Leer en absorbancia a 490
nanémetros con cubeta chica y blanco de creatinina.

Estandar :

0.2ml de estandar (1mg/d}) igual que muestra.

Blanco:

1.5ml de acido tricloroacetico al 3% mas 0.5ml de acide picrico al 0.4 N.

Calcuio:
l;Abs@rbﬁncia'- R " Concentracién
a0 X sl
!L’rob[ema R Problema

Valores normales: 0.5 a 1.5mg/cd!
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RESULTADOS

Glucosa:

Urea

mg/d!

rmg/dl

Creatinina

mg/dl

CLRT R

: ;wmu;u SWANELN ] i
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ACTIVIDADES

1. Elaborar la curva de calibracidn de los métodos glucosa, urea y creatinina.

2. Fotografiar o dibujar tubos de reaccién con diferentes concentraciones.
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PREGUNTAS

INICIALES

- ¢Existen otros metabolitos diferentes a la glucosa capaz de reaccionar con
el método de la glucosa oxidasa?

- ¢Cuadl es el fundamento de las mediciones espectrofotométricas?

- ¢La creatinina es metabolito intra o extra celular?

FINALES

- ¢Hubo valores altos de glucosa en su grupo de trabajo?

- ¢ Qué es el nitrogeno uréico?

- ¢ Existe relacion entre los valores de urea y creatinina?
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SEROLOGIA
METODO DE ELISA PARA CISTICERCOSIS

ANTECEDENTES

En La estructuracion de algunos laboratorios de analisis clinicos esta el
departamento de serologia que comprende la elaboracién de diversos métodos
antigénicos en suero de pacientes que acuden para diagnosticarles su
enfermedad, entre estos métodos esta el de ELISA.

ELISA {Enzyme Linked Immunoabsorvent Assay)

Elisa: analisis de inmunoadsorcién ligados a enzimas.

La técnica de Elisa, se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre
una fase solida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una
reaccidn cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido
espectrofotométricamente. Este principic tiene muchas de las propiedades de un
inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su realizacién, emplea
reactivos econdmicos, y consigue, mediante una separacién facil una fraccién
retenida y una fraccién libre.

Los métodos inmunoldgicos utilizados para cuantificar la concentracion de un
antigeno poseen una sensibilidad y una especificidad extraordinarias y se han
convertido en técnicas bhabituales tanto en aplicaciones clinicas como en
investigacién. La base de todos los métodos inmunoguimicos de cuantificacion
medernos consiste en disponer de un antigeno o un anticuerpo puro cuya cantidad
puede medirse mediante una molécula indicadora. Cuando la molécula indicadora
se une de forma covalente a una enzima, es posible cuantificarla determinando la
tasa con que la enzima convierte en sustrato incoloro en un producto ccloreado
con un espectrofotdmetro.

La extraordinaria especificidad de los anticuerpos por sus antigenos
correspendientes los convierte en reactivos Utiles para detectar, purificar y
cuantificar antigenos. Dado que es posible producir anticuerpos frente a casi
cualguier tipo de macromaoléculas y pequefias sustancias quimicas, las técnicas en

que se utilizan anticuerpos permiten estudiar la practica totalidad de las moléculas



presentes en soluciones ¢ sobre las células. El equipo que utilizaremos sera para

la determinacién de cisticercosis.

OBJETIVO GENERAL

Efectuar determinacion por ELISA de Cisticercosis

OBJETIVOS PARTICULAES

1. Aplicar l2 técnica de Elisa en sueros de alumnos y controles.
2. Interpretar resultados colorimétricamente.

3. Diagnosticar probabilidad de enfermedad.

MATERIAL

Biclogico:

Un tubo de sangre sin anticoagulante

De laboratorio:

Matraz o vaso de precipitado de 125 ml

Tubos de ensayo 13 x 100 mm

Pipeta Eppendorf de 1mi

Pipeta Pasteur tallo corto

Puntas azules para micropipeta

Reactivos:

Tira desmontable con antigeno de célula celulosa para 96 pruebas
Control positivo

Control negativo

Solucién lavadora 20X

Conjugado enzimatico anti IgG humana o de borrego acoplada a fosfatasa
alcalina.

Amortiguador de sustrato con dietanclamina y p-nitrofenol fosfato.
Solucién para detener la reaccién NaOH 2 molar

Agua destilada

Equipo
Lector para ELISA
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METODOLOGIA

Colocar una gota del control positivo, control negativo y de la muestra diluida en

los pozos 1,2y 3.

Colocar una gota de las muestras a analizar en los pozos siguientes.
incubar 30 minutos a 37°c.

Lavar tres veces con solucion de lavado diluida.

Poner una gota de conjugado enzimatico.

Incubar 30 minutos a 37° C

Lavar tres veces.

Agregar dos gotas de sustrato.

Incubar 30 minutos a 37°C

Poner una gota de NaOH 2M.

Leer absorbancia a 405 nm. Con el lector para ELISA.

Espectrometria; una lectura menor de 0.40 indica que la muestra es negativa para

cisticercosis.
Si la lectura es mayor de 0.40 la muestra se considera positiva para cisticercosis.
La lectura se multiplica por 100 para expresarse en Unidades Elisa (UE/ml.)

Visual: Una muestra es positiva si en el pozo se observa un color amarillo verdoso.
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ACTIVIDADES

1. Fotografiar la gradilla de reaccion con muestras positivas y negativas.

2. Elaborar una tabla de frecuencia de resultados positivos o negativos a

cisticercosis.
3. Investigar la morbilidad de la cisticercosis en el estado de Jalisco.



PREGUNTAS

INICIALES

- ¢Qué factores afectan a un resultado 6ptimo enzimatico?

- ¢A qué se refiere el término especificidad antigénica?

- ¢ Qué quiere decir memoria especifica?

FINALES

- ;Consideras a esta método rapido y Gtil?

- ¢ Hubo algin valor que evidenciara cisiticercosis?
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COPROPARASITOSCOPICO

ANTECEDENTES
El examen de las heces, se limita, en la mayoria de los casos, a la investigacion

de parasitos intestinales en la presencia de quistes o huevecillos.

METODO DIRECTO

Existen dos métodos de concentracién:

1. Flotacion (Faust)

El método de concentracion por flotacion es importante ya que con una solucion
saturada de sulfato de zinc ascienden a la superficie los quistes y/o huevos de los
parasitos.

2. Sedimentacion

A diferencia del de flotacién en este caso son soluciones salinas hipoténicas con

una densidad menor que la de los quistes o huevos.

El examen de heces tiene su maxima indicacién clinica en las diarreas cronicas, y
en general interesa en aquellos procesos que cursan con insuficiencia digestiva o
en aquellos en los gue se busca el germen ¢ parasito de la enfermedad.

Uno de los aspectos que menos difusién ha tenido en la prevencién del riesgo
biologico es quizds el trabajo con parasitos. Téngase en cuenta que la
manipulacién de estos organismos en alguna de sus fases infecciosas puede
comportar un riesgo para el personal del laboratorio si no se realiza en las
condiciones de seguridad bioldgicas adecuadas.

Este método puede aplicarse en muestras de excremento de animales, se
recomienda contar con referencias de los parasitos animales comunes en esta
area geografica. También se puede utilizar el método flotacién en solucién sal-

azlcar previa solubilizacion de la grasa con eter.
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OBJETIVO GENERAL

Efectuar examen coproparasitoscopico.

OBJETIVOS PARTICULAES
1. Efectuar examen coproparasitoscopico de flotacion.
2. Identificar los parasitos (quistes y hueves) mas frecuentes en nuestra

localidad.

MATERIAL

Bioldgico

Heces fecales (en frasco limpio y bien tapado)
De iaboratorio

Tubos de ensayo de 13X100 mm
Gradilla

Portaobjetos

Cubreobjetos

Asa de nicromo

Aplicadores de madera

Guantes

Densimetro (1.000 — 2.000)

Mortero de porcelana pequerio
Colador

Gasas

Mechero de Bunsen

Reactivos

Sulfato de zinc al 33%

Salucién salina fisiologica

Solucidn sal-azdcar (densidad 1.266)
Solucién saturada de sal (densidad 1208)
Agua destilada

Acido acético al 3%

Eter etilico

Equipo

Centrifuga

Espectrofotémetro

Microscadpio
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METODOLOGIA
COPROPARASITOSCOPICO

Método de Sal-Azicar

Este método es un procedimiento recomendado para examenes de heces
animales que consiste en diluir las heces en una solucion de densidad elevada
para que los huevos y quistes floten y se concentren en la superficie, ademas el
tratamiento con éter hace que se disuelva la grasa que puede entorpecer la

visualizacion en las heces con alto contenido de lipidos.

Agua destilada 100m|

Nacl 0.8775 gr. Se Mezcla
Agua destilado 100ml

Azucar 50gr

Acido acético al 3%
Agua destilada 100m! Se mezclan y se toma 5m|

Eter etilico } Se toma 5ml

Tomar una cantidad de heces del tamafo de una avellana (peso aproximado 1g).
Colocarta en un mortero de porcelana y emulsionarla con 5ml de acido acético y
5ml de éter etilico, si hay residuos fiitrar sobre colador de una capa de gasa. El
filtrado suele reducir el nimero de huevos por quedar algunos retenidos entre los
residuos y la grasa, poner la emulsion filtrada en el tubo previamente identificado,
centrifugar de 8 a 10 minutos de 1500 a 2000 rpm.

Tirar el sobrenadante y resuspender el sedimento en solucidn sal-azdcar, terminar
de rellenar el tubo con la solucidn sal-azlcar hasta formar un menisco
convergente en la parte superior con mucho cuidado de no derramar ni una gota.
Dejar reposar al tubo de 10 a 20 minutos en posicién totalmente vertical.

Retirar la gota superior del menisco apoyando suavemente un cubre objetos.
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Depositarlo sobre un portaobjetos con cuidado procurando que la extensién sea

homogénea y no queden burbujas. Observar al microscopio en campo claro a 40X,

METODO DE CONCENTRACION:

METODO DE FAUST (flotacion), recomendado para heces humanas.

En un frasco se coloca una pequefa porcidn de heces del tamafio de una nuez y
se diluye en aproximadamente 10m! de agua. Se agita el frasco para disolver o
mas posible la materia fecal.

Se filtra la suspension a través de una malla (coladera) y recibe en un tubo de
ensayo hasta Henar las dos terceras partes de éste. Se centrifuga durante tres
minutos a 2500 rpm y se desecha el liquido sobrenadante. Se agrega solucion de
sulfato de zinc al 33% hasta Hlenar nuevamente las dos terceras partes del tubo.
Se tapa con un tapon de hule y se agita vigorosamente hasta desprender y
emulsionar el sedimento, o bien emulsionar con dos aplicadores de madera.

Se vuelve a centrifugar durante tres minutos a 2500 rpm y de la nata sobrenadante
se toma una pegquena porcion con un extremo plano de una varilla de vidric o con
asa de nicromo. Se mezcla con una gota de lugol previamente colacada sobre un
portaobjetos. Se tapa con cubreobjetos y se observa al microscopio con poca luz
usando primero el objetivo seco de menor aumento para tener una vista general a
la preparacion y después el de mayor aumento para la identificacion de los quistes
o huevos encontrados.

Para los fines de aprendizaje de este Taller de anailisis clinicos, sugerimos reportar
de acuerdo a lo siguiente:

Ausencia = Negativo.

Presencia = Positivo, segun parasito.

O bien se podra reportar segun la cantidad + ++, +++
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RESULTADOS
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ACTIVIDADES

1. Fotografiar o dibujar quistes ¢ huevos encontrados.

2. Investigar la frecuencia de parasitos y cuales parasitos existen en esta

ciudad.
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PREGUNTAS

INICIALES

- ¢Qué es un quiste?

- Siun espécimen mide mas de 20 micras ;Sera un guiste o un huevo?

- ¢Cudl es la funcién del sulfato de zinc al 33%?

FINALES

- ¢ Qué tipos de parasitos encontraste en la realizacidon de esta practica?

- ¢Que cantidad de guistes o huevos en diferentes muestras?
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DISCUSION

CONCLUSIONES
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EVALUACION
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