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TRABAJO PRACTICO N°1

~ PARTE I: ORINA COMPLETA ,
EXAMEN FiSICO - QUIMICO — SEDIMENTO MICROSCOPICO

INTRODUCCION

El analisis de orina completa comprende un examen de las caracteristicas
fisicoquimicas, donde el término “screening” implica que un resultado positivo debe ser
seguido con estudios mas amplios, como asi también de la observacion del examen
microscopico del sedimento.

Cabe recordar que la formacién de orina comprende los complejos procesos de
filtracion de la sangre, reabsorcidon de sustancias esenciales, incluyendo el agua, y
secrecion tubular de ciertas sustancias. De los aproximadamente 120 ml/min de
liquido filtrado por el glomérulo, solo un promedio de 1 ml/min es excretado finalmente
en la forma de orina (volumen diario promedio normal de orina para un adulto: 1200-
1500 ml/24 Hs).

Los principales constituyentes de la orina son: agua, urea, ac. Urico, creatinina,
sodio, potasio, cloro, etc.; apareciendo en algunos procesos patolégicos sustancias
tales como: cuerpos cetdnicos, proteinas, glucosa, porfirinas y bilirrubina. La orina
también puede contener estructuras como cilindros, cristales, células sanguineas y
epiteliales. La presencia de estos elementos en mayor o menor grado determinaran la
existencia o no de patologias asociadas al arbol renal.

La realizacion de un analisis de orina completa comienza con una adecuada
técnica de recoleccion del material biologico (ver 1. Muestra).

OBJETIVOS

e Reconocer la presencia de elementos normales y patoldégicos en muestras de
orina provenientes de pacientes ambulatorios y hospitalizados.

e Adquirir destreza y practicidad en el manipuleo de la muestra de orina.

e Formar criterio clinico para informar los hallazgos bioquimicos mediante la
interrelacion de los conocimientos adquiridos.

e Formar criterio clinico para informar los hallazgos bioquimicos mediante la
interrelacion de los distintos parametros analizados en una muestra de orina
completa.

1.- MUESTRA
Orina de reciente miccion, de preferencia la primera orina de la mafana,
concentrada, previa higiene (segun sexo).

2.- EXAMEN FISICO:

a) Aspecto: limpido, ligeramente turbio, o turbio.

b) Color: amarillo palido, amarillo, amarillo ambar, anaranjado, rojizo, etc.

¢) Olor: sui generis, amoniacal , putrido, a frutas, etc.

d) Espuma: blanca y fugaz , blanca y persistente, amarilla y persistente.

e) Densidad:
Técnica. Colocar la orina en una probeta adecuada, introducir el urodensimetro e
imprimir un ligero movimiento de rotacion, leer la parte inferior del menisco que
forma la orina en la escala del densimetro.
Correccion. Se deben efectuar las correspondientes correcciones de temperatura,
concentracion de glucosa y proteinas.



- El densimetro esta calibrado a 15 °C , si en el momento de la determinacion
la temperatura no fuera esta, se corrige sumando o restando segun sea la temp.
superior o inferior a la calibrada:

- 0,001 por cada 3°C de diferencia.

- 1 gr. de glucosa aumenta la densidad en 0,0004.

- 1 gr. de proteinas aumenta la densidad en 0,00003.

los valores de densidad pueden variar normalmente entre 1,000 — 1,030

VALORES DE REFERENCIA

DENSIDAD

RN pretérmino 1003 - 1005

RN término 1005 - 1010

Lactantes 1010 — 1020
Adultos > 1025

Uso de tira reactiva

Este analisis esta basado en el cambio del pKa de ciertos polielectrolitos
pretratados en relacién con la concentracion idnica. En presencia de un indicador
los colores varian desde un azul verdoso en orinas de baja concentracion idnica,
pasando por verde, hasta amarillo verdoso en orinas de alta concentracion ionica.

f) Reaccion de pH: las orinas deben ser recién emitidas.
Técnica. Sumergir la tira en la muestra de orina y comparar con la escala de
colores. Varia entre 4 - 8.

g) Sedimento macroscépico: escaso, regular o abundante.

3. EXAMEN QUImMICO

a) Proteinas
Uso de tiras reactivas: poseen un indicador de pH con buffer. El citrato que actua
como tampon mantiene el pH en 3, frente al Azul de tetrabromofenol, le da a la
zona impregnada un color amarillo, en presencia de concentraciones diferentes de
proteinas virara del amarillo-verde, verde, llegando al azul.

b) Glucidos
Uso de tiras reactivas: la tira se basa en el método de la glucosa - oxidasa -
peroxidasa. La misma contiene un area amarilla de prueba, impregnada en reactivo,
que cuando se moja con orina que contiene glucosa se vuelve verde. Reacciona
con muestras con glucosa a concentraciones mayores o iguales a 0,1%. Los
colores se comparan con patrones.
Falso negativos: grandes cantidades de ac. ascorbico.

c) Cuerpos cetdnicos
Uso de tiras reactivas: la tira contiene un area impregnada con react. ac. amino-
acético, nitroprusiato de sodio, fosfato y borato de sodio, lactosa. Introducir la tira en
la orina bien homogeneizada y después de 15 seg. comparar el color con la carta
de colores.
La tira no reacciona con el ac. beta-hidroxibutirico ni con la acetona.
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d) Urobilinégeno
Uso de tiras reactivas: se basa en la reaccion de una sal de diazonio estable con el
urobilinégeno en medio acido, originando un colorante rojo azoico.

e) Hemoglobina

Uso de tiras reactivas: se basa en la actividad pseudoperoxidasica de la
hemoglobina de la mioglobina que catalizan la oxidacion del indicador cromatico
mediante un hidroperdxido organico generando un colorante azul-verdoso que,
sobre el sector reactivo amarillo produce un viraje cromatico, hacia el verde.

Si la presencia de sangre se debiera a hematies intactos, la visualizacién seria en
forma de manchas o puntuado fino.

Falsos positivos: bacterias con actividad peroxidasica y sustancias tales como el
hipoclorito de sodio.

f) Bilirrubina

Uso de tiras reactivas: se basa en la copulacion de la bilirrubina con una sal de
diazonio estable en medio acido, dando un colorante azoico rosa -violaceo.

I
! -

I
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TECNICAS ALTERNATIVAS

- Proteinas: puede determinarse por diversos métodos

o Por calentamiento: colocar en un tubo unas gotas de orina, agregar unas gotas
de ac. acético al 10%. Calentar la parte superior del tubo, se debera producir

enturbiamiento en esa zona.

Reaccion de ac. Sulfosalicilico: trabajar con unas gotas de orina y agregar unas

gotas de ac. sulfosalicilico al 3%. Mezclar y dejar en reposo 5 min. Si la reaccién

es positiva aparece turbiedad.

Reaccién del ac. Tricloroacético: colocar unas gotas de orina en un tubo y

agregar gotas de ac. tricloroacético al 20%. Calentar a ebullicion, y la aparicién

de turbiedad indica la presencia de proteinas.

- Glucidos
Método de Fehling Sn. A: Sulfato de cobre................. 3,54r.
Ac. sulfurico conc............... 0,5 ml.
aguadest.........cceeeerininnnnnn. 100 ml.
Sn.B: TartratodeNayK ............. 15 gr.

NAOH al 40% :
aguadest........cccevvviinnnn. 100 ml.
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Para usar, mezclar partes iguales de las Sn. Ay B., y agregar igual cantidad de
orina en un tubo de ensayo. Calentar a ebullicion. Si la orina contiene glucosa se
reducira la sal de cobre, formando un precipitado de color rojo o rojo — amarillento
(color ladrillo).

- Hemoglobina
Reaccién de la bencidina

Reactivo: preparar en el momento de hacer la reaccion. Una Sn. saturada de
bencidina en ac. acético (0,1 gr de bencidina y 10 ml. de ac. acético), agregar igual
volumen de agua oxigenada de 30 vol. En un tubo de ensayo agregar unas gotas de
orina y unas gotas de reactivo de bencidina y agua oxigenada. De existir sangre
aparecera una coloracion azul-verdosa.

Evitar el agregado de exceso de agua oxigenada, debido a que si existiera poca
hemoglobina podria destruirse por oxidacion, no apareciendo la reaccion.

3.- EXAMEN MICROSCOPICO

Técnica: Estandarizacion del sedimento urinario
Para comparar dos o0 mas resultados de una misma orina y de un mismo paciente,

se debe realizar en condiciones similares de:

- volumenes iguales por tubo (aprox. 10 ml.);

- volumenes iguales retenidos después de la centrifugacion (aprox. 0,5-1 ml.);

- numero de revoluciones de centrifugado, muestra y tiempo iguales (2000 rpm. x

5 min);
- observacion con un mismo aumento (400 X);
- tiempo de recoleccion de la orina (primera de la mafana).

Observacion microscopica

Sedimento organizado

- Células epiteliales: planas, redondas (escaso, regular o abundantes).

- Leucocitos : escaso. : mujer 5xc . ---- hombre. 3 x c.
regular: 5--10xc.
abund. : mas de 10 x c.
- Hematies : escaso. : 1--3xc.
regular: 4 --10 xc.
abund.: mas de 10 xc.
- Cilindros: Tipo.

Cantidad: escasos; regular o abundantes.

Sedimento no organizado

Uratos amorfos (Ca, Mg, K) Cistina
- Cristales de Uratos de sodio, amonio. Cristales Leucina
Orinas acidas | Ac. urico metabdlicos | Tirosina
Oxalato de Ca Colesterol

Biurato de amonio

12



[ Fosfatos amorfos

Cristales de Fosfatos de calcio, magnesio y amonio

Orinas alcalinas § Carbonato de calcio

Sulfato de calcio
\

( .
Bacterias

Tricomonas vaginalis
Otros elementos { Parasitos < Quistes de Giardia
Oxiurus
Hongos
\ Espermatozoides

Cristales de almidon.

Cristales de contraste radiograficos
Artefactos
Fibras.

MODELO DE INFORME: ANALISIS DE ORINA COMPLETA

- EXAMEN DEL SEDIMENTO MICROSCOPICO:

Nombre del paciente:........cccceeeeerreemrerreeernenennnns Fecha:../..|..
EXAMEN FiSICO: - EXAMEN QUIMICO :
Color: Proteinas:
Aspecto: Glucosa:
Olor: Cuerpos cetonicos:
Sed. Macroscopico: Urobilinégeno:
Espuma: Bilirrubina:
Densidad: Hemoglobina:
Reaccion pH:
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PARTE II: HEMATURIA
INTRODUCCION

La morfologia de los glébulos rojos urinarios es de gran importancia para
determinar el origen de la hematuria, sea glomerular o no glomerular, dado que la
presencia de eritrocitos dismoérficos en el sedimento urinario es indicativo de hematuria
glomerular, fundamentalmente frente a la microhematuria asintomatica aislada. La
morfologia de estos glébulos rojos depende de varios factores a considerar:

Fuerza deformante que actua sobre el globulo rojo.

Grado de deformabilidad del glébulo rojo.

Tamano de los poros (gaps) de la membrana basal glomerular.
Espesor de la membrana basal glomerular.

Deteccion de eritrocitos dismorficos

El procedimiento de eleccidon para establecer el origen de la hematuria es la
microscopia de contraste de fase, utilizando para ello una muestra de orina fresca.

La muestra ideal es la que corresponde al chorro medio de la primera orina de
la manana, y debe ser procesada en un plazo maximo de 60 minutos después de
emitida. También puede realizarse en una muestra de orina con 3hs. de retencion vy,
preferentemente, luego de actividad fisica .

Se centrifugan 10ml de orina durante 5 minutos a 2.000 rpm, se separan 9,5 ml del
sobrenadante. Se resuspenden los 0,5 ml del culote y se coloca una gota entre porta
y cubre y se investiga el porcentaje y la morfologia de los gldébulos rojos por
microscopia de contraste de fase. Es importante remarcar que para obtener un
resultado confiable se debe observar el mayor nimero posible de eritrocitos, y
establecer asi el porcentaje de los mismos.

Se informa el resultado de la siguiente forma:

Morfologia de los globulos rojos urinarios por contraste de fase

GR eumorficos: %

% Espiculados
GR dismorficos: % <€ % No espiculados
% Acantocitos

VALORES DE REFERENCIA:

GR dismorficos > 70 - 80%
Sugieren origen glomerular
Acantocitos > 4-5% de la hematuria.
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ALGORITMO DIAGNOSTICO DE LA HEMATURIA

HEMATURIA

Anamnesis y examen fisico
Citologia de la orina (morfologia de bematies, cilindros, leucocitos)
Deteccion de proteinuria. Urea y creatinina. Urocultivo

Hematuria glomerular Hematuria no glomerular

Proteinograma Urocultivo

Inmunoglobulinas plasmaticas

Complemento C3 y C4 / \

ANA/Hbs Ag (+) (-)

Biopsia renal (casos indicados) Ecografia Ecografia
Otros estudios de imagen RX simple de abdémen

~a Anormal “ X Normal

Citoscopia Coagulacion Ca
(casos indicados) urinario
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GRAFF, LAURINE. “Analisis de Orina. Atlas color.” Editorial Médica Panamericana.
Buenos Aires. 1983.
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DENNER, Susana. “Analisis de Orina — Atlas de Sedimento Urinario” Editado por la
Universidad Nacional del Litoral. Argentina. 1996.-
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TRABAJO PRACTICO N° 2

DETERMINACION PRECOZ DE FENILALANINA

INTRODUCCION

El Screening Neonatal basico de errores del metabolismo, denominado en
primera instancia como errores congénitos del metabolismo, comprende las
siguientes determinaciones: Fenilalanina (Fal), Hormona Estimulante de Tiroides
(TSH) y Tripsina Inmunorreactiva (TIR). El mismo se realiza al Recién Nacido, y
consiste en la busqueda de desoérdenes dificiles de reconocer clinicamente, sobre
una muestra no seleccionada de la poblacion. Por esta razoén, resulta de
fundamental importancia para aquellas enfermedades que carecen de sintomas
especificos tempranos, produciendo dafo severo e irreversible, y que son
plausibles de tratamiento.

Como la leche contiene fenilalanina, el lactante afectado presentara una
elevacion del nivel de fenilalanina en plasma después de 1 6 2 dias, elevandose
entre 1-6 sem. los niveles urinarios de Ac. Fenilpiravico. La prueba de deteccion
se hace en sangre, siempre que el niio haya sido alimentado con leche durante
por lo menos 24 horas.

Fenilalanina

Transaminasa Hidroxilasa de la Bloqueo
fenilalanina

Ac. Fenilpiravico Tirosina

Ac. Fenilacético  Ac. Fenilacético +Ac. Glutamico——»  Fenilacetil
glutamina

OBJETIVOS

e Adquirir destreza y practicidad en la extraccion y manipuleo de la muestra para
screening neonatal (sangre del talon del bebé).

¢ Incentivar al alumno a la formacién de equipos diagnésticos interdis-ciplinarios
a fin de lograr la mejor cobertura del paciente, dado que a través del
diagnéstico y tratamiento precoz se obtiene la recuperacion practicamente total
del mismo.

e Concientizar acerca de la necesidad del diagndstico precoz de los errores del
metabolismo desde el punto de vista social y econémico.

e Formar criterio clinico para informar los hallazgos bioquimicos, mediante la
interrelacion de los conocimientos adquiridos y las técnicas de determinacién
seleccionadas.



Toma de Muestra

La muestra que se utiliza es sangre del talén del bebé obtenida por puncion,
preferentemente con lanceta estérii como “manchas” por goteo sobre tarjetas de
Guthrie, y luego de 24 horas del inicio del consumo de leche tanto materna como de
otro tipo. Es aconsejable, previa puncién, aumentar la irrigacion del talén del bebé por
masaje o frotacién vigorosa (aproximadamente 2 - 3 min) para luego impregnar la
plantilla o tarjeta. Tener la precauciéon que la gota sea lo suficientemente gruesa, para
evitar toques sucesivos en los circulos.

Posteriormente, con un sacabocados extraer los spots de sangre de la tarjeta.

Las areas sombreadas indican las zonas en que debe realizarse la puncion.

B = 4
2\jq 3 X

Usando una lanceta hacer Secar la primera gota, y esperar que la sangre
la puncion. fluya espontaneamente.

Determinacion enzimatica de la fenilalanina (Fal)

La técnica se fundamenta principalmente en la extraccion acida de la Fal de la
muestra mediante el uso del acido tricloroacético, realizando una transferencia manual
del extracto para su posterior contacto con la solucién neutralizante y los
correspondientes reactivos desarrolladores de color (A + B), para finalmente medirlo a
550-570 nm.
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FENILALANINA == == == == == == p FENILPIRUVATO
FENILALANINADEHIDROXILASA

NAD* m NADH

Enzima
COLOR PRODUCTO
SUSTRATO » COLOREADO

Realizar la lectura a 570 nm.

Técnica

1. Para los 5 estandares, 3 controles y desconocidos, colocar el circulo de sangre
seca de 3/16"" o dos de 1/8"" de diametro en los pocillos correspondientes de la
placa colectora (de fondo plano). Dejar dos microceldas libres para blancos de
aire.

2. Agregar 120 ul de solucién extractiva en cada microcelda. Tapar las microceldas
con microfilm para evitar las evaporaciones.

3. Rotar 90 minuntos a temperatura ambiente (TA).

4. Transferir cada extracto a otro pocillo correspondientemente rotulado en una
nueva placa colectora de fondo plano.

5. Agregar 50 ul de solucién neutralizante a cada microcelda y agitar a mano durante
10” . Tapar las microceldas con microfilm.

6. Agregar 100 ul de reactivo A + B a cada microcelda y agitar a mano durante 10” y
tapar las microceldas.

7. Tapar las microceldas con microfilm. Incubar 45 minutos a temperatura ambiente.

8. Leer a 540-570 nm y graficar sobre papel milimetrado la absorbancia en funcion
de la concentracion en mg/dl.

e El producto final es estable durante 10 minutos.

CONTROL DE CALIDAD

El equipo cuenta con controles internos bajo, medio y alto que deben incluirse
en cada ensayo. También pueden incluirse controles externos (p.e. CDC) conteniendo
Fal en tres niveles diferentes.

CUT OFF sugerido para nuestra poblacién: 3 — 10 mg/ml.
SENSIBILIDAD: 0,2 mg/dl.

BIBLIOGRAFIA

GRAFF, LAURINE: Anélisis de Orina. Atlas color. Editorial Médica Panamericana.
Buenos Aires, 1983.

COLOMBO C. M.; CORNEJO E. V.; RAIMANN B. E.: Errores innatos en el
metabolismo del nifio. Edit. Universitaria. Santiago, Chile, 2003.

JARA ALBARRAN, A. Endocrinologia. Edit. Panamericana, 2001.

CHIESA, A.; GRUNEIRO DE PAPENDIECK, L.: Hiperfenilalaninemia, fisiopatologia y
pesquisa Revista del Hospital de nifios de Bs. As., Vm 36, 1994.

COMITE NACIONAL DE NEFROLOGIA PEDIATRICA: Nefrologia Pediatrica.
Sociedad Argentina de Pediatria, Buenos Aires, 2003.
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TRABAJO PRACTICO N° 3

LITIASIS

INTRODUCCION

Para comprender cémo las diferentes alteraciones metabdlicas pueden dar
lugar a la enfermedad litidsica, es preciso conocer el proceso de formacion de los
calculos renales. Los mecanismos detallados de esta formaciéon aun no se conocen,
pero cualesquiera que estos sean, no pueden escapar a los mecanismos generales de
toda transformacién de fase liquida a fase solida.

Por regla general, los calculos estan formados por una sustancia basica,
acompafada por contaminantes que se han ido incorporando. Existen calculos de
origen biliar, renal, salival y fecal. Para un calculo urinario la formacion del mismo, se
produce cuando la orina se ve sobresaturada de una determinada sustancia, esta
precipita produciendo sales, y luego la nucleacion de cristales. Si esta alteracion
persiste, los nucleos formados siguen una fase de crecimiento hasta desarrollar
verdaderos calculos por superposicion entre ellos.

OBJETIVOS

e Reconocer, a través del analisis cualitativo de un calculo, por ejemplo urinario, la
composicion quimica del mismo.

¢ |dentificar los componentes de los calculos, de manera de obtener informacion
sobre las causas que los han formado.

o Permitir clasificar a los calculos segun su origen, formacion, con el fin de realizar
analisis complementarios, para evitar recidivas.

MARCHA DE CALCULOS

Una vez llegado el célculo al laboratorio debe ser lavado y secado previamente.
Si es grande debe partirse para estudiar su nucleo; en cambio, si es pequefo, debe
pulverizarse.

METODO (kit comercial)

Componente Tiemp. de reaccion _Positivo Negativo
CARBONATO

Polvo de calculo Instantaneo Desprendimiento Ausencia de
CIH 1,2 molar de gas (CO») gas

2 gotas

En el mismo tubo seguir agregando CIH 1,2 molar: 20 gotas. Agitar a medida
que se incorpora el acido, para disolver el calculo: Solucién “S”.

MAGNESIO
2 gotas de Sn. “S”  Esperar Color rojo color amarillo
1 gota React. A 2 a3 min. frambuesa o 0 anaranjado
3 gotas NaOH precip. rojo

6,25 molar frambuesa

1 gota React. B
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Mezclar con palillo

FOSFATO

2 gotas de Sn “S” instantanea color amarillo Ausencia de

2 gotas de Rvo. 2 segundos intenso estable color amarillo

Mezclar con palillo intenso o apari-

cion tardia

AMONIO

2 gotas Sn “S” instantaneo ppitado. ocre sn. incolora

1 gota NaOH 2 segundos denso estable ppitado. blanco

6,25 Molar amarillento

Mezclar con palillo aparicion tardia
de precipitado

AcIDO URICO

1 gota Sn “S” instantaneo azul estable ausencia de

2 gotas de Rvo.”"A” 2 segundos color azul

Mezclar

1 gota Rvo.”B”

Mezclar con palillo

CISTINA

3 gotas Sn.”S” esperar unos lila o violeta ausencia de

1 espat. Rvo.en 30 segundos se desvanece color lila o

polvo(tamafrio en 5-10 min. violeta.

cabeza de alfiler)
Mezclar con palillo
3 gotas Rvo.”B”.
Mezclar con palillo

CALCIO

2 gotas Sn”"S” instantaneo ppitado. rosa ppitado. azul
2 gotas Rvo.”A” 10 segundos rosa-violeta azul verdoso.
1 espat. Rvo.”B” estable.

(tamafo cabeza
de alfiler) 2 gotas
NaOH 6,25 Molar
Mezclar con palillo

OXALATO

1 espat. Polvo de instantaneo azul o verde ausencia de
célculo (tamafo 10 segundos estable color azul o
cabeza de alfiler) verde.

1 gota Rvo.

Mezclar con palillo.
4 gota Ac.Sulfarico conc.
Mezclar con palillo
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METODO ALTERNATIVO: MARCHA CORTA

Trozo de
+ Agua (gota a gota) p/ disolucién
+ CIH

Calculo

—
N—"
efervescencia
en frio: CARBONATO Ano/efervescencia N
no disolucién disolucion y
agregar NOzH conc. efervescencia: et
OXALATO T
/\ —
(O a sequedad molibdato de —
+ gotas de (NH3) NH," al 3%
pardo amarillo amarillo que al
(murexida positiva) enfriar se enturbia y =4V
URATOS y Ac. URICO precipita;: FOSFATOS

INVESTIGACION DE CALCULOS DE ORIGEN BILIAR

A unos gramos de polvo de calculo agregar gotas de Cloroformo hasta
disolucion completa, sobre el sobrenadante agregar gotas de Anhidrido acético y Ac.
sulfarico conc.

Si aparece color verde-azulado : COLESTEROL.

Técnicas complementarias

Se utilizan después de eliminado el calculo para seguimiento de la evolucién de
la patologia y para evitar recidivas. Se realizan en sangre y orina, y son las siguientes
determinaciones: calcio, fosforo y acido urico.

MODELO DE INFORME
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TRABAJO PRACTICON° 4

PROTEINURIA - UROPROTEINOGRAMA

INTRODUCCION

Las proteinas plasmaticas de pequeiio peso molecular son filtradas
normalmente en forma libre a través del glomérulo renal y luego son, en parte,
reabsorbidas por los tubulos renales.

Hay condiciones fisioldgicas o benignas donde se puede observar un aumento
en la excrecion urinaria de proteinas, como en el ejercicio violento, fiebre, hipotermia,
embarazo.

La medicion de las proteinas urinarias es importante para la detecciéon de
patologias renales. La proteinuria en la enfermedad renal puede resultar de una
disfuncion glomerular o tubular. En el primer caso se da por un aumento en el pasaje a
través de los capilares del glomérulo y esta caracterizada por la pérdida de proteinas
plasmaticas de igual o mayor tamafo. En el segundo caso se da por una disminucion
en la capacidad en la reabsorcién de proteinas por los tubulos.

OBJETIVOS

o Valorar las pérdidas proteicas que se producen por orina de acuerdo con la
lesion tubulo-glomerular.

e |dentificar patrones electroforéticos que nos permitiran clasificar los tipos de
proteinuria.

METODO COLORIMETRICO CUANTITATIVO (kit comercial)

Las proteinas presentes en la muestra reaccionan en medio acido con el
complejo rojo de pirogalol - molibdato, originando un nuevo complejo coloreado que se
cuantifica espectrofotométricamente a 600 nm.

Muestra: orina de 24 horas u otro liquido bioldgico.

Técnica

-Medir la diuresis, y en caso de turbidez es conveniente centrifugar previamente la
muestra.

-En 3 tubos
Blanco Estandar Muestra
-— 20 ul -——-
-— -— 20 ul
1ml de Rvo. | 1ml de Rvo. | 1ml de Rvo.

-Mezclar e incubar durante 10 minutos a 37 °C.

-Leer en espectrofotometro a 600 nm., llevando a cero el aparato con el Blanco.

Calculos:

Prot. mg /24 hs.= D/S xV x1000
V = volumen de la diuresis expresado en lts/24 hs.
1000= mg/l del estandar

Prot. en Orina ocasional: mg/dl proteinas= D/S x 100

VALORES DE REFERENCIA:

Orina de 24 horas: 30-140 mg/24 horas (hasta 160 mg/24 horas en embarazadas).

Orina ocasional: 25 mg/dl.
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UROPROTEINOGRAMA

Técnica de precipitacion con Nitrato de Plata

Es una técnica alternativa para la revelacion de la electroforesis de proteinas
en liquidos biologicos, la cual resulta de eleccién frente a las técnicas de
concentraciéon comunmente utilizadas. La ventaja de la utilizacion de esta técnica es
que se obtienen resultados reales de la presencia de proteinas en liquido mediante la
precipitacion y fijacion de las mismas, por lo que se salvarian las pérdidas que
caracterizan a las otras técnicas.

Técnica

Se realiza una electroforesis convencional de las proteinas del liquido biolégico
y se procede como sigue:

1. Fijacion en TCA/SSA (Tricloroacético/Sulfosalicilico)...........cccccceernnnnnnne. 5 min
2. Tres Lavados seguidos con agua destilada...............cocccvviiiieeeennnne 5 min c/u
3. Preparacion de Ag coloidal

4. Tratamiento con Ag (mezclar la Ag con el Rto.Fe en el momento).....3-5 min
5. Tres lavados con agua destilada..............ccccviiiiiiiiiiiiiiiiie 5 min c/u
6. Tonalizacion

7. Transparentizacion (idem PTG comdun)

Reactivos

a.- Fijador: TCA (10%) mas SSA (5%) en partes iguales. Precipitan las proteinas y
facilitan de esta manera su fijacion al acetato de celulosa.

b.- Reactivo de Plata: 1) Nitrato de Ag 3,9 gr/20 ml agua dest.
2) Reactivo Ferroso
Tween 20 0,25 ml
Sulfato ferroso (Anhidro)------------ 0,79 gr
(Th. puede utilizarse sulfato ferroso heptahidratado pero 1,4 gr y tener cuidado por la
osmolaridad).

3) Citrato de Sodio 1,70 gr
4) Agua destil. c.s.p. p/100ml

Este reactivo ferroso es estable un mes conservandolo sin camara de aire.

Preparar el reactivo total al momento de utilizar sobre las tiras corridas en la
siguiente proporcion: 8 ml Rvo. Ferroso mas 2 gotas de Nitrato de Ag. Debe dar color
caramelo y no se reutiliza. El sulfato ferroso genera el pasaje de Ag® a Ag*, que tiene
gran avidez de pegado.

c.- Tonalizador: 1) Ferricianuro de Potasio 11 gr/l
2) Acido Oxalico 12 gr/l
3) Cloruro Férrico 24 gr/l

Mezclar en el momento un volumen de cada uno. El cloruro férrico produce el
pasaje de Ag* a Ag® que se intercambia in situ con el ferricianuro, dando color azul
(azul de Prusia) y mejorar la visualizacion.

La tonalizacién es un paso que puede obviarse dado que las bandas obtenidas con la
técnica de nitrato de plata son perfectamente visibles e identificables, y, de esta
manera se elimina el riesgo de perder algunas bandas.
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Cuadro N°1: Alteraciones en diferentes perfiles proteicos. Ver ANEXO

ProtTot Al ] iarZ Fi) Y
Sind. nefrotico i i u u % W
Ins renal cranica i i W W W
v-patia monoclonal A W A
Reaccianfase aguda i i A t{reR)
Adtr. reumatoide u it A fteen) A
Anemiaferropénica it
Hepatopatia cronica 3 ~ u ~ i

MARCHA DE PROTEINAS PARA LiQUIDOS BIOLOGICOS

Suero y/o orina

v

Cuantificacion de proteinas totales

v

de NO3Ag.

Fraccionamiento electroforético con coloracion

A 4

Interpretacion de cuadros tipicos.

IDENTIFICACION DE

e

COMPONENTES
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TRABAJO PRACTICO N° 5
ESTUDIO DEL FUNCIONAMIENTO RENAL.
DEPURACION DE CREATININA ENDOGENA (D.C.E.)

INTRODUCCION

La creatinina se forma por condensacién de la creatina, reacciéon espontanea
en el organismo, y dado que la mayor parte se encuentra en el musculo, la valoracion
de la creatinina presente en una persona refleja su masa corporal. Por ello nifios,
mujeres y ancianos tienen niveles menores que los hombres.

La creatinina, una vez formada, es filtrada libremente por el glomérulo, no es
reabsorbida en los tubulos renales y es eliminada exclusivamente por excrecién renal,
por lo que su cuantificacion se emplea para vigilar este proceso y para estimar la
funcién renal. Por lo general, el dosaje de creatinina en suero se utiliza con mayor
frecuencia para tener una nocién en el seguimiento de la funcién renal; sin embargo, su
relacion con los niveles de creatinina en orina es el método mas recomendable como
medida de la filtracién glomerular. Esta relacion se denomina clearence de creatinina o
depuracién de creatinina endogena.

OBJETIVOS

e Reconocer la importancia de la realizacion del clearence de creatinina, en
muestras provenientes de pacientes ambulatorios e internados, para el estudio
y seguimiento de la funcion renal.

e Adquirir destreza y formar criterio clinico para interrelacionar los diferentes
hallazgos bioquimicos en el paciente renal.

METODO CINETICO
Fundamento

La creatinina reacciona con el picrato alcalino (reacciéon de Jaffé) produciendo
un cromogeno que se mide a 500 nm. La velocidad de esta reaccion, bajo condiciones
controladas, es una medida de la concentracion de creatinina en la muestra.

Muestra: Suero: obtenido de la manera usual.
Orina: recoger orina de 24 hs. o de 2 hs. Medir la diuresis y efectuar
una dilucién 1:50 de la misma. En caso que la diuresis sea de 2 hs.
multiplicar el volumen medido por 12 para calcular la cantidad de
Creatinina eliminada durante 24 hs.

Técnica
Rvo. de Trabajo: de acuerdo con el volumen de trabajo, mezclar partes iguales de Ac.

Picrico y de Buffer / PLE. Si enturbia o precipita redisolver en bafio de agua a 37°C
antes de usar.

-En 2 tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas:

S D

Rvo.de trabajo| 1 ml. | 1 ml.
Estandar 02ml.| ---
Muestra -—- 10,2 ml.
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-Mezclar inmediatamente, disparando al mismo tiempo el crondmetro y proseguir la
incubacién. A los 30” exactos medir la absorbancia (S y D4), continuar la incubacion.
Medir nuevamente la absorbancia (S, y D) a los 5 minutos (4 min. 30 seg. después
de la primera lectura). La medicion a los 30” se realiza para eliminar los reactivos de
fase rapida y, consecuentemente, con la medicion de los 5 minutos se eliminan los
de reaccion mas lenta, quedando enmarcado en el intervalo de tiempo la reaccion
buscada de creatinina.

Calculo

Creatinina en suero mg/lt = (D2 - D1) x f f = 20 mg/lt
S2 - $1

Creatinina en orina gr/24hs = (D2 - D1) x V x 50 x 0,020
(S2 - $1)

siendo :
V = volumen de la diuresis expresado en It./ 24 hs.
50 = dilucion realizada.
0,020 g/l = 20 mg/l = concentracion del Estandar

Depuracion de Creatinina endégena (D.C.E.):

D.C.E. ml/min. = Creatinina en orina (gr/24 hs) x 694 ml/min.
Creatinina en suero (mg/lt)

donde:
694 ml/min = gr/24hs = 1000 mg x 1000 ml. = 1.000.000 ml.
mg/It. 1mg x 1440 min 1440 min.

VALORES DE REFERENCIA
Suero: 8 - 14 mg/lt.
Orina: 0,9 - 1,5 gr/24 hs.
D.C.E.: 80 - 140 ml/min (promedio 125 ml/min) para adultos hasta
60 afios

MODELO DE INFORME:

Paciente ...
Volumen de orina : ml (' aclarar si es por 24 hs. 0 2 hs.)
Suero : mg / It.
Orina : gr/ 24 hs.
D.C.E.: ml / min.
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TRABAJO PRACTICO N° 6

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR)

INTRODUCCION

El LCR se forma en los plexos coroideos, no por simple difusion o dialisis sino
por un proceso de secrecion y transporte activo. La velocidad media de formacién y
absorcion es de alrededor de 135 ml/min, un proceso constante de dialisis si tiene
lugar a través de la membrana aracnoides en todos los niveles, con intercambio de
componentes quimicos entre el LCR y la sangre, principalmente moléculas de bajo
peso molecular.

El LCR actua como un buffer y/o como almohadilla protectora (amortiguacion)
del encéfalo y médula espinal, contra los efectos de las ondas de presién externa. Su
pH esta en equilibrio con el ph del liquido extracelular del sistema nervioso, influye en
la ventilacién, el flujo sanguineo cerebral y con diversos aspectos del metabolismo
cerebral.

El volumen total del LCR en el adulto normal es de 100-130 ml. El liquido
normal es claro e incoloro y su extraccion es por puncién lumbar. Su composicion
quimica y caracteristica fisica se describen en el siguiente Cuadro.

CARACTERISTICAS RANGO DE REFERENCIA
Presion 50-200 mm. H,O
Volumen 120-140 dl.
Densidad 1,003-1,008
Células Adultos 0-5 mononucleares
Infantes 0-20 monucleares
Proteina total (principalmente
Albumina) (princip 10-45 mg/dl
Globulina 0-6 mg/dl
Oro cooidal (Lange) 0001/10.000
Nitrégeno ureico 5-10 mg/dl
Creatinina 0,4-2,2 mg/dl
Nitrégeno no proteico 12-30 mg/dI
Acido Urico 0,3-1,5 mg/dI
Glucosa 50-85 mg/dI
Sodio 144 mEqg/|
Cloruro 120-130 mEq/|
Calcio 4-7 mg/di
Fosfato 1,2-2 mg/dl
| Magnesio 1-3 mg/dl
Potasio 2,06-3,86 mEqg/I
colesterol 0,06-0,5 mg/di
OBJETIVOS
e Evaluar posibles alteraciones meningeas que comprometan la vida del
paciente.
e Relacionar con diferentes cuadros meningeos, que pudieran provocar una
epidemia.

¢ Facilitar los medios diagndsticos para la pronta evolucion de las patologias que
afectan al SNC.
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Muestra: por puncién entre la 4ta. y 5ta. vértebra lumbar, previa desinfeccion de la piel
y anestesia local.

- Tubo estéril

- Tubo s/ anticoagulante

Recoger en 2 tubos:

Ex. Fisico

a) Aspecto: cristal de roca, cristalino, limpido, turbio, opalescente, etc.
b) Color: incoloro, blanco opalescente, rojizo, xantocromico.

¢) Red de fibrina: presencia o no.

d) Presencia de coagulo.

Ex. Citolégico

a) Recuento celular
Reactivos: liquido de diluciéon:  Ac. acético puro .................. 10 ml.
aguadest. ......coooviiiiiiiiennnn. 90 ml.
Técnica: efectuar una diluciéon al medio y cargar la camara de Neubauer, contandose
los glébulos blancos en los 9 cuadrados:
Cel./ mm® = N°elem. contados x 2,22

donde:
2,22 = factor de correccion

VALORES DE REFERENCIA

AUIOS: .o 2-3  cel/mm®
Nifios menor 1 afo:.....ccccceevevvenneen. hasta 30 cel / mm®
Nifios 5 afios hasta pubertad......... hasta 10 cel / mm?®

b) Predominio celular
N = predominio de linfocitos / mm?®

Ex. Quimico

a) Proteinas )
REACCIONES GLOBULINICAS: si los liquidos son turbios deben centrifugarse, ya
que son reacciones de enturbiamiento.

a.1.- Reaccién de Pandy (mayor sensibilidad)
Reactivo: Fenol p.a. cristalizado .................. 10 gr.
aguadest......c.viiiiiiiiiiiee 100 ml.
Colocar en un frasco con tapa, agitar hasta emulsionar y llevar a 37°C, dos a
tres dias con agitacién frecuente. Dejar reposar y utilizar la capa superior.
Técnica: en un tubo de hemdlisis colocar 1 ml. del Rvo. Fendlico mas una gota de
LCR. Agitar.

Interpretacién
- Positivo: enturbiamiento que se califica de (+) a (++++)

a.2.- Reaccion de Nonne - Apelt

Reactivo : Sulfato de amonio p.a. ....................L. 85 gr.
aguadest........cccveiiiiiiie, 100 ml.
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Técnica: en un tubo de hemodlisis colocar 0,1 ml. de Rvo. sulfato y 0,1 ml. de LCR
(trabajar siempre en partes iguales, es decir gota a gota). Agitar y observar a los tres
minutos.

Interpretacion
- Positivo: clasificar el enturbiamiento de (+) a (++++)

REACCION CUANTITATIVA
Técnica: usar el método colorimétrico cuantitativo para la determinacion de proteinas
en orina y/o otros liquidos bioldgicos.

Célculo
Prot.en LCRmg/dl = D/S x 100

VALORES DE Personas sanas................. 15 --45 mg/dl .
REFERENCIA Mayores de 60 afos........... hasta 60 mg/dI.

b) Glucosa
Método enzimatico de glucosa - oxidasa

VALORES DE REFERENCIA <:II 0,50 — 0,80 gr/ It.

a) Cloruros
Método colorimétrico

VALORES DE 0,720 -- 0,750 gr/t.
REFERENCIA <: 114 — 118 mEq./ It
d) Enzimas

-LDH (método enzimatico)
VALORES DE REFERENCIA =———— hasta45 Ul./ It

-ADA (método enzimatico)
VALORES DE REFERENCIA =—— hasta 8,5 Ul/lt

e) Otras determinaciones: VDRL, Toxo, subtipos de Igs, etc.

MODELO DE INFORME:

- Ex. Fisico: Aspecto
Color
Red de fibrina
Presencia de coagulo

- Ex. Citologico: Recuento celular = ............. / mm?®
Predominio = e, / mm?
- Ex. Quimico: Proteinas :  Reac. globulinicas
Reac. cuantitativa
Glucosa
Cloruros
Enzimas: LDH

Investigacion serologica
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LiQUIDOS DE PUNCION
Muestra: se obtiene por puncidn quirdrgica, en condiciones de asepsia.
- Tubo estéril
Recoger en 2 tubos: <
- Tubo con anticoagulante (citrato de sodio)

Caracteristicas diferenciales entre exudados y trasudados

TRASUDADO EXUDADO
Color Amarillo claro Variable
Aspecto En gral. limpido Serhoso, pu,ru_lento,
emorragico
Densidad Menor a 1,018 Mayor a 1,018
Coagulacion Ausente o muy tenue Casi siempre presente
Proteinas Menor de 3 gr/100 ml. Mayor de 3 gr/100ml.
R. de Rivalta (-) negativa (+) positiva
. Predominio de cel. I?redgminio de PM’,\I’
Células linfocitos, GR (segun

endoteliales
proceso

LiQUIDO SINOVIAL

El liquido sinovial ocupa la cavidad articular y actia como lubricante,
manteniendo un grado minimo de friccién entre los huesos durante el movimiento o
durante la sustentacion del peso corporal. Este liquido también aporta la Unica
nutricion destinada al cartilago a través de un proceso de difusion.

El liquido sinovial es un dializado de plasma mezclado con acido hialurénico.
Esta formado por la ultra filtracién a nivel de la rica red vascular del tejido sinovial,
mientras que el acido hialurénico, una mucoproteina, es segregado por células
sinoviales tipo B.

El volumen liquido en la articulacién normal depende del tamafio de la misma,
pudiendo variar por ejemplo, en la articulacion de la rodilla, entre 0,1 a 3,5 ml de
liquido.

OBJETIVOS

e Disponer de pruebas diferenciales para el diagnéstico de patologias
reumatoldgicas.

e Proveer de las condiciones 6ptimas para la obtencion de la muestra y posterior
analisis.

MUESTRA. Se obtiene por puncién de la articulacion afectada, en condiciones de
asepsia.
Recoger en 4 tubos:

- tubo estéril » Bacteriologia

- tubo c/ anticoagulante (EDTA) —— Recuento celular

- tubo ¢/ antiglucolitico » Glucosa

- tubo s/ anticoagulante » Ex. fisico y quimico
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Caracteristicas Fisico - Quimicas

Volumen menor a 3,5 ml
Aspecto claro, incoloro
Viscosidad alta
Coagulo de fibrina ausente
Coagulo de mucina bueno
N° de células menor 200 / mm®
Leucocitos PMN menor 25%
Diferencia glucosa (entre suero y menor 10 mg/ 100 ml
sinovia)
Proteinas menor 2,5 gr%
LDH diferencia entre suero y sinovia
Acido Urico diferencia entre suero y sinovia
. realizar simultdneamente en sangre y
Factor reumatoideo L
sinovia
Complemento idem determinacion anterior

Observacion microscopica entre p.o. y c.o.
(con microscopio de polarizacion) de los
cristales birrefringentes extra e
intracelulares:

Cristales .
- Urato monosaddico
- Dehidrato de pirofosfato
calcico
- Colesterol
BIBLIOGRAFIA
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TRABAJO PRACTICO N° 7
ESPERMOGRAMA

INTRODUCCION

Para evaluar la fertilidad masculina es de gran importancia un buen analisis del
semen. Las principales caracteristicas morfolégicas del espermatozoide humano (50-
60 micras de long.) permiten diferenciarlo en dos segmentos: la cabeza y la cola. En
esta ultima debe considerarse la pieza intermedia o cuello.

—©

o =i

OBJETIVOS

e Realizar una primera observacion de la fertilidad masculina.
e Facilitar el diagnéstico y tratamiento de la infertilidad, si lo hubiera.

e Proveer de determinaciones especificas para la confirmacién de anomalias
en la fertilizacion.

1.- Método de recoleccion

- Masturbacion en el laboratorio

- Masturbacion en el domicilio

- Preservativo de material inerte y sin espermicida

2.- Recoleccién
En un frasco de boca ancha, limpio y seco. Rotular con el nombre del paciente,
método de recoleccién y hora de emision.

3.- Examen fisico

a) Color: blanco amarillento, blanco grisaceo, amarillo, rojizo, etc.

b) Aspecto: traslucido, ligeramente opalescente, opalescente, turbio, etc.

c) Viscosidad: Determinar la misma una vez que se ha producido la licuefaccion total
del eyaculado. Evaluando su aspecto homogéneo o heterogéneo. Resultado:.
Normal o Aumentado.

d) Volumen: medir en una probeta graduada.

VALORES DE REFERENCIA »2,0-6,0 ml.

e) pH: utilizar papel indicador de buena calidad de rango : 7,5 - 8,4
VALORES DE REFERENCIA » 7,8 - 8,2

4.- Examen microscdpico
a) Movilidad
Colocar una gota de esperma entre p.o. y c.o. , observar en 400 X y determinar

por conteo porcentual los espermatozoides moéviles (en sus distintos grados) y los
inmoviles.
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Grado 3 (traslativos rapidos).
e  Moviles % Grado 2 (traslativos lentos).
Grado 1 (mdviles in situ).

. Inmoviles %

b) Estudio de los elementos agregados:

Recorrer el preparado realizando una guarda griega en 100 X y buscar:
conglomerados de espermatozoides, piocitos, Trichomonas vaginalis u hominis,
cristales de fosfato de espermina, concreciones prostaticas, etc.

¢) Recuento de espermatozoides (densidad de espermatozoides / ml):
Sobre la base de la cantidad observada en el punto a) se efectuara una dilucion 1/5;
1/10; 1/20; 1/50, o, si la cantidad es muy escasa se diluira al 1/2. Se debe contar en el
cuadrado de los rojos de la Camara de Neubauer.
Se pueden usar como diluyentes: - Agua destilada

- Sn de Macomber: NaCO3; 5% en Formol 1%

- agua destilada
Ej.: si efectuamos una dilucién 1/20, se tendra:

N° de espermatozoides/ml= n_x 400 x 10 x 1000 x 20
80

donde:
n: n°de espermatozoides contados en 80 cuadraditos
400: n° de cuadraditos que hay en 1 mm?
80: n° de cuadraditos contados
10: altura de camara
20: dilucién empleada en el €j. citado
1000: para llevar de mm® a cm?®

d) Recuento de espermatozoides absoluto (optativo):

Rcto. Absoluto = N° x vol. total de eyaculado
Donde N°: n° de espermatozoides/ml

e) Test de la eosina

Sobre un p.o. se mezclan bien una gota de eosina 0,5% en Sn. Fisioldgica y
una gota de esperma, colocar un c.0. y observar al microscopio realizando un
porcentual de los espermatozoides eosina positiva (necrosados).

f) Test de la peroxidasa

Sobre un p.o colocar 1 gota de peroxidasa + 1 gota de agua oxigenada + 1
gota de esperma. Colocar un c.o. y observar al microscopio en 400 X, visualizando las
células redondas.

Rto de Cel. redondas » % peroxidasa (+)

VALORES DE REFERENCIA: » hasta 1x10° leucocitos

g) Férmula espermatica

Se realiza un extendido mas grueso o mas fino, dependiendo del n° de
espermatozoides. Si el recuento espermatico fuera bajo, debera centrifugarse la
muestra y realizar el extendido con el pelex. Dejar secar a temperatura ambiente y
coloreandolo con técnica de Papanicolau o Hematoxilina-Eosina.

34



Observar en 1000 X y contar como minimo 200 elementos. Detectar formas
anormales de la estructura del espermatozoide.

VALORES DE REFERENCIA: > 30% de formas morfolégicas normales

% anomalias de cabeza: _ %
% anomalias de cuello: _ %
% anomaliasdecola: = %

!,4‘ ' p— ¢
./* \- .___“.
\‘b&.\ kS \ - c-}
" X /
- 4 >
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Observacion microscépica de una muestra de semen (400 X)

h) Recuento diferencial:
Informar la presencia de células de la progenie, por recuento %.

P

Observacién microscopica de alteraciones
morfolégicas en una muestra de semen (400 X)
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MODELO DE INFORME

ESPERMOGRAMA MQRFOLOGICO:
EXAMEN MACROSCOPICO:

EXAMEN MICROSCOPICO:

a) Movilidad:
- Méviles % ............

Espermatozoides............. aislados
............ agrupados

............ aglutinados

Leucocitos
Hematies

Ofras células
Otros elementos

% Grado 3 (traslativos rapidos)
% Grado 2 (traslativos lentos)
% Grado 1 (mdviles “in situ”)

- Inméviles % ............ % Grado 0 (eosina negativa)
............ % Necrosados (eosina positiva)

b) Recuento................. Espermatozoides / ml.
................. Recuento absoluto/ ml.

¢) Recuento diferencial:
- Células de la progenie..................... %
- LeucoCitos .....coeeveeeiiiiiieeeeee %
-Otras células.......cccoceeeieieeiiiiiis %.

d) Férmula espermatica:
- Espermatozoides normales..............cccceeeeee. %
- Espermatozoides inmaduros.............c...cc...... %
- Anomalias de cabeza...........cccccoeoeeeiiiiin. %
- Anomalias de cuello..............ccoeeeiiriiiininnnneee. %
- Anomalias de cola.........ccccoeiiiivieiiiiiiiee e, %
- Anomalias predominantes..............ccccceeeenneee. %

QUIMICA DEL PLASMA SEMINAL

Separar el plasma seminal a los 60 minutos de obtenida la muestra, por centrifugacion
a 3500 rpm -- 20 min. Guardar entre 0 -- 4°C, en caso de no poder efectuar las
pruebas inmediatamente.

a) Fructosa

Indicador de la funcidon de las vesiculas seminales como asi también del
estudio de la permeabilidad de la via seminal. La determinaciéon cuantitativa de esta
cetona se basa en la reaccion de Seliwanoff.
VALOR!ES DE REFERENCIA > 150 — 450 ma%
b) Ac. citrico

Indicador de la funcién prostatica, se utiliza también para valorar la respuesta
fisiologica de la glandula al estimulo androldgico. En medio anhidro a 37°C el acido
citrico forma un compuesto de condensacion con la piridina de color amarillo.

VALORES DE REFERENCIA >
a glucosidasa

350 -- 670 mg%.
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Se utiliza como marcador epididimario. Existen 2 isoenzimas en el plasma
seminal, la predominante es neutra y se origina en el epididimo, la acida proviene de la
prostata.

VALORES DE REFERENCIA » > 20 mU / eyaculado

PLASMA SEMINAL

Determinaciones quimicas

a) Fructosa.................... mg%

b) Ac. Citrico................... mg%

c) a glucosidasa ............ mU/eyac.
BIBLIOGRAFIA

CALAMERA, J.C.; BRUGO OLMEDO, S.: Manual de Practicas de Laboratorio en
Reproduccién Humana. Buenos Aires, Edita S.A., 1999.

OMS.: Manual de Laboratorio de la OMS para el Examen del Semen Humano y de la
Interaccién entre el Semen y el Moco Cervical. Editorial Panamericana, 1992.
CALAMERA, J.C.: Morfologia espermatica para todos. Ediciones Cientificas.
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TRABAJO PRACTICO N° 8

GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (GCH)

INTRODUCCION

La GCH es una glucoproteina compuesta por dos cadenas polipeptidicas a y 3,
cuya especificidad biolégica esta determinada por los 30 aminoacidos carboxilo-
terminales de la subunidad B. Se sintetiza en el sincicio trofoblasto, tanto en un
embarazo normal como en uno patologico; en células germinales masculinas y, por
tanto, en tumores de células germinales (seminoma y teratoma).

La determinacién de la GCH puede realizarse en suero y/o orina mediante
técnica de aglutinacion directa, inhibicién de la aglutinacion, ELISA, etc., mientras que
su dosaje puede realizarse por MEIA o por RIA.

OBJETIVOS

¢ Adquirir conocimiento acerca de la accion biolégica de la GCH en relacion con
su evolucion durante el embarazo normal y patoldgico.

e Proveer el adiestramiento necesario para su determinacion por los distintos
métodos citados, tanto para su deteccién cualitativa como cuantitativa.

METODOLOGIAS ALTERNATIVAS

1.- Método por inhibicién de aglutinaciéon

La muestra de orina se pone en contacto con suero de conejos anti-HCG
humana y particulas de latex que tienen absorbidas moléculas de HCG en su
superficie. La HCG presente en orina de mujeres embarazadas reacciona con el
antisuero e inhibe la aglutinacion de las particulas de latex, observandose una
suspension homogénea. Ausencia o niveles no detectables de HCG en la muestra, se
traduce en la aglutinacion del latex por reaccion con los anticuerpos del anti-HCG-p
que no han sido bloqueados.
Muestra: orina, preferentemente la primera de la mafiana.

Técnica
En cada seccion de la placa colocar:
MUESHa......eiiiieiiiiie e 1 gota
Rvo. Anti-HCG-B......cooviiiiiiiies 1 gota
Mezclar con varilla durante 15 - 30 seg.
Rvo. latex-HCG..........cccccvvvivviiiiiiiiieee, 1 gota

Mezclar con varilla durante 5 seg. Extender la suspensiéon en toda la seccién.
Disparar el cronémetro. Balancear la placa y observar el resultado obtenido, dentro de
los 2 minutos de reaccion.

(+) Positivo (- ) Negativo
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Interpretacion del resultado

- POSITIVO: No aglutinacién. La suspension se mantiene homogénea dentro de los
2 minutos de reaccion. El resultado se interpreta como presencia de HCG.

- NEGATIVO: Aglutinacién. Se forman finos grumos en la suspensién dentro de los
2 min. de reaccion. El resultado se interpreta como “Cantidad no detectable de
HCG” en la muestra.

- SENSIBILIDAD: detecta HCG en orina a partir de niveles de 1,5 Ul/ml.

2.-Tira reactiva para la deteccion de HCG en orina

El EVENT test strip HCG es una tira reactiva para el diagnéstico del embarazo,
basada en la deteccién directa de la HCG en la orina con ayuda de un anticuerpo
monoclonal marcado.

Técnica

Preparar un tubo de ensayo que contenga la muestra de orina. El volumen
minimo de muestra debe ser 1 ml. y no debe sobrepasar la marca del nivel maximo
impreso en la tira.

Tomar una tira EVENT test y sostenerla por el extremo azul. Colocarla en el
tubo con la muestra donde debe permanecer 5 minutos extraer la tira reactiva de la
orina y leer el resultado en la zona de reaccion.

La tira puede ser sumergida también en la muestra de orina durante 20
segundos, poniendo cuidado en no sobrepasar la marca del nivel maximo. Luego debe
permanecer en una superficie plana para que tenga lugar la reaccion, cuyo resultado
puede leerse al cabo de tres minutos.

Interpretacién del resultado

- NEGATIVO: una linea indica resultado negativo. La CGH esta ausente de la muestra,
0 esta presente en una concentracion inferior al limite de deteccion.

La linea rosa superior aparece tanto si el resultado es negativo como positivo, se trata
de un control incorporado que indica el buen funcionamiento del ensayo y que el
procedimiento ha sido correcto.

- POSITIVO: dos lineas indican resultado positivo. Independientemente de la
intensidad del color, la HCG se halla presente en la muestra y su concentracion es
superior a 25 UI/I.

- SENSIBILIDAD: 25 mUI/l. --------- Tiempo de reaccion: 5 minutos.

N I B

rina
0 Suera

Tiempo! 3 minutos
(lectura)
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3.- Método inmunoenzimatico (visual directo)

El ensayo es inmunoenzimatico “Sandwich” para GCH, combinando
anticuerpos policlonales y monoclonales para una identificacién selectiva y de elevada
sensibilidad.

Dentro de los pocillos sensibilizados (anti-HCG policlonal) se agrega la muestra
y la Enzima - Conjugado (anti- § HCG monoclonal).

Con la presencia de HCG se forma un complejo especifico de anti-HCG
policlonal - HCG- anti B HCG monoclonal - Enzima fijado en las paredes del pocillo.
Luego de eliminados los remanentes de muestra y Enzima - Conjugado, se procede a
la revelacion que, con un color azul, identifica la presencia del mencionado complejo.

Muestra
Suero o plasma recogido con heparina o EDTA, preferentemente fresco.
Orina: preferentemente primera orina de la mafana.

Técnica
Pocillos Sensib. 1 2 3
Control negativo 1 gota ---
Control positivo - 1 gota ---
Muestra --- --- 1 gota
Enzima-Conjugado 1 gota 1 gota 1 gota

-Mezclar por movimientos laterales del soporte.

-Incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

-Eliminar el contenido de los pocillos por inversidon y sacudiendo para favorecer el
vaciado.

-Lavar 5 veces con Sn. Lavadora.

-Escurrir el liquido remanente sobre papel absorbente.

Pocillos Sensib. 1 2 3
Rvo. A 1 gota 1 gota 1 gota
Rvo. B 1 gota 1 gota 1 gota

-Mezclar por movimientos laterales del soporte.
Entre dos y cinco minutos de agregado el Rvo. B, comparar el color desarrollado por
las muestras respecto de los Controles.

Interpretacién del resultado

- POSITIVO: cuando un pocillo de la muestra desarrolla un color azul de igual o mayor
intensidad que el Control Positivo, el resultado se interpreta como “presencia de
HCG".

- NEGATIVO: cuando el pocillo de la muestra no desarrolla color al finalizar los cinco
minutos luego de agregado el Rvo. B, el resultado se interpreta como “cantidad no
detectable de HCG en la muestra”.

- SENSIBILIDAD: 25 mUI / ml. Valores compatibles con la segunda semana de
fecundacion.

4. Inmunocromatografia en placa

Es un inmunoensayo cromatografico, donde la membrana se encuentra
recubierta con anticuerpos de captura anti-oo HCG en la zona de la banda de prueba y
de cabra anti-ratén en la zona de la banda de control. Durante la prueba, la muestra
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reacciona con las particulas de oro coloidal cubiertas con anticuerpos monoclonales
de raton anti-p HCG. La mezcla migra por la membrana por capilaridad. Si el resultado
es positivo, se formara una banda coloreada con la particula compleja en la zona de la
banda de prueba (T). La ausencia de una banda coloreada en la zona de prueba
indica un resultado negativo. Como un control del procedimiento, siempre aparecera
una banda de color en la region de control (C) independientemente de la presencia de
HCG en la muestra.

Muestra: suero u orina.

Interpretacion de los resultados

- NEGATIVO: una banda de color en la zona de control (C) y ninguna banda en la
zona de prueba del paciente (T).

- POSITIVO: ademas de la banda de control coloreada, también aparecera una banda
de color en la zona de prueba del paciente (T).

- SENSIBILIDAD: detecta concentraciones urinarias de HCG > a 20 mU/ml.

N

DI_—" Tiempo: 5 min.
rina

0 C 4 -
Fuero - rhfhl.l'
B o Te st negativo

. rf fr“'T"* .f’{ = leasiy]
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5. Aglutinacion directa

La muestra se pone en contacto con un reactivo de latex sensibilizado con
anticuerpos monoclonales anti — HCG. Si la muestra contiene HCG, esta se unira en
forma sensible y especifica produciéndose una aglutinacion  visible
macroscépicamente.

Muestra: suero u orina.

Interpretacién de los resultados:

- POSITIVO: aglutinacién que aparece dentro de los dos minutos.

- NEGATIVO: suspension homogénea. Pasados los dos minutos, pueden aparecer
aglutinaciones inespecificas.

- SENSIBILIDAD: detecta HCG en orina a partir de 0,2 Ul/ml.

Positivo ( +) Negativo ( -)
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TRABAJO PRACTICO N° 9

HIPOTIROIDISMO CONGENITO
Determinacion precoz de la Hormona Estimulante de Tiroides (TSH) neonatal

INTRODUCCION

La determinacién precoz de TSH neonatal forma parte del sistema de
screening neonatal junto con la de fenilalanina y tripsina. Se utiliza para la deteccion
de Hipotiroidismo congénito.

La TSH es responsable del estimulo primario para la sintesis y secrecion de las
hormonas tiroxina (T4) y triiodotironina (T3); este proceso, siempre regulado por
feedback negativo, por lo que el cuadro hormonal a encontrar en un neonato afectado
seria: TSH aumentada, T4 y T3 disminuida.

Después del parto, normalmente la TSH se incrementa con rapidez hasta
alcanzar un maximo a los 30 minutos, y regresa a su valor inicial en un lapso de 48
horas; se cree que este incremento neonatal de TSH es producido por la exposicion
al frio cuando el feto emerge al medio extrauterino.

OBJETIVOS

e Adquirir destreza y practicidad en la extraccion y manipuleo de la muestra para
screening neonatal (sangre del talon del bebé).

¢ Incentivar al alumno a la formacién de equipos diagnésticos interdis-ciplinarios
a fin de lograr la mejor cobertura del paciente, dado que a través del
diagnostico y tratamiento precoz se obtiene la recuperacién practicamente total
del mismo.

e Concientizar acerca de la necesidad del diagndstico precoz de los errores del
metabolismo desde el punto de vista social y econémico.

e Formar criterio clinico para informar los hallazgos bioquimicos mediante la
interrelacion de los conocimientos adquiridos y las técnicas de determinacién
seleccionadas.

Toma de Muestra

La muestra que se utiliza es sangre del talon del bebé obtenida por puncion,
preferentemente con lanceta estérii como “manchas” por goteo sobre tarjetas de
Guthrie, y luego de 48 a 72 horas del nacimiento para no determinar valores altos
arrastrados de la madre. Es aconsejable, previa puncion, aumentar la irrigaciéon del
talon del bebé por masaje o frotacion vigorosa (aproximadamente 2-3 minutos), para
luego impregnar la plantilla o tarjeta. Tener la precaucion de que la gota sea
lo suficientemente gruesa, para evitar toques sucesivos en los circulos.

Posteriormente, con un sacabocados se extraen los spots con la sangre.

Determinacién inmunoenzimatica de la TSH neonatal

La técnica se fundamenta en un ELISA que utiliza dos anticuerpos
complementarios cuyas configuraciones estan generadas contra diferentes porciones
del mismo antigeno; uno de ellos esta unido a la placa y el otro a la enzima, los que,
en presencia del antigeno van a conformar un puente o sandwich unido a la celdilla.
Luego de la eliminacion, mediante los lavados, de la enzima no unida, se agrega el
sustrato especifico a efectos de convertir el conjugado en un compuesto coloreado, y
de esta manera se lee la absorbancia a 450 nm, los resultados se extrapolan de una
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grafica realizada oportunamente con los estdndares provistos por el kit, y que
representa concentraciones de TSH (uU/ml) vs. Absorbancia.

Técnica

1. Para cada calibrador, control y desconocido por duplicado: colocar el circulo de
sangre seca en papel de filtro de 1/8” (3 mm) de didmetro en sus correspondientes
celdas de la microplaca.

2. Agregar 200 ul de buffer de elucién en cada celda.

3. Tapar la placa y mezclar bien a mano durante 30 segundos y luego incubar toda la
noche a temperatura ambiente.

4. Aspirar el contenido de todas las celdas (incluyendo los circulos de la muestra).

5. Lavar tres veces con 200 ul (o 300 ul) del buffer de lavado y aspirar o desechar
este liquido para secar la celda.

6. Agregar 100 ul del conjugado enzimatico diluido (1/10), e incubar una hora a
temperatura ambiente.

7. Aspirar o desechar el liquido de la celda y lavar de tres a cinco veces con buffer de
lavado.

8. Agregar 100 ul del sustrato color (TMB) a cada celda.

9. Incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

10. Agregar 100 ul de solucion stopper a cada celda.

11. Leer la absorbancia a 450 nm.

VALORES DE REFERENCIA

-TSH en neonatos de 48 - 72 hs:.........cc......... < que 20 uU / ml.
-Un valor de TSH > 20 uU / ml, certificado a los 10 dias de la primera
determinacion junto con T3 y T4 disminuidas, indica Hipotiroidismo congénito.
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TRABAJO PRACTICO N° 10

EXAMEN QUIMICO FUNCIONAL DE LAS HECES

INTRODUCCION

El estudio funcional de heces es la prueba de rigor para comenzar todo estudio

funcional, ya que nos orienta respecto a las funciones digestivas, absortivas, de
secrecion y excrecion, sefialando la busqueda de disfunciones, tales como el estudio
de sindromes malabsortivos y diarreas crénicas.

OBJETIVOS

Familiarizar al alumno con las técnicas habituales utilizadas en el Lababoratorio
de Gastroenterologia, para el estudio de sindromes malabsortivos y diarreas
cronicas.

Diagnosticar la intolerancia a la lactosa mediante técnicas muy simples como pH
y determinacién de Cuerpos Reductores.

Realizar, ante la sospecha de hemorragia digestiva no
macroscopicamente, la determinacion de Sangre Oculta en materia fecal.

visible

1.- Prueba de Digestibilidad

Este régimen se seguira estrictamente durante tres dias y el cuarto dia se

recogera la primera deposicion, que debera ser colocada en un frasco bien limpio.
Dieta:

DESAYUNO y MERIENDA ALMUERZO
Leche........... 250 gr Caldo comun ........... 1 plato
Infusion......... 50 cc. Carne vacuna........... 125 gr.
Azucar.......... 20 gr Puré de papas.......... 200 gr.
Pan blanco....5 gr. Jalea de frutas.......... 25gr.

Manteca................... 25 gr.

Té liviano................... 1 taza

Azucar.........ccccuvuenen. 10 gr.

Pan blanco............... 25gr.
CENA

Fideos, polenta y arroz........ 120 gr.

Huevo duro..........ccccceeeeenns 1

Pan blanco...........c.cccuuueee. 25 gr

Carne vacuna...................... 125 gr

Manteca (repartir 45 gr/dia).

Suspender medicamentos, alcohol, frutas crudas, verduras de hojas. Si no

evacua el intestino el cuarto dia, continuar un dia mas con la dieta o en caso contrario
indicar una enema con agua tibia, descartando las primeras porciones.

Recomendaciones

Masticar bien los alimentos
No mezclar orina con heces
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Técnica

- Realizar la Observacion macroscopica de las heces.

- Homogeneizar bien la muestra con varilla de vidrio.

- Tomar dos pequefias porciones de la misma y colocar entre p.o. y c.o., agregando
a cada una de ellas 1 gota de Rvo de Lugol y Sathof, respectivamente.

- Realizar la Observacién microscépica en 100X y 400X.

MODELO DE INFORME

EXAMEN QUIMICO FUNCIONAL DE LAS HECES
DIGESTIBILIDAD.

Aspecto Macroscopico:. Heces moldeadas, marréon , pH=7 .
No se observa mucus ni sangre.

Aspecto Microscopico: Gldcidos: Escasas dextrinas.

Prétidos: Escasas fibras musculares
semidigeridas, regulares
totalmente digeridas.

Lipidos: Escasas grasas neutras,
€scasos ac. grasos y
escasos jabones.

2.- Leucocitos en Moco Fecal

Debido al gran numero de pacientes con diarrea aguda que consultan al
meédico, la dificultad y el retraso de identificar a las bacterias patégenas entéricas y las
limitaciones en la indicacion del tratamiento, es importante reevaluar el examen de
leucocitos en las deposiciones, como ayuda para el diagndstico precoz y el tratamiento
de la causa de la diarrea.

El hallazgo de leucocitos depende de la integridad de la mucosa intestinal; por
lo tanto, se hallan leucocitos en las infecciones por Salmonella, Shigella, Escherichia
coli invasiva, patégenas reconocidas por penetrar en la mucosa coldénica.

No se encuentran en las diarreas por enterotoxinas, viral o diarreas osmaticas.

Muestra

Se debe tomar la muestra de deposiciones frescas o conservadas no mas de
24 horas.

Técnica

- Realizar una observacion directa con Lugol o Azul de metileno, colocando en un
p.o. una pequefa cantidad de mucus.

- Realizar el conteo y clasificar los elementos (optativo).

Precauciones: los resultados no son confiables cuando las deposiciones se secaron

(en el paial) o se contaminaron con orina. Las muestras se toman en forma directa de
la deposicion o por escobillado anal.
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3.- pH y deteccion de Azucares o Cuerpos Reductores

La fermentacién bacteriana en el intestino delgado se cumple en condiciones
habituales, dando origen a acidos de bajo pH ( Lactico, Acético, etc.)

La presuncion clinica de una diarrea fermentativa implica certificar dicho
proceso quimicamente, siendo uno de los parametros usados el pH.

Muestra

Recoger una parte de la materia fecal en un frasco limpio y enviar al laboratorio
antes de las dos horas de emitida.

pH:
Método » Se usan papeles indicadores de pH.

Técnica

- Si las heces son diarreicas se homogeiniza y se toma una porcién con
varilla de vidrio que se aplica sobre el papel.

- Si las heces son moldeadas se le agrega un poco de agua o solucién
fisiolégica, (tratando de ablandar sin diluir demasiado) y se procede como
en el caso anterior.

VALORES DE REFERENCIA
La reaccion es neutra, por lo general es a veces ligeramente acida o alcalina. El
pH varia entre 6,9 a 7,2.

Cuerpos Reductores

Filtrar una porcién de materia fecal en un tubo de ensayo.

Agregar partes iguales de Fehling A y Fehling B (igual volumen que materia
fecal).

Calentar a Bafo de Maria durante cuatro minutos.

e Positivo: vira del verde al rojo ladrillo.

¢ Negativo: permanece el color azul.

4.- Sangre oculta en materia fecal

Régimen
Indicar tres dias la siguiente dieta y el cuarto dia recoger la primera deposicion
. Colocarla en un frasco bien limpio.

- No comer carne de ningun tipo (vacuna, porcina, aves ni pescado).

- No comer verduras de hoja (crudas ni cocidas).

- No comer manzanas verdes.

- No tomar medicamentos con hierro, bismuto, vit. C., etc.

- Evitar el cepillado de encias que sangran.

Si no evacua el intestino, hacer enema con agua tibia.

Técnica
Reaccion de la Bencidina: Bencidina................. 0,1gr

agua OXig......ccceeeen... 30 vol.
Ac. acético 50%....... 10 ml.
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Se prepara en el momento de hacer la reaccién una Sn. saturada de bencidina
en acido acético (0,1 gr de bencidina + 10 ml. de acido acético). Agregar igual volumen
de agua oxigenada mas unas gotas de dilucién fecal.

RESULTADO

o Positivo: De (+) a ( ++++ ): coloracion verde que pasa al azul intenso.
¢ Negativo: No hay cambio de color.

Precaucioén: el material debe estar muy bien lavado para evitar falsos positivos.
Esta reaccion se puede aplicar a cualquier liquido biolégico.

BIBLIOGRAFIA
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IOVINE — SELVA: El Laboratorio y la interpretacion semiolégica. S/d.
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TRABAJO PRACTICO N° 11

SINDROMES DE MALABSORCION

INTRODUCCION

Esteatorrea es la pérdida de grasa por materia fecal, siendo multiples las
patologias que pueden ocasionarla. Pueden ser de origen pancreatico, hepatico o
intestinal. La cuantificacion de las grasas en materia fecal y el clearence de alfa 1-
antitripsina son usadas para el estudio de malabsorcién. La primera para el diagnético
de esteatrorrea,y la segunda contribuye al diagndstico y monitoreo evolutivo en
lasenteropatias perdedoras de proteinas, principalmente en nifios.

OBJETIVO
o Familiarizar al alumno con las técnicas especificas habituales utilizadas en el

Laboratorio de Gastroenterologia, para el estudio de patologias que cursan con
sindromes malabsortivos, diarreas cronicas.

PRUEBA DE VAN DE KAMER

Valoracion de GRASAS TOTALES EN HECES

Esta prueba se basa en la extraccion de grasas totales, saponificacion con
formacion de jabones, hidrdlisis de los mismos y valoracién de los acidos grasos
liberados con Sn. de NaOH 0,1 N, usando Azul de timol como indicador.

Indicaciones

Adultos: 80-100 gr grasas/dia.
Suministrar una dieta que contenga
Nifos: 40-70 gr grasas/dia.

Seguir este régimen durante seis dias. Recoger toda la materia fecal de los
ultimos tres dias, en un frasco limpio y previamente tarado. Conservar en frio.

- Suspender: medicamentos, alcohol, verduras de hoja, frutas cocidas, etc.

Técnica
(" Alcohol etilico de 96°
Alcohol etilico neutro
KOH al 33 %
Reactivos < Ac. CIH al 25 %
Eter de petréleo p.e. 35 - 60 °C
NaOH 0,1 N
Azul de timol al 0,2 gr% en alcohol etilico
Alcohol amilico

\.

Pesar 2,5 gr. de heces, colocar en un Erlenmeyer, agregar 5 ml. de KOH al
33% + 20 ml. de alcohol etilico + 2 gotas de alcohol amilico. Colocar en un
condensador a reflujo, hervir exactamente 20 min., haciendo una buena refrigeracion.
Cumplido este tiempo retirar el Erlermeyer y en caliente agregar 8,5 ml. de CIH al 25%.
Enfriar, agregar 25 ml. de éter de petrdleo, agitar vigorosamente 1 min. por lo menos
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(extraccion de las grasas ). Dejar separar las capas, separar 12,5 ml. de la capa etérea
y colocarla en un vaso de precipitado. Dejar evaporar a temperatura ambiente,
redisolver el extracto con 5 ml. de alcohol neutro. Agregar al extracto alcohdlico 2 - 3
gotas del indicador Azul de timol, luego titular los acidos grasos con NaOH 0,1 N hasta
viraje al azul estable.

Toda la técnica puede ser reducida a la mitad

Calculos:

gr% =_A x 5,51 en donde: A: ml. de NaOH 0,1 N gastados
5 5,51: factor de correccion
5. gr. de heces

Para 24 horas, dividir por tres el peso total de la materia fecal y calcular por
regla de tres el valor obtenido en 24 horas.

VALORES DE REFERENCIA

Adultos: hasta 5 gr/24 horas
Nifos: hasta 3 gr/24 horas

CLEARENCE DE ALFA-1 ANTITRIPSINA EN MATERIA FECAL

El clearence fecal de alfa-1 AT plasmatica se lo utiliza para determinar la
pérdida proteica en la luz intestinal. Es un método muy util en el estudio de pacientes
con diarrea cronica, malabsorcion, hipoalbuminemia de causa no conocida, y para el
monitoreo de pacientes con una enteropatia perdedora de proteinas.

Muestra: materia fecal de 24 horas
Metodo: IDR
Técnica

La determinacion de alfa 1-Antitripsina se efectua por inmunodifusion radial.
Tanto el suero como la materia fecal se los conserva a —20 °C si no se los procesa
inmediatamente. Se realiza una dilucién 1/4 de materia fecal en solucién fisiologica
que se agita 60 minutos y se centrifuga a 1500 rpm durante 20 minutos. Se siembran 5
ul de suero fresco y en otro pocillo la solucién de materia fecal varias veces, que
deberan ser consideradas en el célculo final al igual que la dilucién inicial de materia
fecal.

El clearence de Alfa-1 AT se calcula multiplicando el peso diario de materia
fecal (g/dia) por la concentracion fecal de alfa 1-AT (mg/g) y dividiendo este producto
por la concentracion sérica de la proteina(mg/dl).

Clearence = mlsuero/dia = QxF x100
S

VALORES DE REFERENCIA:

Clearence intestinal de Alfa 1-AT = hasta 16 ml / dia
Alfa 1-AT en materia fecal: hasta 100 mg%
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TRABAJO PRACTICO N° 12

DETERMINACION DE TRIPSINA INMUNORREACTIVA (TIR)
EN PESQUISA NEONATAL

INTRODUCCION

La TIR es una prueba enzimo-inmunologica (ELISA) utilizada para el
diagnéstico precoz de Fibrosis Quistica (FQ) a partir de un programa de pesquisa,
rastreo o screening neonatal. La FQ es una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva que afecta la region gq31-32 del brazo corto del cromosoma 7 y produce la
disfuncion de la proteina reguladora de la conductancia transmembrana (CFTR)
afectando, por tanto, a las glandulas de secrecion externa del organismo, en forma
polifacética a distintos 6rganos, principalmente pancreas y pulmon, y al transporte
electrolitico debido a un bloqueo a nivel del canal del cloro produciendo una alteracién
en la composicién de las secreciones epiteliales (sudor salado).

La determinacion de TIR se basa en la medicion del tripsinbgeno
inmunorreactivo precursor pancreatico de la tripsina, cuya concentracion esta hasta 10
veces elevada en el recién nacido, respecto a los normales. La extraccion de la
muestra se hace mediante la técnica de Guthrie dentro de la primera semana de vida
(6ptimo: 24-72 horas de vida). El dafio pancreatico in-Utero lleva a la liberacion de
tripsina con niveles elevados en circulacién; sin embargo, debe destacarse que estos
niveles descienden pasados los dos meses del nacimiento.

OBJETIVOS

e Adquirir destreza y practicidad en la extraccion y manipuleo de la muestra para
screening neonatal (sangre del talon del bebé).

¢ Incentivar al alumno a la formacién de equipos diagnésticos interdisciplinarios
a fin de lograr la mejor cobertura del paciente, dado que a través del
diagnostico y tratamiento precoz se obtiene la recuperacién practicamente total
del mismo.

e Concientizar acerca de la necesidad del diagndstico precoz de los errores del
metabolismo desde el punto de vista social y econémico.

e Formar criterio clinico para informar los hallazgos bioquimicos mediante la
interrelacion de los conocimientos adquiridos y las técnicas de determinacién
seleccionadas.

Técnica

1. Cortar con sacabocados un circulo de 3mm (1/8”) de la mancha de sangre
contenida en la tarjeta de Guthrie y colocarlo en el correspondiente pocillo para
cada calibrador, control y desconocido.

2. Agregar 200 ul de buffer eluyente a cada celda.

3. Cubrir la placa, agitar a mano suavemente durante 30 seg, e incubar toda la
noche a temperatura ambiente.

4. Aspirar el contenido de los pocillos. Lavar tres veces con 200 6 300 ul de buffer
de lavado (diluido 10 veces con agua destilada), descartar el contenido con un
golpe rapido después de cada lavado.

5. Adicionar 100 ul de enzima-conjugado a cada pocillo.

6. Cubrir la placa, mezclar suavemente a mano durante 30 segundos, incubar 1
hora a °T ambiente.

7. Aspirar el contenido de los pocillos. Lavar tres veces con 200 6 300 ul de buffer
de lavado (diluido 10 veces con agua destilada), descartar el contenido con un
golpe rapido después de cada lavado.
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8. Agregar 100 ul de sustrato fresco a cada pocillo e incubar 15 minutos a °T
ambiente.

9. Agregar 100 ul de solucion de detencion (stopper) a cada pocillo, agitar 10
segundos a mano horizontalmente.

10. Leer la absorbancia a 450 nm y graficar en papel semilogaritmico (absorbancia
vs. Conc. en nm/ml). La reaccion es estable hasta un tiempo maximo de 60
minutos.

VALORES DE REFERENCIA

Neonatos (0-3 dias): hasta 204 ngr/ml.
Nivel de alerta (0-3 dias): mayor a 250 ngr/ml.
Adultos: 34-81 ngr/ml en ayunas.

SENSIBILIDAD DEL METODO*: menor a 5 ngr/ml.
*IMMUCHEN NEONATAL TRIPSINA- MW ELISA

TEST DEL SUDOR (Método de Gibson y Cooke)

El test del sudor es una técnica simple que se utiliza para el diagnéstico de
Fibrosis Quistica, patologia grave que también cursa con trastornos respiratorios.

Procedimiento

e Preparacién del Paciente

-El paciente debe concurrir al laboratorio bien hidratado, no en ayunas,
preferentemente con una comida liquida (desayuno o merienda).

-Debe llevar abrigo adicional para ponerse durante la realizacion de la prueba.

-Debe concurrir al Laboratorio con liquido para beber (agua, té, leche, café,
etc.) para favorecer la transpiracion.

e Preparacion del material

-Disponer de agua bi o tri destilada de buena calidad.

-Gasas cortadas de 10 x 10 cm (dobles o triples) y de 1 x 1 cm (dobles o
triples), bien lavadas con agua bi o tri destilada y secadas en estufa a 37°C (Las aguas
de lavado seran chequeadas con el reactivo para determinar cloruros).

-Frasquitos plasticos o de vidrio (vol. aprox. 10 ml) con tapas de cierre
hermético, lavados con agua bi o tri destilada.

-Bandas plasticas de 20 x 8 cm. lavadas con agua bi o tri destilada y secas.

-Guardar los materiales lavados en compartimientos individuales (tapers) y
deberan se manipulados con pinzas metalicas o de plastico (nunca con las manos).

e Equipo necesario

o Aparato de iontoforesis corporal, para realizar la estimulacion con
pilocarpina llegando hasta 4 -5 mA, con salidas (+) y (-).

o Placas de plomo de 3 x 3 cm con pestaina que permita “prender” las salidas
(+) y (-) (si no las tenés, mandalas a hacer con un plomero).

o Bandas de goma de 20 x 3 cm (para sostener las placas de plomo en el
antebrazo, como pulseras).

o Bureta de 2 ml calibrada al 0,01 ml para la titulacion de cloruros.

o Fotédmetro de llama para valoracion del sodio.

o Balanza de precision.
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e Reactivos necesarios

o Pilocarpina hidroclohidrica preferentemente de Sigma (64 mg%) preparada
en agua bidestilada.

o Solucién de Acido Sulfurico 0,02N (10,196 ml de Ac.Sulfurico y llevar a 100
ml con agua bidestilada.)

e Soluciones para la titulacion de cloruros

e (Método de Schales-Schales — Método de referencia para la valoracion de

cloruros)
o Preparar una solucion de patron de CINa 0,005N, a partir de una Solucién
Madre 0,5N.

o Solucion de (NO3),Hg 0,005N (0,8116 gr de (NOs),Hg disolver en unos ml
de agua bi o tri destilada y 3 ml de NOsH conc y luego llevar a 1 It).

o Solucién de Acido Nitrico 2 N (12,8 ml llevar a 100 ml con agua bi o tri
destilada).

o Solucién indicadora (S-difenilcarbazona) al 0,2% en alcohol comun.

e Procedimiento para la obtencion de la muestra

-Embeber un trozo de gasa limpio en la soluciéon de pilocarpina y aplicarlo en el
antebrazo del paciente (en la cara interna) en la zona préxima a la mano.

-Colocar sobre la gasa una plaquita de plomo (cuidar que no toque ninguna
porcién de piel, ni que el espesor de las gasas sea demasiado delgado para evitar
quemaduras).

-Conectar la placa de plomo a la salida positiva (cable rojo) del equipo de
iontoforesis.

-Proceder de forma similar con la solucion de Ac. Sulfurico, pero efectuando la
aplicacién unos centimetros mas arriba de la pilocarpina (en el mismo brazo),
conectando la placa al polo negativo (cable negro).

-Aplicar entre 4 y 5 mA durante cinco minutos, utilizando unos 45 segundos para
llegar a dicha intensidad de corriente y otros 45 segundos al final, para disminuir la
corriente.

-Una vez realizada la estimulacion con la solucion de pilocarpina, quitar las
terminales, placas de plomo, gasas, y lavar muy bien la zona estimulada, con
abundante agua bidestilada.

-Una vez lavada, secar muy bien con las gasas que fueron preparadas para tal fin
(libres de cloro y sodio).

-Pre-pesar un trocito de gasa limpio y seco (las de 1x1 cm) en uno de los frascos
de plastico.

-Luego colocar en la zona estimulada (ya limpia y seca) la gasa pre-pesada y
envolver con la banda de plastico y sellar con tela adhesiva (utilizar las de tela, no las
de papel).

-Dejar la gasa colocada por espacio de 45 minutos, lapso en el que el paciente,
dependiendo de la edad, debera mantener actividad fisica regular, caminar, subir y
bajar escaleras, etc., y tomar abundante cantidad de liquido. Se debe abrigar al
paciente durante este periodo.

-Una vez cumplido el tiempo de recoleccion del sudor, retirar la gasa con cuidado,
depositarla nuevamente en el frasco plastico y proceder a la pesada, para calcular la
cantidad de sudor recolectada.

Peso de la muestra de sudor = Peso final de la gasa en el frasco — Pre-pesada
del frasco con la gasa
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Volumenes recogidos adecuados: (equivalentes al peso)

Peso del sudor menores de 0,050g *
Peso del sudor entre 0,050 - 0,100g **
Peso del sudor superior a 0,100g "™

e Procedimiento para la titulacion de cloruros por el método de Schales- Schales

1) Titulacién de la solucién de (NO3).Hg con la Solucién patron de CINa (0,005N).
-En un frasquito perfectamente lavado con agua bi o tri destilada vy
perfectamente seco, colocar 1 ml de solucién patrén de CINa.
-Agregar 3 gotas de indicador (S-Difenilcarbazona) y 1 gota de Ac. Nitrico.
-Titular con la solucién de (NO3)2Hg gota a gota hasta viraje de la solucién a
color lilaceo claro, utilizando para ello la bureta de 2 ml.

Factor de correccion para la titulacion de cloruros con solucion de Nitrato mercurico
0,005N utilizando patrén de CINa 0,005N.

Factor = 1 ml x 0,005N
Vol. de (NO;).Hg gastados (ml)

2) Titulaciéon de cloruros en la muestra de sudor
-Diluir la muestra segun el peso del sudor:

¢ Peso del sudor de 0,05 — 0,150 g, diluir con 3 ml de agua bi o tri destilada.
e Peso del sudor > a 0,150 g, diluir con 5 ml de agua bi o tri destilada.

-Con una pipeta de 1 ml, lavada con agua bidestilada, homogeneizar bien el
agua agregada con la gasita que contiene la muestra de sudor, tomar 1 ml de

la dilucion y pasarlo a otro frasco de plastico lavado con agua bidestilada y
seco.

-Titular los cloruros de igual manera a como se trabajo con el patrén: a 1 ml de
la dilucion de sudor agregar 3 gotas de indicador, 1 gota de acido nitrico y
titular con NO3),Hg hasta viraje del indicador a color lila.

Calculo de la Concentracion de Cloruros en la Muestra

mEq Cl/I = (PSR +V H;0) .V (NO;),Hq . F (NOs),Hq . 1000
PSR

PSR = Peso del sudor recogido
V H,0 = Vol. de H,O agregada a la muestra
V (NO;);Hg = Vol. de Nitrato mercurico gastado en la titulacion
F (NO;),Hg = Factor de correccién del nitrato mercurico

* Descartar
** Muestra de regular cantidad
*** Muestra oOptima
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VALORES DE REFERENCIA de Cloruros en sudor

Patolégico: Valores > a 60 mEq /.

Sospechoso: Valores entre 50 — 60 mEq / |, repetir la determinacion; si se
confirma el valor, mantener el paciente en observacion como probable
fibroquistico. Realizar pruebas genéticas.

Normal. Valores < a 50 mEq/ .

Cuantificaciéon de Sodio: (Fotometria de llama)
Debido a las concentraciones muy bajas a dosar en la muestra de sudor, es
necesario preparar un patrén de sodio diferente al que se usa para el dosaje de sodio

en sangre.

Curva de Calibracién

Se debe preparar un patréon o una curva de calibracién con soluciones de
concentracién de 0,1 a 1 mEq /|, y se construye una curva de Concentraciones (mEq /
1) Vs. Lectura (%).

Del resto de la muestra diluida, que queda luego de la titulaciéon de cloruros,
tomar 0,25 y 0,5 ml y llevarlos a 1 ml con agua bidestilada a fin de obtener diluciones
de Y4y V2 respectivamente.

Leer en fotometro de llama, llevando a 0 con agua destilada y a 100 con el
patrén que corresponde a la concentracién de 1 mEqg/l. (Se recomienda medir antes,
dos puntos diferentes de la curva para redefinirla, cada vez que se efectia una
medicion).

Una vez leidas las dos diluciones de sudor, entrar a la curva y calcular la
concentracién; el valor hallado multiplicar por la dilucion efectuada (4 y 2). Promediar y
hacer los calculos de acuerdo con la dilucion inicial de la muestra (con 3 0 5 ml).

mEq. Na/l = |[Dil(4-2)].CC.(VHO +PM)
PM

CC = Concentracion obtenida de curva
V H,O = Vol. agua agregado
PM = Peso de muestra
-Promediar los valores de ambas diluciones.

VALORES DE REFERENCIA en Sodio

Patolégico: Valores > a 60 mEq/|

Sospechoso: Valores entre 50-60 mEeq/Il, repetir la determinacion, si se confirma
el valor, mantener al paciente en observacion como probable fibroquistico.
Realizar pruebas genéticas.

Normal: Valores < a 50 mEq/I.
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