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PRESENTACION

El desarrollo de la ciencia y la tecnologia van de la mano con el disefio y producciéon de
nuevos instrumentos, asi como la tecnologia de punta que cada dia producen mejores
resultados para el analisis clinico, toxicologico e industrial de diferentes tipos de muestras.
La informacion obtenida hoy en dia de la composicion de la materia ha sido posible gracias
a la aplicacion de un numero creciente de métodos analiticos fundamentados en

propiedades fisicoquimicas de la materia con gran precision, exactitud y sensibilidad.

Los profesionales de Bacteriologia, en el quehacer de su vida laboral, ya sea en el area
clinica o industrial, suministran informacion valiosa cualitativa o cuantitativa del andlisis de
muestras bioldgicas o no biolégicas, de manera que se hace imperativo para ellos adquirir
desde el principio de su carrera fundamentos tedricos —practicos de los diferentes métodos
analiticos instrumentales, sus aplicaciones en los diferentes campos de la quimica analitica
para resolver problemas relacionados con la composicion de la materia. Lo anterior le
permitira realizar opciones inteligentes dentro de las muchas formas posibles que tiene para
resolver un problema y, por ultimo, conocer las limitaciones de estos métodos en términos

de sensibilidad, precision y exactitud.

Andlisis Instrumental se convierte entonces en esa asignatura que le brinda a los futuros
Bacteriologos las bases tedricas y las habilidades practicas para un manejo racional y
eficiente de los diferentes instrumentos puestos a su disposicion, en el camino de la ardua
labor de identificar y determinar las proporciones de un analito que permitan tomar

dediciones en el campo del diagndstico clinico, toxicolégico e industrial.
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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

e Utilizar siempre los elementos de barrera de proteccién apropiados segun las
necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas y gafas etc. Nunca circular con ropa
de calle y/o cambiarse de ropa dentro del Laboratorio.

e Siempre respetar las sefalizaciones de Bioseguridad.

e Reportar siempre a su docente los accidentes ocurridos en el Laboratorio.

e Lavese las manos vigorosamente antes y después de efectuar un procedimiento.
e Los elementos corto punzantes como agujas, lancetas y otros, deben ser
desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el guardian).

e Si padece lesiones exudativas o dermatitis debe evitar el contacto con los
pacientes y con los equipos de trabajo, hasta que estas sanen.

e Utilice siempre dispositivos de pipeteo mecénico en el manejo de liquidos y
reactivos, nunca bucal.

e Absténgase de comer, beber o fumar en el laboratorio.

e Esresponsabilidad de cada estudiante el manejo del reactivo al que tenga acceso,
conozca todos los simbolos de riesgo para el manejo de las sustancias.

e En caso de derrames neutralice, desinfecte y luego limpie el derrame con un
material absorbente.

e Nunca debe esterilizar material limpio con contaminado.

e Utilizar adecuadamente los equipos y proporcionarles un mantenimiento
conveniente y permanente, si un equipo se contamina con una muestra biologica,
debera ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 7% y luego limpiarlo de
acuerdo con las especificaciones del fabricante.

e En caso de rompimiento de un tubo o derrame en la centrifuga apaguela
inmediatamente y espere treinta minutos antes de abrirla para evitar la formacion
de aerosoles.

e Al inicio y al final de una practica de laboratorio o después de salpicaduras con



-,
, CORPORACION UNIVER'EE.ITARIA

'l'lj-

Iz RAFAEL N UNEZ Guia de Andlisis Instrumental

sangre u otros liquidos corporales, las superficies de las mesas deberan ser
decontaminadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 7%.

e Todo material contaminado debera ser eliminado en bolsa roja.



-,
, CORPORACION UNIVER'EE.ITARIA

2l RAFAEL N UNEZ Guia de Andlisis Instrumental

PLAN DE TRABAJO

Previamente a la practica, lea los procedimientos que se va a realizar y prepare
todos los aspectos tedricos correspondientes, y los materiales y/o muestras
necesarios para la ejecuciéon de la misma.

Anote cuidadosamente sus resultados: el examen de la practica, no solo se
limitara a la informacion proporcionada por el manual o el docente sino
también de sus propias observaciones, investigacion y deducciones.
Asegurese que la superficie del mesén esté limpia y seca antes de comenzar la

practica.

En la mesa de trabajo solo debe estar el material necesario para la
realizacion de la practica. Debe estar limpio y ordenado

Asegurese de marcar adecuadamente las laminas, tubos, cajas y/o cultivos.
Practique varias veces el procedimiento y en caso de dudas preguntar a su
docente.

Anote y/o dibuje todo los fendmenos observados y los resultados obtenidos para
una mejor realizacion del informe de laboratorio.

Al terminar limpie la zona de trabajo descartando el material que no necesite.
Descarte los materiales usados en los sitios destinados para esto. No deje
material contaminado en las mesas de trabajo al finalizar la practica.

Siempre utilice todas las normas de bioseguridad.

(Co]
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MATERIALES PARA TODAS LAS CLASES

Lapiz de Cera o marcador cristalogréfico.
Colores

Guantes desechables.

Mascarilla o tapabocas.

Gafas de proteccion.

Toalla pequefia

Muestra solicitada.

Papel absorbente

© o N o gk~ w DN PRF

Guias de laboratorio previamente estudiadas.

10. Folder. Tema y # de la practica a desarrollar, objetivos, materiales,

procedimiento, resultados (Dibujos), conclusion personal y desarrollo de talleres.

11. lapiz, borrador, sacapuntas, calculadora.

10
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PRACTICA N° 1 INSTRUMENTOS OPTICOS
INTRODUCCION

Los instrumentos son dispositivos de medidas inventados por el hombre para obtener
informacion cuantitativa de la composicién de la materia, en un sentido mas amplio,
constituyen el puente entre el método y el operador para interpretar un fenémeno quimico,
fisico o fisico-quimico (denominado sefal analitica) que guarda estrecha relacién con la

proporcién del componente de interés a cuantificar(Concentracion).

Los primeros instrumentos espectroscopicos fueron disefiados para la region visible y, en
consecuencia, recibieron la denominacion de instrumentos Opticos, actualmente, se ha
extendido el significado de este termino de modo de incluir los instrumentos disefiados para
trabajar en las regiones ultra violeta y, visible del espectro electromagnético.

Como se ha dicho anteriormente, los métodos espectroscopicos se fundamentan en la
interaccion entre materia y energia, donde pueden ocurrir los fendmenos de Absorcion,
Emision o Dispersion de Energia. De acuerdo a lo anterior es l6gico pensar que existiran
diferencias en el disefio de los instrumento dependiendo del tipo de sefial analitica que
utilicen. En un sentido muy general se pueden sefialar cinco componentes béasicos de los

instrumentos Opticos independientes de si se utilizan en la regién visible.
Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Afianzar mediante la practica las bases tedricas de los instrumentos Opticos que
permitan una mejor comprension del funcionamiento y las diferentes aplicaciones de

estos dispositivos en el analisis instrumental.

11
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Identificar los componentes béasicos de los instrumentos Opticos.

= Conocer las funciones de cada componente en el instrumento.

= Conocer los diferentes materiales y disefios de elaboracion de los componentes
bésicos de los instrumentos Opticos dependiendo de la region del espectro
utilizada.

= Disefar un instrumento éptico.
1. PROCEDIMIENTO

Previa lectura de la guia se conforma grupos de cincos estudiantes y apoyado en un
instrumento (Fotometro) el docente identifica cada uno de partes basicas del mismo
resaltando la funcion de cada una, posteriormente se procede a representar mediante un

esquema y guiados por un orden logico un instrumentos optico.

IV.  TALLER

1.De acuerdo a lo realizado en la practica disefie un instrumento Optico.
2.¢Qué fuentes de energia se utilizan en la regién visible, ultra violeta?

3. ¢ Qué diferencias existen entre los filtros y los monocromadores?

4.¢Qué tipos de detectores se utilizan regién visible, ultra violeta?

5.¢Qué materiales se utilizan para construir las celdas en la regién visible, ultra

violeta?

12
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PRACTICA N°2 ABSORBANCIA VS CONCENTRACION

I. INTRODUCCION

La ley de Beer establece la relacidon entre la Absorbancia y la Concentracion de la especie
absorbente, en la practica cuando se trabaja en la region visible del espectro
electromagnético, lo que se mide es la absorcibn de energia por un cromdgeno,
entendiéndose por esto una sustancia capaz de desarrollar un color en solucion. Por esta
razén estos métodos también se le denominan métodos “Colorimétricas”, es decir medida
de color, se asume entonces que la intensidad del color formado es directamente
proporcional a la absorcién de energia y, esta a su vez, esta en relacion directa con la

concentracion de la especie absorbente (Cromégeno),

[I.LOBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Comprender mediante la practica el efecto de la concentracion sobre la absorcion de

energia en el analisis fotométrico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Demostrar la relacion que existe entre Absorbancia y Concentracion

Demostrar la relacion que existe entre la Absorbancia y la intensidad del color

[II.LREACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

Reactivo de Biuret

Solucion estandar de proteinas

Agua destilada

13
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Cincos Beaker pequefios
Diez tubos de ensayos

Pipetas autométicas

IV.PROCEDIMIENTO

4.1.

Preparar cinco soluciones de diferentes concentraciones a partir de la solucion
estandar de proteinas (8000mg/dl) aplicando la ecuacion V1C1 = V2C2.
Concentraciones 20 mg/dl, 40 mg/dl, 60 mg/dl, 80 mg/dl, 100 mg/dlI.

Rotular cinco tubos de ensayos, con las diferentes concentraciones a efectuar.
Pipetear en cada tubo 2000 ul del reactivo de Biuret.

Pipetear la solucion estandar segun la concentracion deseada.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

Leer la transmitancia de cada solucién a 578 nm de longitud de onda.
Convertir a absorbancia.

Construir tablade A, T, C.

V.TALLER

w0 N PRE

Investigar la desviacion quimica e instrumental a la ley de Beer.
Investigar el concepto de Blanco Reactivo.

¢, Como se aplica la ley de Beer para soluciones concentradas?

Realizar una gréafica de concentracion y absorbancia con los resultados obtenidos.

14
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PRACTICA N°3 ABSORBANCIA VS LONGITUD DE ONDA.

INTRODUCCION

La region visible del espectro electro magnético esta comprendida entre 400 — 700 nm,
siempre gue se va a realizar un analisis fotométrico es necesario especificar a qué longitud
de onda de la regién visible se va a hacer la lectura. De lo anterior surge las preguntas:
¢, Como seleccionar la longitud de onda correcta? ¢ Por qué se debe hacer la lectura a una
determinada longitud de onda?, Estas son preguntas que deben resolverse antes de iniciar
un andlisis fotométrico. Por lo general, se escoge como longitud de onda de trabajo aquella
en la cual la especie absorbente muestra la mayor absorcion de energia, a este valor se le
conoce como longitud de onda maxima, y hace referencia al valor en la cual se establece
la mejor interaccion entre materia y energia, de manera que el valor de absorbancia

obtenido es el mejor estimativo del valor de la concentracion esperada.

IILOBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Mediante la practica demostrar la importancia de seleccionar la longitud de onda
adecuada para la realizacion de analisis fotométricos, de manera que permita obtener la

mejor relacion entre absorcion de energia y concentracion de la especie absorbente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar el valor de longitud maxima para una especie absorbente dada.
o Analizar la importancia de seleccionar la longitud de onda maxima en el analisis
fotométrico

15
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.  REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

. Solucion reactiva de Acido Picrico.

. Solucion reactiva Biuret.

. Solucién reactiva verde de malaquita.
. Solucion reactiva fucsina.

. Tubos de Ensayos.

. Pipetas Automaticas.

. Gradillas.

IV.  PROCEDIMIENTO

. Dejar atemperar los reactivos a la temperatura ambiente.

. Ajustar el instrumento a 100% de transmitancia o 0.00 de Absorbancia con agua
destilada.

. Colocar las soluciones de color en la celda de trabajo en la celda de trabajo.

. Determinar el valor de Absorbancia a 400, 450, 500, 550, 600,650 y 700 nm de
longitud de onda de cada una de las soluciones en el fotbmetro.

. Tabular los resultados obtenidos (longitud de onda, transmitancia, absorbancia).

. Graficar Absorbancia vs longitud de onda.

. Determinar el valor de la longitud de onda méxima de cada una de las soluciones
reactivas.

V. TALLER

1. ¢Qué conclusiones puedes deducir de la practica?
2.Explicar cuales son las consecuencias de no seleccionar correctamente
longitud de onda adecuada en un analisis fotométrico.

3. Investigar para soluciones de color azul, verde y rojo cuales son los valores de

la

1€
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longitud de onda apropiados.
4. Cual es el significado del concepto nandémetro?

5. Establezca una relacién entre color, absorbancia y longitud de onda.

17
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PRACTICA N°4 CUANTIFICACION DE GLUCOSA SERICAS POR FOTOMETRIA VISIBLE

. INTRODUCCION
Las medidas fotométricas representan la fase final de la mayoria de las determinaciones
cuantitativas que se efectian en quimica analitica. Hay numerosas razones que justifican
esta preponderancia de la fotometria; las mas importantes de ellas son la rapidez y facilidad
de las medidas, su adecuada especificidad y sensibilidad, la existencia en el mercado de
instrumentos que, con precio relativamente bajo, dan una exactitud y precisién adecuaday,
por ultimo, la facilidad con que las determinaciones fotométricas se adaptan a la

automatizacion.

II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Afianzar mediante la préctica los conceptos teoricos de la fotometria visible discutidos
en clase como método analitico Gtil en la cuantificacion de muchas sustancias quimicas

en el laboratorio clinico e industrial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar la absorbancia de la solucion estandar.
. Determinar la absorbancia de la muestra problema.
. Aplicar la ley de Beer para el célculo de la concentracion de glucosa de la
muestra.
IILMETODO

Colorimétrico de Punto final.

18
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IV.FUNDAMENTO
La glucosa presente en la muestra original, segun las reacciones acopladas descritas a

continuacion, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria.

glucosa oxidasa

Glucosa+% 0:+H0 — 5 Gluconico + HaOs

peroxidasa
2 Hz0z +4 — Aminoantipirina + Fenol ————  Quinonaimina + 4 Hx0

V.REACTIVOS Y MATERIALES
e Reactivo de Glucosa.

Estandar de Glucosa.

Tubos de ensayos.

Pipetas autométicas de 1000 ul, 10 ul.

Gradillas.

Papel absorbente.

VI. MUESTRA

e Suero humano obtenido por venopunciéon normal y centrifugacion de la sangre.

VIl.  PROCEDIMIENTO

o Atemperar los reactivos a la temperatura de trabajo.

o Rotule tres (3) tubos de ensayos como estandar, muestra y blanco para cada
prueba.

o Pipetear 1000 ul de solucion reactiva en cada tubo de ensayo.

o Adicione 10 ul de estandar, muestra (suero humano), en su respectivo tubo.

o Incubar 10 min. a temperatura ambiente.

o Leer la absorbancia del estandar, muestra y blanco a 500 +-20 nm.

o Calcular la concentracion de glucosa de la muestra.
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VIIl. TALLER
1. ¢, Qué otras sustancias se pueden cuantificar por fotometria visible? ¢Qué funcién
cumple el blanco reactivo en el analisis?
¢, Qué se entiende por métodos colorimétricos de punto final?

¢ Cudl es la utilidad clinica de la cuantificacion de glucosa?

2C
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PRACTICA N2 5 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA FOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

. INTRODUCCION

La fotometria ultra violeta es un método analitico que se fundamenta en la absorcion de
energia en la region del espectro electromagnético comprendido entre los 300 a 380 nm de
longitud de onda, a diferencia de la region visible, este tipo de energia no es perceptible por
el ojo humano. La fotometria ultra violeta es de vital importancia para el laboratorio clinico
en la cuantificacion de la actividad enzimética, lo cual a su vez, es de gran utilidad para los
profesionales de la salud, ya que contribuye de forma significativa a la prevencion,
diagndstico y tratamiento de muchas enfermedades.

Es posible seguir el curso de una reaccidén enzimatica en la region ultra violeta midiendo
la velocidad de formacion o desaparicién de las coenzimas NAD*/NADH, NADP*/NADPH.
Las coenzimas que participan en las reacciones de oOxido-reduccién, pueden sufrir
cambios de estado en el curso de la reaccién, es decir, pueden pasar del estado oxidado al

estado reducido o en sentido contrario.
[I. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Afianzar las bases teoricas de la fotometria ultra violeta estudiadas en clase y visualizar

su campo de aplicacion en el area clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Determinar actividad enzimatica en suero humano.
= Calcular los cambios de absorbancia por minuto de la reaccién enzimatica.
= Graficar la absorbancia en funcion del tiempo.

= Determinar el tipo de reaccién segun los cambios de absorbancia.

I1.METODO

21
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. Cinético delta con factor.

V. FUNDAMENTO

La actividad enzimatica esta en relacién directa con la velocidad de formacion o
desaparicion de los cofactores enzimaticos reducidos, dependiendo de si la reaccién es
creciente o decreciente. Los cambios de absorbancia se miden en la region ultravioleta a
340 nm, los cuales al ser multiplicado por un factor proporciona la actividad enzimatica de

la muestra.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

» Kit de reactivos comerciales para cuantificar la actividad enzimatica.
= Tubos de ensayo.

=  Gradillas.

» Pipetas automaticas.

= CronOémetros.

» Bafio seroldgico.

= Centrifuga.

= Fotémetro.

VI. MUESTRA

= Suero humano obtenido por venopunciéon normal y centrifugacion de la sangre.

VIl.  PROCEDIMIENTO

. Pipetear la solucion reactiva y muestra segun protocolo establecido por la

casa comercial (Bayer, Human, Biosystem).

22
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) Incubar dos minutos a 37°C en un bafio seroldgico.

) Leer la absorbancia a 1, 2 y 3 minutos.

. Calcular el cambio de absorbancia por minuto y multiplicarlo por el factor de
calculo, segun la casa comercial para expresar la actividad enzimatica en

UI/L o Kat/L

VIll.  TALLER

1.Investiga los conceptos de enzima, cofactores enzimaticos, actividad enzimética.

2.Realiza una gréafica de absorbancia Vs tiempo.
3.¢,Qué otras sustancias pueden ser cuantificadas en el laboratorio clinico por

fotometria ultra violeta?
4.Elabora una matriz de comparacion y contraste entre la fotometria visible y ultra

violeta.

23
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PRACTICA N° 6 DETERMINACION TURBIDIMETRICA DE PROTEINAS EN ORINA

. INTRODUCCION

Por su versatilidad, sencillez y aplicacion los métodos turbidimetricos son de gran aplicacion
en el laboratorio clinicos en la cuantificacion de un gran numero de sustancias. La
turbidimetria relaciona el grado de turbidez de precipitados insolubles con la concentraciéon
de la sustancia. Es importante controlar variable como el tamafio de las particulas, las
proporciones de los reactivos, la reproducibilidad de las suspensiones, a fin de obtener los
mejores resultados analiticos.

Las pruebas clésicas para detectar proteinas en la orina implican la precipitacion de las
mismas quimicamente o por calentamiento. El precipitado incluye todos los tipos de
proteinas con una sensibilidad de 1 a 10 mg/dl, siendo la cantidad de precipitado bastante
proporcional a la cantidad de proteinas existentes en la muestra.

Una excrecién proteica en orina de 24 horas superior a 150 mg/dl al dia, casi siempre es
significativa. La proteina mas frecuente es la albumina. La albuminuria indica,
frecuentemente, una permeabilidad glomerular anormal debida a enfermedad glomerular
intrinseca o a modificaciones en la presion sanguinea, como hipertension y anormalidades

de las venas sanguineas.

I. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Afianzar los conceptos teoricos de las técnicas turbidimetricos como
procedimientos analiticos utiles en la cuantificacion biomoléculas vy

metabolitos en el laboratorio.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Cuantificar proteinas en orina utilizando mediante turbidimetria.

» Analizar las variables que afectan a la turbidimetria.

= Visualizar la aplicacidon practica de la turbidimetria en analisis cuantitativo.

I1.METODO

. Punto final-Multiestandar (Curva de Calibracién) con blanco reactivo.

IV.  FUNDAMENTO
Las proteinas son precipitadas por el acido sulfosalicilico, y el grado de turbidez es

directamente proporcional a la concentracién de proteinas de la muestra.

V.REACTIVOS , MATERIALES Y EQUIPOS

= Acido sulfosalicilico al 3 %

= Solucion salina al 0.9%

= Estandar de proteinas de 8000 mg/dl.
= Tubos de ensayo.

» Pipetas automaticas.

» Pipetas graduadas de 5y 10 cc

=  Gradillas.

=  Fotometro.

VI. MUESTRA

e Orina de 24 horas.
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VIl.  PROCEDIMIENTO
» Partiendo de la solucion estandar de 8000 mg/dl, prepara una serie de estdndares
de concentraciones: 20,40, 60, 80, 160 y 320 mg/dl, para construir una curva de

calibracion.

= Utilizando tubos de ensayo limpios pipetear segun el siguiente esquema.

ESTANDARES MUESTRA |BLANCO
Acido 2000 ul 2000 ul 2000ul
sulfosalicilico
Diluciones 500 ul
Muestra 500 ul
Agua 500 ul
destilada

. Mezclar e incubar a temperatura ambiente por cinco minutos.

. Leer la absorbancia de la muestra y calibradores a 340 nm de longitud de onda.

o Construir una curva de calibracién graficando Absorbancia vs. Concentracion de los
calibradores utilizados en el ensayo, sobre papel milimetrado. Representar la
absorbancia muestra en el eje de las absorbancias y determinarla concentracién

muestra en el eje de las concentraciones.

VIIl.  TALLER.

1. Elabora una matriz de comparacion y contraste entre la turbidimetria y la
fotometria ultra violeta.
2. ¢Qué es la Nefelometria y en qué se diferencia de la turbidimetria?

3. ¢Qué cuidados debemos tener al trabajar con técnicas turbidimetricas?
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P
4. Investiga la utilidad clinica de cuantificacién de proteinas en orina
5. Se remite al laboratorio clinico una muestra de orina de 24 horas para cuantificar
el contenido de proteinas, el volumen total de orina es de 2.700 ml, el bacteriélogo
mediante un analisis cualitativo observa que el contenido de proteinas es alto, por
lo cual decide hacer una dilucion tomando una alicuota de orina y diluyendo con
950 ul de S.S. hasta un volumen final de 1000 ul, se procesa la dilucion junto con
cinco calibradores de proteinas utilizando el procedimiento turbidimetrico del acido
sulfosalicilico a 340 nm de longitud de onda lo cual arrojo los siguientes resultados
para los calibradores:
C (mg %) A
10 0.025
20 0.55
40 0.80
80 1.50
160 2.70
. Si la absorbancia muestra, Am =0 .75, construir una curva de calibracion y calcular

el contenido de proteinas en la orina de 24 horas.
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PRACTICA N°7 CUANTIFICACION DE HORMONAS POR ENZIMOINMUNOANALISIS (E.I.A)
. INTRODUCCION

Las hormonas o mensajeros quimicos como también se les llama son las principales
responsables de regular el metabolismo del organismo, son las responsables de la
vias metabdlicas.

activacion e inactivacion de las diferentes enzimas encargadas de realizar las diferentes

hormonales. El

Los desérdenes hormonales ocasionan un gran numero de procesos patolégicos que incluso
una tarea importante que realiza el bacteriélogo en el laboratorio clinico, como ayuda

pueden ocasionar la muerte de la persona sino se corrige a tiempo. Cuantificar hormonas es

diagndstica y tratamiento de las diferentes patologias ocasionadas por trastornos
Il. OBJETIVOS

Enzimoinmunoanalisis es un tipo de Inmunoanalisis con marcador
ampliamente utilizado en los laboratorios clinicos para cuantificar hormonas.

OBJETIVO GENERAL

Afianzar mediante la practica las bases tedricas de los métodos inmunoanaliticos discutidos

en clases como herramienta analiticas que proporcionan informacion cualitativa y
OBJETIVOS ESPECIFICOS

cuantitativa de la composicién de la materia de gran utilidad en el laboratorio clinico

Identificar cada componente de un sistema enzimoinmunoanalitico.

Conocer cada una de las funciones de los reactivos en un Enzimoinmunoanalisis.
Cuantificar hormonas por Enzimoinmunoanadlisis.
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e Visualizar la importancia clinica de los métodos inmunoanaliticos.

II.METODO

e Enzimo Inmunoanalisis no competitivo o tipo sandwich, Multiestandar.

V. FUNDAMENTO
Los antigenos (sustancia a cuantificar) presente en la muestra reacciona con anticuerpos
inmovilizados dirigidos contra el antigeno y anticuerpos marcados con la enzima
peroxidasa, formando una especie de sandwich, la actividad de la enzima mide
fotométricamente a 420 nm de longitud de onda y es directamente proporcional a la

concentracion del antigeno.

V. REACTIVO, MATERIALES Y EQUIPOS
e Calibradores: quimicamente son soluciones de concentraciones conocidas del
analito de interés a cuantificar, utilizados para construir la curva de calibracion

y calcular la concertacion de la muestra problema.

e Micro vasos (Microwell): contienen en su interior anticuerpo inmovilizados
dirigidos contra la sustancia de interés a analizar, en ellos se realiza toda la
marcha analitica, ademas, cumplen la funcién de celda para que sé de la

interaccidn entre materia y energia, constituye la fase solida del Inmunoanalisis.

e Un anticuerpo o un antigeno marcado con una enzima: cuya funcién es
hacer evidente la reaccion antigeno-anticuerpo, cuantificando actividad

enzimatica en la region ultra violeta o visible.

e Una solucién sustrato: Necesaria para que la enzima pueda expresar su

actividad catalitica ya sea en la region visible o ultra violeta.
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e Solucion de parada: generalmente es una solucion de acidos minerales
diluidos utilizada para detener la actividad enzimatica en un momento dado y

poder realizar las lecturas de absorbancia o concentracion.

e Papel semilogaritmico: utilizado para construir la curva de calibracion
graficando absorbancia contra concentracion en un plano de ejes
coordinados(X,Y)

e Gradillas para micropozos.

e Pipetas de 5 — 50 ul.

e Papel absorbente.

e Frasco lavador.
e Cronometro.

e Lector de micro Elisa.

V. PROCEDIMIENTO
Las casas comerciales que producen y distribuyen reactivos para Inmunoanalisis
establecen sus protocolos analiticos teniendo en cuenta todas las variables que pueden
afectar estas técnicas como temperatura, pH, sustratos, tiempos de incubacion, ciclos de
lavados, etc. El analista debe leer cuidadosamente las instrucciones y recomendaciones

antes de proceder a ejecutar el Inmunoanalisis.
VI.TALLER

Representa un Inmunoanalisis competitivo y no competitivo
¢, Qué son anticuerpos monoclonales y policlonales?
¢,Qué enzimas se utilizan como marcadores?

¢, Qué son Inmunoanalisis heterogéneos y homogéneos?

a k~ 0 NP

¢, Qué radioisotopos se utilizan como marcadores?
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¢, Qué ventajas representa utilizar anticuerpos monoclonales en Inmunoanalisis?
¢ Qué significa el concepto Microelisa?

¢ Cuéles son las caracteristicas de la reaccion antigeno-anticuerpo?

© © N o

Realiza un mapa conceptual utilizando las bases teéricas de Inmunoanalisis.

PRACTICA N2 8 CUANTIFICACION DE ELECTROLITOS POR POTENCIOMETRIA.

. INTRODUCCION
La Potenciometria es una técnica electroquimica, utilizada para determinar la concentracion
de una especie electro activo en una disolucion, método analitico electroquimico basado en
la medida de la diferencia de potencial entre electrodos sumergidos en una solucién, siendo
el potencial de uno de los electrodos funcion de la concentracion de determinados iones
presentes en la solucion. La medida de los potenciales de electrodo permite obtener de
forma directa la concentracion de una sustancia o seguir su evolucion a lo largo de una

reaccion quimica.

Una valoracién Potenciometria es una valoracién basada en la medida del potencial de un

electrodo indicador adecuado en funcién del volumen de un “valorante”.

La Potenciometria es una técnica de andlisis que ha sido aplicada en diferentes areas de
analisis, se caracteriza por ser un método mas preciso y exacto que el utilizado en
valoraciones donde intervienen soluciones indicadoras ya que, por la variabilidad al
identificar ciertos “colores” o la naturaleza de la muestra, pudieran obtenerse resultados con

mas desviacion, o bien, algun resultado fuera del real.

Los electrodos que se utilizan para realizar esta técnica han sido desarrollados para mejorar
su aplicacion y hacer de éste, un método de analisis mas preciso, selectivo y que

proporcione datos exactos.

Considerado un método facil, rapido, versatil y, muy econémico y una técnica sencilla de

realizar.
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Afianzar mediante la préactica los conceptos teéricos de la Potenciometria como
procedimiento analitico Gtil en la cuantificacion de un gran niumero de sustancias

guimicas de gran valor diagnostico en el laboratorio clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar cada componente del instrumento a utilizar.

. Determinacion cuantitativa de iones: potasio (K), sodio (Na), cloruro (Cl), calcio(Ca)
y pH ionizados, en suero.

l1l. METODO

Potenciometria.

V. FUNDAMENTO

Los analizadores de electrélito HumalLyte Plus 3 son instrumentos analiticos automaticos,
controlados por microprocesadores, que emplean la tecnologia ISE (electrodo selectivo de
iones) para efectuar mediciones destinadas a diagndésticos in vitro sobre los niveles de

potasio (K), sodio (Na), cloruro (Cl), calcio (Ca) y pH ionizados, en el suero, el plasmay la
sangre total.

V.REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS
=  Solucion QC de 100ml.
=  Acondicionador de Na de 100ml.

= Solucion limpieza de 100 ml.
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Gradillas.

Tubos de ensayo.

Papel absorbente.

HumaLyte Plus®

VI. MUESTRA

= Suero, plasma y/o sangre total.

VIl. TALLER.
¢ ¢Indigue las aplicaciones del método de Potenciometria?
¢ ¢ Qué sustancias pueden ser medidas por Potenciometria en el laboratorio?
¢ ¢ Disefia un instrumento potenciometro?

¢ ; Cual es la utilidad clinica de la cuantificacion de los iones determinados en la

practica?

33



.:-—_—-n-‘,,‘,?

o —
‘A% ‘!3.;-. CORPORACION UNIVER.S_ITARIA

5 RAFAEL N UNEZ Guia de Andlisis Instrumental

PRACTICA N2 9 CUANTIFICACION DE INMUNOGLOBULINAS POR ANALISIS DE
INMUNOPRECIPITACION.

l.  INTRODUCCION
Este tipo de Inmunoanalisis se fundamentan en la reaccibn antigeno — anticuerpo
secundaria, la evidencia de la reaccion es la formacion de un inmunoprecipitado que puede
indicar la presencia o ausencia de un antigeno o un anticuerpo, también se aprovecha la
formacion del precipitado para cuantificar sustancias por diversos procedimientos analiticos.
La sensibilidad de estos Inmunoanalisis es inferior a los de tipo de reaccion primaria y, en
general, se utilizan para cuantificar sustancias del orden de los miligramos obteniéndose
resultados fiables y exactos en la cuantificacion de inmunoglobulinas y proteinas del

complemento, etc.

Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Afianzar mediante la préactica los conceptos teéricos del Inmunoanalisis de
precipitacion como procedimientos analiticos U(tiles en la identificacion vy
cuantificacion de un gran numero de sustancias quimicas de gran valor diagndstico

en el laboratorio clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Visualizar la formacion de un inmunoprecipitado por una reaccion antigeno-
anticuerpo.

¢ Relacionar la formacion del precipitado con la concentracion de sustancia
problema.

¢ Cuantificar inmunoglobulinas por turbidimetria.
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I1.METODO

e Turbidimetrico, Multiestandar con blanco reactivo.

IV.FUNDAMENTO

El antigeno y el anticuerpo soluble son invisibles en un medio liquido cuando reaccionan
entre si, las moléculas del complejo antigeno-anticuerpo se entrelazan formando un
complejo tridimensional insoluble y visible, estos precipitados dan lugar a una turbidez que
estd en estrecha relaciéon con la concentracion de la muestra. La turbidez se mide
fotométricamente a una longitud de onda de 340 nm. Con las absorbancias obtenidas en el
analisis de una serie de calibradores se construye una curva de calibracion, de la cual se

deriva la concentracion de la muestra.

V.REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

= Anticuerpos anti Inmunoglobulinas ( A; G; M; E; D) de cabra.
= Calibradores.

» Gradillas para tubos de ensayos.

* Tubos de ensayos.

» Pipetas de 5 — 50 ul

» Pipetas de 200 — 1000 ul

= Cronémetros.

Fotometro.

VI. MUESTRA

= Suero o plasma.
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VII.

PROCEDIMIENTO

e Las casas comerciales productoras de reactivos para el laboratorio clinico incorporan

sus protocolos analiticos en el kit de reactivos, el analista antes de proceder a realizar

el analisis debe leerlo detenidamente

e Construir una curva de calibracion graficando Absorbancia vs. Concentracion de los

VIII.

calibradores utilizados en el ensayo sobre papel milimetrado o semilogaritmico,
representar la absorbancia muestra en el eje de las absorbancias y calcular la

concentracion muestra en el eje de las concentraciones.

TALLER.

1. ¢Cual es la utilidad clinica de la cuantificacion de inmunoglobulinas?

2. ¢Como afecta la proporcibn de los reactantes los andlisis de
inmunoprecipitacion?

3. ¢ Qué se entiende por inmuondifusion radial (IDR)?

4. Realiza una matriz de comparacion y contraste entre Enzimoinmunoanalisis y

analisis de inmunoprecipitacion.
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PRACTICA N2 10. ANALISIS Y PROGRAMACION DE TECNICAS: PUNTO FINAL, CINETICAS.

INTRODUCCION

El andlisis e interpretacion critica de los procedimientos de medida es un paso fundamental
para una programacion adecuada de los instrumentos 6pticos a fin de obtener mejores
resultados en cuanto a rapidez, precision, sensibilidad y exactitud de los resultados al

tiempo que se facilita en gran medida el trabajo de laboratorio.

Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

e Analizar y programar las técnicas  analiticas en quimica Clinica que permitan

una correcta programacion de los instrumentos semiautomaticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Interpretar cada una de los componentes de una técnica analitica.

e Explicar los fundamentos analiticos que permiten la cuantificacién de sustancias.

1. PROCEDIMEINTO
En este apartado el estudiante debe leer, comprender y analizar los fundamentos y aspectos
técnicos a programar dependiendo del procedimiento de medida seleccionado por el
docente. Es importante que el estudiante realice una lectura autorregulada del inserto

haciendo énfasis en cada uno de los componentes que hacen parte del mismo.
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TALLER

1. A partir de la lectura autorregulada del inserto, disefie una representacion gréfica
creativa y personal donde demuestre su comprension sobre el fundamento

tedrico.

2. Interprete el esquema de pipeteo sefialado en el inserto anexo, mediante la
elaboracién de un diagrama de flujo del procedimiento que usted llevaria a cabo

para la cuantificacion del analito seleccionado.

3. Mediante un ejemplo hipotético ilustre las consecuencias de no programar

correctamente las técnicas analiticas.
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