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Justificacion

La carrera de Diplomado en Laboratorio Clinico posee un gran componente que es de
ente practico. La mayor parte del interés se destina a que el estudiante sea capaz de
comprender y realizar las técnicas de laboratorio necesarias en el quehacer diario de
sulabor.

De igual manera, muchos de los cursos que pertenecen al Plan de Estudios tienen un
componente practico importante. De tal forma, se torna imprescindible la necesidad
de un manual que explique las técnicas, asi como que estandarice los conocinaent
gue seran recibidos por los estudiantes, lo cual se pretende proveer con el presente
documento.

Objetivo General

Proveer un documento el cual exponga los contenidos a exponer durante las sesiones
de laboratorio de todos los cursos de la carrera de Dggmado en Laboratorio Clinico.

Objetivos especificos

1 Guiar a los profesores sobre las tematicas a abordar durante las
sesiones de laboratorio.

1 Estandarizar las practicas realizadas por todos los estudiantes durante
la carrera, independientemente del doente a cargo.

1 Proveer al estudiante de un material que le sirva como guia durante el
desarrollo en las préacticas y en su futura vida laboral.
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Nombre del Curso: Instrumentacion Clinica

Competencias:

1. Identifica y reconoce la instrumentacion vinculada a la realizacion de procedimientos
en el laboratorio clinico.

2. Describe y analiza los procedimientos de manejo de desechos sélidos entre otras
normas de bioseguridad

Tema 1: Uso de equipo bésico de laboratorio

Objetivo especifico: Reconocer el equipo basico que se utiliza en el laboratorio, asi
como el correcto uso del mismo.

Descripcion:

En la actualidad, el &mbito de la Microbiologia y la Quimi€dinica se caracteriza por su alto
potencial tecnolégico. Unayran mayoria de los exdmenes que se realizan de rutina e incluso
examenes especializados se encuentran automatizados. Sin embargo, todo laboratorio debe
poseer siempre materiales y equipo para realizar las pruebas de forma manual, dado a un
desperfecto delequipo 0 a que no se cuente con uno. En algunos casos incluso, se requeriran
etapas de tratamiento de las muestras previas a ser procesadas por un equipo automatizado,
sin mencionar que hay muchas practicas que, por su naturaleza, se realizan de manera
edgrictamente manual.

Por lo tanto, el conocimiento del uso y manipulacién correctos de la cristaleria basica en un
laboratorio son fundamentales para cualquier persona que se desempefie en esta area.
Técnicas como la medicién de volumenes, aforado de equipalumétrico, tarar las balanzas
granatarias, evitar errores de paralaje, entre otrogletermina un buenejercicio dela practica

en laboratorio, asegurando asi resultados fidedignos y de utilidad para la intervencion
oportuna de los pacientes.

Dentro de lacristaleria principal con que se cuenta en un laboratorio estan:

Beaker: Recipientes para contener volimenes medianos o altos de liquidos, su exactitud es
bastante baja. Se utiliza cuando se pueden utilizar cantidades aproximadas del liquido a
contener.

Erlenmeyer : También se utiliza para contener volimenes medianos o altos de liquidos en

volumenes aproximados. Ademas, posee la ventaja de que disminuye la pérdida de liquido
por evaporacion al calentarlos, ademas de proveer una estructura que facilita la

manipulacion de sustancias calientes.



Probeta: Es un equipo alargado, cilindrico, que permite medir volimenes con una exactitud
mayor que un beaker o un Erlenmeyer. Existen desde capaces de medir pocos mililitros hasta
algunos litros. Suelen venir graduadog los mas utilizados son los pequefios.

Balones aforados : Son balones con un cuello delgado alargado con una marca con el nivel de
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concentracion conocida (estandares) @ modo que se agrega el soluto de interés y luego se

disuelve hasta alcanzar el nivel de aforo.

Pisetas: Suelen ser de plastico. Se utilizan para verter liquido en pequefias cantidades de
manera controlada mediante presion.

Tubos de ensayo: Son tubos pequeds, de vidrio o plastico que se utilizan para contener
voliumenes pequefios o para realizar reacciones. Sus usos varian grandemente segun la
disciplina en la que se utilicen.

Materiales

Erlenmeyer Balanza granataria
Beakers Pipetas

Balones aforados Peras

Probetas Tubos de ensayo
Pisetas

Procedimiento

Observacion
1- Observelos implementos de laboratorio que se encugran en exposicion y realice
los dibujos y anotaciones que consideren importantes.

Uso de la pipeta

1- Tomeuna pipeta y la llenehasta un nivel intermedio
2- Observedesde varias alturas para notar el error de paralaje
3- Luego procedha verter un volumen de la manera como se describe a continuacion:

a. Vacieel globo de la pera presionando la boquilla superior

b. Coloquela pera en la pipeta

c. Cologquela pipeta dentro del agua y séene por encima de su capacidad
maxima, presionando la boquilla inferior de la pera

d. Saque la pipeta del agua gfore (llevar hasta el 0 ) presionando la boquilla
lateral de la pera

e. Recuerdeque el volumen correcto se mide en la parte inferior del menisco



g. Sequecuidadosamente la punta de la pipeta para eliminar residuos externos,
sin tocar el liquido en la parte interna

h. Vierta el volumen indicado en un tubo de ensayo, teniendo cuidado nuevanie
en la posicién del menisco

Flebotomia

1- Para todo el proceso requerird: 1 simulador de brazo, 1 torniquete, 2
algodones, alcohol, 1 aguja, 1 adaptador, 2 tubos

2- Tome el brazo y coloque el torniquete fuertemente en la parte superior del
mismo

3- Palpe lavena que va a punzar

4- Humedezca un algoddén con alcohol al 70% y limpie el area de puncion en
espiral hacia afuera

5- Permita que el alcohol seque

6- Coloque la aguja en el lado afuera del adaptador y un tubo en la parte interna
del mismo

7- Sin volver a palpar, redte la puncién de la vena en un movimiento recto,
rapido y seguro

8- Sostenga firmemente el adaptador y presione el tubo para que inicie el vacio y
obtenga la muestra

9- Una vez lleno el tubo, retirelo apoyando el pulgar en el adaptador y coloque
otro tubo

10-Una ez finalizado, retire el tubo, retire el torniquete y coloque un algodén
seco sobre el sitio de puncién

11-Presionando suavemente el algoddn, retire la aguja rapidamente y en un solo
movimiento

Uso de la Autoclave

1- Revise que el nivel de agua sea el aprog@a

2- Cerciorese que la vélvula de purga y la valvula de seguridad estén cerradas

3- Ponga el material en la camara de autoclavado

4- Cierre de forma hermética girando la manija sin dejar excesivamente tallado

5- Verifique los 15 minutos del autoclavado en dimer

6- Ponga la autoclave en modgsterilizar

7- Encienda el equipo y presione el boton dSTART

8- Una vez terminado el proceso, el equipo sonara

9- Apague el equipo y espere la descompresion total en el manémetro (indicador de
presion)

10- Abra la autoclaveutilizando guant esy se guarda el material listo para su uso



Tema 2: Acido 7 Base
Objetivo especifico:

Reconocer las caracteristicas de las soluciones acidas, basicas y buffers y el uso del
papel tornasol para la identificacion de las mismas.

Descripcion:

Los sisemas acidaz base son esenciales en cualquier sistema viviente. De elilependera la
funcionalidad de sus macromoléculas y la actividad de sus enzimas.

Estos se pueden encontrar en equilibrio en los seres vivos, mediante sistemas
amortiguadores o buffer, con lo que se favorece la estabilidad del pH en las disoluciones y se
contrarrestan pequefas perturbaciones en el mismo, mientras la concentracion de acido o
base externa se encuentre por debajo de la capacidad de amortiguamiento del buffer.

Una vez supeado ese limite, el pH variara bruscamente, pues las capacidades del buffer ya
han sido superadas.

En los seres humanos el mejor y mas importante buffer esta constituido por la sangre. En la
misma se encuentra un sistema de carbonatos que configpeopiedades amortiguadoras a
este tejido, lo cual es imprescindible, pues pequefias variaciones en el pH de la sangre puede
causar desde malestares hasta coma e incluso, la muerte.

Materiales

Beakers Papeltornasol
HCI Pipetas
NaOH Peras
Fenolftaleina Agitadores

Acido Acético

Procedimiento
Uso de papel tornasol

1- Tome con cuidado una tira de papel tornasol azul

2- Sumerja con cuidado una parte en la solucion acida
3- Observe los cambios de color

4- Tome con cuidado una tira de papel tornasol jo

5- Sumerja con cuidado una parte en la solucién alcalina
6- Observe los cambios de color

Buffers

1- Prepare tres beakers de la siguiente manera:



100 mL de agua
99 mL de aguay 1 mL de HCI
95 mL de agua y 5mL de &cido acético

2- Agregue 3 gotas de fenolftaleina @ada beaker

3- Gota a gota y agitando, proceda a agregar NaOH a cada beaker hasta que vire el
indicador

4- Cuente las gotas gque se requieren en cada caso para que ocurra el viraje
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Nombre del Curso: Microbiologia |

Competencias:

1. Conoce y aplica los conocimientos basicos de la microbiologia, bacteriologia,
micologia, virologia, parasitologiapreparaciénde reactivos clinicos y asistencia en
los métodos de laboratorio quedesarrolla el Microbidlogo demostrando una alta
comprension integral del fenémeno de la Salud permitiendo desarrollar con esto, un
alto sentido de la ética profesional.

Tema 1: Uso del microscopio y tincién de Gram

Objetivo especifico: Reconocer las partes del microscopiy su uso, asi como las
fases de la tinciébn de Gram y el uso correcto de ambos.

Descripcion:

Es microscopiode luzes y ha sidda herramienta principal en el @mbito de la microbiologia.
Su uso abarca una gran parte de las ramas de ésta ciencia, auraqumuchas areas su utilidad
se ha ido reduciendo al implementar técnicas de mayor sensibilidad y estandarizacion, como
las técnicas serolégicas y moleculares.

Sin embargo, sigue constituyendo un equipo primordial en cualquier laboratorio de
microbiologia y sigue proveyendo gran utilidad en diversidad de areas como la bacteriologia,
micologia y parasitologia.

Para utilizar correctamente el microscopio es necesario conocer adecuadamente sus partes
y sus funciones, dado que dependiendo del tipo de microorgamse con que se esté tratando,
se deberan adaptar el aumento, la luz y el condensador para tener resultados que provean
una visibilidad 6ptima para trabajar.

En el caso de las bacterias, para poder visualizarlas es necesario realizar tinciones antes de
observarlas al microscopio. La tincion mas comun es la tincion de Gram, la cual nos va a
clasificar a las bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas.

Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular mas gruesa, lo que va a favorecer |
retencion del cristal violeta, por lo que, al decolorar, se mantiene la coloraciébn morada.

Las bacterias Gram negativas poseen una pared mas delgada y cubierta por una segunda
membrana celular, por lo cual el cristal violeta es facilmente removido al delorar con
alcoholz acetona, por lo cual es necesario realizar una contra tinciéon con safranina o fucsina
para poderlas visualizar.



Materiales

Microscopio

Portaobjetos

Tincion de Gram

Cultivo mixto en medio liquido
Procedimiento

Uso del microscopio

1- Observe el microscopio e identifique las siguientes partes:

i. Lente ocular
ii. Lentes objetivos

iii. Revolver
iv. Brazo
v. Carro
vi.  Macrométrico
Vii. Micrométrico
viii. Desplazamiento del carro

iX. Fuente de Luz
X. Condensador

2- Coloque una lamina tefiida en el microscopio

3- Coloque ellente de 4X (rojo) y mueva el macrométrico hasta enfocar el plano
de la muestra

4- Una vez enfocado y sin mover el carro, proceda a cambiar el lente a 10X
(amarillo)

5- Una vez enfocado nuevamente y sin mover el carro, proceda a cambiar el lente
a 40X (celeste)

6- De ser necesario aceite de inmersion, devuélvase al lente de 4X, coloque una
gota grande de aceite de inmersion y pase directo al lente de 100X (blanco),
sin pasar por el celeste. El lente de 40X no esta disefiado para soportar el aceite
de inmersion y lopuede dafiar. De hacerlo accidentalmente, quite el lente de
40X de la posicion de trabajo y proceda a limpiarlo bien con papel para lentes.

7- Al terminar, limpie también el lente de inmersién para remover remanentes
de aceite de inmersion.

Tincién de Gram

H
1

Esterilice las asas bacterioldgicas

2- Haga dos circulos sobre un portaobjetos con el lapiz de cera
3- Unavez frias las asas, sumerja una en el cultivo liquido

4- Agite bien y extraiga una gota



5- Colbguela sobre el portaobjetos, dentro de uno de los circulos y extdéala lo
mas posible

6- Deje secar a temperatura ambiente

7- Fije el frotis exponiéndolo varias veces y por periodos cortos a la llama del
mechero

8- Proceda a realizar la tincion de la siguiente manera:

a. Cubra la lamina con cristal violeta pof. minuto

b. Retire elremanente de cristal violeta y (opcionalmente) lave con agua
el excedente (el acabado final variard dependiendo de si se realiza este
lavado o no)

c. Cubra la lamina con lugol durant&@ minutos

Lave la ldmina con agua y escurra

e. El siguiente paso es primordial es el que determinard si la tincion es
exitosa o no

f. Decolore utilizando solucién de alcohot acetona hasta que solamente
note una delgada linea de colorante saliendo

g. Inmediatamente detenga la decoloracibn con agua y escurra el
excedente

h. Cubra la laminacon safranina o fucsina durantel min

i. Lave lalaminay séquela con la secadora

j. Observe la ldmina al microscopio con lente de inmersion

o

Tema 2: Omnipresencia de los microorganismos

Objetivo especifico: Identificar la presencia de microorganismos en edmbiente
natural, como parte normal de la naturaleza.

Descripcion:

En la naturaleza se encuentran todo tipo de microorganismos. Se pueden encontrar desde el
suelo, agua y aire, asi como sobre los seres vivos y dentro de ellos. Muy pocos de ellos son
capaces de causar algun tipo de enfermedad ya que, en su mayoria, son microorganismos de
vida libre.

En el ambiente se pueden encontrar bacterias, esporas de hongos e incluso protozoarios y
muchos de éstos pueden ser aislados utilizando diversas técnicas.



Materiales

Microscopio
Portaobjetos
Cubreobjetos

Placas de agar nutritivo

Procedimiento
Aislamiento de microorganismos en el aire

1- Coloque una placa de agar nutritivo con la tapa abierta en algun sitio que sea
asignado por el docente

2- Luego de 30minutos tapela de nuevo

3- Incube a 35°C por 24 horas

Aislamiento de microorganismos en superficies corporales

1- Divida una placa de agar nutritivo rayando por fuera con un marcador en la
parte inferior de la placa

2- En una mitad, coloque los dedos de sus manpsr unos segundos

3- Proceda a lavar bien sus manos con agua, jabon y alcohol

4- Repita en la otra mitad de la placa

4- Tape la placa e incube a 35°C por 24 horas

Observacion de microorganismos de vida libre

1- Tome unas gotas de agua de charco
2- Coldquelo en un portabjetos y cologue un cubreobjetos encima
3- Observe al microscopio en 10X y 40X

Lectura de Placas
1- Analice los microorganismos que crecieron en las placas
Tema 3: Toma de muestras faringeas y cutaneas

Objetivo especifico: Reconocer los pasos para la toma druestra y procesamiento
correctos de muestras faringeas y cutaneas.



Descripcion:

Los microorganismos son conocidos por estar presentes en todas partes, desde la naturaleza
hasta el cuerpo humano. De la misma manera, en ocasiones pueden colonizdossi
anatémicos como el tracto gastrointestinal, en donde pueden actuar como comensales o
simbiontes.

No obstante, en ocasiones ese crecimiento se puede volver descontrolado o invasivo, lo cual
culmina en un proceso infeccioso. En estos casos, puede secasario la toma de muestra
para aislar e identificar al patégeno, su perfil de sensibilidad a antimicrobianos y establecer
una terapia efectiva para que la infeccién resuelva.

En la toma de muestras microbiolégicas lo mas importante esecolectar el
microorganismo que causa la patologia, acarreando la menor cantidad de flora normal

Esto con el fin de que a la hora de identificar, se cuente Unicamente con el microorganismo
de interés y no se identifiquen erroneamente la flora normal o contaminante, da que se
incurriria en un error de tratamiento que podria ser inefectivo y se podria comprometer
grandemente la salud del paciente.

Materiales

Microscopio Portaobjetos Tincién de Gram
Torundas estériles Hojas de bisturi Placas de agar nutritivo
Bajalenguas Solucién salina estéril

Procedimiento
Toma de muestra cutanea

1- Retire la hoja de bisturi del empaque

2- Flamee la hoja para asegurarse de su esterilidad (lo 6ptimo es contar con un
bisturi sin filo, sin embargo, la llama poco a poco va removida el filo)

3- Raspe el &rea infectada o de interés en angulo menor a 90 grados, para evitar
cortaduras

4- El movimiento debe ser ascendente, con el fin de que las escamas de piel que
se desprendan queden retenidas en el bisturi y no se pierdan o propaguen el
patégeno.

5- Después de unos raspados, introduzca el bisturi en un agar nutritivo,
realizando cortes hasta el fondo para inocularlo.

6- Continte raspando y coloque el raspado en un portaobjetos con una gota de
solucion salina.

7- Déjela secar y proceda a realizar urtancion de Gram.



Toma de muestra faringea

1- Tome dos hisopos estériles, un tubo de solucion salina estéril, una placa de
agar y dos portaobjetos.

2- Pida a su compafiero (a) que abra la boca

3- Baje la lengua de su compaiiero utilizando bajalenguas

4- Con un hisoparemojado en la solucion salina, proceda a raspar las paredes de
la faringe rotandolo para cubrir toda su superficie. Debe ser profundo, de lo
contrario se llenara de saliva o se contaminara con la flora normal del tracto
digestivo

5- Raye el agar con el higm utilizado y descarte el hisopo

6- Repita la toma de muestra con el otro hisopo y realice un extendido en ambos
portaobjetos

7- Realice una tincion de Gram a los extendidos

Lectura de Placas

2- Analice los microorganismos que crecieron en las placas

Tema 4: Técnicas de cultivo

Objetivo especifico: Practicar las técnicas basicas de cultivo de microorganismos.
Descripcion:

Un cultivo puro es aquel en el cual se encuentra Unicamente una especie de microorganismo,
sea bacteria u hongo, mientras que un cultivimixto es en el cual se encuentran dos 0 mas
especies.

En la naturaleza y en el cuerpo humano, es comdn encontrar los microorganismos
conviviendo en comunidades, sin embargo, para efectos diagnosticos es de interés
Unicamente el agente causal de la enfermad. Por lo tanto, es necesaria la aplicaciéon de

técnicas de aislamiento del organismo en cuestion. El método mas comunmente utilizado es

elrayado.
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de modo que laconcentracion inicial de bacterias presentes en el asa se diluyan
paulatinamente hasta que se logren separar las colonias, posterior a su incubacién. Se asume

gue cada colonia proviene de una Unica bacteria.

Existen diversos métodos de inoculacién de meal de cultivo, dependiendo del objetivo,
algunos de los cuales se evaluaran en la presente practica.



Materiales

Placas de Agar sangre

Tubos de agar MIO

Tubos conS. aureuy E. coli

Placas cort. aureusk. coliy Candidasp
Tubos de agar Sabouraud

Procedimiento

Rayado por estria

Tome un tubo de agar Sabouraud cabandidasp

Con un asa estéril proceda a tomar una colonia

Con cuidado, retire el algodén de un tubo de agar Sabouraud

Raye el agar por estria, realizando un movimiento zigzagueante desdiéomdo
hacia afuera

Tape el tubo nuevamente e incube a 24°C durante 7 dias

Siempre esterilice cada asa luego de haberla utilizado

Inoculacién por puncién

1-

Tome dos placas con distintas bacterias y dos tubos con agar MIO (Motilidad
Indol-Ornitina)

Utilice un asa estéril para tomar una colonia bacteriana y proceda a punzar el
agar hasta cerca de 1cm del fondo

Retire el asa del agar de la misma forma en que lo inoculd

Incube a 35°C durante 24h

Siempre esterilice cada asa luego de haberla utilizado

Rayado en placa a partir de medio liquido

Tome dos medios liquidos con diferentes bacterias (un bacilo y un coco) y dos

placas de agar sangre

Sumerja un asa estéril en uno de los medios y proceda a rayar una placa de
agar, yasea en 3 0 4 zonas

Procure que la primerarea sea pequefia y que la ultima tenga asadas largas y
juntas para favorecer la separacion de las colonias

Repita con el segundo cultivo

Incube a 35°C durante 24h

Siempre esterilice cada asa luego de haberla utilizado



Rayado en placa a partir de medio solido

Tome dos agares con diferentes bacterias y dos placas de agar sangre
Con un asa estéril tome una colonia bacteriana bien separada
Proceda a rayar la colonia en un agar sangre, en 3 0 4 zonas
Opcionalmente, puede realizar primero una pequefia &fa y realizar el
rayado con un asa diferente

Siempre esterilice cada asa luego de haberla utilizado

Lectura de Placas

1- Analice los microorganismos que crecieron en las placas

Interpretaciéon

El agar MIO es un agar semisélido que permite la movilidad de las bacterias. Si
éstas son moviles y aerobias, se desplazaran hacia donde hay mayor
disponibilidad de oxigeno, es decir, hacia la parte superior del agar. Mientras
gue no son mdviles, creceraren la zona que tuvo contacto con el asa

Unicamente.

Nombre del Curso: Métodos de Laboratorio Clinico

Competencias:

1-

Conoce y aplica los conocimientos basicos de la microbiologia, bacteriologia,
micologia, virologia, parasitologia, preparacion deeactivos clinicos y asistencia en
los métodos de laboratorio que desarrolla el Microbidlogo demostrando una alta
comprension integral del fendbmeno de la Salud permitiendo desarrollar con esto, un
alto sentido de la ética profesional.

Tema 1: Flebotomia

Objetivo especifico: Aplicar todas las partes de una correcta técnica para la
obtencién de muestras sanguineas.

Descripcion:

La flebotomia o toma de muestra sanguinea es una técnica imprescindible que debe ser
dominada por todo personal delaboratorio, pues de ésta manera sera la obtencion de la
mayoria de las muestras que se procesaran.



Es un procedimiento delicado ya que es invasivo, por lo cual se debe realizar con sumo
cuidado y certeza, al igual que mantener los cuidados asépticos pardtar posteriores
complicaciones de los pacientes.

En las muestras sanguineas es de gran importancia considerar los tubos que se utilizaran
segun las pruebas solicitadas. Asi tendremos, a grandes rasgos, que el tubo rojo (sin
anticoagulante, con factorepromotores de la coagulacion) se utilizard para obtener suero y
procesar quimica clinica y hormonas , el tubo morado (EDTA como anticoagulante)
principalmente para hematologia y grupos sanguineos, los celestes (citrato como
anticoagulante) se utilizaran paa pruebas de coagulacion, por mencionar los principales.

El dominio de la técnica no se obtiene rapidamente, se requiere seguridad y mucha préctica,
por lo que se recomiendan diversas dinamicas para familiarizarse con el equipo, por lo que
en el laboratorio se cuenta con simuladores de brazos para mayor facilidad.

Materiales

Equipo de sangrado
Tubos rojos

Tubos morados
Simuladores de brazo

Procedimiento
Flebotomia

1- Para todo el proceso requerira: 1 simulador de brazo, 1 torniquete, 2 algodones,
alcohol, 1 aguja, 1 adaptador, 2 tubos

2- Tome el brazo y coloque el torniquete fuertemente en la parte superior del mismo

3- Palpe la vena que va a punzar

4- Humedezca un algoddn con alcohol al 70% y limpie el area de puncién en espiral hacia
afuera

5- Permita que elalcohol seque

6- Cologue la aguja en el lado afuera del adaptador y un tubo en la parte interna del
mismo

7- Sin volver a palpar, realice la puncion de la vena en un movimiento recto, rapido y
seguro

8- Sostenga firmemente el adaptador y presione el tubo para queicie el vacio y
obtenga la muestra

9- Una vez lleno el tubo, retirelo apoyando el pulgar en el adaptador y cologue otro tubo

10- Una vez finalizado, retire el tubo, retire el torniquete y coloque un algodén seco sobre
el sitio de puncion

11- Presionando suavementeel algodon, retire la aguja rapidamente y en un solo
movimiento

12- Si se siente seguro, proceda a realizar la flebotomia a un compafiero



Interpretacion

- El torniquete debe ser colocado fuertemente para que las venas realmente
sobresalgan

- ElI movimiento en espiral a la hora de limpiar pretende que no se arrastre
contaminacion hacia el sitio de puncion, sino fuera de él

- Esnecesario dejar que el alcohol seque, de lo contrario el paciente puede sentir
un gran ardor a la hora de tomar la muestra y la sangre pdd hemolizar,
impidiendo que se puedan realizar muchas pruebas

- Elalgodon se debe sostener durante 5 a 10 minutos posterior a la puncion para
evitar la formacion de hematomas

Tema 2: Procesamiento de muestras de orina

Objetivo especifico: Reconocer logpasos para llevar a cabo un examen general de
orina

Descripcion:

Las muestras de orina proveen gran cantidad de informacion acerca del funcionamiento del
sistema renal de los pacientes. Tiene la ventaja de no ser invasiva, de facil obtencion y de
poder ser tomada directamente por el paciente.

Como toda muestra se le debe indicar al paciente los cuidados a la hora de tomarla, como que
sea la primera orina de la mafana y descartar el primer chorro antes de comenzar a
recolectar.

Usualmente un examen genetale orina (EGO) consta de dos fases: La utilizacion de tiras
reactivas para determinaciones quimicas bésicas y la observacion del sedimento urinario,
con el fin de determinar la presencia de estructuras de importancia como leucocitos,
eritrocitos, cristales, entre otros.

Materiales

Tubos de ensayo
Tiras reactivas
Portaobjetos
Cubreobjetos



Procedimiento
Tiras reactivas

1- Homogenice la orina en el frasco

2- Trasvase una pequefa cantidad a un tubo de ensayo, cerca de unas % partes
de su capacidad

3- Sumerjauna tira reactiva en la orina de modo que se cubran todos los cuadros
reactivos, no descarte la orina

4- Seque el excedente de orina de la tira tocando de costado sobre un papel toalla

5- Espere 1 minuto y lea los colores comparando con el frasco

Observacion del sedimento urinario

1- Tome el mismo tubo con orina utilizado anteriormente y centrifugue durante
5 minutos a 1500 rpm

2- Decante el sobrenadante en un movimiento agil y seguro

3- Resuspenda el sedimento con la ultima gota

4- Cologue una pequefia gota del sedimentosaspendido sobre un portaobjetos
y coloque un cubreobjetos encima

5- Observe con lente de 40X y observe por estructuras de interés

Interpretacion

- Se debe secar el excedente de las tiras reactivas con el fin de que los colorantes
no se pasen entre cuadros y ncausen coloraciones indebidas

- No se debe centrifugar a mas de 1500 rpm, pues se pueden destruir cilindros
presentes en la muestra

Tema 3: Procesamiento de muestras de heces

Objetivo especifico: Reconocer los pasos basicos para el montajggocesamiento
de muestras de heces.

Descripcion:

Los parasitos intestinales estan ampliamente distribuidos en el mundo, principalmente en los
paises en vias de desarrollo. Estos pueden causar una amplia gama de patologias, desde
gastroenteritis, diarreas, desnutricion por malabsorcion; hasta patologias mas severas como
hepatopatias fulminantes e incluso encefalopatias.

La mayoria de los parasitos intestinales pueden ser encontrados e identificado en muestras
de heces, de lo cual radica la importancia da técnica apropiada para su montaje y la pericia
a la hora de observar al microscopio.



El montaje al fresco consta de un andlisis en solucién salina, en donde se pueden ver formas
moviles (trofozoitos) y estructuras como cromatoidales, presentes en quistede algunas
amebas; a su vez, se realiza un montaje en lugol, el cual funciona como una tincién negativa,
en donde las estructuras internas de los protozoarios se veran mejor sus estructuras internas
por contraste.

El montaje al fresco tiene una mayor impaancia en la observacion y deteccion de
protozoarios, sin embargo, para helmintos la técnica mas adecuada es la concentracion de
Kato. En ésta, se coloca una pequefia porcion de heces sobre un portaobjetos y se coloca sobre
€l una tira de papel celofan sumrgido en solucién de Kato (verde malaquita con glicerol).
Luego se presiona contra un papel para distribuir la muestra en una capa delgada.

Se deja secar de 5 a 10 minutos, con el fin de que se decoloren los detritos de la muestra, mas
no asi los huevecibs de helmintos. Se observa al microscopio con lente de 10X o 40X.

Materiales

Solucién salina
Lugol
Portaobjetos
Cubreobjetos
Reactivo de kato

Procedimiento
Montaje al fresco

1- Coloque una gota de solucion salina y una de lugol en ladmsuestos de un
portaobjetos

2- Con un palillo de madera, proceda a picar varias veces la muestra de heces en
diferentes zonas

3- Coloque una muy pequefia porcion en la solucién salina y homogenice

4- Quiebre el palillo o cambielo y repita en el lugol

5- Coloque cubreoljetos en ambos

6- Observe al microscopio con lente de 40X en busca de amebas

Concentracion de Kato

1- Coloque una pequefia porcion de heces sobre el portaobjetos

2- Coloque sobre la muestra, una tira de papel celofan con reactivo de Kato

3- Presione el portaobjetoscontra un papel toalla para distribuir la muestra en
una capa delgada

4- Deje secar durante 10 minutos

5- Observe con lente de 10X en busqueda de huevecillos



Nombre del Curso: Preparacion de Reactivos Clinicos

Competencias:

1- Conoce y aplica los conocimientosasicos de la microbiologia, bacteriologia,
micologia, virologia, parasitologiapreparaciénde reactivos clinicos y asistencia en
los métodos de laboratorio quedesarrolla el Microbidlogo demostrando una alta
comprension integral del fendbmeno de la Satlpermitiendo desarrollar con esto, un
alto sentido de la ética profesional.

Tema 1: Lavado, preparacion y esterilizacion de cristaleria
Objetivo especifico:

Practicar los métodos de preparacion, desinfeccién y esterilizacion de la cristaleria
de usorutinario en el laboratorio.

Descripcion:

La cristaleria forma parte del equipo basico de trabajo en cualquier laboratorio clinico. Su uso
se puede extender a practicamente todas las ramas de la Microbiologia y la Quimica Clinicay,
dependiendo de b, deberd cumplir con ciertas caracteristicas que la hagan Optima para su
uso.

En todos los casos, la cristaleria debera estar lavada y desinfectada, para reducir los riesgos
infecciosos hacia el personal que lo manipula, en caso de accidente. Sibargo, si se
destinard a uso Bacterioldgico o Micolégico, no basta con que esté desinfectado, sino que
requerira estar también estéril

Un material se encuentradesinfectado cuando se ha utilizado un agente, usualmente
guimico, parareducir la carga micro biana viable que se encuentra sobre él. Por otra parte,
un material estaraestéril cuando se ha aplicado por el uno o varios métodos que permiten
garantizar que hayausencia total de microorganismos viables

Antes de realizar el lavado de la cristaleriaséa debe estar autoclavada (en caso de que haya
se haya utilizado para contener material bioldgico) y dejarse previamente al menos 24 horas
sumergida en una solucién de cloro y jabdn, con el fin de que se dé una desinfeccién adecuada.

De ahi que el correat lavado y preparacion de la cristaleria, asi como de la disolucién
desinfectante influyendirectamente, tanto en la seguridad del personal, como en el resultado
final que se obtendra en los ensayos.



Materiales

Tubos sucios Cloro
Pipetas sucias Probetas
Puntassucias Beakers
Jabon

Procedimiento
Preparacion de la solucién desinfectante (de reposo)

1- Mida 10mL de jab6ény 10mL de cloro al 3% y agréguelos a 1L de agua de tubo
Preparacion de la solucién de lavado

1- Mida 10mL de detergente tensoadto no toxico y agréguelo en 1L de agua de tubo,
ésta serd la solucion de trabajo para realizar el lavado de la cristaleria

Lavado de la cristaleria y puntas
1- Sumerja el hisopo en la solucién de trabajo
2- Proceda a hisopar la cristaleria para lavarla, debepetirse al menos 5 veces

3- Enjuague en forma minuciosa para eliminar todos los restos de jabon, de lo
contrario podria quedar precipitado de jabén a la hora de secar

4- Enjuague una ultima vez con agua destilada

5- Coloque la cristaleria en una bandeja y seque Borno a 250°C durante 20 minutos
(excepto las puntas que se dejan secando a temperatura ambiente)

6- Saque la bandeja caliente con un guante térmico y deje que los tubos alcancen la
temperatura ambiente

7- Proceda a guardar los tubos lavados y secos en el lugarrespondiente

Tema 2: Preparacion y esterilizaciéon de medios de cultivo

Objetivo especifico: Practicar el método de preparacién correcta de medios de
cultivo estériles.

Descripcion:

A nivel de microbiologia médica, se necesita el poder aislardentificar los microorganismos
causantes de enfermedades. Dependiendo del tipo que sea, puede ser observado
directamente, como los parasitos. En el caso de las bacterias y hongos, al ser tan pequefios y



escasos, se requiere cultivarlos para que se multiglien y poderles realizar pruebas
bioguimicas y morfoldgicas con el fin de poderlos identificar.

Para favorecer esto, se cuenta con medios de cultivo. Los medios de cultivo pueden ser
liquidos, como Caldo Lactosado Simple; semisélido como agar MIO o séljgasno la mayoria

de los agares, siendo algunos de ellos el Agar Sangre el cual es nutritivo y los Agares
McConkey y ManitolSal, gue son selectivos diferenciales.

Estos medios deben ser estériles, dado que la presencia de cualquier microorganismo viable
en ellos causara una contaminacion e interferencias a la hora de aislar e identificar. Ademas,
se debe tener presente la naturaleza de cada agar, ya que algunos no se pueden autoclavar o
se deben agregar algunos componentes luego de hacerlo, dado que faperatura puede
desnaturalizar alguno de sus componentes.

Materiales
Placas de Petri estériles Agua destilada

Hornilla agitadora
Agar nutritivo

Erlenmeyer
Sangre fresca Espatulas
Balanzagranataria Embudo de papel
Probetas

Procedimiento
Preparacion de agar sangre

1- Verifique la fecha de vencimiento y de apertura en el laboratorio del medio
deshidratado

2- Pese 409 de polvo deshidratado (TSA) en el Erlenmeyer previamente tarado

3- Vacie suavemente agua destilada hasta alcanzar 1Ldsbe agregar en 3 tractos con
agitacion manual constante

4- Una vez disuelto todo el polvo, agregue el agitador magnético y verifique el pH para
gue calce con el indicado por el fabricante

5- Coloque el Erlenmeyer sobre la hornilla
6- Encienda la hornilla a 300° el agitador magnético
7- Una vez alcanzado el punto de ebullicién, deje ebullir por 1 minuto

8- Después del minuto, utilizando guantes protectores, dosifique cerca de 300mL del
contenido en botellas de 400mL



9- Cologue la cinta indicadora de esterilidad a cadana de las botellas

10- Autoclave durante 15 minutos entre 1.1y 1.5 atm de presion y de 12025°C

11- Traslade las botellas a bafio maria entre 4550°C

12- Espere unos 1% 20 minutos para que las botellas alcancen la temperatura deseada

13- Saque las botellas y, de amera aséptica, agregue 4.5mL de sangre con EDTA a cada
botella en la camara de flujo laminar

14- Mezcle suavemente y en forma de 8 para no formar burbujas
15- Chorree en placa

16- Espere a que el medio solidifique antes de almacenar

Control de calidad

1- En la bitdcom de medios de cultivo anote: Nimero de lote, fecha de vencimiento,
técnico responsable, fecha de elaboracién

Prueba de viabilidad

1- Seleccione 2 placas de manera aleatoria y raye con cepa conocida Gram positiva
(Staphylococcus aurelyy Gram negativa Esclerichia coli)

2- Incube durante 24h a 35°C, revise y anote en la bithcora

Prueba de esterilidad
1- Seleccione 2 placas de manera aleatoria e incube

2- Incube durante 24h a 35°C, revise y anote en la bithcora

Tema 3: Diluciones simples y seriadas

Objetivo especifico: Comprender el principio y la técnica para la realizacion de
diluciones simples y seriadas.

Descripcion:

Toda técnica de deteccion y cuantificacion esta determinada por un nivel minimo y uno
méaximo. En algunos casos, las muestras pueden presentar concentraciones mas elevadas de
lo que el método disponible es capaz de determinar eficazmente, por lo cual esesio
realizar una dilucion. En otras ocasiones, como en serologia, se necesitara determinar el
titulo de una muestra en una reaccion, lo cual se entiende comaomaxima dilucion a la

cual se da una reaccion francamente positiva .



Las diluciones pueden sesimples o seriadas. Una dilucién simple es cuando se realiza
Unicamente una dilucion, por ejemplo, 1mL de analito en 9mL de diluente (dilucién 1:10, hay
1 parte de analito por 10 partes del volumen total final).

Las diluciones seriadas constan de diluciees consecutivas. Por ejemplo, si de la dilucién
anterior se toma 1mL y se deposita en 9mL de diluente se habra diluido nuevamente 1:10,
por lo que sera una dilucién 1:100 con respecto a la muestra inicial.

Realizando diluciones seriadas se pueden haceragcionar en pruebas seroldgicas hasta que
haya ausencia de reaccion, por lo tanto, la Gltima dilucién en donde la reaccién fue observable,
sera eltitulo.

Es importante que, en las diluciones seriadas, se debe cambiar de pipeta o de punta entre una
dilucién y otra, dado que se puede dar arrastre de analito y causar errores.

Materiales

Solucién de azul de metileno
Tubos de ensayo

Pipetas

Espectrofotometro
Reactivos de VDRL

Procedimiento
Diluciones seriadas

1- Tome 5 tubos rotulados.

2- Agregue a cada un800puL de agua de tubo.

3- Agregue al tubo 1, 100uL de la solucién de azul de metileno y homogenice bien.

4- Cambie de punta.

5- Del tubo 1, tome 100puL y agréguelos al tubo 2 y homogenice.

6- Repita hasta que llegue al tubo 5.

7- Lea espectrofotométricamente a 540 nm elantenido de los 5 tubos y anote
las absorbancias.

8- Repita el procedimiento utilizando safranina en vez de azul de metileno.

1- Tome 10 tubos de ensayo o cubetas pequeiias

2- Agregue 100uL de solucion salina a cada uno

3- Tome 100puL de Control Positivo de VDRLagploquelos en el tubo 1,
homogenice bien



4- Cambie de punta

5- Tome 100uL del tubo 1y coléquelos en el tubo 2, homogenice bien

6- Repita el proceso hasta terminar los 10 tubos

7- En una placa de VDRL, coloque 50uL de cada dilucion en un pocillo diferente.
Puede utiizar la misma puntasi los coloca de la menor a la mayor
concentracion (del tubo 10 al tubo 1).

8- Coloque en cada pocillo, 1 gota de reactivo de VDRL

9- Agite por 3 minutos

10-Observe al microscopio en busqueda de grumos, lo cual indica positivo

11-Determine el titulo



Il Nivel



Nombre del Curso: Control de Calidad
Competencias:

1- Identifica los diversos procedimientos de control de calidad necesarios para el éxito
de los procedimientos de laboratorio

Tema 1: Control de Calidad en Medios de Cultivo

Objetivo especifico: Comprender la importancia del correcto seguimiento y
registro del control de calidad en la preparacién de medios de cultivo.

Descripcion:

Los medios de cultivo son sustancias, sélidas o liquidas, que permiten el crecimiedi®
microorganismos, ya sea de manera selectiva o no selectiva. La preparacién de estos medios
debe ser apropiada, de modo que se alcancen las caracteristicas finales deseadas en sus
contenidos quimicos y propiedades fisicas. Ademas, es de gran importaraieealizar control

de calidad de los mismos, de modo que sea posible la verificacién de la esterilidad de los
mismos, asi como la capacidad de los microorganismos de crecer en ellos. De esta forma se
garantiza la ausencia de falsos positivos por contaminges, asi como falsos negativos por el
estado inapropiado del medio.

Materiales
Placas de Petri estériles Agua destilada

Hornilla agitadora
Agar nutritivo

Erlenmeyer
Sangre fresca Espatulas
Balanzagranataria Embudo de papel
Probetas

Procedimiento
Preparacion del medio de cultivo

1- Prepare el medio de cultivo siguiendo las instrucciones del fabricante



Control de calidad

1- En la bitacora de medios de cultivo anote: Numero de lote, fecha de vencimiento,
técnico responsable, fecha delaboracion

2- Prueba de viabilidad: Seleccione 2 placas de manera aleatoria y raye con cepa
conocida Gram positiva $taphylococcus aurelsy Gram negativa Escherichia col,
incube durante 24h a 35°C, revise y anote en la bitacora

3- Prueba de esterilidad: Skeccione 2 placas de manera aleatoria e incube

4- Incube durante 24h a 35°C, revise y anote en la bitacora

Tema 2: Control de calidad en Quimica Clinica y Hematologia
Objetivo especifico:

Comprender la importancia del correcto seguimiento y registro dedontrol de
calidad en el uso de equipos automatizados de laboratorio.

Descripcion:

Los andlisis de sangre son una herramienta imprescindible en la medicina moderna. Gracias
a ellos se puede realizar descarte y confirmacion de patologias, seguimiento @@volucion

de las enfermedades y de las concentraciones de muchos medicamentos para determinar si
un tratamiento surte los efectos deseados o si se debe de abordar de una manera distinta.
Ademas, provee informacién sobre el estado general del paciente, elfermedades que no
padece pero que tiene riesgo de padecer, ademas de saber si estd en condiciones Optimas
para donar sangre o ser sometido a una cirugia.

La mayoria de estos andlisis son de caracter cuantitativo y muchos de ellos determinan
analitos enconcentraciones muy bajas. Por lo tanto, errores minimos de exactitud pueden
repercutir grandemente en los resultados emitidos, con lo cual no poseen la veracidad
necesaria para ser de utilidad real en el seguimiento e intervencion del paciente.

De estemodo, es necesario el control de calidad de los diferentes equipos en Quimica Clinica
y Hematologia ya que, aunque son instrumentos mecanicos, programados con métodos
estandarizados, se requiere siempre el confirmar que su funcionamiento sea el 6ptimo para
gue genere resultados confiables de gran exactitud.

Materiales

Cubetas

Controles de SELECTRA PRO XS
Controles de pOCH 100



Procedimiento

Control de calidad en Hematologia

1- Encienda el equipo y espere a que realice el enjuague inicial

2- Saque loontroles y atempérelos 10 minutos a temperatura ambiente

3- En la pantalla principal del equipo seleccione Q@Jqality Contro)

4- Seleccione el primer control de la lista, el cual corresponde al Control Anormal Bajo
(tapa roja)

5- Corrobore que el lote y fecha @ vencimiento que se muestra en el equipo
corresponda con el del frasco

6- Cologque el frasco en la base verde y dentro el equipo

7- Cierre la tapa y presione Iniciar

8- Espere a que salga el resultado

9- Repita con los controles Normal (Tapa blanca) y Anormal Alto (pa negra)

10- Guarde los controles de vuelta en el refrigerador

Control de calidad en Quimica Clinica

1- Ponga a descongelar un vial de Eritrol I (marcado con un | sobre la tapa) en la
incubadora a 37°C

2- Encienda el equipo y luego la computadora

3- Inicie el programa llamadoAnalyser

4- 3 A1 AA E&dainkesta® DAOA OAOEEZEAAO NOA 110 OAAAOGE

i OAOOOAO AAOAAOGCAAAO jDedardadb BT DOOADEA AHAOABER

copas de muestras del equipo, levantando cuidadosante la tapa de vidrio)

5- 3 A1 A A Adfditdd Ae nthestra

6- %I 1 A POEI AOA bBChiar@A dlA IORAOMBAMEITA AMAAOOET 1T A AA
y Triglicéridos

7- 3A1 AAK&dai Muestad U AA AT AT A Al EAE O AOA Al
derecha en Eitrol I, se debe marcar en amarillo la Posicion 1 en el rotor

8- Trasvase el contenido del Control descongelado en una cubeta

9- Coloque la cubeta en la Posicién 1 en el rotor, en el adaptador de metal

10-" AEA 1T A OAPA AA OE A O#&diar deddionbANOEDT U AA Al E

11-5T A OAU OAOI ET AAT O wOAI A0 GHAEOROAAT @b EA

12- Revise la Ultima entrada y verifique que el control se encuentre dentro de los rangos,
para ello, seleccione el control, luego Glucosa, y seleccione la tercer pestafia a la
derecha, @ el panel azul

13- Verifique que el resultado (parte superior) se encuentre dentro del Limite Inferior y

Superior que se muestran

I
.



Tema 3: Control de calidad en equipos de

Objetivo especifico: Comprender la importancia del correcto seguimiento y
registro del control de calidad en el uso de equipos de laboratorio de uso cotidiano.

Descripcion:

Todo laboratorio requiere gran cantidad de materiales y equipos para utilizar en su labor
cotidiana. La complejidad de cada equipo dependera de las neceslds del laboratorio y del
personal a cargo. De todas formas, sea simple o complejo, todo equipo requiere una
verificacién rutinaria que permita confirmar que las mediciones son exactas, todo en aras de
ofrecer resultados fidedignos y de alta calidad.

Materiales

Tiras reactivas de orina
Controles para autoclave
Agar sangre

Balanza granataria

Peso control para balanza

Procedimiento

Control de calidad en tiras reactivas para orina

1- Tome un tubo con reactivo control de orina

2- Sumerja la tira en la orinagxtraiga y seque los excedentes

3- Espere 1 minuto

4- Lea contra el frasco de las tiras, verifigue que todos los valores se encuentran
como los reporta el fabricante del control

Control de calidad de la autoclave

1- Verifique que se encuentren bien colocados losdicadores de temperatura y tiempo

2- Revise que el nivel del agua sea el correcto

3- Verifique que las véalvulas y el desagiie se encuentren correctamente colocados y en
buen estado

4- Autoclave un control biologico

5- Alfinalizar, destape asépticamente y platee sob un agar sangre



Control de calidad del bafio maria

1- Verifique que el nivel de agua sea suficiente, de lo contrario se puede dafiar el equipo.
Si no es suficiente, rellene con agua lo que sea necesario

2- Verifique que se alcance la temperatura deseada. Reode que se debe mantener
tapado el equipo para que se logre llegar a la temperatura meta.

Control de calidad de la camara de flujo laminar

1- Revise la vida util restante del filtro HEPA

2- Verifique el correcto funcionamiento de la luz ultravioleta (dejamapagada)

3- Encienda el ventilador de la camara

4- Deje un minuto y luego suelte dentro de ella un pequefio pedazo de papel toalla

5- Este deberia devolverse en direccion a usted, con lo que se asegura que hay un flujo
de aire correcto

Control de calidad de la balanza granataria

1- Encienda la balanza

2- Sin nada sobre ella, presione para calibrar el Cero
3- Coloque sobre la balanza la pesa calibrada

4- Deje presionado el botén de calibrar

5- Deje unos segundos mientras la balanza se calibra
6- Retire la pesa

Nombre del Curso: Quimica Clinica |

Competencias:

1- Identifica los diversos procedimientos de control de calidad necesarios para el éxito
de los procedimientos de laboratorio

Tema 1: Uso de la pipeta y la micropipeta

Objetivo especifico: Practicar el correcto uso ymanipulacion de la pipeta y
micropipeta.

Descripcion:

Como se ha mencionado anteriormente, la cristaleria es un equipo fundamental del
laboratorio. Sin embargo, es imprescindible su correcto uso, en especial en Quimica Clinica,



en donde se requiere unaectitud analitica y no puede haber pequefios errores, ya que
repercutirian grandemente en el resultado final de las determinaciones.

Los principales implementos que se utilizan son los volumétricos, ya que la mayoria de la
quimica manual es liquida y prcipalmente, se utilizan las pipetas y micropipetas. Estas
requieren ciertos cuidados a la hora de utilizarlas, como aforar correctamente, evitar el error
de paralaje y limpieza de la punta antes de verter. Ademas, si se realizan diluciones seriadas,
se deébe cambiar la punta o la pipeta entre cada dilucion, pues éstas pueden generar arrastre
a las diluciones siguientes e interferir con la concentracion real final de éstas.

En Quimica Clinica muchas determinaciones se realizan mediante curvas de calibracan,
decir, se procesanpatrones con concentracion conocida y se mide su absorbancia para
genera una grafica, luego se mide la muestra yisg¢erpola el resultado de la concentracion.

Es de gran importancia en estos casos, la correcta manipulacién dasjuipo, dado que
cualquier error en la medicion de algun patrén, causara un error en las determinaciones
finales de las muestras.

Materiales

Pipetas Kit de glucosa
Micropipetas Espectrofotometro
Puntas de micropipeta Equipo de samgrado
Tubos de ensayo Muestras en tubo rojo

Procedimiento
Uso de la pipeta

1- Tome un beaker con agua, un tubo de ensayo, una hoja de papel toalla, pipeta
graduada y una pera

2- Monte la pipeta y la pera, vaciar el balén de la pera

3- Sumerja la pipeta en el beaker con agua ygqreda a llenarla por encima del
OmL (cero mililitros)

4- Si se forman burbujas, descarte y comience de nuevo

5- Saque la pipeta del agua y seque la punta de la pipeta con papel toalla, con
cuidado de no tocar el centro, ya que absorberia el liquido daterior de la
pipeta

6- Proceda a verter agua lentamente hasta que se alcance la marca del OmL
(Aforar)

7- Vierta en el tubo de ensayo 1.5mL de agua

8- Descarte el resto del agua de vuelta al beaker



Uso de la micropipeta

Tome un beaker con agua, un tubo de enga una hoja de papel toalla,
micropipeta y puntas del tamafio adecuado para la micropipeta

Coloque la punta en la micropipeta

Gradue la pipeta a 500uL

Presione la micropipeta hasta el primer paso, sumerja la punta de la
micropipeta en el beaker con agua yuelte lentamente para llenar la punta

Si se forman burbujas, descarte y comience de nuevo

Seque la punta de la micropipeta con papel toalla, con cuidado de no tocar el
centro, ya que absorberia el liquido del interior

Vierta el volumen lentamente en el tbo de ensayo, presionando hasta el
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Descarte el resto del agua en el beaker y la punta en el descartador
correspondiente

Curva de calibracién para determinacion de glucosa

Tome 500uL del patron de glucosa yliliyalo en 500uL de solucién salina
(dilucién 1:2)

A patrtir de ahi, realice 3 diluciones seriadas mas

Determine la concentracion de cada patrén segun sea la concentracion del
patrén inicial reportada por el fabricante

Siga las instrucciones del kit paraealizar la determinacién de la glucosa de
todos los patrones

Grafique los resultados en Concentracion v.s. Absorbancia

Tome una muestra incognita y realice el mismo método del kit

Grafique el punto y aproxime la concentracién de la muestra

Calcule medianteregla de 3, la concentracidn real de la muestra utilizando
como referencia el patrén diluido 1:2

Tema 2: Automatizacion y Urianalisis

Objetivo especifico: Reconocer la importancia del uso y automatizacion en quimica
clinica, asi como en uriandlisis.



Descripcion:

La automatizacion se define como el proceso de sustituir los métodos manuales por equipos
gue son capaces de realizar de manera automatica los procedimientos. El equipo debe
adecuarse segun a las capacidades del laboratorio y el volumen debtjo que tenga. Presenta
ventajas como mayor reproducibilidad, menor incertidumbre y un ahorro de tiempo
considerable, en especial cuando se requiere el mismo para realizar otras tareas.

De esta manera se han automatizado grandes cantidades de los epsague existen en la
actualidad, sin embargo, las técnicas manuales no pierden su validez y siguen siendo de
predileccién en algunas ramas, como la parasitologia por ejemplo.

En el caso del analisis de muestras de orina (uriandlisis) existen equipos que s@paces de
leer las tiras reactivas, asi como otros que pueden hacer analisis de sedimento con cierto
grado de precision, sin embargo, la observaciéon al microscopio sigue siendo 6ptima.

En el andlisis de orina o el Examen General de Orina (EGO) se stieponer de dos partes:
Analisis quimico, mediante el uso de tiras reactivas; y la observacion del sedimento urinario.
Estos proveen gran cantidad de informacion sobre el estado del sistema renal del paciente y
son de gran utilidad a la hora de realizar udiagnostico.

Materiales

Muestras de orina
Tiras reactivas
Tubos de ensayo
Portaobjetos
Cubreobjetos

Procedimiento
Automatizacion

1- Observe la charla sobre el funcionamiento del equipo automatizado de
Quimica Clinica y Uriandlisis.
2- Preste atenciona cOmo se corren e interpretan los resultados de los controles

Uriandlisis
1- Homogenice la muestra de orina
2- Tome un tubo de ensayo y trasvase una cantidad de orina hasta 1 o 2cm del
borde superior

3- Cologue una tira reactiva en el tubo con orina, saquela geue el borde en
papel toalla



4- Deje pasar 1 minuto y lea la tira res

5- Centrifugue el tubo 5min a 1500rpm (a mas revoluciones se pueden destruir
estructuras como cilindros)

6- Decante el sobrenadante y resuspenda el sedimento endliéima gota

7- Coloque una pequefia gota en un portaobjetos y coloque un cubreobjetos
encima

8- Vea al microscopio en lente de alto poder (no inmersion) y busque estructuras
de interés como: Eritrocitos, leucocitos, células epiteliales, cristales, cilindros

Tema 3: Control de Calidad y Reglas de Westgard

Objetivo especifico: Comprender el uso e interpretacion de las reglas de Westgard
aplicado en el control de calidad.

Descripcion:

El control de calidad es sumamente importante en cualquier practica en el area de la
Microbiologia, sin embargo, en Quimica Clinica éste debe ser mucho mas estricto y riguroso,
dado que pequefias variaciones pueden tener grandes implicaciones para un patgen

En este caso, las reglas de Westgard proporcionan una herramienta muy Util a la hora de dar
seguimiento a los resultados de controles en Quimica Clinica, ya que con ellos podemos tener
una visién mas clara ante la aparicién derrores sistematicos y a leatorios , de modo que
puedan ser corregidos de manera oportuna y se pueda garantizar una veracidad en los
resultados que se reportan.

Materiales
Papel milimétrico

Ejercicios de Reglas de Westgard

Procedimiento

Reglas de Westgard

1- Analice y grafique losdatos que se le proporcionan

2- Trate de identificar todos los puntos en donde se encuentran reglas de
Westgard

3- Determine si esa regla identifica un error aleatorio o sistematico



Laboratorio 4: Andlisis de incégnitas

Materiales

Equipo de sangrado Muestrasde orina Portaobjetos
Cubreobjetos Tubos de ensayo Tiras
reactivas

Procedimiento
Procesamiento de incégnitas

1- Analice y procese las incognitas que le son entregadas

Nombre del Curso: Hematologia y Analisis Hematoldgico |

Competencias:

1- Identifica los diversos procedimientos de control de calidad necesarios para el éxito
de los procedimientos de laboratorio

Tema 1: Determinacién de hematocrito y hemoglobina

Objetivo especifico: Practicar los métodos manuales para la determinacién de
hematocrito y hemoglobina.

Descripcion:

En el cuerpo humano, los glébulos rojos son los encargados del transporte del oxigeno a
través de todo el organismo, asi como de la eliminacién del diéxido de carbono de los tejidos.
Esto lo logran a través de una nmiécula llamadahemoglobina . Con ella los eritrocitos son
capaces de realizar el transporte y entrega de oxigeno de manera eficiente. Sin embargo, en
ocasiones puede haber una baja cantidad tanto de hemoglobina como de glébulos rojos, los
cuales pueden serdetectados mediante la cuantificacion de la hemoglobina o la
determinacién delhematocrito .

El hematocrito no es otra cosa sino el porcentaje de sangre que corresponde a masa de
eritrocitos, lo cual nos puede indicar si hay tanto una escasez de los mismesmo una
disminucién en su tamafio. Existen métodos como el micro hematocrito que permite realizar
esta determinacién con cantidades muy pequefias de sangre. Estas herramientas son de gran
utilidad en la identificacion y determinacion de las anemias.



Materiales

Capilares Micropipetas
Sangre en tubo morado Puntas de micropipeta
Equipo de sangrado Plastilina

Tubos de ensayo

Pipetas Microcentrifuga

Procedimiento
Determinacion de hematocrito

1- Utilice guantes en todo momento

2- Homogenice y destapel tubo morado

3- Llene dos capilares hasta % partes de su capacidad

4- Selle un extremo con plastilina y termine de compactar con el dedo

5- Cologue los capilares en la microcentrifuga, ciérrela y centrifugue durante 5
minutos

6- Realice la lectura con el lector maumal y corrobore que no haya diferencia
importante entre ambas lecturas

Determinacién de hemoglobina

1- Siga las instrucciones provistas por el fabricante

Tema 2: Realizacion de extendidos sanguineos y tincion de Wright

Objetivo especifico: La realizaciénde extendidos sanguineos asi como su tincién
mediante el método de Wright.

Descripcion:

En la actualidad los equipos automatizados de Hematologia estan ampliamente distribuidos
y usualmente se encargan de realizar los hemogramas manuales en la gran mayoria de los
laboratorios.

Sin embargo, ante anomalias, el método ideal para la determinacidie patologias
hematoldgicas sigue siendo la observacion de un extendido sanguineo del paciente. Esta es la
mejor manera de poder identificar patologias morfologicas, funcionales, cualitativas y
cuantitativas que puedan sugerir un trastorno hematoldgico deualquiera de las lineas
celulares.



Materiales

Portaobjetos

Sangre en tubo morado
Equipo de sangrado
Tincién de Wright

Procedimiento
Extendidos sanguineos

1- Destape un tubo morado con sangre

2- Coloque una gota en la esquina de un portaobjet@sicial)

3- Coloque la gota cerca de un extremo de otra lamina (base)

4- Limpie el portaobjetos inicial, en especial los bordes

5- Cologue el portaobjetos inicial sobre la gota de sangre, con un angulo de 45°

6- Retroceda ligeramente para que la sangre se distribuyaor todo el borde del
portaobjetos y luego con un solo movimiento fluido extienda la sangre sobre
la ldmina base

7- Deje secar y proceda a tefir

Tincién de Wright

1- Coloque la lamina seca sobre un sostén en la pila

2- Cubra la lamina con tincion de Wright durante8 minutos

3- Transcurrido el tiempo, agregue igual cantidad de Buffer sobre la lamina (sin
remover el tinte) y deje durante 8 minutos mas

4- Lave con aguay seque la lamina

5- Observe la ldmina al microscopio con lente de inmersion

Tema 3: Diferencial leucocitari o manual
Objetivo especifico:

Reconocer la morfologia de los principales tipos de leucocitos para la realizacion
correcta de un diferencial leucocitario.

Descripcion:

La revisién de una ldmina de hematoldgica puede proveer informacion sobre trastornes
alguna linea celular. En el caso de leucocitos, su proliferacion descontrolada se puede deber
aleucemias o linfomas , dependiendo de su origen y caracteristicas. Para poder determinar
esto, es necesario conocer la morfologia normal y patoldgica de lescocitos. El saber



diferenciar una linea leucocitaria de otra, permite distinguir si hay trastornos de linajes puros
0 mixtos, asi como determinar si las leucemias son linfociticas o mielociticas.

Materiales

Portaobjetos Sangre en tubo morado Equipo de sangrado
Tincién de Wright

Procedimiento
Diferencial manual

1- Realice un extendido de una muestra de sangre y tifialo

2- Observe al microscopio

3- Con un contador manual, vaya contando cada célula blanca que observa, segun
su naturaleza (neutrofilo,linfocito, monocito, eosinéfilo o basofilo)

4- Cuando el contador llegue a 100, sonara

5- Determine el porcentaje de cada linaje celular contado

Tema 4: Recuentos celulares en camara de Neubauer

Objetivo especifico: Practicar la técnica para la realizacion gonteo correcto de
células sanguineas en camara de Neubauer.

Descripcion:

Los contadores celulares automatizados han provisto a la labor clinica de una gran
herramienta que permite optimizar el tiempo y los gastos en recursos. De todas formas, los
recuentos manuales de células fueron el primer método disefiado y siguen siendo de gran
utilidad, particularmente a la hora de evaluar liquidos corporales como liquidos peritoneales,
pericardicos o pleurales.

Usualmente estos recuentos se realizan utilizando urt@mara de Neubauer. Esta es similar a
un portaobjetos, pero cuenta con una cuadricula para medir un area especifica, a la vez que
cuenta con una profundidad especifica de modo que se puede reportar la cantidad de células
y relacionarlas con un volumen.

A la hora de contar, usualmente los leucocitos se cuentan en los 4 cuadrantes de cada esquina
de la cuadricula, mientras que eritrocitos y plaquetas se cuentan dentro del cuadro del centro
(que tiene una cuadricula mas pequefia) nuevamente en las esquinas nu@scuadro del
centro.



Materiales

Camara de Neubauer

Sangre en tubo morado

Equipo de sangrado

Micropipetas

Puntas de micropipeta

Tubos de ensayo

Soluciéon de Turk

Procedimiento

Recuento de leucocitos

Realice una dilucion 1:20 de la sangre totaltilizando 10uL de sangre en
190uL de solucién de Turk, ésta permite destruir los eritrocitos sin dafar los
glébulos blancos, ademas que permite evidenciar mejor a €stos

Coloque la cdmara de Neubauer con un cubreobjetos sobre la cuadricula

Con una microppeta, vierta lentamente sobre el borde del cubreobjetos un
poco de la sangre diluida hasta g se llene la cuadricula, no se exceda con el
volumen

Observe al microscopio en alto poder (no inmersion)

Cuente los leucocitos de los cuadrantes de las esquinas

Cackule la cantidad de leucocitos por microlitro de muestra

Recuento de eritrocitos

Realice una dilucién 1:200 de la sangre total, utilizando 10uL de sangre en
1990uL de solucion salina

Coloque la cdmara de Neubauer con un cubreobjetos sobre la cuadricula

Con una micropipeta, vierta lentamente sobre el borde del cubreobjetos un
poco de la sangre diluida hasta q se llene la cuadricula, no se exceda con el
volumen

Observe al microscopio en alto poder (no inmersion)

Realice el conteo en el cuadro del centro, m@ando en cinco cuadrados pequefios

(las 4 esquinas y uno central)

Calcule la cantidad de eritrocitos por microlitro de muestra



IV Nivel



Nombre del Curso: Microbiologia Il

Competencias:

1- Conoce y aplica los conocimientosasicos de la microbiologia, bacteriologia,
micologia, virologia, parasitologia, y asiste en los métodos de laboratorio que
desarrolla el Microbiélogo.

Tema 1: Muestras faringeas

Objetivo especifico: Practicar la correcta obtencion y procesamiento dmuestras
faringeas.

Descripcion:

Las bacterias estan presentes en todo nuestro organismo, desde la piel hasta lo largo del
tracto gastrointestinal. En él actian como flora normal comensal o contribuyendo al
desdoblamiento de sustancias a nivel ditestinos. En algunos casos, una proliferacion
descontrolada o una lesion en el epitelio puede causar una infeccién de los tejidos por parte
de la flora normal o de patdégenos adquiridos del ambiente, provocando la enfermedad.

Las faringitis o infeccionegde la faringe, se caracterizan por dolor en la zona, afonia, dolor al
tragar, puede cursar con fiebres y flemas amarillentas.

En estos casos, se puedsbtener unamuestra faringea para tefiir y cultivar, con el fin de
determinar qué bacteria es la causantalel cuadro y poder establecer un esquema de
tratamiento eficaz para favorecer la pronta recuperacion del paciente.

Se pueden utilizar medios como el Agar Sangre, al igual que el Manral para el aislamiento
de cocos Gram positivos, al igual que Agar @tolate cuando se sospecha de un posible
Haemophilus influenzae

Materiales

Microscopio

Portaobjetos Agar McConkey

Tincion de Gram Agar Manitol-Sal

Torundas estéiles Bajalenguas

Solucion salina estéril Cultivo mixto deE. coli S. aureus

Agar Sangre



Procedimiento
Procesamiento de muestras faringeas

1- Tome una muestra faringea de un compafero, utilizando bajalenguas y
torundas estériles humedecidas, tal y como se vio en el cursticrobiologia |

2- Tome tres torundas: Dos para realizar cultivos y una para realizar tincion de
Gram

3- Con una torunda raye el agar sangre y el McConkey, raye con otra el Manitol
Sal

4- Cologue una gota de agua en un portaobjetos y use la tercer torunda para
realizar un frotis

5- Proceda a realizar una tincion de Gram de la muestra

6- Observe en busca de predominancia de algun morfotipo bacteriano

7- Realice tinciones del cultivo mixto como control de calidad de la tincién

Lectura de Placas

1- Analice los microorganismos querecieron en las placas

2- Determine la presencia de bacilos Gram negativos, lactosa positivos o
negativos

3- Determine la presencia de cocos Gram positivos, manitol positivos o negativos

Tema 2: Coprocultivos y Urocultivos

Objetivo especifico: Practicar el método correcto para el procesamiento
bacteriol6gico de muestras de orina y heces.

Descripcion:

En ocasiones, ya sea por alimentos o por contaminaciones cruzadas, las personas pueden
ingerir bacterias enteropatdgenas que pueden causar casos de gastroenteritis desde leves
hasta severas. Si bien, la mayoria son autolimitados, es decir, resuelven pamismos, cuando

el cuadro es muy fuerte se puede solicitar uooprocultivo. La muestra de heces es rayada
en agares selectivos, dado que esta normalmente colonizado por una amplia gama de
microorganismos.

Los agares mas utilizados suelen ser Agar SangregaA McConkey y Agar SS
(Salmonelld Shigella) aunque dependiendo de la sospecha se pueden adicionar otros como
Agar TCBS para deteccion de vibrios comébrio choleraeo V. parahaemolyticus.



En el caso del tracto urinario, es mas comunmente asociadméeicciones por enterobacterias,
principalmente E. coliy es mas comdn en mujeres, dada la proximidad las bacterias a zonas
mas profundas del tracto, como la vejiga.

En estos casos, se suele rayar con un asa calibrada un Agar Sangre, (haciendo una licka re
y luego rayando perpendicularmente) y luego se raya normalmente un Agar McConkey. El
asa calibrada se debe a que permite posteriormente la cuantificacion de las bacterias, lo cual
es de importancia para el médico tratante.

Materiales

Microscopio

Portaobjetos

Tincién de Gram

Torundas estériles

Agar Sangre

Agar McConkey

Cultivo mixto deE. coli S. aureus

Procedimiento
Procesamiento de muestras de heces

1- Utilizando una torunda estéril, pique la muestra en varias z@s para obtener cierta
uniformidad en la recoleccion

2- Raye con la torunda un Agar Sangre y McConkey e inculi#b8C por 24h

3- Con un palillo, realice un extendido fino de las heces en un portaobjetos

4- Deje secar, fije y realice tincion de Gram

5- Observe en buscae predominancia de algan morfotipo bacteriano

6- Realice tinciones del cultivo mixto como control de calidad de la tincién

Lectura de placas

1- A las 24h, revise las placas y anote las caracteristicas de las colonias que
crecieron. Observe si predomina alguneolonia en particular.



Tema 3: Bacteremias

Objetivo especifico: Reconocer los pasos para el correcto procesamiento de
muestras positivas por bacteremias.

Descripcion:

El cuerpo humano esta colonizado en su gran mayoria por algun tipo décroorganismo,
principalmente en las mucosas y superficies que tienen contacto con el exterior. A pesar de
ello, ciertos tejidos y zonas del cuerpo son estériles y se deben mantener asi para su correcto
funcionamiento, tal es el caso de la sangre.

La sange, al ser el medio de transporte de nutrientes del organismo, es rico en sustancias
alimenticias, por lo cual puede actuar como un medio de crecimiento bacteriano y fungico
muy rico, misma razén por la cual se utiliza para el Agar Sangre.

Para contrarrestar esa posibilidad, el cuerpo cuenta también con un sistema inmune que
deberia ser competente y capaz de eliminar cualquier cantidad pequefia de bacterias que
entren en la sangre, por ejemplo, a través de cortaduras o cirugias menores. Sin embargo, en
pacientes internados y debilitados, principalmente con catéteres, puede ocurrir que el catéter
sea colonizado por alguna bacteria e ingrese directamente en el torrente sanguineo, en
cantidades lo suficientemente grandes para que el cuerpo no pueda combatirléecazmente

y se dé unabacteremia.

En estos casos se debe aislar el microorganismo tan pronto sea posible, identificarlo y
establecer un esquema de tratamiento eficaz, pues se corre el riesgo de que la bacteria
disemine por todo el cuerpo a través de la sgre y ponga en peligro la vida del paciente.

Existen pruebas de bioquimicas rapidas que pueden permitir una primera separacion de las
bacterias, dependiendo de su morfologia. En el caso Bacilos Gram Negativos, existe la
prueba deoxidasa la cual sera mgativa en Enterobacterias (comde. coliy Klebsiellaspp) y
positivas en otros géneros, com®seudomonaspp. En el caso d€ocos Gram Positivos, la
prueba de eleccién es I&atalasa, en la cual el géner@taphylococcuspp sera positivo,
mientras que seg negativo para géneros com8treptococcuspp y Enterococcuspp.

Materiales

Microscopio Portaobjetos Tincion de Gram
Botellas de hemocultivo  Agar Manitol-Sal Agar McConkey
Agar Sangre Cultivo mixto deE. coli S. aureus

Cultivo deS. aureus Cultivo de Streptococcusp Cultivo deE. coli

Cultivo dePseudomonas Tiras de oxidasa Reactivo de Catalasa



Procedimiento

Procesamiento de muestra positiva por bacteremia

Tome la botella positiva por bacteremia

Revise el color del indicador en dbndo

Limpie con algodén y alcohol la boquilla de la botella

Homogenice suavemente la botella

Con una jeringa, punce la boquilla de la botella, coléquela boca abajo y obtenga una
muestra con la jeringa

Cologue una gota en un portaobjetos y realice uniamcion de Gram

Raye una placa de Agar Sangre y una de Agar McConkey o Mafitd] dependiendo

de la bacteria que se trate

Incube a 35°C durante 24h

Lectura de placas

1-

A las 24h, revise las placas y anote las caracteristicas de las colonias que
crecieron. Observe si predomina alguna colonia en particular.

Prueba de Oxidasa

Tome un cultivo deE. coliy Pseudomonasp

Sague una tira reactiva de Oxidasa y partala a la mitad

En cada mitad de la tira, utilizando un palillo de madera, coloque una o dos
colonias de una de las bacterias (una bacteria en cada mitad)

Si el papel cambia a un color azul en el transcurso de 10s, la prueba se
considera positiva

En caso de no cambiar de color o cambiar luego de los 20s, se considera
negativa

Prueba de Catalasa

Tome un cultivo deS. aureuy Streptococcusp

Asegurese que los cultivos NO provengan de Agar Sangre

Coloque varias colonias sobre un portaobjetos

Agregue una gota del reactivo de Catalasa (Perdxido de Hidrogeno al 15%)
La formacion inmediata de burbujasindicara una reaccion positiva, de lo
contrario sera negativa

La formacién de burbujas luego de 20 a 3080 se considerara positiva



Tema 4: Antibiogramas

Objetivos especificos: Reconocer la importancia y los pasos para el montaje e
interpretacion de pruebas de resistencia a los antibacterianos.

Descripcion:

Las infecciones bacterianas pueden atacar practicamente cualquier tejido en el cuerpo
humano. Dependiendo de su severidad, pueden ser auto limitadas ya que el sistema inmune
es capaz de respondeefectivamente y resolver el proceso infeccioso. Sin embargo, en
muchos casos es necesaria una terapia de apoyo con antibioticos de modo que ataquen a las
bacterias patdgenas y se pueda resolver mas facil y eficazmente la infeccion, dado que en
muchos casospodrian comprometer la vida de los pacientes.

A pesar de ello, muchas cepas bacterianas han desarrollado mecanismos de resistencia a los
distintos antibiéticos, principalmente por el abuso en el tratamiento de éstos, asi como el
poco apego de los pacieers a los esquemas prescritos. Esto genera la proliferacion de cepas
bacterianas con caracteristicas selectivas que le favorecen su crecimiento en presencia de
ciertos antibidticos, con lo cual el uso del mismo se torna ineficaz.

La resistencia a un antimicobiano se define como la capacidad de un microorganismo a
resistir las concentraciones terapéuticas del medicamento sin alcanzar dosis téxicas
para el paciente .

Para determinar si hay o no resistencia a los antibidticos se han disefiado innumerable
cantidad de técnicas, como por ejemplo, el método de KidBauer. En éste, se colocan sobre
un cultivo de la bacteria de interés, discos impregnados de diferentes antibiéticos. El
antibiotico difunde a través del agar, diluyéndose al alejarse y creando un hale thhibicion
alrededor, segun sea la sensibilidad de la bacteria al agente. Por tanto, mientras mas grande
sea el halo, mayor sera la sensibilidad de la bacteria a ese antibiético en particular.
Posteriormente se mide con regla el diametro del halo de inbicion y se compara con lo
reportado por el fabricante para determinar el grado de sensibilidad. Cabe destacar que éste
método es meramente cualitativo, pues no ofrece manera de conocer la concentracion
minima inhibitoria (MIC) del antibiético.

Este métodosiempre debe contar con un control de calidad correspondiente a cepas ATCC
(American Type Culture Collectiprestandarizadas que generan un halo de tamafio conocido,
de modo que se pueda controlar que el método funciona correctamente.

Materiales
Portaobjetos Tincion de Gram Placas de agar MuelleHinton
Cepas ATCC Hisopos estériles Soluciones de McFarland 0.5

Agua destilada Tubos de ensayo



Procedimiento

Antibiograma
1- Realice una tincién de gram de las cepas disponibles
2- Seleccione undacteria para ser trabajada

3- Cologue una a una, colonias de la bacteria seleccionada en un tubo con 3mL de agua
destilada hasta alcanzar una turbidez de McFarland 0.5

4- Sumerja una torunda estéril y escurra el exceso de liquido en la pared del tubo
5- Raye en 3irecciones toda la placa, asegurdndose de cubrir toda su superficie

6- Deje secar 5 minutos y, utilizando pinzas, cologue los discos con antibiéticos
equidistantemente entre ellos y el borde del plato

7- Entre cada cambio de disco sumerja las pinzas en alcolgajuémelas con la lampara
de alcohol

8- Incube a 35°C por 18h

9- Mida el diametro de la zona de inhibicion alrededor de cada uno de los discos con
antibiotico

10- Consulte los valores normales de diametros de inhibicion de las cepas ATCC y
determine si funcion6 adeciadamente

11- Determine si su cepa es suceptible, intermedia o resistente a los antibiéticos
utilizados

Lectura de Placas

1- Analice los microorganismos que crecieron en las placas

Tema 5: Procesamiento de muestras de heces

Objetivo especifico: Practicar el proceso de montaje y procesamiento de muestras
de heces.

Descripcion:

Los examenes de heces son algo rutinario en un laboratorio clinico, ya que proveen
informacion muy valiosa y son de bajo costo. A pesar de ello, se requiere de muy buena técnica
para supreparacion y muy buen ojo para observarlos, dado que las estructuras patoldgicas,
como quistes de protozoarios, pueden ser dificiles de observar o identificar.

En las muestras de heces se pueden encontrar principalmente protozoarios (quistes y
trofozoitosq U EAT T ET O1 O j EQAGAAEITT O 1T Al OAOI A 1
comensales (algunos protozoarios) o patdgenos, causantes de gastroenteritis, diarreas e
incluso enfermedades hepéticas, renales y cerebrales, en infecciones severasgaamoeba

O



histolytica. Ademas, algunos helmintos como las microfilarias se pueden hallar en sangre,
causando patologias como la elefantiasis.

Un buen examen de heces comienza con la observacion macroscopica de la muestra. El
determinar la presencia de helmint@ adultos, grasa en la muestra, estrias de sangre, textura
diarreica, entre otros, puede proveer una gran guia a la hora de establecer un diagndstico
acertado, ya que en muchas ocasiones, los padecimientos intestinales pueden tener un origen
no parasitario.

Posteriormente, se realiza normalmente un examen directo en solucién salina y en lugol para
detectar protozoarios, asi como un montaje de técnica de Kato para la observacion de
huevecillos de helmintos. En algunas ocasiones, se puede recurrir a técnidagoncentracion

o flotacion, asi como concentraciones de Baerman o tomas de muestra distintas, como la
técnica de Graham.

Materiales
Portaobjetos
Cubreobjetos
Solucion salina
Lugol

Palillos de madera

Microscopios

Procedimiento
Montaje direct o

1- Tome un portaobjetos

2- Coloque una gota de solucién salina de un lado del portaobjetos y una gota de lugol
en el otro lado

3- Con un palillo de madera, pique en varias secciones la muestra de heces, esto para
homogenizar la muestra a tomar

4- Coloque una pequefi@orcion en la solucion salina y en el lugol. Puede también
qguebrar o cambiar el palillo entre una solucion y la otra, de lo contrario, debe
montar primero la solucién salina para evitar arrastre de lugol.

5- Coloque un portaobjetos sobre cada gota y limpies excedentes con papel toalla

6- Observe a 40X para determinar la presencia de parasitos en las muestras

Técnica de Kato
1- Coloque una pequefia porcién de heces en un portaobjeto
2- Cubra la muestra con una tira de papel celofan con medio de Kato



3- Invierta sobre papel toalla y presione el portaobjetos para aplastar y esparcir la
muestra de heces

4- Voltee el portaobjetos nuevamente y manténgalo a temperatura ambiente por 10
minutos

5- Poco a poco, las heces aclararan de manera mas rapida que los huevecillos, lo que
facilita su observacion. No se debe exceder con el tiempo de espera, ya que
eventualmente los huevecillos aclaran también y se pierde el efecto deseado.

Nombre del Curso: Quimica Clinica Il
Competencias:

1- Conoce y aplica los conocimientos basicos d@crobiologia, parasitologia y quimica
clinica, interviene en la preparacién de reactivos, aprende e identifica los diversos
conocimientos de control de calidad en asistencia integral al profesional en
microbiologia.

Tema 1: Factores que afectan la cinéti ca enzimatica

Objetivo especifico: Comprender los procesos que pueden afectar la cinética
enziméatica y las repercusiones que puede tener en un analisis de quimica sanguinea.

Descripcion:

Las enzimas son proteinas capaces de actuar como catalizadoresrecciones. Mediante
ellas se suelen dar la mayoria de las reacciones quimicas del organismo en tiempos cortos, de
modo que se puede mantener un ritmo que permite al cuerpo metabolizar, almacenar,
modificar y excretar sustancias. A nivel de laboratorio lasnzimas se pueden utilizar para
catalizar reacciones con sustratos sintéticos de modo que, en presencia de un analito
particular, se genere una sustancia coloreada, cuya concentracion se puede determinar
mediante espectrofotometria.

Sin embargo, cada enma tiene condiciones particulares que optimizan su rendimiento y
actividad, asi como condiciones que pueden disminuir su desempefio o alterar la velocidad
de conversion de los sustratos en productos. Entre estas condiciones se pueden mencionar el
pH, tempeaatura, cantidad de sustrato y cantidad de enzima.

Materiales

Micropipetas Tubos de ensayo Reactivo de
ALP

Espectrofotometro HCI NaOH

Muestras de suero Bafio Maria



Procedimiento

1- Tome tres tubos de ensayo y rotulelos como 1,2y 3

2- Agregueal tubo 1 una gota de HCL, al tubo 2 una gota de NaOH y al tubo 3 una gota
de agua

3- Siga el procedimiento con cada tubo para realizar una prueba de ALP utilizando la
misma muestra en los 3 casos

Temperatura

1- Tome tres tubos de ensayo y rotulelos como 1, 23y

2- Siga el procedimiento con cada tubo para realizar una prueba de ALP utilizando la
misma muestra en los 3 casos, pero realice la incubacion del tubo 1 en refrigeracion,
el tubo 2 a temperatura ambiente y el tubo 3 en bafio maria a 37°C

Cantidad de sustrato

1- Tome cinco tubos de ensayo y rotllelos como 1, 2, 3,4y 5

2- Siga el procedimiento con cada tubo para realizar una prueba de ALP utilizando la
misma muestra en los 5 casos

3- Eneltubo 1, siga las instrucciones al pie de la letra

4- En el tubo 2 agregue el doblde la cantidad desustrato indicada
5- En el tubo 3 agregue el triple de la cantidad daustrato indicada
6- En el tubo 4 agregue cuatro veces la cantidad gestrato indicada
7- En el tubo 5 agregue cinco veces la cantidad giestrato indicada

Cantidad de enzima

1- Tome cinco tubos de ensayo y rotulelos como 1, 2, 3,4y 5

2- Siga el procedimiento con cada tubo para realizar una prueba de ALP utilizando la
misma muestra en los 5 casos

3- Eneltubo 1, siga las instrucciones al pie de la letra

4- En el tubo 2 agregue el doblde la cantidad desuero indicada
5- En el tubo 3 agregue el triple de la cantidad daiero indicada
6- En el tubo 4 agregue cuatro veces la cantidad geero indicada
7- En el tubo 5 agregue cinco veces la cantidad gieero indicada

Tema 2: Determinaciéon de la curva de tolerancia a la glucosa e isoenzimas

Objetivo especifico: Reconocer los pasos para la realizacion de una curva de
tolerancia a la glucosa, asi como el proceso para la determinacion de isoenzimas de
fosfatasa alcalina.

Descripcion:

La glicemia  refiere a la cantidad de glucosa que se encuentra en el torrente sanguineo de
una persona. Esta se puede ver disminuida en casos de hipoglicemia y aumentada en



circunstancias de estrés y en casos de diabetes mellitus, en donde hay deficiencias en la
efedividad de la insulina para integrar la glucosa a los tejidos.

La glicemia en ayunas sirve como control e indicador de esta ultima patologia, aunque existen
métodos de menor complejidad, como son el uso de glucémetros.

El glucémetro utiliza sangre total dtenida de un capilar, usualmente la punta de un dedo de
la mano, para realizar una determinacion de glucosa rapida y poco invasiva. Sin embargo, ésta
es de mayor utilidad en pacientes diabéticos para realizar el seguimiento diario, mas no asi
para pacients sanos o para diagnostico, ya que el margen de error de estos métodos puede
alcanzar hasta un 20%. De todas formas, es de utilidad en el seguimiento de pacientes
diabéticos ya queéstos, al descompensarse suelen tener picos altos o bajos que son muy
marcados y superan con creces este margen de error.

Sin embargo, no solo la glicemia es de importancia a nivel clinico, sino que se pueden
determinar gran cantidad de otros analitos, incluyendo enzimas. Las enzimas son proteinas
gue catalizan diversas reaccioes en el organismo y el aumento en sus niveles en sangre
puede relacionarse directa o indirectamente con patologias. En algunos casos es necesario
una interpretacion o pruebas adicionales mas alla del resultado total, dada la presencia de
isoenzimas. Lassoenzimas son enzimas que cumplen la misma funcién, es decir, catalizan la
misma reaccion, pero son distintas estructuralmente. Esto favorece que, al determinar las
isoenzimas presentes, se sepa de qué parte del cuerpo proviene cada una. Por ejemplol, en e
caso de la ALP (Fosfatasa alcalina) se puede determinar si el origen del aumento es éseo o
hepatico al realizar una prueba de resistencia térmica.

Materiales

Micropipetas Tubos de ensayo Reactivo de
ALP

Espectrofotometro Muestras de suero Bafiomaria

Procedimiento
Uso del glucometro

1- Revise que las tiras no se encuentren vencidas

2- Para el control de calidad introduzca en el glucémetro una tira sin usar, si funciona
correctamente debe: aparecer la pantalla completa, hora y el simbolo de gota
parpadeando

3- Control (si hay disponible): Lavese bien las manos, deje atemperar las tiras y el
control. Verifique que el control no esté caduco.

4- Coloque la tira en el medidor

5- Homogenice suavemente el control y descarte una gota, luego deje caer una gota en
el extremo de la tira reactiva

6- Quite la tira cuando el glucometro suene

7- Espere el resultado y compare con la lista de control



Curva de tolerancia a la glucosa

1- Para realizar la curva deberd tomar una medicion de glucosa de un compafiero a la
hora deentrar, luego el compafiero beberéa de la solucién de glucosa (GluCola) y se
le repetira la medicién 1h después y 10 minutos antes de terminar la sesion
2- El compairiero debe lavarse bien las manos y secarlas
3- Coloque la punta de la lanceta en la yema del degloealice la puncién
4- Pida a su compaiiero que baje la mano por debajo de la cintura y masajee suavemente
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5- Coloque la gota en la tira y previamente colocada en el glucémetro, debe apareder e
simbolo de gota parpadeante

Isoenzimas de ALP

1- Tome dos tubos de ensayo y rotulelos como 1y 2

2- Agregue una parte de la muestra en un tubo aparte

3- Incube a 65°C durante 30 min

4- Siga el procedimiento con la muestra con y sin tratamiento térmico para realizar
una prueba de ALP utilizando la misma muestra en ambos casos

Tema 3: Depuracion enddégena de creatinina

Objetivo especifico: Practicar el procedimiento para la realizacion de pruebas de
depuracion enddgena de creatinina.

Descripcion:

El sistema renales aquel encargado de la depuracion y descontaminacion de la sangre, al
filtrarla y separar las impurezas para finalmente ser descartadas en la orina. Ademas el rifién

cumple funciones endocrinas al secretar eritropoyetina, la cual favorece la produccion de

glébulos rojos; asi como regular el equilibrio aciddase del organismo.

En ocasiones los rifiones pueden ser afectados por traumas y patologias, por ejemplo, la
diabetes y la hipertension generan mucha presion sobre los vasos del glomérulo, causando
gue mlapsen ya que son muy fragiles, por lo que el rifién pierde paulatinamente su
funcionalidad. En el caso de pacientes hospitalizados por una patologia ajena a los rifiones, el
compromiso de los mismos puede jugar un papel determinante en la mejoria en inauks
supervivencia del paciente.

Para medir la funcionalidad del rifiébn existen muchas pruebas, siendo la depuracion
endégena de creatinina la méas utilizada. Esta consiste en el célculo de un indice entre la
creatinina sérica y la creatinina secretada en ora de 24 horas (1440 minutos) por el
paciente, ademas del volumen total recolectado. De ésta manera se puede calcular el volumen



filtrado por los rifiones por unidad de tiempo y determinar si hay algin compromiso en su
funcionalidad de modo que pueda semntervenida a tiempo y prevenir su evolucion.

Materiales

Micropipetas Tubos de ensayo Reactivo de
creatinina

Espectrofotometro Muestras de suero Muestras de orina

Procedimiento
Depuracion enddgena de creatinina

1- Seleccione una muestra de orina de4h o un frasco obtenido de una

2- Seleccione un suero. Suponga que fue tomada la muestra en el transcurso de las 24h

3- Realice la prueba de creatinina en el suero y en la orina como indica el kit. Preste
principal atencion a la dilucion de la muestra de orina

4- Realice el célculo de la depuracién enddégena de creatinina de la siguiente manera:

Flujo de orina (mL/min): Volumen de orina (mL)
1440 minutos

Depuracioén de creatinina (mL/min): creatinina en orina (mg/dL) x Flujo de orina (mL/min)
creatinina sérica

*En caso de utilizar frasco con orina y no galén, asuma que el volumen total fuese
880 mL/24h

Tema 4: Drogas terapéuticas y de abuso

Objetivo espe cifico: Reconocer las técnicas basicas del uso de pruebas rapidas en
la determinacién de drogas de abuso.

Descripcion:

En la actualidad el consumo de drogas de abuso con fines recreacionales se ha establecido
como una practica comun, principalmente en bestratos jovenes de la sociedad. Esto puede
llevar no solo a los efectos agudos que producen estas sustancias, sino a sobredosis que
pueden comprometer la vida de quien los consume, asi como genera dependencias,
sindromes de abstinencia y adicciones. Ptanto, en muchos ambitos como el deportivo y en
algunos campos laborales se ha hecho comun el tamizaje de las personas por distintas drogas,
las cuales se pueden utilizar tanto como dopaje para mejorar el rendimiento, asi como
recreacion, pero que puede@mprometer la seguridad en su labor, por ejemplo, en un piloto

de avion.



Por ello, se han desarrollado gran cantidad de técnicas de diversas sensibilidades para la
deteccién de las mismas, pero quizas la mas comun es la prueba de drogas de abuso Ba.ori
Actualmente se cuentan con versiones comerciales de frascos de orina que incluyen tiras
reactivas que presentan lineas de positividad para diversos analitos. La cantidad de analitos
puede variar segun la marca, pero usualmente cuentan con deteccion deHC
(tetrahidrocanabinol, compuesto activo de la marihuana), cocaina y barbitdricos, aunque
pueden incluir también MDMA (éxtasis) y anfetaminas.

A pesar de ello, no todas las drogas detectadas en el laboratorio son de abuso. En casos de
terapias con cierbs farmacos cuyo rango de toxicidad es estrecho, se suele llevar control de
la concentracion plasmética de la droga en el paciente, por ejemplo, con los
inmunosupresores en personas con enfermedades autoinmunes o trasplantes. De esta
manera se garantiza ga la droga se encuentre en el rango terapéutico, es decir, en la
concentracion suficiente para ser eficaz, pero sin ser tanta que sea toxica.

Materiales

Frasco de orina para drogas Muestras de orina positivas

Procedimiento
Determinacion de drogas en orina

1- Siga las instrucciones provistas por el fabricante para el uso del frasco



V Nivel



Nombre del Curso: Serologia y Banco de Sangre

Competencias:

1- Colabora en términos asistenciales en la realizacibn de procedimientos
especializados de la microbiologia y quimica clinica.

Tema 1: Pruebas rapidas

Objetivo especifico: Practicar el uso e interpretacion de pruebas rapidas en
serologia.

Descripcion:

La serologia se basa en la deteccion de anticuerpos o el uso de los mismos para la
deteccién de antigenos. Mediante este principio se puede realizar deteccion de
microorganismos, asi como deteccion e incluso cuantificacion de analitos. Las
técnicas van dede metodologias muy complejas hasta sencillas, tal es el caso de las
pruebas rapidas. Estas suelen constar de un sistema de inmunocromatografia el cual
consta de un sistema similar al ELISA que se va desarrollando conforme la muestra
va fluyendo a través @l papel. La interpretacion de un positivo podra ser de 1 o0 2
lineas dependiendo si el sistema es de captura o de inhibicién, por lo que es
importante siempre revisar el kit con el que se cuenta.

Estas pruebas generalmente logran descartar los negativasn embargo, en muchos
casos los positivos se deben confirmar con un método mas sensible y especifico, dado
gue la mayoria de éstas pruebas no tienen valor concluyente por si solas. En la
actualidad se cuentan con pruebas rapidas para heces, orina y sugree pueden
detectar analitos (pruebas de embarazo), bacteriagiglicobacter pylor), virus (VIH),
drogas (THC), entre otros.

Materiales

Muestras positivas Kits de pruebas rapidas

Procedimiento
Pruebas rapidas

1- Segun sea el kit que le correspondagsi las instrucciones proporcionadas por el
fabricante



Tema 2: Grupos sanguineos

Objetivo especifico: Comprender y practicar el procedimiento para la realizacion e
interpretacion de grupos sanguineos.

Descripcion:

La sangre es un tejido que puede ser pasado de una persona a otra mediante
transfusiones. Con ello se salvan miles de vidas al aflo, ya que se logra estabilizar a
pacientes durante cirugias o luego de algun accidente. Para poder realizar una
transfusidén serequiere que el receptor no rechace la sangre que se le administra, es
decir, que ésta sea compatible.

Existen una gran cantidad de grupos sanguineos como Duffy, Kidd, Lewis, Kell,
Lutheran, por mencionar algunos, sin embargo, los de mayor importancia dta la
frecuencia e intensidad de las reacciones adversas provocadas por incompatibilidad
son los grupos ABO y Rh.

El grupo ABO estad compuesto por tres genotipos en los cuales A 'y B son codominantes
y O es recesivo. En el caso del grupo A, los eritrocitos estardn recubiertos por
moléculas de Nacetilgalactosamina, mientras que el grupo B transcribe para
moléculas de géactosa. El grupo sanguineo O, no es otra cosa que la ausencia de
antigenos Ay B, es decir, no hay un antigeno O.

Sin embargo, un grupo sanguineo no se define Unicamente por los antigenos que
recubren al eritrocito, sino también por los anticuerpos qu@resenta el paciente. Los
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especificos y se adhieren fuertemente a ellos, para posteriormente ser reconocidos

por el sistema inmune. En el caso de los eritrocitos, cuando se adhieggan cantidad
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a simple vista, a causa de un fenébmeno de aglutinacién. La aglutinacion es una forma
sencilla de determinar que un antigeno y un anticuerpo reaccionaron entgs. Asi, al
haber reaccion antigeneanticuerpo habra aglutinacién, formandose un boton fuerte;

de lo contrario, con una leve agitacion se deshace el botdon, siendo negativa la
reaccion.

Los anticuerpos que el paciente tenga seran todos aquellos que NO @os® sus
eritrocitos, es decir, una persona con eritrocitos A no puede tener anticuerpos asj
dado que atacarian al mismo paciente (esto solo sucede en enfermedades
autoinmunes).Los grupos se describen en la siguiente tabla:



