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Reglamento de seguridad en el Laboratorio

1.- Para todo trabajo experimental realizado en el Laboratorio de Analisis Clinicos debera utilizarse Bata blanca de manga
larga y limpia; Asi como uso de guantes de nitrilo, latex o vinilo y cubrebocas en los momentos de toma de muestra o
manipulacion de las mismas y manejo de compuestos quimicos de riesgo

2.- La tolerancia para el inicio de las sesiones experimentales seréd de hasta 10 minutos.

3.- Por seguridad no debe cerrarse la puerta del Laboratorio con llave durante las actividades practicas.

4.- Colocar las mochilas en los espacios correspondientes durante las practicas experimentales, mantener los pasillos libres
de bancos, con la finalidad de que en caso de algun siniestro no existan obstaculos para abandonar el lugar. De igual
manera mantener las mesas libres de objetos extrafos.

5.- En todo momento deberd mostrarse una conducta adecuada en el area de trabajo.

6.- Queda prohibido en el Laboratorio de Analisis Clinicos: tirar basura fuera de los cestos, ingerir alimentos y/o bebidas,
fumar, recibir visitas, sentarse sobre las mesas de trabajo o maltratar el mobiliario del Laboratorio.

7.- Los residuos (RPBI) generados deben colocarse en los contenedores correspondientes para cada uno, entendiendo por
residuo peligroso: Elementos, sustancias, compuestos, desechos o mezclas de ellos que en cualquier estado fisico
representen un riesgo para el medio ambiente, la salud o los recursos naturales, como se indica en la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002.

8.- No se permite el uso de teléfonos celulares, a menos que sea indicado por el profesor, ni reproductores de sonido o
cualquier medio electronico de entretenimiento, el uso de computadoras portatiles queda restringido a tematicas
relacionadas con la asignatura.

9.- El acceso al Laboratorio solo se permitira cuando se encuentre presente el profesor titular de la Opcion Técnica.
10.- Es obligacion de todos mantener limpio y ordenado el lugar de trabajo y todo el Laboratorio.

11.- Lavarse las manos antes y después de cada practica experimental.

12.- El cabello largo debe estar debidamente recogido.

13.- No inhalar, probar u oler productos quimicos si no se esta debidamente bien informado.
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Presentacién del Manual

El presente manual de practicas para el Laboratorio de Andlisis Clinicos brinda al estudiante conocimientos basicos y las herramientas necesarias
para desarrollar las habilidades, destreza, cuidados y procedimientos requeridos en el ambito profesional del Técnico en Andlisis Clinicos, con el fin
de formar Técnicos especializados, capaces de apoyar al profesional responsable del laboratorio en la preparacion de los materiales y lo necesario
para la seleccién, manejo y procesamiento de las muestras biolégicas a evaluar. Se citan los conocimientos basicos para realizar los procedimientos
comunmente empleados en el laboratorio de Andlisis Clinicos, apegado a los lineamientos establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas
vigentes, sin olvidar los valores y la ética profesional que lo forman como alumno del Colegio de Ciencias y Humanidades de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

Criterios de evaluacion

Asistencia y puntualidad
Revision de Resultados
Revisién de Célculos
Reporte

Evaluaciéon del curso

ASISTENCIA: Es un requisito indispensable para acreditar la parte practica del curso; es necesario contar con por lo menos el 80% de la asistencia
total a las practicas y demas actividades realizadas y aprobadas.

PUNTUALIDAD: Se daran 10 minutos de tolerancia para la entrada a las actividades practicas.

REPORTE: Este es un trabajo de suma importancia y se entregaréa en las fechas establecidas por el Profesor titular del grupo. Se debe realizar por
escrito o en computadora, con excelente presentacion y cumplir minimo con los siguientes requisitos:

1.- CARATULA: Debe cumplir con los siguientes datos: Nombre de la Institucién y Dependencia (UNAM/CCH-Azc), Nombre de la Carrera Técnica,
Grupo, Titulo: “Reporte de la Practica No. ...”, Nombre del alumno, Fecha de Realizacion de la Practica y Fecha de Entrega del Reporte.

2.- OBJETIVO GENERAL: Diferente al del Manual

3.- INTRODUCCION: Esta debera contener la informacion general de la practica realizada, y no debe ser la misma que la del manual y debe ser
una cuartilla como minimo.

4.- METODOLOGIA: La misma con la que cuenta el Manual.

5.- RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS: Los resultados se deben colocar tal y como se muestra en el Manual y el andlisis se realiza
colocando el fundamento de la prueba y su interpretacién

6.- CONCLUSIONES: Se hacen las deducciones de los resultados y se deben de tomar en cuenta el objetivo general de cada practica.
7.-BIBLIOGRAFIA: Las referencias deben ser minimo tres y consultando por lo menos un libro. Estas se escriben de acuerdo a las normas
internacionales (Formato APA); Como se ejemplifica a continuacion: Autor(es), Afio, Titulo del articulo, libro o documento consultado, Edicion,
Editorial, Volumen, Paginas.

L.B.D Juan Carlos Flores Chavez.
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Vinculacion del contenido tedrico con las practicas experimentales.

Unidad Tematica Titulo de la practica Numero de
practica.
Revisidon de conceptos y Normas Oficiales Mexicanas. 1.1
Lavado de Manos. 1.2
MODULDO |. Introduccién al Manejo de Muestras Bioldgicas y material de Laboratorio 1.3
Laboratorio de Andlisis Clinicos. comunmente utilizado en Laboratorio de Anélisis Clinicos.
Manejo de Fotocolorimetro. 1.4
Manejo de Centrifuga. 15
Manejo de Microscopio Optico Compuesto. 1.6
MODULDO II. Examen General de Examen General de Orina.
Orina. - Examen Fisico. 2.1

- Examen Quimico.
- Examen Microscopico.

“Obtenciéon de muestras sanguineas por puncién venosa
mediante sistema al vacio y jeringa”. 3.1
- Puncién venosa con Jeringa.
- Puncion venosa con sistema al vacio.
- Obtenci6n de Suero sanguineo.
- Obtencién de Plasma sanguineo.
“Citometria Hematica”. 3.2
MODULDO Ill. Hematologia. - Determinacion de Hemoglobina.
- Determinacion de Hematocrito.
- Conteo Eritrocitario.
- Determinacion de la Velocidad de Sedimentacion Globular.
- Determinacion de indices de Wintrobe.
- Conteo Leucocitario Total.
- Elaboracion y Tincion de Frotis Sanguineo.
- Recuento Leucocitario Diferencial.
- Evaluacion Morfolégica Eritrocitaria y Plaquetaria.

MODULO IV. Inmunologia. “Pruebas Inmunolégicas Basicas”. 4.1
- Reacciones Febriles.
- Antiestreptolisina O.

L.B.D Juan Carlos Flores Chavez.
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- Factor reumatoide

- Grupos sanguineos

- Proteina C reactiva
- Prueba de embarazo.

- RPR.
MODULO V. Biogquimica Clinica. “Quimica Sanguinea de 5 elementos * 5.1
- Glucosa.
- Acido urico.
- Urea.
- Creatinina.
- Colesterol.
MODULO VI. Parasitologia. Examen Coproparasitoscopico. 6.1
Determinacion de estructuras parasitarias por la Técnica de Faust.
MODULO VII. Bacteriologia. Preparacién de medios de cultivo. 7.1
Toma de Muestra Bacteriolégica. 7.2
Cultivo de muestra Bacterioldgica. 7.3
Morfologia colonial Macroscopica. 7.4
Morfologia colonial Microscopica. 7.4
Identificacién de Género y Especie bacterianos: Pruebas
Bioquimicas. 7.5
Sensibilidad a los antibi6ticos: Antibiograma. 7.6

L.B.D Juan Carlos Flores Chavez.
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MODULO 1. INTRODUCCION AL LABORATORIO DE ANALISIS
CLINICOS.
Practica 1.1 Revision de Normas Oficiales Mexicanas y medidas
de Bioseguridad en el Laboratorio de Analisis Clinicos.

Objetivo.

Que el alumno conozca y aplique las Normas de Bioseguridad y
manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI), asi como
la normatividad para el funcionamiento de los Laboratorios de Andlisis
Clinicos, verificando la conservacion, limpieza y mantenimiento de los
materiales, reactivos y equipos utilizados en la practica, con la finalidad
de adquirir destreza y los conocimientos basicos del funcionamiento,
organizacién y control en este tipo de establecimiento.

Introduccion.

Se le conoce como Laboratorio Clinico al establecimiento publico,
social o privado, legalmente establecido, independiente o ligado a otro
establecimiento para la atencién médica de pacientes hospitalarios o
ambulatorios, que tenga como finalidad realizar andlisis fisicos,
guimicos o bioldgicos de diversos componentes y productos del cuerpo
humano, cuyos resultados coadyuvan en el estudio, prevencion,
diagndstico, resolucidn y tratamiento de los problemas de salud.

La principal funcién de este establecimiento es realizar estudios
mejor conocidos como Andlisis de Laboratorio. Estos son andlisis
fisicos, quimicos o biolégicos, cuyas mediciones y resultados se
obtienen a través del uso de diversas técnicas, por personal facultado
para ello, como Médicos, Quimicos y Técnicos especialistas en el area;
En un laboratorio clinico legalmente establecido.

El laboratorio clinico, debe contar con Aviso de Funcionamiento
y Aviso de Responsable Sanitario. El responsable sanitario debera ser:
un Quimico con curriculum orientado al laboratorio clinico con grado
universitario de maestria o doctorado en las areas de laboratorio clinico,
0 un Médico cirujano, con certificado de especializacién en patologia
clinica, grado universitario de maestria o doctorado en las areas de
laboratorio clinico.

Los laboratorios clinicos deben contar con lo requerido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-197-SSA1-2000, Que establece los

requisitos minimos de infraestructura y equipamiento de hospitales y
consultorios de atencidon médica especializada. Dicha norma indica lo
siguiente: area administrativa y de recepcion, toma de muestra
sanguinea, toma de muestra microbioldgica y ginecolodgica, area de
guimica clinica, hematologia, inmunologia, analisis de orinas y
coproldgicos, microbiologia, banco de sangre y/o servicio de
transfusiones, area de urgencias, area de lavado de material y
esterilizacién asi como un area de almacenamiento de materiales y
reactivos.

Los laboratorios clinicos deben contar con personal suficiente e
idéneo. El personal profesional del area de laboratorio clinico debe
presentar titulo universitario y en el caso de que labore personal
técnico, éste debera contar con diploma ambos legalmente expedidos.
(NOM-007-SSA1-2011)

La Bioseguridad se define como la serie de medidas orientadas
a disminuir el riesgo del trabajador de la salud de adquirir infecciones
en el medio laboral. Ya que todo trabajo clinico implica un riesgo para
el personal ya que durante este, se encontrardn en contacto con
muestras biolégico-infecciosas y productos quimicos peligrosos, de tal
forma que resulta indispensable conocer su clasificacion, identificacion,
manejo y desecho para evitar riesgos individuales y comunitarios
relacionados con las actividades del laboratorio y conocer los
procedimientos basicos para evitar riesgos personales como el uso de
equipos de proteccién, lavado de manos y acondicionamiento del area
de trabajo. (NOM-087-ECOL-SSA1-2002)

Aunado a esto es importante revisar las normativas de
conocimiento indispensable para los Técnicos en Andlisis Clinicos,
como lo son:

¢ Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, Del Expediente
Clinico.

e Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la
organizacion y funcionamiento de los Laboratorios Clinicos.

e Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002
Proteccion Ambiental Salud Ambiental Residuos Peligrosos
Biolégico Infecciosos, Clasificacion y Especificaciones de
Manejo.

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades
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e Norma Oficial

de Trabajo.

Por otra parte la Organizacion Mundial de la Salud propone la

Mexicana NOM-018-STPS-2015, Sistema
Armonizado para la Identificacion y Comunicaciéon de Peligros
y Riesgos por Sustancias Quimicas Peligrosas en los Centros

Clasificacion de los Microorganismos Patogenos.

Tabla 1.- Grupo de riesgo de los microorganismos (OMS, 2005).

Grupo de Riesgo

Explicacién

1. Riesgo individual y
poblacional escaso o
nulo.

Microorganismos que tienen pocas
posibilidades de provocar alguna
enfermedad en el ser humano o en los
animales.

2. Riesgo individual
moderado, riesgo
poblacional bajo.

Microorganismos que tienen un riesgo
muy bajo de provocar enfermedades
pero si pueden causarlas en animales y
humanos.

3. Riesgo individual
elevado, riesgo
poblacional bajo.

Agentes patdgenos que pueden
provocar enfermedades graves en
humanos y animales, pero no se
propagan de un individuo a otro y
ademas existen medidas preventivas y
terapéuticas para curarlas.

4. Riesgo individual y
poblacional elevado

Agentes patdgenos que provocan
enfermedades graves en el ser humano
y animales y que se transmiten
facilmente de un individuo a otro y
normalmente no existen medidas
preventivas o terapéuticas eficaces.

Los laboratorios, segin la Organizacion Mundial de la Salud se

clasificacion en:

Laboratorio basico, que tiene un Nivel de Bioseguridad 1: Este tipo
de laboratorios, son casi siempre de escuelas, donde existe enseflanza
e investigacion basicas. Normalmente solo se utiliza bata como equipo

de seguridad.

Imagen 1.- Laboratorio de bioseguridad 1 (OMS, 2005).

Laboratorio basico que tiene un Nivel de Bioseguridad 2: En estos
laboratorios hay servicios de atencién primaria, se realiza diagnéstico e
investigacion. En este lugar se utlizan sefialamientos de riesgo
biolégico y también ropa protectora como equipo de bioseguridad.

Imagen 2.- Laboratorio de bioseguridad 2 (OMS, 2005).
-2-
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Laboratorio de contencion que tiene un Nivel de Bioseguridad 3: En
este apartado, en los laboratorios se hace diagnostico especial e
investigacion. Se utilizan campanas de seguridad biologica y otros
equipos de contencidn primaria, ademas se usa ropa especial, hay un
acceso controlado al lugar y cuenta con flujo de aire controlado.

Imagen 3.- Laboratorio de bioseguridad 3 o Laboratorio de
Contencién (OMS, 2005).

El Laboratorio de contencidbn maxima que tiene un Nivel de
Bioseguridad 4: En este laboratorio se trabaja con patégenos
altamente peligrosos, la entrada al laboratorio es controlada con
camaras de aire con cierre hermético, en la salida hay ducha y
eliminacién de residuos. Los equipos de seguridad son lo mas nuevos
en tecnologia, se utilizan trajes especiales y aire filtrado.

Imagen 4.- Laboratorio de bioseguridad 4 o Laboratorio de
Maxima Contenciéon (OMS, 2005).

Materiales, equipos y reactivos.

- Es necesario traer por persona para la Revisién de Normas Oficiales
Mexicanas, las primeras paginas de las siguientes Normas: NOM 004,
NOM 007 (Completa) y NOM 018.

- Para conocer las Medidas de Bioseguridad en el Laboratorio de
Analisis Clinicos es necesario traer por persona, el resumen de la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion Ambiental Salud Ambiental
Residuos — Peligrosos — Bioldgico - Infecciosos, Clasificacion y
Especificaciones de Manejo.

- Plumas y hojas blancas por persona.

Procedimiento experimental.
1.1.1 Revisién de Normas Oficiales Mexicanas.

Discutir en equipos de tres personas los siguientes conceptos:
-Laboratorio Clinico, Funciones del Laboratorio Clinico, Organizacion
del Laboratorio Clinico, Bioseguridad, Residuo, RPBI, NOM y su

importancia en los Laboratorios de Analisis Clinicos.
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- Discutir con su equipo, los puntos que consideren mas importantes de
las Normas Oficiales Mexicanas 004, 087, 007 y 018.

- Informar los procedimientos que se deben seguir en el Laboratorio
para el manejo y disposicion de todos los residuos generados durante
las sesiones experimentales.

- Llenar la siguiente tabla: Tabla 2.- Disposicion de Residuos del
Laboratorio de andlisis Clinicos. En la seccion de Resultados.

1.1.2 Medidas de Bioseguridad en el Laboratorio de Andlisis
Clinicos.
- Identificar los equipos de Bioseguridad con los que cuenta el personal

y los sefialamientos que existen en el Laboratorio de Andlisis Clinicos.
- Comentar los procedimientos mas importantes para el manejo
adecuado de muestras bioldgico-infecciosas.

- Colocar en la seccién de resultados en la tabla: Tabla 3.- Medidas y
Equipos de Bioseguridad en el Laboratorio de Analisis Clinicos las
medidas que se pueden aplicar en el Laboratorio, asi como los equipos
con los que se debe contar dentro de €l y mencionar si se tienen o no
en el Laboratorio de Andlisis Clinicos del Colegio de Ciencias y

Humanidades del Plantel en el que se encuentra.

Referencias.
- Avila, I., Campos, M., et al. (2015) Manual de Practicas de Laboratorio
de Analisis Bioguimicos Clinicos Generales., UNAM- Departamento de
Ciencias Bioldgicas.
- Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
Ambiental Salud Ambiental Residuos-Peligrosos-Bioldgico-Infecciosos,
Clasificacion y Especificaciones de Manejo.
- Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la organizacion
y funcionamiento de los Laboratorios Clinicos.
- Organizacion Mundial de La Salud (OMS)

Resultados.

Tabla 2.- Disposiciéon de residuos del Laboratorio de Analisis
Clinicos.

Tipo de residuos Contenedor

Tabla 3.- Medidas y equipos de bioseguridad en el Laboratorio de
Andlisis Clinicos.

Medidas Aplicables
y equipos de
bioseguridad.

;Se encuentra en el
Laboratorio de
Analisis Clinicos?
Sio No

Equipos de
bioseguridad

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades
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Practica 1.2 Manejo de muestras bioldgicas, material de
laboratorio y clasificacién de RPBI’s en el Laboratorio de
Anélisis Clinicos.

Objetivo

Que el alumno reconozca y aplique normas de bioseguridad durante
el manejo y procesamiento de muestras biolégicas, para que adquiera
los conocimientos generales del funcionamiento del Laboratorio de
Andlisis Clinicos, verificando el mantenimiento y conservacion de
materiales de vidrio, muestras biolégicas y equipos de laboratorio
utilizados en la practica diaria.

Introduccién

Los laboratorios clinicos en general se organizan por areas de trabajo,
con requerimientos especificos, las principales y mas comunes son:
area administrativa y de recepcion, toma de muestra sanguinea, toma
de muestra microbioldgica y ginecoldgica, quimica clinica, hematologia,
inmunologia, analisis de orinas y coprolégicos, banco de sangre y/o
servicio de transfusiones, area de urgencias, area de lavado de material
y esterilizacién, asi como area de almacenamiento de materiales y
reactivos (NOM-007-SSA3-2011).

Los laboratorios clinicos cuentan con material especial para
realizar los estudios y es responsabilidad de los quimicos y técnicos
gue ahi laboran, asi como de los trabajadores del Laboratorio usarlo de
manera adecuada, y en las ocasiones que se requiera, darle
mantenimiento basico. También es imprescindible conocer todos los
procedimientos necesarios para realizar su labor de la mejor manera
(Avila, 1., Campos, M., et al., 2015).

Todo el personal del laboratorio deberd adoptar las medidas
preventivas para su proteccion en el almacenamiento, transporte y
manejo de sustancias toxicas o residuos peligrosos biol6gico-
infecciosos tomando en cuenta los requisitos establecidos en las
Normas Oficiales Mexicanas.

Recordando el objetivo de la bioseguridad es proteger al
personal del Laboratorio contra la exposicion innecesaria e injustificada
a agentes infecciosos, tales como las muestras bioldgicas de pacientes,
de los que se sospeche de alguna enfermedad infecto-contagiosa, cabe

resaltar que todas las muestras que se trabajen en el Laboratorio de

Andlisis Clinicos deben manipularse como si se tratara de muestras

potencialmente patégenas para los humanos; y mantener a los agentes

infecciosos dentro de los confines del laboratorio y/o no contaminar el
medio externo. La primera linea de contencién persigue la proteccion

del personal y del ambiente del laboratorio. La segunda se destina a

preservar el ambiente externo al laboratorio.

Los agentes que se consideran como residuos peligrosos
biolégico-infecciosos son los siguientes: Sangre y sus componentes,
solo en su forma liquida, cultivos y cepas de agentes biolégico-
infecciosos incluyendo los utensilios desechables utilizados para
contener, transferir, inocular y mezclar cultivos de dichos agentes,
patoldgicos que son tejidos, érganos y partes que se remueven durante
necropsias, cirugias o algun tipo de intervencion quirurgica, residuos no
anatémicos como recipientes desechables que contengan sangre
liguida, materiales de curacion empapados, saturados o goteando de
sangre y objetos punzocortantes como tubos capilares, navajas,
lancetas, agujas de jeringas desechables, hipodérmicas, de sutura, de
acupuntura y de tatuajes, bisturis y estiletes de catéter, exceptuando
material de vidrio roto.

Una muestra biolégica es la parte anatémica o fraccion de
O6rganos o tejido, excreciones o0 secreciones obtenidas de un ser
humano o animal vivo o muerto para su analisis (NOM-087-ECOL-
SSA1-2002).

La principal muestra biologica utilizada en el Laboratorio de
Analisis Clinicos es la sangre, que se encuentra definida como: El tejido
hematico con todos sus componentes, sélo en su forma liquida, asi
como los derivados no comerciales, incluyendo las células progenitoras
hematopoyéticas y las fracciones celulares o a celulares que de esta
resulten (hemoderivados) (NOM-087-ECOL-SSA1-2002), de la cual es
importante conocer como debera ser desechada.

Los pasos para el manejo de los RPBI's, son 6 puntos
importantes para eliminar los residuos generados dentro del laboratorio
en su quehacer diario.

Paso 1. Identificacion de los residuos, consiste en la identificacién
inmediata de los desechos después del procedimiento que los
generd, en el sitio y por el personal donde se generaron, para
lo cual se utiliza el siguiente cuadro.

-5-
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Tubos con muestras biolégicas (Coagulos, suero o
R1 plasma) Se desechan en bote con solucién de hipoclorito
de sodio al 6% o entregar directamente al profesor.
Agujas, (solo agujas, sin jeringa y sin tapones de agujas de
R2 jeringas, y sin tapas de agujas de doble filo) y capilares con
sangre, desechar en bote para punzocortantes.
R3 Material solido empapado de sangre, se deposita en la
bolsa roja de RPBI.
El material utilizado durante la practica, como envolturas
R4 de jeringas, tapones protectores de agujas, guantes,
torundas, tiras reactivas para EGO, etc. que no esté
contaminado con sangre, se desecha en el bote de basura
habitual.
Las soluciones reactivas utilizadas en las practicas, se
R5 desechan en bote con solucién de hipoclorito de sodio al
6% o entregar directamente al profesor, por ningdn motivo
se desecha en la tarja, ni seran almacenadas.
Puntas azules y amarillas de las micropipetas se
R6 dispondran en contenedores a parte de los tubos y
laminillas, con solucién de hipoclorito de sodio al 6%.
Agua utilizada para el lavado de celdas o cubetas para el
R7 espectrofotbmetro se depositara en un bote, con solucion
de hipoclorito de sodio al 6%.
Tabla 4. Residuos generados en el laboratorio de Anélisis
Clinicos y su disposicién.

Paso 2. Envasado de los residuos generados, después de su identifica-
cion y con base en su estado fisico, ya sean soélidos o liquidos.

Paso 3. Almacenamiento temporal, deberan resguardarse en contene-
dores con tapa y permanecer cerrados todo el tiempo.

Paso 4. Recoleccién y transporte externo, del que se ocupa personal
calificado y que conoce ampliamente los riesgos que implica su
trabajo (aplica Unicamente para centros hospitalarios).

Paso 5. Tratamiento, las mismas instituciones lo pueden realizar, la
forma mas limpia y barata es la utilizacion de la autoclave.

Paso 6. Disposicion final, los RPBI's que fueron tratados se dispondran
en camiones recolectores de basura comun, mientras que los
que no fueron tratados deberan enviarse a empresas
recolectoras autorizadas (aplica Unicamente para centros
hospitalarios).

Materiales, equipos y reactivos.

1 Gradilla de unicel.

5 Pipetas de vidrio de diferentes volimenes

1 Pipeta de Sahli.

1 Pipeta de Wintrobe.

1 Tubo capilar sin heparina.

1 Jeringa de plastico de 5mL.

1 Aguja de punta doble, calibre 21x33 para sistema al vacio.
1 Adaptador para sistema al vacio (Camisa o capuchdén)
1 Fotocolorimetro.

1 Juego de micropipetas.

1 Centrifuga para Analisis Clinicos.

1 Balanza de dos platos.

1 Piseta con agua

2 Microscopios Opticos Compuestos.

5 Tubos de ensaye

1 Bolsa roja para RPBI

1 Contenedor rojo rigido para punzocortantes

2 Laminillas con muestra de sangre, previamente tefiidas con Wright.
Puntas para micropipeta (amarillas y azules)

Agua destilada

Solucion Salina Fisiol6gica (SSF)

Aceite de inmersion.

Procedimiento experimental.

- Se realizara una exposicién por parte del profesor, para la explicacion
del uso adecuado y cuidados especificos del material de vidrio, pipetas,
micropipetas y equipos que se utilizan en el laboratorio clinico, ademas
de los procedimientos mas importantes para el manejo de muestras
biologicas, los principales reactivos de laboratorio clinico y la
disposicion de los RPBI's que se generan en los procedimientos
realizados en cada préctica, por lo cual es necesario llenar la Tabla 5.-
Manejo de muestras biolégicas, material de laboratorio y clasificacion
de RPBI’s en el Laboratorio de Anadlisis Clinicos y la Tabla 6.-
Disposicion de RPBI’s en el Laboratorio de Analisis Clinicos del CCH

Azcapotzalco.
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Resultados

Tabla 5.- Manejo de muestras biolégicas, material de laboratorio y
clasificacion de RPBI’s en el Laboratorio de Analisis Clinicos.

Indicaciones

Material Uso adicionales.

Tabla 6.- Disposicion de RPBI’s en el Laboratorio de Analisis
Clinicos del CCH Azcapotzalco.

Tipo de Contenedor Destino del
Residuos residuo (material y residuo
color)

Referencias

- Santos, C. y Cols (2003). Guia para el manejo de los residuos
peligrosos bioldgico infecciosos en unidades de salud. Secretaria de
Salud. Direccion General de Planeacién y Desarrollo en Salud.

- OMS (2005). MANUAL DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO,
Ginebra, Tercera Edicién

- Gutiérrez, A. (2016) Investigacion Diagnostica. Laboratorio de
reactivos para diagndstico, Multibac ID, [En linea] Recuperado el 1 de
junio de 2018. De goo.gl/oY7Bk2
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Préactica 1.3 Lavado de Manos.
Objetivo.

Que el alumno reconozcay aplique las normas de bioseguridad para
el lavado de manos, asi como la normatividad para el funcionamiento
de los laboratorios de Analisis Clinicos, con la finalidad de prevenir
contaminaciones y el transporte de posibles infecciones, resguardando
la integridad de los trabajadores del Laboratorio y de si mismo.

Introduccién
La buena salud depende en parte de un entorno seguro. Las practicas
o técnicas que controlan o previenen la transmisién de enfermedades
ayudan a proteger al paciente, al personal y familiares de la amenaza
de éstas.

Los pacientes corren el riesgo de sufrir infecciones debido a una
menor resistencia a los microorganismos infecciosos, mayor exposicion
al nimero y al tipo de microorganismos causantes de enfermedades, y
a procedimientos invasivos.

Recomendaciones: Lavarse las manos al iniciar la jornada
laboral. Quitarse anillos y pulseras; antes y después de realizar algun
procedimiento; antes y después de estar en contacto con pacientes,
antes y después de comer e ir al bafio; antes de preparar medicamentos
y antes de administrarlos al paciente en el caso de ser personal que se
encuentra en contacto directo con los pacientes como lo son las
enfermeras; antes o después de manipular muestras en el Laboratorio.
No se recomienda utilizar un lienzo de tela para secar las manos para
todo el personal, ya que probablemente estén contaminadas con
microorganismos. (Salazar, 1., 2013)

En primer lugar, la limpieza de las manos se realiza cuando estan
visiblemente sucias. El lavado de las manos se realizard mediante
jabén y agua para eliminar asi todos los restos de suciedad evidentes.
La tarea sera realiza con once sencillos pasos y apenas un minuto de
tiempo, que te garantizan la eliminacion de todo rastro de suciedad.
Pese a ello, aunque las manos estén limpias, no se deben realizar
procedimientos sanitarios tras este lavado. Para evitar las infecciones
asociadas a la atenciéon sanitaria, hay que desinfectarlas mediante
soluciones desinfectantes a base de alcohol.

Materiales, equipos y reactivos.

- Jabon liquido antibacterial para manos.
- Servitoallas o sanitas.

Procedimiento experimental.

Técnica

¢ Coémo lavarse las manos?

jLavese las manos solo cuando estén visiblemente sucias! Si no, utilice la solucion alcohdlica

E] Duracién de todo el procedimiento: 40-60 segundos

i j ﬁ I sﬁ\
Deposite #n la palma de 18 mana una Fritesa ias paimas de las manos

cantidad de Jabdn suficlente para cubrr  entre si;
lodas las superficies de las manos;

RNV ;

Frétesa |a paima de la mane derecha Fratesa las palmas do las manos Fritess el dorso de los dedos de
conira ¢ dorso do [a mane izqulerda antra sf, con los dedos una mana con la palma de la mans
entrelazando los dedos ¥ viceversa; entrelazados; opuesia, agarrindose los dedos;

A y 8]
2 2

Mijese 83 manos con BQUA;

7

Frétese la punta de los dedos de la Enjuiguese las manos con agua;
mano derecha contra la palma de la

mano lzquierda, haciendo un

movimiento do rotacién y vicoversa;

Sirvase de la toalla para cerrar el grifo; Sus Manos son seguras,

Frétese con un movimiento de
rotacién el pulgar izquierdo,
atrapindolo con |a palma de la
mano derocha y vicoversa;

SAVE LIVES
Clean Your Hands

& Organizacion Sequridad del Paciente
=2 Mundial de [a Salud | s e et s smoon wis saa

Imagen 5.- Lavado de manos propuesto por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) Tomado de goo.gl/v3XFyJ
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- Tener a la mano y cerca de la tarja toallas de papel desechables y un
dispensador de jabon liquido antibacterial (es importante que sea
liquido ya que el jabon en barra no es una buena opcion pues acumula
microorganismos)

- Abrir la llave de agua y mojarse las manos

- Tomar una porcién de jabon liquido antibacterial, frotar para formar
espuma, tener precaucién de frotarse las mufiecas y entre los dedos,
asi como las ufas, siguiendo las instrucciones de la Imagen 5.- Lavado
de manos segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS).

- Enjuagarse las manos en posiciobn descendente, secarse con una

toalla de papel y utilizar la misma toalla para cerrar la llave de agua.

Referencias.

- Salazar, I., (2013). Lavado de manos. UNAM, ENEO

- Avila, 1., Campos, M., Galvan, M., Damian, R., Arellano, G., Ruiz, V.
et al. (2015) Manual de Préacticas de Laboratorio de Andlisis
Bioguimicos Clinicos Generales., UNAM- Departamento de Ciencias
Biolégicas.

Practica 1.4 Manejo de Fotocolorimetro.

Objetivo.

Que el alumno conozca y aplique la normatividad para el
funcionamiento de los laboratorios de Analisis Clinicos, conociendo el
fundamento y manipulacion del fotocolorimetro y/o espectrofotémetro,
para que adquiera destreza y habilidad en el manejo de los mismos.

Introduccién.

El fotocolorimetro constituye una herramienta fundamental en el
laboratorio clinico. Mas del 90% de las determinaciones que se realizan
en Quimica Clinica tienen como paso final la lectura de una
Absorbancia o una Transmitancia. El correcto desempefio de los
fotocolorimetros es entonces determinante, en Ultima instancia, de la
calidad analitica de los resultados que emite el laboratorio.

Se deberan llevar registros que certifiquen dichos controles; los
estandares de calidad del instrumental deberan cumplirse y por el
contrario si algun parametro estuviera fuera de rango, es conveniente
realizar la reparacion del instrumento a través de un servicio técnico
acreditado y luego volver a verificar el buen funcionamiento
(Duymovich, C., Acheme, R., Sesini, S. y Mazziotta, D., 2005)

La espectrofotometria de absorciéon es usada con moléculas
disueltas en una solucién acuosa. La absorbancia de un soluto depende
linealmente de la concentracion y por consiguiente la
espectrofotometria de absorciébn es ideal para hacer mediciones
cuantitativas. La longitud de absorcion y la fuerza de absorbancia de
una molécula no sélo depende de la naturaleza quimica, si no del
ambiente molecular en donde se encuentre la molécula que da el color.

Cuando un rayo de luz, de determinada longitud de onda, incide
perpendicularmente sobre una solucion, de un compuesto quimico que
absorbe luz (cromoforo), absorbera una parte del rayo y dejara pasar el
resto, este fendbmeno se conoce como absorbancia, mientras que la
transmitancia de una sustancia en solucion, es la relacion entre la
cantidad de luz transmitida que llega al detector una vez que ha
atravesado la muestra y la cantidad de luz que incidi6 sobre ella, se
representa normalmente en porcentaje (%)

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades



—
Manual de prdcticas de Laboratorio.
Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

Un procedimiento analitico muy utilizado en andlisis cuantitativo,
en los Laboratorios de Andlisis Clinicos es el de Calibracién, que
implica la construccion de una “Curva de Calibracion” que es la
representacion grafica de una sefial que se mide un equipo como el
espectrofotémetro o el fotocolorimetro, entre otros, en funcion de la
concentracion de un analito a determinar. La calibracién incluye la
seleccion de un modelo para estimar los pardmetros que permitan
determinar la linealidad de esa curva y, en consecuencia, la capacidad
de un método analitico para obtener resultados que sean directamente
proporcionales a la concentracion de un compuesto en una muestra.

Por otra parte, cuando se realiza la preparacién de las soluciones
gue seran utilizadas para la lectura en el fotocolorimetro, es importante
definir que el Blanco o Blanco de reactivo es una solucion compuesta
Unicamente por reactivo que se utiliza para llevar a cabo la reaccion
gue dard lugar al compuesto que se busca cuantificar. Medir la
absorbancia del Blanco de reactivo es importante ya que en la mayoria
de los casos el reactivo tiene un color propio que no esta relacionado
con el complejo colorimétrico del que se desea conocer su
concentracion.

El patrén es una solucién que se utiliza como referencia, y que
se encuentra compuesta por una cantidad conocida del analito que se
desea cuantificar y el reactivo especifico para la determinaciéon. La
lectura que se realiza en el equipo es importante ya que es un
parametro de la concentracibn que puede presentase en una
determinada muestra.

Materiales, equipos y reactivos.

- Fotocolorimetro / Espectrofotdmetro UV-Vis

- Calculadora Cientifica

- Matraces Volumétricos de 10 mL.

- Pipeta volumétrica de 1, 2, 3, y 4 mL.

- Solucién Patrén de Glucosa [300 mg/dL]

- Tubos de ensaye 13 x 100

- Agua destilada

- Reactivo GOD/POD para la determinacién de Glucosa sérica.

Procedimiento experimental.
1.4.1 Preparacion de la Curva de Calibracién de Glucosa.
- Los alumnos realizaran las diluciones de la Solucién Patron de
Glucosa [300 mg/dL] (sistemas) de acuerdo a las indicaciones
correspondientes del siguiente diagrama:

JmL
- aImL 3 mL 3 mL amL 3 mL
m Do echar
b 2 3 4 5 6
i
. L - L. ! e
Solucldn Concontrada 3 mlL agua 3 mL agua 3 mL agua 3 mL agua 3 ml sgua
de Glucosa [300mpldl]  destilada destilads destiladn destilodn destilada
Blucién: 1.2 1:4 1:8 1:16 1:32

- Encender el Espectrofotometro de Ultravioleta-Vis y calentar por
aproximadamente 15 minutos antes de su manipulaciéon, en caso de
utilizarlo, y tener a la mano un pafiuelo de papel desechable.

- Una vez realizados los sistemas anteriores; rotular tubos de ensaye
distintos como: Sistema 1, Sistema 2, Sistema 3, Sistema 4, Sistema 5
y Sistema 6.

- Es necesario preparar tubos con el Blanco de Reactivo (Tubo 1) y
Patrén del Reactivo (Tubo 2); El profesor responsable de la sesion
indicara a las personas que prepararan dichos tubos.

- Preparar los tubos de acuerdo a las siguientes indicaciones:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patron Sistema
Reactivo (mL) 2.0 2.0 2.0
Patron (ul) 20
Muestra (uL) 20
Nota: La solucién Patron es la solucién concentrada de Glucosa [300
mg/dL]

-10 -
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- Mezclar e incubar 5 minutos a 37 °C 0 10 min a temperatura ambiente
15-25 °C.

- Leer la absorbancia del Patrén y la muestra, como se menciona a
continuacion, frente al Blanco de reactivo. El color es estable 30
minutos.

- Dependiendo del espectro de absorcion de la muestra es como se
selecciona la longitud de onda a la que se lee, en caso de utilizar
espectrofotémetro (Para esta determinacion es de 540 nm)

- Calibrar el espectrofotometro/fotocolorimetro a 0 de Absorbancia y a
100 de Transmitancia usado el tubo “Blanco”. Llenando una cubeta o
celda espectrofotometro para el espectrofotbmetro con 1mL de agua
destilada o bien un tubo de ensaye con el reactivo GOD/POD en caso
de utilizar fotocolorimetro y colocandola en la misma direccién que el
haz de luz realizar la medicién. Tal y como se muestra en la siguiente
Imagen 6. Direccion del haz de Iluz de fotocolorimetro /
espectrofotdmetro.
Muestra

Filtro de
absorcion

|4

>
>

Lampara

Direccion del haz de luz
Imagen 6.- Direccién del haz de luz de Fotocolorimetro /
Espectrofotémetro. Tomado de goo.gl/7QjGvn.
- Registrar la lectura de absorbancia que emita el equipo y anotar
nuevamente la dilucién para cada sistema, para recabar los datos de la

Tabla 7.- Resultados experimentales del manejo de Fotocolorimetro.

Resultados

Tabla 7.- Resultados experimentales del manejo de Colorimetro.

Sistema Dilucién Absorbancia | Concentracion
1 11 300 mg/dL
2
3
4
5
6

- Para conocer la concentracién de cada sistema, es necesario aplicar
la formula que se expresa a continuacion:

[Solucion Glucosa] * Volumen soln Glucosa afiadido

Sist =
[Sistemas] Volumen total

Por ejemplo para conocer la concentracion del Sistema 1 la
ecuacion queda de la siguiente manera:

300mg/dL * 3mlL
3mL

[Sistema 1] = =300mg/dL

- Cuando se conocen las diluciones asi como las concentraciones de
los sistemas y las absorbancias de cada uno de ellos es necesario
realizar la construccién de un Gréfico, con ayuda de la cuadricula que
se encuentra a continuacion; Esto le ayudara a conocer si la Curva de
Calibracién tiene linealidad, con lo que es posible dar paso a la

realizacion de la ecuacién de la Curva de Calibracién.

-11-
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Concentracion (mg/dL)

- Para comprobar que los puntos del Grafico anterior son “Confiables”
0 bien que la Curva de Calibracion tiende a la linealidad, que es el
modelo matematico de una ecuacién de primer grado, es necesario
obtener los valores de la ordenada al origen, la pendiente y el
coeficiente de correlacion (r?). En la ecuacién y = mx + b.

Donde “m” es igual a la pendiente de la recta.

x” es igual a la incognita y “b” es la ordenada al origen o bien el punto
en “x” de donde parte la curva.

Dichos puntos se obtendran tras un procedimiento matematico
utilizando la calculadora cientifica.

m = . r=

b= . r2=

A continuacion, es importante conocer la ecuacion de la Curva de
Calibracion, que se obtendra tras sustituir los valores antes obtenidos
demyb.
y =mx + b.
Colocar la ecuacién sustituida en la siguiente ecuacion:

y= X+

- Por Gltimo es necesario despejar a la incégnita “x” para conocer la
concentraciéon de alguna solucion problema de Glucosa que se
encuentre dentro de los rangos de la Curva de calibracién antes
obtenida. Problema.

Realizar los céalculos necesarios en el siguiente espacio:

Referencias.

- Duymovich, C., Acheme, R., Sesini, S. y Mazziotta, D. (2005)
PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DE CALIDAD,
Espectrofotébmetros y Fotocolorimetros, Guia practica de actualizacion.

Acta Bioquim. Clin. Latinoam. v.39 n.4 La Plata sept./dic.
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Practica 1.5 Manejo de Centrifuga
Objetivo.

Que el alumno conozca y apligue la normatividad para el
funcionamiento de los laboratorios de Andlisis Clinicos, verificando la
limpieza, mantenimiento y conservacién de materiales, reactivos y
equipos de laboratorio utilizados en la practica diaria como lo es la
Centrifuga, para que adquiera destreza y habilidad en el manejo de los
mismos.

Introduccion.

La palabra centrifuga proviene de la palabra latina centrum que
significa centro y fugare que significa huir. La centrifuga es el equipo
gue nos proporciona la técnica de separacion basada en el movimiento
de particulas por rotacion y aceleracion centrifuga de modo que,
sometidas a altas velocidades durante cortos periodos de tiempo,
permiten la sedimentacion de los componentes de una suspension
homogénea segun sus diferentes densidades.

Los movimientos rotacionales permiten generar fuerzas mucho
mas grandes que la gravedad, en periodos controlados de tiempo. Las
unidades de esta fuerza se expresan en niumero de veces que la fuerza
centrifuga supera a la fuerza de gravedad (Facultad de Quimica, s.f.)

Cabe mencionar que las siglas mayormente utilizadas cuando se
habla de centrifugacion RPM, significa revoluciones por minuto, que
son el nimero de giros que genera la centrifugan, por minuto.

De esta manera, dicha suspension queda finalmente separada
en dos fracciones, la fraccion sobrenadante y la fracciéon sedimentada
gue queda depositada en el fondo del tubo de centrifugacion.
Extensamente empleada en los campos de la Biologia, la Bioquimica o
la Medicina. La centrifuga es un equipo basico en los laboratorios de
andlisis para la separacion y purificacion de numerosas
macromoléculas (proteinas, DNA, RNA, células o fracciones celulares
y la separacién sanguinea en plasma o suero y el paquete globular).

Esencialmente la centrifugacion es una decantacion selectiva de
los componentes insolubles de una mezcla bajo condiciones de
gravedad artificial. En los laboratorios existe una gran variedad de
centrifugas las cuales pueden ser clasificadas de muy diversas formas.

Cabe mencionar que las siglas mayormente utilizadas cuando se
habla de centrifugacion RPM, significan Revoluciones Por Minuto, que

son también el nimero de giros que da el rotor de la centrifuga por
minuto y que depende de su diametro, a mayor didmetro son menores
las revoluciones que ocurren por minuto y en caso contrario a menor
diametro es mayor el nimero de revoluciones por minuto.

Materiales, equipos y reactivos.

- Centrifuga de 500-3500rpm.

- Balanza de dos platos.

- Camisas para centrifuga.

- Muestra sanguinea en tubos con anticoagulante y sin anticoagulante
debidamente rotulados.

Procedimiento experimental.

- Calibrar el peso de los tubos y las camisas, colocandolos en una
balanza de dos platos y afiadiendo agua para obtener pesos similares.
- Ya con las camisas calibradas y con los tubos dentro, colocarlos en
los soportes del rotor de la centrifuga, frente a frente para equilibrar el
peso.

- Programar la Centrifuga seleccionando la velocidad de la
centrifugacién (2500rpm/ 5minutos), cronometrar el tiempo con un
dispositivo independiente al aparato de centrifugacion.

- Dar marcha a la centrifuga, girando la perilla, teniendo en cuenta que
cada marca equivale a 500rpm (revoluciones por minuto). Esperar a
gue termine el tiempo, en caso de que el equipo marque un error, es
necesario retirar las camisas con los tubos y verificar que se encuentren
correctamente equilibradas.

- Una vez terminado el tiempo de centrifugado, girar la perilla en
retroceso y esperar a que el equipo se detenga por completo y retirar
los tubos teniendo cuidado de no resuspender el contenido.

- Colocar en la seccion de resultados el centrifugado obtenido e indicar

si se trata de suero o plasma.

-13 -
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Resultados.

Sangre centrifugada con
anticoagulante
Tapoén lila.

Sangre centrifugada sin
anticoagulante.
Tapon rojo

Observaciones.

Referencias.

- Facultad de Quimica. (s.f.) Procesos de Separacién Practicas de
Laboratorio. Laboratorio de Ingenieria Quimica UNAM. Recuperado el
04 de febrero de 2018.

- Avila, I., Campos, M., et al. (2015) Manual de Practicas de Laboratorio
de Analisis Bioguimicos Clinicos Generales., UNAM- Departamento de
Ciencias Bioldgicas.

Préactica 1.6 Manejo de Microscopio Optico Compuesto.

Objetivo.

Que el alumno aplique los conocimientos adquiridos en la teoria
para una correcta manipulacién de los equipos de laboratorio utilizados
en la practica diaria, como es el microscopio 6ptico, con la finalidad de
adquirir habilidad y destreza.

Introduccion.
La microscopia directa es indispensable en el Laboratorio de Analisis

Clinicos. El uso correcto del microscopio implica conocer al menos, en
lo general sus componentes y el papel que éstos desempefian.

Los sistemas presentes en un microscopio son:
1.- Sistema de soporte

2.- Sistema de Optico
3.- Sistema de lluminacién
4.- Sistema de Ajuste.

El sistema de soporte también conocido como sistema mecanico
es el esqueleto o armazoén del microscopio, el cual proporciona soporte
y estabilidad al equipo. Esté integrado por:

1.1 Tubo de microscopio: El cual es de forma cilindrica, en su parte
superior sostiene a la lente o lentes oculares y en la parte inferior se
encuentra el sistema de lentes objetivos.

1.2 Revolver: Es la parte circular en la que se encuentran atornilladas
las diferentes lentes objetivos, al girar el revolver cambian las lentes
objetivos sin que se desenfoque la preparacion.

1.3 Platina: Pieza metélica cuadrada o circular, con un orificio central
sobre el que se colocan las preparaciones a observar y por el que
atraviesa el rayo luminoso. Puede ser fija o estar provista de tornillos
de desplazamiento que nos permiten centrar la preparacion o buscar
diferentes campos de observacion.

1.4 Base o Pie: Es la base sobre la que descansa el aparato y le da

estabilidad.
-14 -

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades



—
Manual de prdcticas de Laboratorio.
Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

1.5 Brazo o columna: Esla parte que sostiene el tubo y su mecanismo
de desplazamiento vertical formado por los tornillos macrométrico y
micromeétrico.

El sistema éptico es un conjunto de lentes que se dividen en dos
grupos:

2.1 Los lentes del extremo inferior del tubo los cuales se denominan
Obijetivos, se encuentran inmediatamente arriba de la preparacién y u
objeto a determinar; En la superficie de los tubos de los objetivos se
encuentra una linea de un color diferente para cada Objetivo, ésta
identifica el numero de aumentos que produce asi el color amarillo
identifica al objetivo de 10x que aumenta 100 a 150 veces el tamafio de
la preparacion vista al microscopio dependiendo del aumento que tenga
el ocular, en consecuencia el 40x de color azul y 100x (de inmersion)
identificado en color blanco.

2.2 Y los lentes del extremo superior, se llaman oculares, que son los
lentes por donde mira el investigador y tendran un aumento de 10x. (De
ahi que el aumento con objetivo de 10x sea llamado de 1,000
aumentos) (Pérez, M. s.f.)

El sistema de iluminacion estd constituido por las partes del
microscopio que producen, captan, reflejan y regulan la intensidad de
la luz que se utiliza para la observacion microscépica:

Uno de los aspectos criticos a considerar en la microscopia
Optica es la fuente de luz que se emplea para iluminar a la muestra. Si
la muestra es iluminada de manera inadecuada, la calidad de la imagen
gue se obtiene se vera afectada, aun cuando se disponga de un
excelente sistema 6ptico. La iluminacién éptima debe ser brillante, sin
resplandores y en lo posible debe dispersarse de manera uniforme en
el campo de observacion. (Pérez, M. s.f.)

El sistema de Ajuste que comprende las siguientes partes de
microscopio: Al sistema de ajuste de los oculares, el tornillo que permite
mover el cabezal, tornillos reguladores de la platina, tornillos del
condensador y la palanca de cierre del diafragma; los cuales funcionan
basicamente para enfocar la muestra que se esta observando y obtener
una imagen nitida, que pueda servir para orientar en el diagnostico
médico. En general, un microscopio 6ptico de un ocular se observa
como el que se muestra en la Imagen 7.- Componentes del Microscopio
Optico Compuesto.

— Ocular

— Tubo

Revélver «— 5

Y
Objetivo <2</~ p | s

Platina <— '

y Tornillo macrométrico
Diafragma + Condensador<—

Foto -/)_/‘ Tornillo micrométrico
,,/’/ [ ]

[ —> Base

Imagen 7.- Componentes del Microscopio Optico Compuesto.
Tomado de goo.gl/S7THh7H

Materiales, equipos y reactivos.
- 1 Microscopio Optico Compuesto.
- 2 Frotis sanguineos tefiidos con Wright.
- Aceite de inmersion.
- 1 pafio de microfibra.

Procedimiento experimental.

- Comentar en grupo sobre el uso adecuado y cuidados del Microscopio
Optico Compuesto.
- Verificar que la platina se encuentre en el tope inferior.
- Limpiar los lentes de los objetivos con un pafio de microfibra (Pafio
para lentes) sin ningun liquido o solucién limpiadora.
- Una vez limpios los objetivos, conectar y encender el equipo; colocar
la cAmara de Neubauer y ubicar la cuadricula con el objetivo de 10x.
- Comenzar a enfocar utilizando el objetivo mencionado.
- Subir la platina empleando el tornillo macrométrico hasta visualizar la
cuadricula de la cAmara, posteriormente enfocar nitidamente la muestra
con el torillo micrométrico.
- Ajustar la iluminacién mediante el control de intensidad de luz y de la

palanca de apertura del condensador.
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- Después de observar con el objetivo de 10x, cambiarlo por el de 40x,
girando el revélver. Si el microscopio esta bien ajustado no debera
desenfocarse con el cambi6 de objetivo.

- Observar la cuadricula en 40x identificando las partes y caracteristicas
de la misma, para que la imagen sea mas nitida, utilice el tornillo
micrométrico.

- Posterior a la observacion, bajar la platina unos centimetros para
retirar la camara de Neubauer.

- Colocar una laminilla con muestra sanguinea fijada y tefiida.

- Comenzar a enfocar con el objetivo de 10x y utilizando el tornillo
macromeétrico hasta obtener una imagen, a partir de este momento ya
no es necesario utilizar este tornillo, con ayuda del tornillo micrométrico
enfocar nitidamente la muestra. Después de observar a ese aumento
cambiar y observar con el objetivo de 40x enfocando nitidamente de
nuevo con ayuda del tornillo micrométrico.

- Una vez visualizada con el objetivo de 40x, pasar del objetivo de éste
al de 100x, es necesario girar nuevamente el revolver.

- Detenerse entre el objetivo de 40x y 100x, para colocar una gota de
aceite de inmersion, que formara un “puente” por donde pase la luz
entre el objetivo y la laminilla, tal y como se muestra en la Imagen 8.-
Esquema de la dispersion de la luz procedente de una muestra sin y
con aceite de inmersién. Como se menciond anteriormente, solo es
necesario mover el tornillo micrométrico para obtener una imagen nitida
de la muestra. En esta parte si lo considera necesario puede aumentar
la intensidad de la luz, girando el botdn de intensidad.

- Una vez visualizado con el objetivo de inmersion, bajar la platina unos
centimetros para retirar la laminilla.

- Limpiar los lentes de los objetivos con un pafio de microfibra (Pafio

para lentes) sin ningun liquido o solucion limpiadora.

- Una vez limpios los objetivos, apagar el equipo y guardarlo en el area
asignada.

- Colocar los resultados obtenidos en la seccion de resultados en la
Tabla 8. Manejo de Microscopio Optico Compuesto visualizando la
Camara de Neubauer y la Tabla 9.- Resultados del Manejo de
Microscopio Optico Compuesto visualizando la laminilla con muestra

sanguinea.

Objetivo
| ~

l Gota de aceite

Haces de Iuz |
/™ disepersados |

\ A
N por
il la muestra

o 3 ”

Muestra

Haz de luz que ilumina la muestra
Imagen 8.- Esquema de la dispersion de la luz procedente de una
muestra sin y con aceite de inmersién. Tomado de goo.gl/CmB51d.

Resultados.

Tabla 8.- Resultados del Manejo de Microscopio Optico
Compuesto visualizando la Cadmara de Neubauer.
Objetivo Céamara de Neubauer, Generar un dibujo de lo
gue se observo en los diferentes aumentos.

10x
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40x

Tabla 9.- Resultados del Manejo de Microscopio Optico

Compuesto visualizando la laminilla con muestra sanguinea.

Obijetivo Laminilla, Generar un dibujo de lo que se
observod en los diferentes aumentos.
10x
40x
100x

Referencias.

- Avila, 1., Campos, M., et al. (2015) Manual de Practicas de Laboratorio
de Analisis Bioquimicos Clinicos Generales., UNAM- Departamento de
ciencias Biolégicas.

- Lavado de manos propuesto por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (s.f) Tomado de goo.gliv3XFyJ.

- NOM-007-SSA1-2011 Y NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

- Partes del Microscopio Optico compuesto. (s.f) Tomado de
g00.gl/S7THh7H.

- Pérez, M. (s.f.) El microscopio: Equipo fundamental en el laboratorio
de Biologia. UAEH. [En linea]. Recuperado el 06 de febrero de 2018.
De goo.gl/'Y6XTBp.
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MODULO 2. EXAMEN GENERAL DE ORINA.
Préactica 7. Examen General de Orina.
Objetivo.

Con base en los principios anatémicos vy fisiolégicos del sistema
urinario, que el alumno conozca y realice las pruebas que conforman el
Examen General de Orina (examen fisico, quimico y microscépico) y
conozca las alternativas actuales de los métodos automatizados, como
un recurso de apoyo diagnostico del médico con la finalidad de obtener
resultados confiables que le permitan integrar e interpretar los
resultados para evaluar el estado patoldgico del paciente.

Introduccién.

Los analisis de orina realizados en el laboratorio clinico, pueden
proporcionar una informacién amplia, variada y util del Sistema Renal
de un individuo y de las enfermedades sistémicas que pueden afectar
este organo excretor. Por medio de este andlisis, es posible dilucidar
tanto desordenes estructurales (anatémicos) como desoérdenes
funcionales (fisioldégicas) del rifion y del tracto urinario inferior, sus
causas, y su pronéstico.

La realizacion cuidadosa del examen de orina, por parte del
laboratorio, ayuda al diagnéstico diferencial de numerosas
enfermedades del sistema urinario. Usualmente, los datos de
laboratorio obtenidos por medio de este analisis, se logran sin dolor,
invasion o tensién para el paciente. Esta es la razén por la cual, éste
andlisis permanecera siempre como una herramienta esencial en la
practica clinica. (Veldzquez, R., 2009).

En la actualidad se practican tres tipos de andlisis a la orina:
fisico, quimico y microscopico o Citodiagnéstico; En éste examen, el
procedimiento se compone de:

1) Un andlisis fisico (o macroscopico), en el cual se determinan las
caracteristicas fisicas de la muestra como: Apariencia o Aspecto, Color,
Olor y Densidad.

2) Un analisis quimico que involucra la medicion de constituyentes

guimicos por medio de colchones impregnados con distintos reactivos
a lo largo de la tira reactiva para uroandlisis.

3)Un analisis microscopico o citodiagndstico es un estudio esencial
para la detencion de estructuras como presencia de hematies en orina
(hematuria), presencia de leucocitos en orina (piuria), presencia de
estructuras cilindricas formadas por mucoproteina precipitada por
diversos factores como presencia de sales y el pH, en orina (cilindruria),
presencia de estructuras formadas por varios constituyentes quimicos
gue se saturan o sufren cambios en su solubilidad, en orina (cristaluria),
otras células en orina como: células epiteliales de dos tipos: de
descamacion y células de transicibn de la vejiga, entre otros
(Velazquez, R., 2009).

Desde hace varios afios, el citodiagndstico de la orina ha ganado
aceptacion médica como un analisis, mas sensible en el diagnéstico de
ciertas patologias renales y del tracto urinario; Como este analisis
requiere mayor inversién de tiempo debido a la preparacién de
coloraciones, debe reservarse para pacientes sintométicos con
enfermedades renales, del tracto urinario inferior, o neoplasias (Kaplan,
A., Lawrence, A. y Pesce, J., 1996). Dicho andlisis debe ser realizado
por un profesional especialista en el area, que ubique y reconozca por
completo las estructuras que se puedan encontrar en la muestra de
orina. El uso de la tira reactiva para uroandlisis a lo largo del tiempo ha
permitido que este estudio se realice de manera sencilla y con costos
cada vez mas accesibles. Por medio de este simple examen de orina,
un especialista puede detectar y monitorear muchas entidades que
afectan al rifidn y al tracto urinario inferior. Es indispensable conocer las
partes de la nefrona y como se lleva a cabo la reabsorcion de nutrientes
por lo cual se presenta la siguiente Imagen 9.- Partes y funciones de la

nefrona.
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Arteriola Capilares Procedimiento experimental.
Eferente peritubulares

E \ it Indicaciones para el paciente:
contorneado . .
N7 : N ! - N .
Glomérulo 7O\ E’ distal Obtener la primera orina de la mafiana
—

/\' ——[E) - Lavarse correctamente las manos con agua y jabon antibacterial. Es

(4 importante la adquisiciéon de un frasco de boca ancha, de plastico
/ Tdbulo
r— . - . g
Artoroia contorneado ( nuevo, limpio, transparente e identificado correctamente con los datos
Aferente  Capsulade proximal del paciente.
Bowman
= - En el caso de varones, en caso no se estar circuncidado, retraer el
ave: |
Fi,"acién:oe,asang,,a.,um,,,, (] 2 prepucio usando un pafiuelo desechable que no genere pelusa, limpiar
b b L YA S S I la cabeza del pene incluyendo la uretra. Como se indica en la Imagen
Secrecién: De la sangre al lumen. , ., . ) )
/ 10.- Método adecuado de obtencidon de muestra urinaria para mujer y
Excrecibn: Del lumen al exterior. Asa de Conducto hombre
enle :
colector_| "
\. - Destapar el frasco para obtener la muestra, teniendo cuidado de no
5 tocar la parte interior de la tapa del recipiente.
Ve ’at‘"?"?a al - En el caso de mujeres se debe sentar en el inodoro y separar los labios
exterio
Imagen 9.- Partes y funciones de la nefrona. Tomado de vaginales con una mano, manteniendo los pliegues separados, limpiar
goo.gl/W5Ybgk. . o .
la zona entre los labios y la uretra, con movimientos de adelante hacia
Equipos reactivos y materiales. atrds. Como se indica en la Imagen 10.- Método adecuado de obtencion
Muestras biolégicas. de muestra urinaria para mujer y hombre
- 5-10mL de orina con menos de 2 horas tras su obtencién. - Permitir la miccion, desechando una pequefia porcion del liquido en
_ el inodoro. Después de pasar uno o dos segundos, depositar el chorro
Material por grupo. . . _ L . .
. . intermedio de la primera miccibn matutina, que se obtiene como se
- 1 Gradilla de unicel.
- Tubos de ensaye de 13x100 mm indica en el pUntO anterior.
- Servitoallas - Recolectar aproximadamente de 30-50mL (La mitad del frasco que se
- Recipiente con solucién de hipoclorito de sodio al 5%. o . . . .
Gasas utiliza cominmente) de muestra y terminar de orinar en el inodoro.
- Reactivos. - Cerrar herméticamente y almacenar para su transporte.
- Tiras reactivas para uroanalisis. - La identificacion del frasco con la muestra se realizara en el

Laboratorio que solicita dicha evaluacion.
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A

Imagen 10.- Método adecuado de obtencién de muestra urinaria
para mujer y hombre. Tomado de goo.gl/GerjbM.

Estabilidad de la muestra.

- Para que los resultados del examen general de orina sean precisos,
es esencial que la orina sea examinada dentro de las dos horas
siguientes a su recoleccion o preservada de alguna manera,
usualmente por refrigeracién (2° a 8 °C). Por lo cual se pueden usar
fijadores o conservadores, éstos actian impidiendo los cambios
guimicos asociados a la descomposicion y previniendo el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos, pero favorecen la precipitacion
de cristales urinarios.

2.1.1 Examen Fisico o analisis macroscdépico (Color, Olor,
Aspecto y Densidad)
Fundamento:

El color de la orina esta determinado, en gran medida, por su grado de
concentracion. La coloracién de la orina esta dada por pigmentos
urocrémicos (urobilina y uroeritrina). Una orina normal con menos de
dos horas de haber sido obtenida y proveniente de una persona sana
tiene un olor caracteristico, que es denominado: siu generis; Un olor
desagradable, puede indicar diversas situaciones, como que el
espécimen tenga mucho tiempo de haber sido recolectado y no ser
adecuado para obtener un analisis preciso o una patologia por la que
se encuentre cursando el paciente. La turbidez de la orina depende de
los solutos suspendidos en la muestra.

Técnica:

-Mezclar la orina suavemente en el recipiente donde se encuentra,
teniendo precaucion de no derramarla, vaciar a tres cuartas partes en
un tubo de ensaye de 13x100 mm.

- Evaluar las caracteristicas de la orina como son: Color, Olor, la
presencia o ausencia de turbidez (Aspecto) y Densidad (evaluada en la
tira reactiva para uroanalisis).

- Registrar en la Tabla 11.- Resultados experimentales para el analisis

Fisico. Localizada en la seccion de Resultados de esta practica.

Valores de Referencia del Examen Fisico.

Color: Desde incolora hasta amarillo oscuro.
Olor: sui generis.
Aspecto: Translucido.
Densidad: 1.003-1.030g/mL.

Significado Clinico:

Color: Las variaciones en esta determinacion se deben a la dieta, estilo
de vida, la actividad fisica que se realice o bien diversas situaciones
patoldgicas.

Olor: El olor puede también dar sefiales de ciertas anormalidades de la
orina. Un olor parecido al amoniaco, es sugestivo de presencia de
bacterias degradadoras de la urea, un olor a frutas indica la presencia
de acetona (cetonas), un olor dulce es sugestivo de la presencia de
glucosa u otros azucares, un olor fétido es sugestivo de infeccion.
Aspecto: Cuando la orina se deja reposar, se precipitan cristales
amorfos, generalmente uratos, produciendo turbidez.

Densidad: Valores de densidad especifica iguales o superiores a 1.035
indican la presencia de solutos extrafios, lo cual debe ser investigado.
Una disminucién de la misma se observa en pacientes quienes usan
diuréticos (Avila, I., Campos, M., et al. 2015).
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2.1.2 Examen Quimico.
Fundamento:

Tiras reactivas para uroandlisis, que al sumergirlas en orina del
paciente, pondran de manifiesto reacciones quimicas de tipo
semicuantitativo; llevadas a cabo en las almohadillas de la tira para la
determinacion de sustancias presentes en la misma, que desempefian
un papel importante en el diagnéstico de trastornos renales, urinarios,
hepéticos y metabdlicos.

Gravedad especifica: El ensayo detecta la concentracion de iones en
la orina. En presencia de cationes, un formador de complejos libera a
los protones que producen un cambio cromatico en la solucién
indicadora azul de bromotimol, el cual cambia del azul al amarillo
pasando por el azul verdoso.

pH: El papel de ensayo contiene los indicadores rojo de metilo,
fenolftaleina y azul de bromotimol y reacciona especificamente con los
iones H + . El pH de la orina fresca de personas sanas se sitla
normalmente entre 5y 6.

Leucocitos (LEU): Los leucocitos en la orina se detectan por accion de
la esterasa presente en los leucocitos granulados que catalizan la
hidrolisis de un éster de acido indoxilocarbonico a indoxilo. El indoxilo
formado reacciona con una sal de diazonio produciendo un colorante
parpura.

Nitrito (NIT): El test se basa en el principio del ensayo de Griess y es
especifico para el nitrito. La reaccion revela la presencia de nitrito y por
lo tanto indirectamente la existencia en orina de bacterias formadoras
de nitrito tiiendo la zona reactiva de color rosa rojizo. La méas leve
coloracion rosada indica una bacteriuria significativa.

Proteina (PRO): El test se basa en el principio de error proteico de un
indicador del pH. De particular sensibilidad frente a la albimina. Un pH
de hasta 9, no afecta el test.

Glucosa (GLU): La determinacion de glucosa se basa en la reaccion
especifica de la glucosaoxidasa/peroxidasa (método GOD/POD). El
ensayo no depende del pH ni de la densidad especifica de la orina ni
se ve afectado por la presencia de cuerpos cetonicos.

Cuerpos ceténicos (KET): El ensayo se basa en el principio del test de
Legal y presenta una mayor sensibilidad frente al acido acetoacético
gue a la acetona.

Urobilindbgeno (UBG): Una sal de diazonio estable reacciona casi
inmediatamente con el urobilinégeno dando lugar a la formacion de un
colorante azoico rojo. La presente prueba es especifica para el
urobilinégeno y no se ve afectada por los factores interferentes que se
sabe afectan el ensayo de Ehrlich.

Bilirrubina (BIL): El ensayo se basa en la unién de la bilirrubina a una
sal diazoica. La mas leve coloracién rosada indica un resultado positivo,
es decir, patolégico. Otros elementos de la orina producen una
coloracion amarilla de diversa intensidad.

Sangre (ERY/Hb): La hemoglobina y la mioglobina actian de forma
similar a la peroxidasa catalizando especificamente la oxidacion del
indicador por el hidroperéxido organico contenido en la tira de papel
gue proporciona una coloracién azul-verdosa.

Area_de compensaciéon (COMP): Esta zona blanca, sin reactivos,
permite al instrumento compensar el color intrinseco de la orina durante
el analisis de leucocitos, nitrito, proteina, glucosa, cuerpos cetonicos,
urobilinégeno, bilirrubina y eritrocitos (Cobas®).

Técnica

- Use orina fresca sin centrifugar. Mezcle bien la muestra de orina.
Analice la muestra a temperatura ambiente y dentro de las dos horas
posteriores a la extraccion.

- Saque una tira reactiva del tubo. Tape el tubo inmediatamente con el
tapon desecante original para evitar que, debido a la entrada de
humedad, se obtengan resultados erroneos por zonas de test
descoloridas.

- Sumerja brevemente la tira en la orina (aproximadamente 2 segundos)
asegurandose de mojar todas las zonas del test.

- Al retirar la tira, escurra el exceso de orina en el borde del recipiente

0 en papel absorbente.
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- En caso de lectura visual, espere 60 segundos (60-120 segundos para
la zona de test de leucocitos) y compare los colores de reaccion de las
zonas de test con la escala cromatica indicada en la etiqueta del frasco.
Asigne al color de reaccion observado el color mas parecido del bloque
de colores. Como se muestra en la Imagenl11.- Técnica de uso de las
Tiras Reactivas para Uroanalisis, sin que la tira toque la etiqueta del
frasco.

En el caso de la dltima determinacion, compare la zona de test para
sangre con ambas referencias cromaticas, puesto que para los
eritrocitos y la hemoglobina se indican dos escalas crométicas
diferentes (Cobas®)

1 2

Imagen 11.- Técnica de uso de las Tiras Reactivas para
Uroandlisis. Tomado de Cobas®

- Reportar los resultados en el orden que indica en la etiqueta del frasco,
y reportdndolo en la Tabla 12.- Resultados experimentales, para el
analisis Quimico. Localizada en la seccion de Resultados de esta
practica.

Valores de Referencia.

Gravedad Especifica / Densidad: 1.003 — 1.030 g/mL.
Proteinas: Menor a 100 mg/dL.

Glucosa: Negativo.

Cetonas: Negativo.

Sangre: Negativo.

Bilirrubinas: Negativo.
Urobilinégeno: 0.1y 1 mg/dL
Nitritos: No deben estar presentes.
pH: 4.7-7.8

Leucocitos: Negativo.

Significado Clinico:

Proteinas: Una vez filtradas las proteinas son casi completamente
reabsorbidas en el tibulo proximal. La proteinuria, por lo tanto, puede
ser el resultado tanto de un incremento en la filtracibn como de una
disminucién en la reabsorcion (funcién tubular).

Glucosa: Al alcanzarse una concentracion plasmatica superior a 180
mg/dL derivado principalmente por diabetes se rebasa el umbral renal
para este carbohidrato y comienza a ser excretado, ya que no es
reabsorbido en el microtdbulo proximal; Otra causa es la perdida de la
funcién renal, ya que al no existir una funcion adecuada, tampoco esta
presente la reabsorcion normal.

Cetonas: La determinacion de cetonas es importante en el monitoreo
de la diabetes y de la cetoacidosis y debe realizarse siempre que se
determinen azlcares.

Sangre: La hematuria gruesa o macroscoépica implica hemorragia o
sangrado fresco, lo que en un medio de orina acida, da como resultado
una apariencia de roja a parda, turbia, 0 ahumada.

Bilirrubina: Los pacientes ictéricos con enfermedades como hepatitis o
enfermedad obstructiva como cirrosis biliar, pueden tener bilirrubina
conjugada en la orina.

Urobilindbgeno: Se encuentra disminuido en nifios deficientes en
bacterias intestinales; en pacientes después de la administracion de
antibioticos que reducen la flora intestinal, y en pacientes con
enfermedades obstructivas hepéticas. Se encuentra un aumento del
urobilinégeno en pacientes con anemias hemoliticas (aumento de
formacion de bilirrubina) y disfuncién hepatica.

Nitritos: En orinas que se analizan después de cuatro horas tras su
obtencién, el ensayo de nitritos puede ser positivo como resultado de
la contaminacion con bacterias después de la miccion. La prueba de
nitritos es especifica para organismos Gram negativos, sin embargo, se
pueden obtener resultados si estan presentes otros tipos de
microorganismos.
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pH: El rango de pH urinario es 4.7 a 7.8. Las muestras de orina
extremadamente acidas o alcalinas, usualmente indican especimenes
mal recolectados. El pH es importante para el manejo clinico de las
piedras o cristales.

Leucocitos: Indicador de inflamacion clinicamente importante (Avila, 1.,
Campos, M., et al. 2015)

2.1.3 Examen Microscépico.
Fundamento:
Una identificacibn microscépica precisa del sedimento urinario es
importante para el reconocimiento temprano de infecciones, procesos
inflamatorios, y neoplasias que pueden afectar el tracto urinario.

Técnica:

- En un tubo para EGO coénico, centrifugar aproximadamente 5 mL de
orina a 2000 rpm/5min.

- Eliminar el sobrenadante y dejar alrededor de 0.5 mL del mismo, para
resuspender el sedimento.

- Colocar en un portaobjetos una gota de sedimento.

- Enfocar en 40x y revisar 15 campos con luz tenue, para la busqueda
de cristales, células (bacterias, células epiteliales, eritrocitos,
leucocitos, entre otros.) y cilindros.

- Colocar los resultados obtenidos en la Tabla 13. Resultados
experimentales de la observacion del sedimento urinario

Valores de Referencia.

Es normal encontrar en el sedimento células escasas de descamacién
del epitelio; 1-2 eritrocitos por campo y 1-3 Leucocitos por campo (Avila,
I., Campos, M., et al. 2015)

Significado Clinico:

Cristales: Los tipos de cristales urinarios dependen del pH de la orina
fresca. La cistina, &cido Urico, leucina, y tirosina son los cristales de
mayor importancia diagndéstica y por tanto deben ser identificados.
Microorganismos: En un espécimen de orina bien recolectado y
procesado, la presencia de organismos es importante desde el punto

de vista clinico. Se reportan, frecuentemente, bacterias, hongos,
parasitos.

Bacterias: La orina de individuos normales es estéril y no contiene
bacterias. Algunas bacterias pueden estar presentes por contaminacion
durante la recoleccién o por almacenamiento prolongado.

Eritrocitos: Una orina normal, examinada con objetivo de alto aumento,
no debe contener mas de unos cuantos eritrocitos. Estas células
aparecen en la orina después de lesiones vasculares o trastornos del
rifdn o del tracto urinario inferior. La presencia de eritrocitos
acompafiada de cilindros hematicos o eritrocitos sin forma, es sugestiva
de sangrado del parénquima renal o del glomérulo.

Leucocitos: Un elevado numero de leucocitos (piuria) estd asociado a
numerosos procesos inflamatorios e infecciosos del tracto urinario. La
mayoria de los leucocitos vistos por microscopia de campo claro son
neutrofilos segmentados.

Células del epitelio tubular renal. En la nefrona estan alineados varios
tipos de células del epitelio tubular renal y las células enfermas o viejas
estan constantemente siendo arrojadas a la orina.

Espermatozoides. Los espermatozoides pueden ser facilmente
reconocidos en la orina de un hombre después de la eyaculacién o en
la orina de una mujer por contaminacién vaginal después del coito.
Cilindros renales: Los cilindros renales o urinarios son estructuras
cilindricas que se organizan en la nefrona y su importancia proviene de
su localizacion. Estan formados por mucoproteina de Tamm-Horsfall,
gue esta siempre presente en la orina, usualmente en suspension. Esta
mucoproteina es producida por las células del epitelio tubular renal de
la seccién ascendente del asa de Henle. Los cilindros se forman como
consecuencia del estancamiento de la orina y de la precipitacion de. El
incremento en la concentraciéon de proteinas, sales, y un pH urinario
bajo son algunos de los factores que contribuyen a su formacién
(Velazquez, R., 2009).

Resultados.
Tabla 10.- Datos del paciente.

Nombre: Edad: Sexo:

Horas de ayuno: Dx presuntivo: Fecha de evaluacion:
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Tabla 11.- Resultados experimentales para el andlisis fisico.

Resultado Valores de Analista
Determinacion Referencia
Color
Olor
Aspecto
Densidad

Tabla 12.- Resu

Itados experimentales para el analisis quimico.

Determinacion

Resultado Valores de Analista

Referencia

Tabla 13.- Resultados experimentales de la observacion del

sedimento urinario.

Campoy Laminilla con sedimento urinario. Generar un
o dibujo de lo que se observé en 3 diferentes
Objetivo X P
campos microscopicos.
Campo 1
40x

Campo 2
40x

Campo 3
40x

Referencias.

- Avila, I., Campos, M., et al. (2015) Manual de Practicas de Laboratorio
Bioquimicos PRACTICA 6
UROANALISIS. UNAM- Departamento de Ciencias Bioldgicas.

- Kaplan, A., Lawrence, A. y Pesce, J. (1996). Quimica Clinica Teoria,

de Andlisis Clinicos Generales.

Analisis y Correlacién. 32 Ed. Ciudad de México. Traduccion: Carredn,
T. Ed. Javier Ortega Cesefia.
- Método adecuado de obtencidon de muestra urinaria para mujer y
hombre. Tomado de goo.gl/GerjbM.
- Partes y funciones de la nefrona. Tomado de goo.gl/W5Ybgk.
- Veldzquez, R., (2009). Manual de Practicas de Bioquimica Clinica.
Ciudad de México. UNAM Facultad de Quimica.
- Cobas®.

-24 -

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades



Manual de prdcticas de Laboratorio.
Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

MODULO 3. HEMATOLOGIA.

Practica 3.1 Obtencion de muestras sanguineas por puncion
venosa, mediante jeringa y sistema al vacio.

Objetivo.
Adquirir habilidades necesarias para la realizaciéon de la venopuncién
de manera correcta, mediante la adquisicion de los conocimientos
béasicos de anatomia y fisiologia del sistema circulatorio, asi como el
conocimiento de los componentes de la sangre cuando es centrifugada
en sus fracciones correspondientes.

Introduccion.

El Sistema Cardiovascular también conocido como aparato circulatorio
gue esta integrado por venas, vénulas, arterias, arteriolas, vasos
capilares y el corazén. Este Ultimo tiene la funciéon de bombear sangre
a dos principales circuitos. Uno es el circuito pulmonar encargado de
llevar a la sangre a los pulmones y el circuito sistémico que distribuye
a la sangre a todos los 6rganos y tejidos del cuerpo (Sanchez, A., s.f.).

En los vasos capilares la sangre desempefia tres funciones
principales, entre otras: libera oxigeno hacia los tejidos, proporciona a
las células del organismo nutrientes y otras sustancias esenciales que
transporta y capta los productos de desecho de los tejidos. Después los
capilares se unen para formar vénulas. A su vez, las venas se unen
para formar venas mayores, hasta que, por ultimo, la sangre se une en
la vena cava superior e inferior y confluye en el corazén completando
el circuito (Aguilar, J., s.f.)

La sangre se encuentra compuesta por dos elementos
principales, uno es la parte liquida y otra es la parte sélida o forme:

- Plasma o suero (dependiendo del uso de anticoagulantes) es
un liguido ambarino o amarillento, en el cual estdn suspendidas células
como: glébulos rojos, glébulos blancos y fragmentos celulares:
plaquetas. Estd compuesta por productos organicos como: hormonas
(esteroides, peptidicas, tiroideas, etc.); proteinas (factores de la
coagulacion, albumina, inmunoglobulinas, etc.); carbohidratos
(glucosa, galactosa, lactosa); Electrolitos (Sodio, Potasio, Magnesio,
Calcio, Carbonatos, Fosfatos, etc.); Lipidos (Lipoproteinas, LDH y LDL);
Vitaminas (vitamina K, complejo B y vitaminas hidrosolubles); ademas

de CNNP (Compuestos Nitrogenados No Proteicos). Su principal
componente es agua, alrededor de 90% de su volumen.

La otra parte sélida o forme, estd formada por: fragmentos
celulares llamados plaquetas 6 trombocitos, globulos rojos (Hematies o
Eritrocitos); glébulos blancos (Leucocitos), y sus precursores, que son
células inmaduras (reticulocidos) que derivan en las estructuras formes
principales. Una muestra sanguinea es una alicuota de sangre del
paciente extraida por métodos que permitan considerarla como
representativa del mismo, empleada para fines de diagnéstico,
comprobacion o investigacién, no utilizable para fines terapéuticos.
(NOM-253-SSA1-2012)

En los servicios hospitalarios como urgencias, consulta externa
y pacientes en recuperacion, es muy frecuente la practica de
venopuncion para la extraccibn de muestras de sangre venosa
periférica, valorando el estado de salud de los pacientes mediante el
andlisis de laboratorio de estas muestras (Agés, M., Lizarraga, R., et al,
2008).

Los métodos de extraccion mas utilizados son: la puncién directa
con jeringa y el uso de agujas de doble punta del sistema al vacio, como
la imagen que se muestra a continuacion, en la que, mediante un
adaptador conocido como camisa que permite conectar un tubo al vacio
a la aguja de dos puntas, generalmente de la marca Vacutainer® para
la extraccion de sangre venosa. Estos dispositivos son de un solo uso,
desechables y se tratan segun las especificaciones que indica la NOM-
087-ECOL-SSA1-2002.

< S
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Imagen 12.- Componentes del Sistema al vacio para la obtencién
de muestras sanguineas venosas. Tomado de goo.gl/RQLA4t

Los anticoagulantes son sustancias que impiden la coagulacion
sanguinea, por diferentes mecanismos, principalmente la sustracciéon
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del calcio del plasma. Cuando la sangre se obtiene agregando algun
anticoagulante o aditivo, se inhibe la cascada de la coagulacion
obteniendo, después de la centrifugacion, elementos formes separados
del sobrenadante que se conoce como plasma. En cambio, si se
permite que la muestra coagule, se obtendrd un coagulo y el
sobrenadante que se genere tras la centrifugacion de denomina suero.
(Lynch, M., 1972)

Los tubos con anticoagulante y sin él, que se utilizan con mayor
frecuencia en el Laboratorio de analisis Clinicos son los siguientes y el
orden que se utiliza para la toma se muestra en la siguiente imagen.

Orden de Toma

Tapdn Contenido de tuba Inversianes
¥ ?-_ j Hemocultiva Microbiologia § veres
| Caagulacion (Tiempas de
| Citrato de sodio eoagulacitn fibrindgena, Jadveces
— agregacion plaguetaria)
| ”I Gel separador Quimica clinica § veres

Sin anticoagulante, con
activador de coagulacian,
con silictn

. Geal separador y trombina | Oblencidn de suero rapido 5 a b veces

Gel separador y heparina
de litio

Quirnica clinica, banca de

. B a0 veces
sangre serclagia

Quimica clinica en plasma § veres

==
e

Quirnica clinica (urgencias)
hematologia (fragaldad
osmatica)

Heparina de sodicdlitio & a 10 veces

EDTAK, Hernatalogia, banco de sangre | 8 a 10 veces

Gel separador y EDTA K, | Determinaciones de carga viral | 8a 10 veces

. imica clinca bas d
Oxalato de Potasiyap | QUimica clinica, pruebas de 8 verss
lactato y glucosa

Informacién con base a extractos de los insertos técnicos e informacién de los preductos BD Vaoutainer
Referancia en CLSI: (H3-A6, Viol. 27 N 26, 2007 y HO4-AS, Vol. 28 N25, 2008}

&

g S

Imagen 13.- Orden sugerido paralatoma de muestra de sangre
venosa. Tomado de goo.gl/RQLA4t

Materiales, equipos y reactivos.

Muestras bioldgicas.

4 mL de sangre completa anticoagulada con EDTA potésico (tapén
morado).

7 mL de sangre completa sin anticoagulante (tap6n rojo).

1 Gradilla de unicel.

1 jeringa de 5 mL.

1 Pipeta de vidrio de 2 mL.

Tubos de ensaye de 15x100 mm.

Tubos de ensaye de 15x150 mm.

1 Adaptador para extraccién de sangre por sistema al vacio.
Agujas de punta doble, calibre 21x33 para sistema al vacio.
Torundas

Tubos al vacio con anticoagulante EDTA, tapén morado.
Pipetas Pasteur con bulbo.

Parafilm (Recortado en cuadros de 1cm?).

1 Centrifuga.

Procedimiento experimental.

Indicaciones previas para el Paciente:
- Serd necesario obtener por lo menos tres muestras, dos se realizaran

mediante sistema al vacio usando tubos con vacio de la marca
Vacutainer®, uno sin anticoagulante (tap6n rojo) y otro con
anticoagulante (tapon lila, verde o azul) y por ultimo, se tomara una
muestra con jeringa de 5 mL.
- Armar equipos de tres personas para la puncién de acuerdo a lo
siguiente: A puncionara al compafiero B; B puncionara al compafiero C;
C puncionara al compafiero A.
- Se debe preparar todo el material, incluidos los tubos, la ligadura,
torundas con alcohol para la asepsia de la piel, las jeringas; cuando sea
necesario, la aguja estéril de doble filo y el dispositivo para fijarla.
- Se solicita al paciente que cierre el pufio para que las venas resulten
mas palpables y visibles. Para la extracciéon de sangre el paciente
estara sentado y debera apoyar bien el brazo en una superficie plana.
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3.1.1 Venopuncion con Jeringa.

Fundamento:

La extraccion de muestra sanguinea es un procedimiento por medio del
cual se realiza una puncién venosa con jeringa, para la obtencion de
una muestra de sangre, que es utilizada para la evaluacién diagnostica
del paciente.

Técnica:

- Se selecciona la zona adecuada para la puncién.

- Se aplica un torniquete varios centimetros por encima de la zona de
puncién. Es importante no dejarlo mas de un minuto, ya que pasado
este tiempo la muestra se torna hemolivzada.

- Realizar asepsia en la zona de la puncion con una torunda
humedecida con alcohol etilico al 70%.

- Se comienza en el punto de la puncién y se prosigue la limpieza hacia
fuera siguiendo un movimiento en espiral.

- Se fija la vena tanto por encima como por debajo del lugar de puncién,
con ayuda de los dedos pulgar y medio o indice y pulgar, como se indica
en la Imagen 14. Puncion venosa con jeringa.

- Se realiza la venopuncion penetrando la piel con la aguja, con el bisel
hacia arriba formando un angulo de 15° con el brazo, siguiendo la
direccion de la vena (se introduce la aguja con suavidad pero con
rapidez para reducir las molestias, aproximadamente un tercio del largo
de la aguja).

- Al subir espontdneamente la sangre (se observa una ligera gota en el
pabellén hipodérmico de la aguja de la jeringa).

- Jalar el embolo de la jeringa constantemente hasta obtener los
mililitros solicitados.

- Cuando se tenga la cantidad suficiente de sangre, retirar el torniquete,

se retira la aguja rapidamente y simultaneamente se aplica una torunda.

- Para el manejo de la muestra, se retira la aguja de la jeringa y la
sangre se vacia lentamente en un tubo se ensaye, limpio y seco.

- Posteriormente se desecha la aguja en el contenedor rojo rigido (para
Punzocortantes) y tanto el tapon de la aguja como el de la jeringa se
desechan en el bote de basura comun.

Imagen 14.- Puncién venosa con jeringa. Tomado de goo.gl/xUbZKU

3.1.2 Venopuncién por Sistema al Vacio.
Fundamento:

La extraccién de muestra sanguinea es un procedimiento por medio del
cual se realiza una puncion venosa con sistema al vacio, para la
obtencién de una muestra de sangre, que es utlizada para la
evaluacion diagnoéstica del paciente.

Técnica:

- Preparacion del material (En presencia del paciente, romper el sello
de seguridad de la aguja “doble filo” calibre 21x33, sin quitar el protector
de la misma y colocarla en el adaptador).

- Se selecciona la zona adecuada para la puncion.

- Realizar asepsia en la zona de la puncién con una torunda

humedecida con alcohol etilico al 70%.
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- Se aplica un torniquete varios centimetros por encima de la zona de Sistema BD Vacutainer® Recoleccion de sangre venosa
punci()n Es importante No dejarlo mas de un minuto Técnica para recoleccion de sangre venosa con Aguja de toma maltiple BD Vacutainer® Eclipse™.

- Se comienza en el punto de la puncién y se prosigue la limpieza hacia

fuera siguiendo un movimiento espiral.
- Se fija la vena tanto por encima como por debajo del lugar de puncién,

con ayuda de los dedos medio o indice.

- Para realizar la venopuncién: se penetra la piel con la aguja con el

bisel hacia arriba formando un angulo de 15° con el brazo, siguiendo la

direccién de la vena (se introduce la aguja con suavidad pero con

Con dispositive
Jde proteccion

. Imagen 15.- Recoleccion de sangre venosa mediante sistema al vacio,
de la aguja). Vacutainer®. Tomado goo.gl/RQLA4t

- Con ayuda del dedo pulgar y hacer presion con las pestafias de la

rapidez para reducir las molestias, aproximadamente un tercio del largo

. . . . . 3.1.3 Obtencion de plasma sanguineo.
camisa, capuchdn o adaptador para introducir el tubo al vacio.

. . Fundamento:
- En caso de toma multiple, insertar los tubos de acuerdo al orden L . .
Cuando a la sangre recién extraida se le procesa para evitar la
sugerido: que se indica en la ¢gimagen 13.- Orden de Toma. coagulacion (adicién de sustancias anticoagulantes como heparina,
- Retirar el torniquete en cuanto la sangre comience a fluir. citrato de sodio o de potasio, acido etildiaminotetracético o EDTA) y se

deja en reposo, entonces las células sedimentan y en la parte superior

- Dejar llenar el tubo hasta el volumen preestablecido y retirar el tubo. . . .,
) P y gueda un liquido denominado plasma (Pasos, F. y Hernandez, R., s.f.).

- Insertar el siguiente tubo en caso de toma multiple.

- Agitar por inversién los tubos que asi lo requieran, por lo menos 5 Tecnica:

- Al tubo con la muestra de sangre entera anticoagulada se le retira el
veces suavemente.

L L . . tapon y se coloca parafilm, se centrifuga a 2500 rpm/5 minutos.
- Cuando se finaliza la recoleccion, primero se debe retirar el tubo y hony P g P

posteriormente la aguja - Terminada la centrifugacion, se retira el tubo de la centrifuga para

. o . , . observar las caracteristicas fisicas de la muestra.
- Se retira la aguja rdpidamente y simultdneamente se aplica una

torunda - El plasma (parte superior liquida) en ocasiones suele presentarse

. . L turbio blanquecino o lechoso (Lipemico), rojizo (Hemolizado) o
- Posteriormente, se desecha la aguja en el contenedor rojo rigido y

. . . amarillento (Ictérico), caracteristicas que deben ser colocadas en la
tanto el tapon de la aguja como la jeringa se desechan en el bote de la

. L, Tabla 15.- Resultados experimentales de la centrifugacion de tubos del
basura comin, como se muestra en la Imagen 15.- Recoleccion de

. . . sistema Vacutainer® En la columna de Observaciones fisicas de la
sangre venosa con sistema al vacio, Vacutainer®.

muestra.
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3.1.4 Obtencién de suero sanguineo.

Fundamento:

Cuando la sangre es extraida de los vasos sanguineos en tubos sin
anticoagulante permanece poco tiempo en estado liquido,
(aproximadamente 5 minutos). Ya que el tubo contiene un acelerador
de la coagulacioén (polvo de vidrio) y silicon que evita la adherencia del
coagulo a las paredes del mismo, se coagula y adquiere una
consistencia solida; el volumen se retrae (coagulo) y se libera un liquido
denominado suero sanguineo, mediante centrifugacion.

Técnica:
- Al tubo con la muestra de sangre entera sin anticoagulante (tapén rojo
o amarillo) se le retira el tapén y se coloca parafilm, se centrifuga a 2500
rpm/5 minutos.
- Terminada la centrifugacién se retira el tubo de la centrifuga para
observar las caracteristicas fisicas de la muestra.
- El suero (parte superior liquida) en ocasiones suele presentarse turbio
blanquecino o lechoso (lipemico), rojizo (hemolizado) o amarillento
(ictérico), caracteristicas que deben ser colocadas en la Tabla 16.-
Resultados de la puncion venosa por sistema al vacio y jeringa. En la
columna de observaciones fisicas de la muestra.

Resultados.

1.- Defina ¢ Qué es suero?

2.- Defina ¢ Qué es plasma?

Tabla 14.- Datos del paciente
Nombre: Edad: Sexo:

Horas de ayuno: Dx presuntivo: Fecha de evaluacion:

Tabla 15.- Resultados experimentales de la centrifugacién de

tubos del sistema Vacutainer®

Sangre centrifugada con
anticoagulante
Tapon lila.

Sangre centrifugada sin
anticoagulante.
Tapon rojo o amarillo.

A

Il

Tabla 16.- Resultados de la puncién venosa por sistema al vacio

y jeringa.
Nombre Nombre del Técnica Muestra | Observaciones
del flebotomista. | y/otubo | obtenida. fisicas de la
paciente. utilizado. muestra.
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Practica 9. “Citometria Hematica”
Objetivo.

Con base en los conocimientos basicos de anatomia y fisiologia del
aparato circulatorio y hematologia conocer y aplicar los métodos
especificos para la realizacion de la Citometria Hematica, como un
recurso de apoyo diagnéstico para el médico.

Introduccion.

La sangre es un tejido especializado compuesto por el plasma y un
conjunto de células suspendidas en él. El plasma comprende el 55%
del volumen total de la composicion sanguinea. Es de un color
ambarino claro, con pH ligeramente alcalino 7.3 a 7.4. Esta constituido
por sustancias inorganicas y organicas, tales como agua, minerales,
proteinas (alblmina en su mayoria), productos del metabolismo como
glucosa, aminoacidos, acidos grasos, glicerol, vitaminas, hormonas y
anticuerpos, CNNP (Compuestos Nitrogenados No Proteicos),
electrolitos, principalmete.

Las células de la sangre son: glébulos rojos (eritrocitos o
hematies), glébulos blancos (leucocitos) y plaquetas (trombocitos). Los
eritrocitos al microscopio se observan como discos biconcavos; en los
vertebrados mamiferos y en la especie humana carecen de ndcleo; En
otros animales vertebrados como peces, anfibios, reptiles y aves son
células nucleadas.

Los eritrocitos se forman en la médula 0sea, situada en el interior
de los huesos, principalmente en los huesos largos de nuestro cuerpo,
como clavicula, cadera, fémur, radio, himero entre otros. La vida util
de los eritrocitos es de 120 dias aproximadamente, después son
destruidos por células especializadas del bazo, su valor normal en
sangre en hombres es de 4.7 a 6.1 x106 eritrocitos/uL y en mujeres de
4.2 a 5.4 x106 eritrocitos/uL. Miden de 6 a 8 micrémetros de diametro
aproximadamente. Las alteraciones de los eritrocitos, con respecto al
tamafio, las células de dimension normal poseen diametro de 6
micrometros (normocitos); algunos suelen ser de menor tamafio
(microcitos) y otros exceder el diametro mencionado (macrocitos). En
estos dos ultimos casos se dice que existe anisocitosis en los eritrocitos
0 variacion en su didmetro.
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Los eritrocitos poseen varias funciones, la principal es transportar
oxigeno de los pulmones a las células y tejidos. En los alvéolos
pulmonares, la hemoglobina contenida en los eritrocitos capta el
oxigeno transformandose en oxihemoglobina; en los tejidos, libera este
oxigeno y capta el biéxido de carbono que, en el interior de los
eritrocitos (mediante una enzima conocida como anhidrasa carbénica),
cataliza la accion del agua con el biéxido de carbono, formandose acido
carbonico que se disocia rapidamente en iones hidrégeno vy
bicarbonato, manteniendo el pH sanguineo.

Una pequefia cantidad de biéxido de carbono se une a la
hemoglobina y se transforma en carbamilhemoglobina. Asi son
conducidos por la sangre a los pulmones, liberan el biéxido de carbono
y el bicarbonato y vuelven a oxigenarse. También colaboran en
mantener el pH sanguineo y la viscosidad de la sangre. Estas
reacciones se llevan a cabo de la siguiente manera, dentro del
eritrocito, al llevarse a cabo el ‘“Intercambio Gaseoso”. Como se

muestra a continuacion.
Generado a partir del bicarbonato

Membranas basales alveolares Plasma de sangre

CO, (disuelto en el plasma)

‘Globulo rojo

Oz(disuelto en el plasma de Py sangre)

Transportado por la hemoglobina de los eritrocitos (glébulos rojos)
Imagen 16.- Como funciona el intercambio gaseoso. Tomado de
goo0.gl/3yxzME

Los leucocitos son células que cuando estan suspendidas en el
plasma sanguineo, tienen forma esférica que suele modificarse a
formas ameboides (estructuras que generan proyecciones temporales)
o pleomorficas (variacion en su morfologia) cuando salen del torrente

lasma—— |
anguineo

lementos
rmes

circulatorio y ejercen sus funciones en el tejido, o cuando se les coloca
en lAminas portaobjetos. Los leucocitos son células, que poseen nicleo
y una serie de organulos citoplasmaticos. Se les conoce también como
glébulos blancos porque carecen de pigmentos, como la hemoglobina
presente en los hematies.

Cuando estan agrupados en la capa intermedia entre los
eritrocitos y el suero o plasma, exhiben un color blanquecino cremoso,
como en la imagen que se muestra a continuacion en la Imagen 17.-
Muestra sanguinea tras centrifugacion.

Muestra de sangre

centrifugada
- Frotis de sangre

| Plaguetas
- =—"Capa leucocitica"~ Leucocitos—=—]

Eritrocitos

lente: Stuart Ira Fox: FAsiologia humana, 14e: www.accessmedicina.com
srechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservadoes.

Imagen 17.- Muestra sanguinea tras centrifugacion. Tomado de
goo.gl/lyNPTe

Existen cinco tipos de leucocitos: Linfocitos y Monocitos, también
conocidos como Agranulocitos; Eosindéfilos, Baséfilos y Neutrdéfilos,
conocidos como Granulocitos.

Cada uno tiene una funcion especifica en la eliminacion de
diversos patdgenos como los virus, bacterias, hongos y esporas. Son
células ejecutoras de la respuesta inmunitaria contra estructuras
desconocidas para el organismo, en su interior poseen enzimas toxicas
para la erradicacion total contra cualquier agresién del ambiente
externo, estan presentes en la sangre, los ganglios linfaticos, el bazo,
las amigdalas, las adenoides y en el sistema linfatico.

-31-

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades



—
Manual de prdcticas de Laboratorio. I

Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

NEUTROFILO

1 e O 00g 0

EOSINOFILO 60

|

Imagen 19.- Glébulos rojos en extendido sanguineo.
Tomado de goo.gl/ZfrscF.

LINFOCITO @/Q\ ;

|

ﬁ sanguinea %@

Imagen 18.- Tipos de Globulos Blancos. Tomado de goo.gl/E1ZNJg celua "’a‘"eg'e'""’e celia mae fnietde
‘ N

Los valores normales de leucocitos en sangre son por lo general i Ls'm
de 4,000 a 12,000 leucocitos/uL. EI nidmero de leucocitos puede N\
aumentar en las enfermedades infecciosas agudas como la apendicitis, G_’j{i'ijf’““‘;;ﬁ,i.n / l \
neumonia y abscesos, etc. Este incremento es un signo evidente de \é’% @ ‘_@\ @
infeccion, que ayuda al médico para diagnosticar alguna de esas Glébulos rojos | @;g”’ tinfocito B NS Liniosio
enfermedades. Al aumento se le conoce con el nombre de leucocitosis. weoe T et T il
También pueden disminuir en nimero, en enfermedades cronicas, Flaquetas Globulos blancos
enfermedades degenerativas, durante el cancer, a este estado se le Imagen 20.- Esquema de diferenciacién celular. Tomado de
conoce como leucopenia. goo.gl/guiB12

En general las células antes mencionadas provienen de una en
comun, que es la Célula Madre Sanguinea o Pluripotencial (Stem Cell),
como se muestra en la Imagen 20.

Las plaguetas son pequefias porciones del citoplasma de los
megacariocitos, que se fragmentan al atravesar los capilares
sanguineos de la médula hematopoyética. EI nUmero normal es de 150
000 a 450 000 plaguetas / uL de sangre. Pueden medir de 1 a 3
micrometros de didmetro y permanecen en la circulaciéon sanguinea
alrededor de siete dias, las plaquetas desempefian un papel basico en
la coagulacion sanguinea, formando una estructura conocida como

trombo blanco, evento conocido como hemostasia primaria. (Montalvo,
C., Pasos, F. y Hernandez, R., s.f). Imagen 21.- Frotis Sanguineo-Tincién de Wright. Muestra la
’ ’ T morfologia celular sanguinea. Tomado de goo.gl/Ka3Ufn
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Equipos, reactivos y materiales.

Muestra biolégica: 6 mL de sangre anticoagulada.
Gradilla de unicel.

Tubos de ensaye de 15x100 mm.

1 Micropipeta de 10 a 100 uL.

Capilares nuevos sin heparina.

1 Adaptador para extraccién de sangre por sistema al vacio.
Agujas de punta doble, calibre 21x33 para sistema al vacio.
Torundas

Tubos al vacio tapon lila.

1 Estuche de Hemocitémetro.

Tubo de Wintrobe.

1 Microscopio compuesto.

Portaobjetos limpios 0 nuevos.

1 Mechero Bunsen

Parafilm (Recortado en cuadros de 1 cm?).

1 Centrifuga y 1 Microcentrifuga para microhematécrito
Fotocolorimetro.

Gradilla de Sedimentacion.

1 Agitador de pipetas de Thoma.

Aceite de inmersion.

Solucién de Turk.

Solucion Modificada de Drabkin

Colorante de Wright.

Buffer de fosfatos pH =7 £ 0.2

Solucion de Turk.

Solucién de Hayem.

Oxalato de amonio al 1% frio

Procedimiento experimental.
Obtencion de la muestra sanguinea.
- Armar sistema de extraccion por método al vacio, utilizando aguja
calibre 21x33 (color verde).
- Rotular con marcador indeleble negro los tubos con vacio y, tapon
color lila, que se van a utilizar para la recoleccion de la muestra.
- Realizar la venopuncién como lo indica el procedimiento experimental,
puncién mediante sistema al vacio, de la Practica 3.1 “Obtencién de

muestras sanguineas por punciéon venosa mediante jeringa y
sistema al vacio”. Utilizando el tubo con anticoagulante

- Por otra parte: Realizar en la seccién de Resultados los célculos, para
cada una de las determinaciones.

3.2.1 Determinacién de la Férmula Roja.

3.2.1.1 Determinacién de Hemoglobina (Hb).

Fundamento:

Mediante el método de Drabkin la hemoglobina es oxidada por accién
del ferricianuro a metahemoglobina y mediante el cianuro se convierte
en cianometahemoglobina. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentraciéon de hemoglobina presente en la muestra
ensayada (SPINREACT).

- Homogeneizar la sangre entera, por inversiéon (ascendiendo y

descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces), como se muestra a

continuacion, lentamente para evitar la hemolisis de las células.

Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion. Tomado de
g00.gl/ZNCbDN
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- En tubos de ensaye pipetear con ayuda de una micropipeta de 10 a
100 uL y puntas diferentes, los reactivos como se indica a continuacion:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patrén Muestra
RT (mL) 5.0 5.0 5.0
Patron (uL) 20
Muestra (uL) 20

Nota: RT = Reactivo total.
- Ajustar las condiciones del ensayo a: 540 nm; Temperatura 15-25°C
- Ajustar el espectrofotometro/fotocolorimetro a O de Absorbancia con
el Tubo 1 o Blanco.

- Mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente (15-25°C).

- Leer la absorbancia del Patron y la Muestra, frente al Blanco de
reactivo, realizar los calculos en la seccién de resultados y llenar la tabla
correspondiente

Calculos:

Absorbancia Muestra » i
[Hb] X Concentracién Patrén = Conc. de Hb.

- Absorbancia del Patron

[Hb] =

Valor de Referencia:
Hombres 14 — 18 g/dL = 8,7 — 11,2 mmol/L
Mujeres 12 — 16 g/dL = 7,5 — 9,9 mmol/L

Significado clinico:

Cuando el nivel de hemoglobina aparece por debajo de los niveles
normales indica anemia que puede obedecer a diferentes causas:
anemia primaria, cancer, embarazo, enfermedades renales o
hemorragias. Si el nivel de hemoglobina es alto puede deberse a
cardiopatias, deshidratacion o estancia en lugares de gran altitud. El
diagnéstico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos
clinicos y de laboratorio (SPINREACT).

3.2.1.2 Determinacién de Hematocrito (Hto).
Fundamento:
El hematocrito es el porcentaje de glébulos rojos presentes en la sangre
total. El espacio ocupado por los eritrocitos se mide y se expresa como
un porcentaje del volumen sanguineo total, tras ser centrifugado a
11,000 rpm/ 5min.

Técnica del Microhematdcrito

- Homogeneizar la sangre entera del tubo de tapodn lila, por inversion
(ascendiendo y descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces) como
en la Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion

- Llenar un tubo capilar con sangre (por capilaridad), hasta
aproximadamente las dos terceras partes de su capacidad, inclinando
el tubo, teniendo precaucion de no derramar la sangre.

- Sellarlo con material de arcilla (tomando una porcién minascula de
plastilina y formar un tapén en el extremo contrario por el que se llené
el tubo capilar) o mediante calor (acercando el extremo contrario del
tubo capilar a la flama del mechero bunsen hasta fundir el vidrio y quede
sellado por accion del calor). Colocar los tubos capilares, en los canales
de la placa de la microcentrifuga para microhematocrito, uno frente al
otro (con el extremo sellado hacia afuera) como se muestra en la
siguiente imagen. Colocar la tapa y cerrarla, dejandola en

funcionamiento durante 5 minutos a 11,000 rpm.

N\ :
Imagen 23.- Centrifuga para microhematécrito. Tomado de

goo.gl/tPBjzZy
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- Terminada la centrifugacion, retirar de inmediato cada tubo capilar y
proceder a medirlo en el lector del microhematdécrito, considerando solo
el paquete eritroide, como se muestra a continuacion en las siguientes

imégenes. Llenar la tabla correspondiente en la seccién de resultados

Imagen 24.- Capilar de hematocrito ya centrifugado. Foto
obtenida Curso 2018-1 Anélisis Clinicos CCH-Azc.

Imagen 25.- Lectura manual del tubo de hematocrito. Tomado de
goo.gl/lbWkdR7

Calculo:

Para leer el resultado, se lleva a cabo una regla de tres, midiendo el

volumen total de plasma y eritrocitos o por medio de la regleta,

mostrada en la imagen anterior.

- Se coloca el tubo frente a la escala de manera que el fondo de la

columna de eritrocitos, quede exactamente al mismo nivel de la linea

horizontal correspondiente al cero

- Desplazar el tubo a través de la escala hasta que la linea marcada

con el 1.0 quede al nivel del tope del plasma. El tubo debe de

encontrarse completamente en posicion vertical.

Valores de Referencia:
Mujeres: 38% a 45%

Hombres: 45% a 55%

Significado clinico:

Aumento: En diversas formas de poliglobulia, como: policitemia vera,
enfisema pulmonar, polio y enfermedades renales.

Disminucion: En distintos tipos de anemia, hemorragias, entre otros
(Avila, 1., Campos, M., et al. 2015).

3.2.1.3 Conteo Eritrocitario manual (Hemocitometro).
Fundamento:
La sangre anticoagulada es diluida en una solucién isotdnica que
destruye a los leucocitos y plaguetas, manteniendo la integridad de los
eritrocitos para su conteo en Hemocitdmetro o Camara de Neubauer.

Técnica:

- Homogeneizar la sangre entera, por inversién (ascendiendo y
descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces) como se muestra en
la: Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion.

- Con la boquilla y la pipeta de Thoma para dilucién de glébulos rojos,
aspirar sangre hasta la marca 0.5 (SIN BURBUJAS) y limpiar la parte
exterior de la pipeta de Thoma con papel absorbente.

- Aforar de manera adecuada con diluyente (Hayem o Dacie) hasta la
marca 101 de la pipeta y limpiar la parte exterior de pipeta nuevamente
con papel absorbente, procurando no formar burbujas.

- Agitar la pipeta suavemente durante 1 min.

- Desechar las 5 0 6 primeras gotas de la pipeta de Thoma.

- Antes de depositar la muestra sobre el Hemocitometro o cAmara de
Neubauer es importante cerciorarse de que la camara se encuentre
limpia y seca, para esto es necesario humedecer una torunda con
alcohol al 70% vy frotar suavemente las cuadriculas del hemocitometro,
posteriormente secar con una torunda nueva o limpia sin alcohol
cuidando de no dejar algin residuo de algodén o pelusa.

- Repetir el mismo procedimiento con el cubreobjetos de la camara de

Neubauer, teniendo mayor precaucion ya que es mas fragil.
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- Colocar el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer.

- En la camara de recuento llenar (por difusion) dejando caer una gota
el interior de la camara (solo de un lado). Colocando la punta de la
pipeta de Thoma, entre el cubreobjetos y el hemocitdmetro, tratando
gue fluya libremente el liquido y cuidando que no se derrame a los

canales, como se muestra en la imagen 26.

Imagen 26.- Llenado del Hemocitdmetro o Camara de Neubauer.
Tomado de goo.gl/mG2TWK.

- Dejar en reposo 2 0 3 minutos el Hemocitémetro con el fin de que los
eritrocitos sedimenten.

- Colocar sobre la platina del microscopio el Hemocitémetro.

- Localizar la cuadricula del hemocitémetro y enfocar con el objetivo de
10X, a fin de tener certeza de que se esta enfocando la zona adecuada;
Enseguida enfocar con el objetivo de 40X, haciendo uso Unicamente
del tornillo micrométrico, y proceder a realizar la Lectura de la siguiente
manera:

- Localizar la cuadricula en la que se lleva acabo el conteo eritrocitario.
Se pueden ver en la Imagen 27.- Cuadricula del Hemocitometro; indica
los cuadros usados para el conteo de eritrocitos.

- El recuento se realizara en los cuadros mas pequefios del

hemocitbmetro, contando los hematies localizados en los 4 cuadros de

0.2

los extremos y en el del centro, haciendo un total de 5 cuadros. Como
se muestra en la siguiente imagen antes citada.

- Comenzar con cualquiera de los cuadros seleccionados y contar el
ndamero de células que se encuentran dentro de él. Es necesario
colocar el nimero de células que se encontraron en cada cuadro, en la

siguiente tabla:

Cuadro 1 | Cuadro 2 | Cuadro 3 | Cuadro 4 | Cuadro 5 Total

- Realizar los célculos para determinar la cantidad de eritrocitos

presentes en la muestra.

e

L

5 mE

'y

Imagen 27.- Cuadricula del Hemocitémetro o Cadmara de Neubauer;
indica los cuadros usados para el conteo de eritrocitos ®. Tomado de

goo.gl/2kMSmz.

-36-

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades

1.00 us.



Manual de prdcticas de Laboratorio.
Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

Calculos:

De los 25 cuadrados en que se encuentra subdividido el centro del
Hemocitdmetro, se cuentan los cuatro angulares y el central, con un
recuento total representativo de 1/5 de milimetro cuadrado.

Sobre la base de una dilucién de 1:200, de un recuento de 1/5 mm?y
una profundidad de 0.1 mm, el célculo se efectlia como sigue:

# Eritrocitos / mm? = (Total de eritrocitos contabilizados) (5) (200) (10)
Realizar los célculos en la seccion de resultados y llenar la tabla
correspondiente

Valores de Referencia:
Hombres es de 4.7 a 6.1x10° células/mm?3 o (4 .7 a 6.1) x10%2 células/ L.
Mujeres de 4.2 a 5.4 x108 células/mm? o (4.2 a 5.4) x102células/ L.

Significado Clinico:

No obstante, los valores disminuidos se conoce como anemia pueden
deberse a: alteraciones dietéticas, anemias ocasionadas por varias
causas, céancer, enfermedades sistémicas, embarazo, fibrosis de
médula ésea o0 Hemorragias, entre otras.

Los valores aumentados hacen alusidon a poliglobulia causada por:
cardiopatias, enfermedades pulmonares crénicas, por permanecer en
lugares de gran altitud o poliglobulia de diferentes causas (Echave, J.
2012).

3.2.1.4 Determinacién de la Velocidad de Sedimentacién Globular
(VSG).

Fundamento:

Consiste en medir la velocidad (distancia / tiempo) en milimetros / hora,

con la que sedimentan los glébulos rojos o eritrocitos de la sangre.

Técnica:
Método de Wintrobe
- Homogeneizar la sangre entera, por inversién (ascendiendo y

descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces) como se muestra en

la Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion.

- Llenar con la muestra sanguinea una pipeta Pasteur de punta larga.

- Posteriormente introducir la punta de la pipeta Pasteur hasta el fondo
del tubo de Wintrobe.

- Lentamente vaciar la sangre e ir retirando la pipeta, dejando caer la
muestra por la pared interna del tubo EVITANDO la formaciéon de
burbujas.

- El tubo se llena hasta la marca cero y se coloca en una gradilla de
sedimentaron o gradilla de eritrosedimentacion, especifica para tubos
de Wintrobe, en posicién vertical, como se muestra en la imagen
namero 28.

- Al colocar el tubo de Wintrobe en la gradilla cronometrar una hora.
Tiempo en el que se lee la prueba, procurando no mover la gradilla, ya
gue esto podria ocasionar la alteracién de los resultados.

- Transcurrida la hora, se leeran los milimetros que haya sedimentado
la muestra de sangre.

- La escala se lee hacia abajo, representando cada nimero 10 mmo 1

cm. Y colocar el resultado obtenido en la seccién de resultados.

Imagen 28.- Gradilla de sedimentacién. Tomado de goo.gl/ivbquvx
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Valores de Referencia:

Mujeres y nifios: 0 — 15 mm/hr.
Hombres: 0 — 9 mm/hr.

Significado Clinico:

La VSG es un buen indice de la presencia de procesos infecciosos
activos como la tuberculosis o la endocarditis bacteriana subaguda, el
lupus eritematoso diseminado, las carditis reumaticas, ciertas
neoplasias, embarazo ectdpico, entre otros. Sirve igualmente para
controlar la actividad evolutiva de las infecciones mencionadas
(Echave, J. 2012).

3.2.1.5 Determinacién de indices de Wintrobe.

Fundamento:

Los célculos aritméticos de los Indices de Wintrobe o indices
Eritrocitarios son evaluaciones que determinan el tamafo, contenido y
concentracién de Hemoglobina de cada glébulo rojo. Estos indices
eritrocitarios resultan ser Utiles para la caracterizacion morfolégica de
las anemias, y pueden calcularse a partir del conteo total de eritrocitos,
de la cantidad de Hemoglobina presente en la muestra y de la
determinacion del Hematocrito.

Célculos:

- Colocar los calculos y resultados obtenidos en la seccién de
resultados.

- Para obtener los indices de Eritrociticos, también denominados
indices Eritrocitarios o indices de Wintrobe, se utilizan las siguientes
formulas:

Volumen Corpuscular Medio (VCM o VGM): da idea del tamafio
promedio de cada eritrocito, se calcula con la siguiente formula:

(Hematocrito) (10)
NUmero de eritrocitos

VCM = = femtolitros/eritrocito

Hemoglobina Corpuscular Media (HCM): Es la cantidad hemoglobina
presente en los eritrocitos, y se calcula con la siguiente férmula:

(Hemoglobina) (10)
eritrocitos

HCM =

= picogramos/eritrocito

Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM): Es la
concentracion media de hemoglobina en un volumen determinado de
eritrocitos, y se calcula con la siguiente férmula:

(Hemoglobina) (100)

CHCM = -
Hematocrito

= gramos/decilitro

Valores de Referencia:

VCM= 80 a 100 femtolitros /eritrocito o fL/e.
HCM= 27 a 31 picogramos / eritrocito o pg /e.
CHCM= 31 a 36% o 31 a 36 gramos/decilitro o g/dL

Significado Clinico:

VCM. Un valor < 80fL indica anemia microcitica; mientras que por arriba
de 100 fL indica anemia macrocitica. Est4 relacionado con la
anisocitosis.

HCM. Un valor subnormal implica hipocromia, mientras que un valor
elevado, indica hipercromia.

CHCM. Valores menores al de referencia indican anemia hipocrémica.
(Avila, 1., Campos, M., et al. 2015).

3.2.2 Determinacién de la Fé6rmula Blanca.

3.2.2.1 Conteo Leucocitario Total (Hemocitdémetro).
Fundamento:
En el método de Turk se utiliza una solucién de &cido acético al 2% que
tiene como finalidad lisar los eritrocitos y plaquetas para evitar
interferencias en el recuento de los globulos blancos, en
hemocitémetro.
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Técnica:

- Homogeneizar la sangre entera, por inversién (ascendiendo y
descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces) como se muestra en
la Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion.

- Con la boquilla y la pipeta de Thoma para dilucién de glébulos blancos,
aspirar sangre hasta la marca 0.5 (SIN BURBUJAS) y limpiar la parte
exterior de la pipeta de Thoma con papel absorbente.

- Aspirar reactivo de Turk hasta la marca 11, evitando crear burbujas y
limpiar la parte exterior de pipeta nuevamente con papel absorbente.

- Agitar la pipeta suavemente durante 1 min.

- Desechar las 3 primeras gotas de la dilucion de la pipeta de Thoma.

- Antes de depositar la muestra sobre el Hemocitémetro es importante
cerciorarse de que la camara se encuentre limpia y seca, para esto es
necesario humedecer una torunda con alcohol al 70% vy frotar
suavemente las cuadriculas del hemocitometro, posteriormente secar
con una torunda nueva o limpia sin alcohol cuidando de no dejar algin
residuo de algodén o pelusa.

- Repetir el mismo procedimiento con el cubreobjetos de la camara de
Neubauer, teniendo mayor precaucion ya que es mas fragil.

- Colocar el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer.

- En la cdmara de recuento llenar la cuadricula elegida de solo un lado,
colocando la punta de la pipeta de Thoma, entre el cubreobjetos y el
hemocitémetro, tratando que fluya libremente por difusién el liquido y
cuidando que no se derrame a los canales, como se muestra en la
Imagen 26.- Llenado del Hemocitometro o Camara de Neubauer.

- Dejar en reposo 2 0 3 minutos el Hemocitémetro con el fin de que los
leucocitos sedimenten.

- Colocar sobre la platina del microscopio el hemocitémetro.

- Localizar la cuadricula del hemaocitdmetro y enfocar con el objetivo de
10X, afin de tener certeza de que se esta enfocando la zona adecuada;
Enseguida enfocar con el objetivo de 40X, haciendo uso Unicamente
del tornillo micrométrico, y proceder a realizar la Lectura de la siguiente
manera:

- Localizar la cuadricula en la que se lleva acabo el conteo leucocitario.
Se pueden ver en la Imagen 29.- Cuadricula de Hemocitometro o
Camara de Neubauer, indica los cuadros usados para el Conteo
leucocitario total.

- El recuento se realizarA& en los cuadros més grandes del
hemocitémetro, contando los leucocitos localizados en los 4 cuadros de
los extremos.

- Comenzar con cualquiera de los cuadros seleccionados y contar el
namero de células que se encuentran dentro de él. Es necesario
colocar el nimero de células que se encontraron en cada cuadro, en la
siguiente tabla:

Cuadro 1 | Cuadro 2 | Cuadro 3 | Cuadro 4 Total

- Realizar los calculos para determinar la cantidad de leucocitos
presentes en la muestra en el siguiente espacio. Y llenar la tabla
correspondiente al conteo Leucocitario Total en la seccion de
resultados.

|.- Conteo Leucocitario Total. Leucocitos/uL o mm?3
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Globulos Globulos
Blancos Blancos

I
“ |
|

Globulos Globulos
Blancos Blancos

Imagen 29.- Cuadricula de Hemocitémetro o Cadmara de Neubauer, indica
los cuadros usados para el conteo leucocitario total. (Glébulos Blancos)

Tomado de goo.gl/2kMSmz.

Célculos:

De los cuadrados en que se encuentra dividido el Hemocitémetro, se
cuentan los cuatro angulares con un recuento total representativo de
0.4 de milimetros cuadrados.

Ya que la profundidad de la cdmara que es de 0.1 mm multiplicado por
el recuento total 0.4 mm?2 es igual a 0.4 mm3, por los cuatro cuadros
(Globulos Blancos), debiéndose multiplicar por 2.5 para corregir a
1 mms.

Sobre la base de una dilucion de 1:20, y la correccién de 2.5, el calculo
se efectlia como sigue:

# Leucocitos / mm2 o uL = (Total de Leucocitos contabilizados) (20) (2.5)

Valores de Referencia:
4,500 — 12,000 Leu /mm3
4.5—-12.0 X10° Leu /L

Significado Clinico:

Un bajo nimero de globulos blancos se denomina leucopenia y puede

deberse a:

- Insuficiencia de la médula 6sea (por ejemplo: debido a infeccion,
tumor o cicatrizacion anormal)

- Enfermedades vasculares del colageno (como el lupus
eritematoso)

- Enfermedad del higado o el bazo

- Radioterapia 0 exposicion a la radiacion

Un alto nimero de glébulos blancos se denomina leucocitosis y puede

deberse a:

- Anemia

- Enfermedades infecciosas

- Enfermedad inflamatoria (como artritis reumatoide o alergia)

- Leucemia

- Estrés emocional o fisico severos

- Dafio tisular (como, por ejemplo, gquemaduras), entre otros
(Echave, J. 2012).

3.2.2.2 Elaboracién y tincién de frotis sanguineo.

Fundamento:

La tincidon de Wright esta constituida por una mezcla de dos colorantes,
el azul de metileno oxidado (azur B) y eosina Y, preparados en metanol.
Se denomina tincién policromatica porque producen miltiples colores
cuando se aplican a células y a sus componentes; lo que se logra
cuando se adiciona la solucion Buffer de fosfatos a la tincion,
sucediendo la ionizacion de los colorantes, por lo que los iones de
eosina que estan cargados negativamente, tifien a los componentes
bésicos celulares en color naranja hasta rosa, en tanto que el colorante
azul de metileno oxidado que esta cargado positivamente, tifie en tonos
desde azul hasta purpura a las estructuras acidas de las células (Avila,
I., Campos, M., et al. 2015)
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Técnica:
- Homogeneizar la sangre entera, por inversion (ascendiendo y

descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces) como se muestra en
la Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion.

- Para preparar la extension sanguinea, colocar con ayuda de un tubo
capilar, una gota pequefia de sangre en el extremo de un portaobjetos,
como se observa en la Imagen 30.- Pasos para la elaboracion de un
extendido o frotis sanguineo en el paso 1.

- Apoyar delante de la gota, otro portaobjetos, que se identifica en la
misma imagen, y que se llama extensor o portaobjetos guia, recorrerlo
hasta que el borde toque la gota, inclinandolo lo necesario, menos de
45° para dispersarla a lo ancho del borde del mismo, como se muestra
en el paso 2 en la imagen numero 30.

- Posteriormente y sin separar el portaobjetos extensor de la gota
dispersa, hacer un angulo entre ambos portaobjetos, paso 3.

- Desplazar el portaobjetos extensor con un movimiento suave y
continuo a lo lardo de la superficie del portaobjetos para hacer una
pelicula de sangre, lo mas delgada posible, ocupando
aproximadamente a ¥ partes del portaobjetos, paso 4.

- Secar la laminilla o frotis sanguineo al aire rapidamente para evitar
ruptura de células, manteniendo el portaobjetos entre los dedos pulgar
e indice. (Avila, ., Campos, M., et al., 2015)

paso1. | |+ Y

Paso 2.
Paso 3.

Paso 4.

Imagen 30.- Pasos para la elaboracién de un extendido o frotis
sanguineo. Tomado de goo.gl/UpQVG1

Tincién del frotis sanguineo.

- Cubrir la extension sanguinea con colorante de Wright y dejar reposar
durante 5 minutos (el tiempo puede variar dependiendo de la fecha de
preparacion del colorante)

- Sin remover el colorante, afiadir sobre el portaobjetos un volumen
igual de solucién amortiguadora de fosfatos, haciendo que se mezclen
bien las dos soluciones sobre el portaobjetos; dejar reposar durante 7
minutos. Un brillo verde metalico debe formarse en la parte superior.

- Una vez transcurrido el tiempo eliminar la mezcla colorante-buffer (en
charola) y usando un piseta con agua, lavar para eliminar el excedente
de colorante del portaobjetos, dejarlo recargado, para que se seque; y
limpiar el dorso del portaobjetos con un pedazo de papel absorbente o
con algoddén impregnado de etanol.

- Una vez seco el frotis, colocar la preparacion en la platina del
microscopio optico, observar primero con el objetivo de 10x para revisar
si la preparacién se tifio adecuadamente y que la distribucién celular
permite su identificacién individual, después observar con el objetivo
40x, para seleccionar la mejor area de la extension sanguinea,
solamente deberd usarse el tornillo micrométrico del microscopio;
finalmente con el objetivo de inmersién 100x, colocar el aceite y llevar
a cabo la evaluacion morfolégica correspondiente (Avila, 1., Campos,
M., et al., 2015).

3.2.2.3 Recuento Leucocitario Diferencial.

Fundamento:

Los leucocitos son parte fundamental del tejido hematico y presentan
las siguientes caracteristicas: son células que tienen un mayor diametro
que los eritrocitos, presentan un nucleo de forma irregular, su
citoplasma presenta algunas granulaciones las cuales son tefiidos con
diferentes colorantes, y la cromatina del ndcleo puede ser de diferentes
densidades.
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Pueden distinguirse 5 tipos de leucocitos maduros: Neutréfilos,
Linfocitos, Monocitos, Eosindfilos y Basofilos.
Basandose en general en las siguientes caracteristicas: Tamafio de la
célula, forma del nudcleo, contenido de granulos, consistencia de la
cromatina nuclear, coloracién de los granulos.

e o H20F
Neutrdfilos s d %’\@ qugq

(o8 b JiB3: AP
segmentados o i 'W""Q'C

Neutréfilos
en cayado

Linfocitos

Monocitos

Eosindfilos

Basdfilos

TheaN e L‘] K_

Imagen 31.- Tipos de Gl6ébulos Blancos o Leucocitos. Tomado de
goo.gl/J2ydgP

3.2.2.3.1 Caracteristicas morfolégicas de las Células Blancas.
Neutréfilo segmentado:
Tamafio de 9 a 15 micras, granulos especificos abundantes, de color
rosa violeta, pocos granulos no especificos estan presentes, nucleo:
normalmente dos a cinco I6bulos, asimétricos, conectados por finos
filamentos de cromatina (Avila, |., Campos, M., et al., 2015). Como se
muestra en la imagen nimero 31

Neutréfilo en Banda:

En la maduracién, es la etapa previa al neutréfilo segmentado; mide 9
a 5 micras, El nacleo es elongado o en forma de banda. La cromatina
es aspera, citoplasma, de moderado a abundante, los granulos son
rosa violeta y muy numerosos. (Avila, 1., Campos, M., et al., 2015)
Como se muestra en la imagen 31.

Eosinofilo:

De 9 a 15 micras de diametro, citoplasma con granulos de forma
esférica, que tienen afinidad por la eosina (por la proteina basica
presente), tomando un tono anaranjado brillante distribucién
homogénea, de tamafio uniforme (mas grandes que los del neutrdfilo),
generalmente no cubren al ndcleo. El ndcleo suele bilobularse de
manera simétrica, con cromatina aspera (Avila, 1., Campos, M., et al.,
2015) Como se muestra en la imagen 31.

Basofilo:

De 9 a 15 micras de diametro, Citoplasma: contiene granulos
nespecificos, que se tifien de morado oscuro a negro azulado,
(principalmente por la heparina presente). Tiene menos granulos que
los eosindfilos, suelen verse por encima a los lados del nucleo que es
de tinte relativamente pdlido; con frecuencia estan rodeados por una
zona débilmente tefiida. Ndcleo: En ocasiones no se visualiza por el
color intenso de los granulos, tiene forma irregular y se lobula
totalmente, su cromatina no es aspera como en los neutréfilos o en los
eosindfilos (Avila, I., Campos, M., et al., 2015). Como se muestra en la
imagen 31

Linfocito:

En sangre periférica esta presente en varios tamafios, con propésito de
descripcion se dividen en tres categorias pequefio, mediano y grande.
Con una variacion en el tamafio de 8 a 16 micras de diametro.
Linfocito pequefio: 8 a 10 micras de diametro, su citoplasma forma un
delgado anillo alrededor del nucleo y tiene un color azul obscuro. Su
nucleo es de forma redonda u oval.

Linfocito mediano: mide de 10 a 12 micras el citoplasma es mas
abundante que el anterior de color palido a un moderado azul, puede
0 no tener pocos granulos azurdfilos; su ndcleo es redondo u oval.

Su cromatina no es tan densa como el pequefio linfocito.

Linfocito grande: diametro de 12 a 16 micras; citoplasma abundante de
color claro a azul palido, puede presentar escasos granulos azurdfilos
no especificos. Su nucleo es redondo u oval, con cromatina aspera
(Avila, 1., Campos, M., et al., 2015). Como se muestra en la imagen 31.
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Técnica:

- Colocar una gota de aceite de inmersion sobre la laminilla con el
extendido sanguineo, tefiida y seca, anteriormente elaborada, leer al
microscopio con el objetivo de 100x.

- Se hara un recuento de 100 células blancas en total, diferenciando

cada una de ellas segun sus caracteristicas antes citadas.

Célculos:

Cada subpoblacion celular leucocitaria identificada corresponde al
porcentaje de ella (%) en la muestra sanguinea (dato denominado valor
relativo).

La concentracién de cada subpoblacion leucocitaria por unidad de
volumen (uL o mm3) se obtiene aplicando la siguiente formula:

Leucocitos Totales/uL)

células blancas/ul = ( 100

(% de la célula)

Valores de Referencia:

Tabla 17.- Valores de Referencia de las subpoblaciones de

leucocitos.

Nombre del Leucocito % (Relativo) | Células / uL (Absoluto)
Neutrofilos totales 40 a 60 1500 a 700
Neutrofilos en banda (NB) 0al0 0a800
Neutréfilos segmentados (NS) 20a40 2000 a 6000
Linfocitos (Li) 10a 40 1000 a 4200
Monocitos (Mo) 0al0 0a 800
Eosindfilos (Eo) 0Oa7 0a 350
Basdfilos (Ba) 0a3 0a150

3.2.2.4 Evaluacion morfologica Eritrocitaria y Plaquetaria.

Fundamento:

Los eritrocitos son los encargados de transportar oxigeno de los
pulmones al resto del cuerpo, mediante un proceso enzimatico. Estos
poseen un diametro aproximado de 6 a 8 um, son de color rojo palido,
de morfologia biconcava; Mientras que las plaguetas forman parte del
sistema de hemostasia o coagulacion de la sangre, derivan del
fraccionamiento de los megacariocitos, presentando diversas
morfologias. A partir del frotis de sangre periférica debidamente
preparado y teflido se evalla microscépicamente a las células
sanguineas. De esta manera se puede obtener una cantidad
considerable de informacién valiosa, como tamafio, color, forma y
cantidad de las células sanguineas como los glébulos rojos y las
plaguetas.

3.2.2.4.1 Caracteristicas morfoldgicas de células Eritrocitarias y

Plaguetarias.

Eritrocito:

Es un disco bicéncavo, 6 a 8 micras de diametro, no presenta nucleo,

1.5 a 2.5 micras de espesor, volumen/eritrocito (VCM), de 80 a 100 fL

(femtolitros), corpusculos circulares con borde liso, eosinofilico por la

hemoglobina (proteina basica), observandose tefiido de rosa a naranja,

en el centro presenta palidez (cerca de un tercio de la superficie de la

célula (Avila, 1., Campos, M., et al., 2015).

Plaquetas:

Son fragmentos citoplasmaticos de los megacariocitos, diametro de 1
a 4 micras, su forma puede ser: redonda, ovalada, fusiformes o
discoides, con bordes lisos, presenta numerosos filamentos o
prolongaciones en forma de tentaculos, contiene pequefios granulos
azules que se localizan en el centro.

Técnica:

- Colocar una gota de aceite de inmersion sobre la laminilla tefiida y

seca, leer al microscopio con el objetivo de 100x.
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- Identificar las caracteristicas antes citadas, evaluando la morfologia
de eritrocitos y plaquetas, y reportar anormalidades.
- Colocar los resultados en la Tabla 21.- Tabla de resultados

experimentales para la determinacién de la Citometria Hematica.

3.2.3 Determinacién de la Férmula Plaguetaria.

3.2.3.1 Conteo Plaquetario Manual (Hemocitémetro).

Fundamento:

La sangre anticoagulada con EDTA se mezcla con Oxalato de amonio
para lisar hematies y leucocitos, y realizar el conteo de plaquetas (Avila,
l., Rodriguez, B., et al., 2017).

Técnica:

- Homogeneizar la sangre entera, por inversién (ascendiendo y
descendiendo la muestra en el tubo 4 a 5 veces) como se muestra en
la Imagen 22.- Homogeneizacion por inversion.

- Con la boquilla y la pipeta de Thoma para dilucién de glébulos rojos,
aspirar sangre hasta la marca 1.0 (SIN BURBUJAS) y limpiar la parte
exterior de la pipeta de Thoma con papel absorbente.

- Aspirar reactivo Oxalato de amonio al 1 % frio, hasta la marca 101,
evitando crear burbujas y limpiar la parte exterior de pipeta nuevamente
con papel absorbente.

- Agitar la pipeta suavemente durante 1 min.

- Desechar las 3 primeras gotas de la dilucion de la pipeta de Thoma.

- Antes de depositar la muestra sobre el Hemocitémetro es importante
cerciorarse de que la camara se encuentre limpia y seca, para esto es
necesario humedecer una torunda con alcohol al 70% vy frotar
suavemente las cuadriculas del hemocitometro, posteriormente secar
con una torunda nueva o limpia sin alcohol cuidando de no dejar algin

residuo de algodon o pelusa.

- Repetir el mismo procedimiento con el cubreobjetos de la camara de
Neubauer, teniendo mayor precaucion ya que es mas fragil.

- Colocar el cubreobjetos sobre la camara de Neubauer.

- En la camara de recuento llenar la cuadricula elegida de solo un lado,
colocando la punta de la pipeta de Thoma, entre el cubreobjetos y el
hemocitémetro, tratando que fluya libremente por difusién el liquido y
cuidando que no se derrame a los canales, como se muestra en la
Imagen 26.- Llenado del Hemocitdmetro o Camara de Neubauer.

- Posterior al llenado de la cAmara, colocar el hemocitbmetro en una
camara humeda durante 10 minutos. Esta cAmara seré elaborada con
ayuda de una caja Petri y una base de algodon humedecida con agua
corriente, tal y como se muestra en la imagen 31.

2W6700'0 I8

Imagen 31.- Camara humeda para hemocitémetro. Foto obtenida
Curso 2018-I Analisis Clinicos CCH-Azc.
- Pasado el tiempo colocar sobre la platina del microscopio el

hemocitémetro.

- Localizar la cuadricula del hemocitometro y enfocar con el objetivo de
10X, a fin de tener certeza de que se esta enfocando la zona adecuada.
Enfocar con el objetivo de 40X, haciendo uso Unicamente del tornillo
micrométrico, y proceder a realizar la lectura.

- Localizar la cuadricula en la que se lleva acabo el conteo plaquetario.

Se pueden ver en la Imagen 32.- Cuadricula de Hemocitometro o
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Camara de Neubauer, indica los cuadros usados para el Conteo
plaquetario total.

- El recuento se realizara en el cuadro mas central del hemocitémetro,
contando las plaquetas localizadas en los 25 cuadros de los centrales.
Como se muestra en la imagen 32.- Cuadricula de Hemocitémetro o
Camara de Neubauer.

- Comenzar por el extremo seleccionado y contar el nimero de células
gue se encuentran dentro de él. Es necesario colocar el numero de
células que se encontraron en cada cuadro, en la siguiente tabla.

- Es importante que las plaquetas se observen con baja intensidad de
luz, y caracterizarlas de acuerdo a su forma redonda u ovalada y saber
gue son células que presentan el fendmeno de refringencia.

- Para bajar la intensidad de luz, es posible hacerlo de dos maneras:
1.- Girando la palanca del condensador a la intensidad de luz adecuada

2.- O al girar el botdn de la intensidad de luz que controla la lampara.

1.00 mm.

.05 mm. —

L 1.00 nm.

0.25 um.

'T_

Imagen 32.- Cuadricula de Hemocitémetro o Camara de Neubauer,

indica los cuadros usados para el conteo plaquetario total. Tomado de

goo.gl/2kMSmz.

Céalculos:

Cuadro Central Total

De los 25 cuadrados en que se encuentra subdividido el centro del
Hemocitdmetro, se cuentan todos, con un recuento total representativo
de 1 mm2.

Ya que la profundidad de la camara que es de 0.1 mm, multiplicado por
el recuento total de 1 mm?2 es igual a 0.1 mm3, por los 25 cuadros
(Conteo Plaquetario) debiéndose multiplicar por 10 para corregir a
1 mms.

Sobre la base de una dilucién de 1:100 y la correccién de 10, el célculo
se efectlia como sigue:

# Plaguetas / mm?3 o uL = (Total de plaquetas contabilizadas) (100) (10)

Valores de Referencia:

150,000 a 450,000 plaguetas / mm?

Significado Clinico:

La Trombocitopenia (<150,000 plaquetas/mm3) se presenta por
disminucién de la produccion o de la vida media, secuestro
(esplenomegalia) o después de transfusiones de sangre.

La Trombocitosis (>450,000 plaguetas/mm3) puede deberse a
desordenes de tipo mieloproliferativo y pueden asociarse con
complicaciones trombéticas y/o sangrados (Avila, I., Rodriguez, B., et
al., 2017).

3.2.3.2 Conteo Plaquetario Manual (Extensién sanguinea)

Fundamento:
Determinar el nimero de plaguetas presentes en sangre anticoagulada
con EDTA, al realizar una extensién sanguinea, fijarla, tefirla y
observarla al microscopio 6ptico, con lo que también es posible evaluar
su morfologia.
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Técnica:
- Utilizando la extension sanguinea realizada en el punto 9.2.2, realizar

lo que se solicita a continuacion.

- Observar al microscopio con el objetivo de inmersion (100x)

- Contar el nimero de plaquetas en 10 campos diferentes, elegidos al
azar y calcular el promedio, realizar los célculos en la seccién de
resultados.

Célculos:
NUmero de plaguetas / mm3 =
(NUumero de plaquetas por campo) (20,000)

Valores de referencia:
150,000 a 450,000 plaguetas / mm3

Significado Clinico:

La Trombocitopenia (<150,000 plaquetas/mm?®) se presenta por
disminucién de la produccibn o de la vida media, secuestro
(esplenomegalia) o después de transfusiones de sangre.

La Trombocitosis (>450,000 plaguetas/mm?3) puede deberse a
desordenes de tipo mieloproliferativo y pueden asociarse con
complicaciones trombéticas. Avila, |., Rodriguez, B., et al., 2017).

Resultados.
Tabla 18.- Datos del Paciente.
Nombre: Edad: Sexo:

Fecha de evaluacion:

Horas de ayuno: Dx presuntivo:

Realizar los calculos para la determinacién de la Férmula Roja en
los siquientes espacios:

1.- Determinacion de Hemoglobina (Hb) g/dL.

Blanco | Patron | Muestra

Absorbancia

2.- Determinacion de Hematocrito (Hto) %

3.- Conteo Eritrocitario Manual eritrocitos/ uL o mm?3

4.- Determinacion de la VSG mm/ hr
5.- Determinacion de indices de Wintrobe

VCM= fL/ e
HCM= pg/e
CHCM= g/ dL.

Realizar los célculos para la determinacién de la Férmula Blanca
en los siguientes espacios:
6.- Conteo Leucocitario Total. Leucocitos/uL o mm?3

7.- Recuento Leucocitario Diferencial.
Neutréfilo Segmentados= NS/uL
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Neutréfilo Banda=

Linfocito=

Monocito=

Eosinéfilos=

Basofilo=

NB/uL

Li/uL

Mo/uL

Eo/uL

Ba/uL

Tabla 19.- Resultados de la evaluacion de las caracteristicas
Morfol6gicas de células Leucocitarias.
Donde realizara un dibujo de cada célula observada.

Neutrofilo
en banda

Linfocito

Monocito

Célula

Aumento

Dibujo de la célula observada.

Eosinéfilo

Neutrofilo
Segmentado

Baso6filo
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Observaciones:

Tabla 21.- Tabla de resultados experimentales para la
determinacién de la Citometria Hemética.

Tabla 20.- Resultados de la evaluacion de las caracteristicas
morfologicas de células eritrocitarias y plaquetarias

Determinacién Resultado Valores de Referencia

Hemoglobina

Dénde realizara un dibujo de cada célula observada. Hematocrito
Célula | Aumento Dibujo de la célula observada. VSG
Recuento Eritrocitos
HCM
Eritrocito VCM
CHCM

Observaciones:

Plagueta

Observaciones:

Realizar los calculos para la determinacién de la Férmula
Plaguetaria en los siguientes espacios:

Calcular:
8.- Conteo Plaquetario Manual (Hemocitémetro)
plaguetas/ mm3

9.- Conteo Plaquetario Manual (Extensién Sanguinea)
plaguetas/ mm3

Recuento de

Plaguetas

Recuento de Leucocitos. Relativo (%)

Neutréfilo Segmentado

Neutréfilo Banda

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

Recuento de Leucocitos. Absoluto (células/ uL)

Neutrofilo Segmentado

Neutréfilo Banda

Eosindfilos

Basofilos

Linfocitos

Monocitos

Analista:

Nota: Cada subpoblacion celular leucocitaria identificada corresponde
al porcentaje de ella (Relativo %) en la muestra analizada.
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Evaluacion Realizada por:
(Colocar nombre y firma del analista)

Fecha de la evaluacién:

(DD/MM/AA)

Referencias.
- Avila, C., Rodriguez, B., Reyes, M., Arellano, G. y Galvan, M. (2017).

Manual de préacticas de Laboratorio de Hematologia. PRACTICA No. 8
PRUEBAS BASICAS PARA EVALUAR EL PROCESO
HEMOSTATICO. UNAM Departamento de Ciencias Biolégicas.

- Avila, I., Campos, M., et al. (2015). Manual de Préacticas de Laboratorio
de Andlisis Bioquimicos Clinicos Generales. PRACTICA 2
OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS. UNAM- Departamento
de Ciencias Bioldgicas.

- Avila, I., Campos, M., et al. (2015) Manual de Practicas de Laboratorio
de Anélisis Bioquimicos Clinicos Generales. PRACTICA 3 BIOMETRIA
HEMATICA DE MUESTRAS NORMALES. UNAM-Departamento de
Ciencias Bioldgicas.

- Montalvo, C., T Pasos, F. y Hernandez, R. (s.f) Tejido Sanguineo y
Hematopoyesis. UNAM, Facultad de Medicina, Departamento de
Biologia Celular y Tisular, Biologia Celular e Histologia Médica [en

linea]. Recuperado el 03 de enero de 2018. De goo.gl/tgXNjb.

MODULO 4. INMUNOLOGIA.
Practica 4.1 Pruebas inmunoldgicas basicas.
Objetivo.

Con base en los principios inmunolégicos de formacién del complejo
Antigeno-Anticuerpo, aplicar y conocer las técnicas para el desarrollo
de las pruebas inmunolégicas: Antiestreptolisinas, Factor reumatoide,
Grupos sanguineos, Proteina C reactiva, Prueba inmunoldgica de
embarazo, Pruebas febriles y RPR, como un recurso de apoyo
diagnostico para el médico.

Introduccion.

‘“Inmunologia”, es una palabra de origen latino, que
etimolégicamente significa privilegio o exencién. Actualmente, la
Inmunologia ya no puede limitarse al estudio de los medios de lucha
contra los agentes infecciosos: su dominio, mucho mas amplio,
reagrupa las diversas reacciones que utiliza el organismo para
mantener su integridad (Martinez, A. y Ortega, J., 2011)

Por definicion, la Inmunologia tiene como objetivo el estudio de
los fenébmenos relacionados con la inmunidad. Que se entiende como
el conjunto de mecanismos de defensa que protegen contra los agentes
extrafios que se encuentran en el medio ambiente como hongos, virus
y bacterias e incluso contra algunos agentes propios o cualquier agente
gue pueda causar dafio. Este mecanismo se lleva a cabo mediante una
secuencia de reacciones bien organizadas; el organismo ataca y
destruye a los microorganismos infecciosos, que ya dentro del cuerpo
se conocen como antigenos.

Las Barreras Fisicas, forman parte de las Barreras Primarias
externas, de la inmunidad innata, inespecifica o natural; Dichas
barreras comprenden en primer lugar a la piel, que genera una
cobertura impermeable para la mayoria de los microorganismos
patégenos; la temperatura, entre otras.

Las barreras quimicas, al igual que las anteriores componen a la
inmunidad innata; las mas importantes son las mucosas, que recubren
sitios anatémicos como boca, las fosas nasales, vias respiratorias altas
y moco gastrico; el pH, entre otras.

Las barreras biologicas, también conforman a la Inmunidad
innata. Dentro de las cuales se encuentra en primer sitio la flora
bacteriana de cada organismo, también conocida como microbiota,
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tiene la funcién de impedir que otros tipos de bacterias patdégenas
colonicen y causen infeccién. La lisozima, con funcion antimicrobiana,
se encuentra en la saliva, lagrimas, sudor, etc. La B-Lisina y la
espermina, sustancias que también actdan como antimicrobianas.

Dentro del sistema de inmunidad innata también se encuentran
las barreras secundarias, llamadas barreras internas, estas son las
defensas internas del organismo, se encuentran en sangre y actdan
principalmente frente a virus, dichas barreras son activadas cuando los
microorganismos patégenos logran atravesar a las barreras primarias y
llegar a tejidos profundos o a la sangre, causando una infeccion severa.
Para combatirlos se tiene elementos como:

La Inmunidad Celular: Son células sanguineas con capacidad
fagocitica, como los macr6fagos, granulocitos y polimorfonucleares
(PMN), en sangre; y en los tejidos a macrofagos, que se diferencian a
partir de los monocitos. Las células NK (también llamadas Asesinas
Naturales o Natural Killer) que son leucocitos activados por interferones
generados mediante de la respuesta a los virus.

Factores solubles incluyen a: las moléculas inactivadoras, como
el sistema del Complemento; las citocinas, que reaccionan
indiscriminadamente frente a cualquier estructura extrafia al organismo;
y las Proteinas de Fase Aguda, complejo de aproximadamente 20
proteinas que reaccionan con los sistemas de inmunidad innata y de
inmunidad adquirida.

La inflamaciéon es una reaccion que se desencadena tras la
entrada de un microorganismo a los tejidos. En dicha reaccion hay dolor
(debido a la presencia de las prostaglandinas y leucotrienos,
importantes, ya que favorecen la quimiotaxis de los PMN y la dilatacion
de los vasos sanguineos) y enrojecimiento o edema.

La inmunidad adaptativa o especifica, se activa cuando los
microorganismos patdgenos, no son detenidos por las barreras antes
mencionadas, que tampoco son eliminados tras la activacion del
complemento y por ende tampoco fueron eliminados por las citocinas.

En esta inmunidad se dan dos tipos de respuesta, una es la
Inmunidad Especifica Humoral que consiste en la generacién de un tipo
de estructuras que funcionan como “adaptadores flexibles”, los
llamados Anticuerpos. Los Anticuerpos se unen por una parte a los
microorganismos patdgenos y por la otra se anclan a los fagocitos, no
importando de qué tipo de microorganismo se trate, con ello neutralizan

a los agentes extrafios e inducen a su fagocitosis y destruccion.

Los anticuerpos son moléculas que poseen dos sitios de
reaccion, uno de ellos reconoce al agente extrafio (antigeno) y el otro
es reconocido por las células fagociticas, esta union entre Ag y Ac
gnerara:

e La activacion del complemento por una via conocida como la via
clasica, que lleva a la destruccion del microrganismo patégeno.

e La opsonizacién (recubrimiento de moléculas conocidas como
opsoninas) de los fagocitos con complejos Antigeno-Anticuerpo
gue favorecen a la fagocitosis.

¢ Neutralizacion directa de toxinas de virus o bacterias por la simple
unién generada entre en Antigeno y el Anticuerpo.

El otro tipo de inmunidad adaptativa o especifica es la inmunidad
celular, en esta inmunidad participan células del linaje linfoide, dichas
células se conocen como Linfocitos T, parecidos genéticamente a las
Linfocitos B pero diferenciados en el Timo.

Los Linfocitos T reconocen al antigeno extrafio, situado sobre la
superficie de las células del propio organismo hospedador. El receptor
de los Linfocitos T, es diferente al de los Anticuerpos, aunque
comparten estructuras similares. Estos Linfocitos se subdividen en
Linfocitos T citotoxicos 0 matadores (Linfocitos Tc) principales efectores
de la inmunidad especifica celular. Los Tc destruyen a las células del
propio organismo infectadas por virus ya que en el cuerpo existen
multiples clones de ellos.

Los Linfocitos colaboradores o coadyuvantes (Linfocitos Tw) no
tienen actividad matadora, ocupan un papel central en el sistema
inmune activando a otras células como: macréfagos, Linfocitos Tc y B
(lanez, E., 2003)

De esta manera es como el cuerpo humano y en general el de
los vertebrados y mas especificamente el de los mamiferos es capaz
de combatir a los agentes y microorganismos patégenos contra las
infecciones.

Equipos reactivos y materiales

Muestra biologica.

6 mL de sangre venosa sin anticoagulante, extraida mediante sistema
al vacio, en un tubo de tapon de color amarillo o rojo.

10 mL aproximadamente de orina recién obtenida.
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Material por grupo.

Gradillas y propipetas.

Tubos de ensaye de 15x100 mm.

Servitoallas y Torundas.

Micropipeta de 10 a 100 uL.

Adaptador para extraccion de sangre por sistema al vacio.
Agujas de punta doble de calibre 20 para sistema al vacio.
Tubos al vacio Topdn Rojo o Amarillo.

Pipeta Pasteur (Punta larga) con Bulbo.

Placa para visualizacion de precipitados o placa inmunolégica.
Reactivos

1 Kit para determinacion de Antiestreptolisinas O.

1 Kit para determinacion de Factor reumatoide.

1 Kit para determinacion de Proteina C.

1 Kit para determinacion de Prueba de embarazo.

1 Kit para determinacion de RPR.

1 Kit para determinacion de VDRL.

1 Kit de sueros hemotipificadores.

Procedimiento experimental.

Obtencion de la muestra sanguinea.

- Armar el sistema de extraccion por método al vacio, utilizando aguja
calibre 21x33 (color verde).

- Rotular con marcador indeleble negro los tubos con vacio, tap6n color

rojo o amarillo, que se van a utilizar para la recoleccién de la muestra.
- Realizar la venopuncién como lo indica el procedimiento experimental,
puncién mediante sistema al vacio, de la Practica 8. “Obtencién de
muestras sanguineas venosa mediante jeringa y sistema al vacio”.
- Permitir la coagulacion de la muestra esperando por lo menos 5
minutos después de la extraccion.

- Centrifugar a 2500 rpm/5 minutos. Para la obtencion de suero
sanguineo.

- Rotular un tubo con nombre del paciente y separa el suero con ayuda
de una pipeta Pasteur sin generar espuma.

Obtencion de la muestra urinaria

- En caso de muestra urinaria, seguir las recomendaciones de la
Préactica 7. “Examen General de Orina”, en las Indicaciones para el
Paciente:

4.1.1 Antigenos Febriles (Reacciones Febriles).
4.1.1.1 Introduccién a las Reacciones Febriles.

Las reacciones febriles, ayudan al diagnéstico de infecciones
bacterianas que causan fiebre facilmente, tales como la Salmonelosis
o Fiebre de Tifoidea, Brucelosis también conocida como Fiebre
Ondulante, ya que aparece en determinadas horas del dia.

El sistema inmune de los humanos responde produciendo
anticuerpos en contra de los patégenos, en especial de las estructuras
guimicas que los componen, éstas se conocen como pirégenos. Dichos
anticuerpos de defensa son identificados en la muestra sanguinea del
paciente y también son clasificados de acuerdo al tipo de infeccién que
producen y la cantidad presente de cada uno, en el suero sanguineo.
En la Determinaciéon de las Reacciones Febriles las pruebas que se
realizan son: Tifico O, Tifico H, Paratifico A y Paratifico B, Proteus OX
19 y Brucella abortus.

Las reacciones de aglutinacion que se llevan a cabo durante el
ensayo se fundamentan bajo lo siguiente:

Reaccidon de Widal:

Antigeno tifico “O”; Antigenos tifico “H”
Antigeno paratifico “A”; Antigeno paratifico “B”
Reaccion de Weil-Félix: Para el Diagnostico de Rickettsias.

Antigeno Proteus OX-19
Reaccién de Huddleson:

Antigeno Brucella abortus

Fundamento:

La prueba de antigenos bacterianos es una técnica de aglutinacién en
placa de vidrio inmunolégica y tubo para la detecciébn vy
semicuantificacién de anticuerpos anti-Salmonella, anti-Brucela y anti-
Proteus en suero humano. Los reactivos, suspensiones bacterianas,
coloreadas y estandarizadas, aglutinan en presencia del anticuerpo
homologo correspondiente en las muestras ensayadas (SPINREACT).

4.1.1.2 Método de aglutinacién en placa (Cualitativo).
- Dejar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente ya que la
sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.
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- ldentificar correctamente los antigenos: Tifico O, Tifico H, Paratifico A
y Paratifico B, Proteus OX 19y Brucella abortus, tal y como se muestra
en la Imagen 35.- Determinacién de los Antigenos Febriles.

- En el caso de los controles positivo y negativo, es necesario montarlos
en una placa distinta con los mismos antigenos que se utilizaran para
la determinacion.

- Mezclar el reactivo vigorosamente o con el agitador vortex antes del
ensayo.

- Sobre circulos distintos de una placa inmunolégica, como la que se
muestra en la Imagen 33.- Placa de vidrio para Inmunologia, 5x6
pocillos. Con ayuda de una micropipeta, depositar de 50 pL de la
muestra del paciente.

- Afadir 50 pL de cada uno de los Antigenos (el gotero de cada uno de
los frascos esta disefiado para dispensar este volumen),

- Mezclar las gotas con un palillo o aplicador de madera limpio,
procurando extender la mezcla por toda la superficie interior del circulo.
Emplear palillos distintos para cada muestra o determinacién, como se
muestra en la Imagen 37.- Forma de mezclar con palillos de madera los
reactivos sobre el porta o placa para inmunologia.

- Situar la placa sobre un agitador rotatorio a 80-100 r.p.m., durante 5
minutos 6 agitar durante 5 minutos manualmente e interpretar
inmediatamente como se indica a continuacion.

- Examinar macroscépicamente la presencia o ausencia de aglutinacion
inmediatamente después de retirar la placa de la agitacién y comparar
los resultados con los sueros control positivo y negativo.

4.1.1.3 Método de aglutinaciéon en placa (Cuantitativo). En caso de
presentar resultados positivos.

- Del antigeno que haya resultado positivo, realizar el siguiente

procedimiento en una placa de vidrio para inmunologia, como la

mostrada en la Imagen 33.- Placa de vidrio para Inmunologia, 5x6
pocillos.

- Utilizando una micropipeta, dispensar 80, 40, 20, 10 y 5 pL del suero
del paciente, en circulos separados de la placa.

- Para cada Antigeno a utilizar gue resultaron positivos en la prueba
anterior (Tifico O, Tifico H, Paratifico A y Paratifico B, Proteus OX 19

o Brucella abortus). Como se muestra en la Imagen 34.- Placa de vidrio
para inmunologia, Método de aglutinacién en placa Cuantitativo para
las Reacciones Febriles.

- Depositar 50 pL del antigeno en cada circulo préximo a la muestra a
ensayar. En total son 5 gotas de cada antigeno (para conocer la ultima
dilucién a la que aglutina la muestra).

- Mezclar con ayuda de un palillo, procurando extender la mezcla por
toda la superficie interior del circulo, como se muestra en la Imagen 37.-
Forma de mezclar con palillos de madera los reactivos sobre el porta o
placa para inmunologia. Procurando usar un palillo diferente para cada
circulo de la placa.

- Situar la placa sobre un agitador rotatorio a 80 - 100 r.p.m. o agitar
manualmente durante 5 minutos, moviendo en circulos continuamente.
- Interpretar como se indica a continuaciéon: Examinar
macroscopicamente la presencia o ausencia de aglutinacién
inmediatamente después de retirar la placa de la agitacion y comparar
los resultados con los sueros control Positivo y Negativo.

Tabla de interpretacion de la Técnica Cualitativa.
Suero (uL) 80 40 20 10 5

Dilucién 1/20 1/40 1/80 1/160 | 1/320

- Dependiendo del ultimo pocillo donde se presente aglutinacion,
identificar la cantidad de suero afiadido y asi obtener el titulo haciendo

uso de la tabla anterior.
- 52 -

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades



—
Manual de prdcticas de Laboratorio.
Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

- Registrar los resultados obtenidos en la Tabla 23.- Tabla de resultados
experimentales para la determinacién de Reacciones Febriles en la

seccion de resultados.

Imagen 33.- Placa de vidrio para Inmunologia, 5x6 pocillos. Foto
obtenida Curso 2018-1 Anédlisis Clinicos CCH-Azc

1720 1/40 180 11160 11320
&0 40 20 10 5 ul de Suero

~[00000
~100000
- O0000
OO0 OO0
OO
OO

Proteus OX 19 O O O
Brucella abortus, O O O

Elabore B.0.0. Juan Carlos Flores C.

Imagen 34.- Placa de vidrio parainmunologia, Método de
aglutinacion en placa Cuantitativo para las Reacciones Febriles.

Imagen 35.- Determinacion de los Antigenos Febriles. Foto
obtenida del curso 2018-l Andlisis Clinicos CCH-Azc

Valores de Referencia:

Niveles de anticuerpos con titulos superiores a 1/80 en suero, es
indicativo de infeccién por estos microorganismos. Titulos menores no
tienen relevancia diagnoéstica.

Significado Clinico:

El diagnéstico de enfermedades febriles puede establecerse bien sea
por el aislamiento del microorganismo en sangre, orina o heces o por
la demostracion del titulo de anticuerpos especificos, somaticos (O) y
flagelares (H) en el suero del paciente. La determinacion de estos
anticuerpos forma las bases para el ensayo de Widal que establece que
altos niveles de anticuerpos O y H superiores a 1/100 en suero, es
indicativo de infeccién por estos microorganismos (SPINREACT)

4.1.2 Determinacion cualitativa de anti-Estreptolisina O.

4.1.2.1 Introduccién ala determinacion de ASLO.
La determinacién de anti-Estreptolisina O, es una prueba en la que se
mide y se puede comprobar la existencia de anticuerpos generados en
contra de la Estreptolisina O (ASLO), toxina que es producida por las
bacterias del género Streptococcus del grupo A. De esta manera es
como se asegura que el paciente contrajo la infeccion estreptococica
de dicho grupo, ya que el sistema inmune del organismo genero estas
proteinas de defensa (anticuerpos) en contra de la toxina especifica
Estreptolisina O.

Fundamento:

El ASO-Latex es una técnica de aglutinacion en placa para la deteccién
cualitativa y semicuantitativa de anticuerpos anti-estreptolisina O
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(ASLO) en suero humano. Las particulas de latex recubiertas con
estreptolisina O (ASLO) son aglutinadas por anticuerpos ASLO
presentes en la muestra del paciente (SPINREACT).

Técnica:

- Dejar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente ya que la
sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

- Depositar 50 pL de la muestra a ensayar y una gota de cada uno de
los controles positivo y negativo, sobre tres circulos distintos de la
tarjeta o placa de fondo negro, como la que se muestra a continuacion
incluida en el Kit.

Imagen 36.- Tarjeta de fondo negro. Foto obtenida del curso
2018-I Analisis Clinicos CCH-Azc.

- Homogeneizar el reactivo de ASLO- latex vigorosamente o con el
agitador vortex, antes de usar y colocar 50 pl (el gotero de cada uno de
los frascos esta disefiado para dispensar este volumen), junto a cada
una de las gotas anteriores.

- Mezclar las gotas con un palillo de madera limpio, procurando
extender la mezcla por toda la superficie interior del circulo de la tarjeta
de fondo negro. Es importante emplear palillos distintos para cada

muestra o determinacion. Como se muestra en la siguiente imagen:

— T ——
Imagen 37.- Forma de mezclar con palillos de madera los

reactivos sobre tarjeta fondo negro. Tomado de goo.gl/RYbzV4

- Situar la tarjeta de fondo negro sobre un agitador rotatorio de 80 — 100
r.p.m. y agitar durante 2 minutos o agitar manualmente durante 2
minutos, realizando movimientos circulares. Tener en cuenta que el
exceso de tiempo puede originar la aparicion de falsos positivos.

- Interpretar los Resultados de acuerdo a la siguiente imagen.
Controles

Negativo Positivo

Imagen 38.- Controles negativo y positivo de una aglutinacién
latex en tarjeta de fondo negro. Un resultado positivo se presenta
como aglutinacion delicada parecida a una fina arenilla. Tomado

de goo.gl/cgJSgt.

- Examinando macroscépicamente la presencia o ausencia de
aglutinacion, inmediatamente después de retirar la placa del agitador.
Nota: La presencia de aglutinacion indica una concentracion de ASLO
igual o superior a 200 Ul/mL

- Registrar los resultados obtenidos en la Tabla 25.- Tabla de resultados
experimentales de pruebas Inmunolégicas basicas en la seccion de

resultados.

Significado Clinico:

La estreptolisina O es un exoenzima inmunogénica toxica producida por
los Estreptococos Hemoliticos de los grupos A, C y G. La cuantificacién
de los anticuerpos ASLO se utiliza para el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades como las fiebres reumaticas, glomerulonefritis aguda, y
otras infecciones estreptocécicas. La fiebre reumatica es una
enfermedad inflamatoria que afecta al tejido conectivo de diversas
zonas del cuerpo humano (piel, corazén, articulaciones, entre otras) y
la glomerulonefritis aguda es una inflamacion del rifion que afecta
principalmente a los glomérulos renales (SPINREACT).
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4.1.3 Determinacion del Factor Reumatoide (FR).
4.1.3.1 Introduccién a la determinacién del FR.

El factor reumatoide es una determinacion que se realiza en el suero
de los pacientes. Tiene la funcién de evidenciar la presencia de un
autoanticuerpo que se genera en contra de la fracciébn Fc de la
Inmunoglobulina G (Ig G) y en general se utiliza para el diagnéstico de
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (AR) o el
Sindrome de Sjégren.

Fundamento:

El Factor Reumatoide-Latex es una técnica de aglutinacién en placa
para la deteccion cualitativa y semicuantitativa de factores reumatoides
(FR) en suero humano. Las particulas de latex recubiertas con gamma-
globulina humana son aglutinadas por factores reumatoides presentes
en la muestra del paciente (SPINREACT).

Técnica:
- Dejar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente ya que la

sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

- Depositar 50 UL de la muestra a ensayar y una gota de cada uno de
los controles positivo y negativo sobre circulos distintos de una tarjeta
de fondo negro como la que se muestra en la Imagen 36- Tarjeta de
fondo negro.

- Homogeneizar suavemente el reactivo de Factor Reumatoide-Latex
antes de usar y colocar 50 L junto a cada una de las gotas anteriores,
(el gotero de cada uno de los frascos esta disefiado para dispensar este
volumen)

- Mezclar con un palillo de madera limpio, procurando extender la
mezcla por toda la superficie interior del circulo. Emplear palillos
distintos para cada muestra o determinacién. Como se muestra en la
Imagen 37- Forma de mezclar con palillos de madera los reactivos

sobre tarjeta de fondo negro.

- Situar la tarjeta de fondo negro o la placa para inmunologia sobre un
agitador rotatorio a 80 — 100 r.p.m. durante 2 minutos o agitar
manualmente 2 minutos, realizando movimientos circulares. El exceso
de tiempo puede originar la aparicion de falsos positivos.

- Interpretar los resultados de acuerdo a la Imagen 38.- Controles
negativo y positivo, de una aglutinacion latex en tarjeta de fondo negro.
- Examinando macroscépicamente la presencia o ausencia de
aglutinacion inmediatamente después de retirar la tarjeta o placa para
inmunologia del agitador.

Nota: La presencia de aglutinacion indica una concentracion de FR
igual o superior a 8 UI/mL.

- Colocar el resultado obtenido en la Tabla 23.- Tabla de resultados
experimentales de pruebas Inmunolégicas Basicas en la seccion de
Resultados.

Valores de referencia:
Hasta 8 Ul/mL. Es recomendable que cada laboratorio establezca sus
propios valores de referencia (SPINREACT).

Significado Clinico:

Los factores reumatoides son un grupo de anticuerpos dirigidos contra
la fraccion Fc de las inmunoglobulinas G (1gG). Aunque se hallan
presentes en un gran nimero de desérdenes reuméticos, tales como el
lupus eritematoso sistémico (SLE) y el sindrome de Sjogren, su
principal interés clinico radica en el diagnéstico de la artritis reumatoide
(SPINREACT).

4.1.4 Determinacion de Grupo Sanguineo (SABO) y Factor Rh o D.
4.1.4.1 Introduccidn al Sistema ABO y determinacion del Factor
Rh o D.

En cuanto a la determinacion del grupo sanguineo mediante el sistema
ABO, es necesario conocer que en la membrana de los glébulos rojos
existen complejos quimicos, que representan los llamados grupos o
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factores sanguineos. Fue Landsteiner quien realiz6 en 1900 el
importante descubrimiento de que los eritrocitos del hombre pertenecen
a varios sistemas antigénicos diferentes.

Las técnicas usadas para demostrar la presencia de diferentes
grupos sanguineos son inmunolégicas, y se basan principalmente en la
deteccion de los antigenos eritrocitarios mediante su reaccién con
anticuerpos especificos. La reaccién positiva antigeno-anticuerpo,
produce el fenbmeno de aglutinacion de los glébulos rojos, que
habitualmente se puede observar a simple vista en un portaobjetos o
en un tubo de ensaye. Los sistemas mas importantes desde el punto
de vista médico, son ABO y Rh en la poblacion latinoamericana ya que
en ambos es necesaria la compatibilidad para poder efectuar
transfusiones sanguineas y trasplantes sin dificultades.

El suero tipificador anti-D provoca una aglutinacion en caso de
presentar la proteina Rh, que rodea al eritrocito. Cada tipo de sangre
puede ser positivo “+” (tiene la proteina Rh) o negativo “-* (sin proteina
Rh). Por ejemplo, una persona cuyo tipo de sangre es “A positivo” (A
+), se unen las proteinas de tipo A y Rh en la superficie de glébulos
rojos (Bonilla, R., 2016)

Fundamento:

Los sueros hemotipificadores provocaran una aglutinacién directa de
los hematies que lleven el correspondiente antigeno A o B.

La no aglutinacion indica en general la ausencia de alguno de estos
antigenos. Los reactivos ABO IgM monoclonales para grupaje
sanguineo contienen anticuerpos monoclonales de ratén diluidos en
tampon fosfato, que contiene cloruro sédico, EDTA y albumina bovina.
Azul: anti-A; Amarillo: anti-B. El grupo sanguineo se clasifica de
acuerdo con el sistema de tipificacion ABO. Este método separa a los
grupos de sangre en cuatro: Tipo A, Tipo B, Tipo AB, Tipo O
(SPINREACT).

Antigeno A Antigeno B

Tipo sanguineo A Tipo sénguineo B

Antigeno AB Sin antigenos

Tipo saﬁguineo AB Tipo sanguineo O
Imagen 39.- Superficie de los Grupos Sanguineos. Tomado de
goo.gl/gMBR1w.
Técnica:
- Para esta determinacion se utilizaran 4 reactivos o0 sueros
hemotipificadores (anti-A, anti-B, anti-AB y anti-D), Nota: anti-D, es el
anti-suero que identificara a la proteina del Factor Rh.
4.1.4.2 Toma de muestra mediante puncién capilar.
- Limpie con una torunda humedecida con alcohol la yema de los dedos
anular o medio del paciente, y permitir que seque el exceso de alcohol
sin soplar con la boca.
- Puncione con una lanceta estéril la parte lateral de la yema de
cualquiera de los dos dedos para obtener la sangre.
- Coloque 4 gotas de sangre en una placa de vidrio como la que se
muestra en la Imagen 33.- Placa de vidrio para inmunologia, 5x6
pocillos. Para realizar la hemotipificacion.
- En seguida, afiadir una gota de cada uno de los sueros

hemotipificadores indicado en cada caso, que suero se afiadio.
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- Rotular con un plumén de tinta indeleble que suero se trabajara (anti-
A, anti-B, anti-AB y anti-D)

- Dejar reposar por un momento, mover la placa para inmunologia
ocasionalmente en circulos, para mezclar correctamente los sueros
hemotipificadores con la muestra y observar si se presentd
aglutinacion.

- Interpretacion De la determinacion del grupo sanguineo (SABO) vy el
factor Rh; en un resultado positivo la aglutinacién constituye un
resultado positivo, indica la presencia apropiada de los antigenos A y/o
B en los hematies y la ausencia de aglutinacion de hematies, constituye
un resultado negativo, esto indica la ausencia de los antigenos
apropiados Ay B en los hematies, por lo tanto se interpretara como un
grupo sanguineo O del sistema SABO, también conocido como 0
(cero).

- Para el caso del Factor Rh o D, la aglutinacién constituye un resultado
positivo lo que indica la presencia apropiada del factor Rh, proteina
integral de la membrana eritrocitaria.

Mientras que la ausencia de aglutinacion indica la ausencia del factor
Rh, proteina integral de la membrana eritrocitaria.

- Dibujar en el siguiente esquema los resultados que obtuvo en la

prueba de aglutinacion.

anti-AB  anti-RBh o anti-D

- Colocar el resultado obtenido en la Tabla 24.- Tabla de resultados
experimentales de la determinacion de Grupo Sanguineo y Factor Rh

en la seccion de Resultados.

- Interpretar el resultado de acuerdo a la siguiente imagen:
Tipo de Sangue

O A B AB
D 8 A

AR e =

2 8 i ¢+ B3
N N 2

]

- ; &

2 > ,' : -“q.;'_ AB

i . Anti-D o anti-Rh

Positivo Negativo

Imagen 40.- Interpretacion de la hemaglutinacién. Tomado de
goo.gl/cdeKfX

Significado Clinico:

Actualmente estdn reconocidos cuatro fenotipos: O, A, B, y AB.
También se han identificado subgrupos de Ay B; Tales como A1y A.

4.1.5 Determinacion de Proteina C Reactiva (PCR).
4.1.5.1 Introduccioén ala determinaciéon de la PCR.

La determinacién de Proteina C Reactiva (PCR), es una prueba que se
realiza a pacientes para comprobar la presencia de inflamacion que no
se detecta facilmente. Esta es una proteina de fase aguda, generada
en el higado y eleva su concentracion al presentarse la inflamacion que
involucra a su vez a otras proteinas conocidas como citocinas, que son
producidas por los Glébulos Blancos.

Los valores normales de la PCR en pacientes sanos son
inferiores a 8mg/ L. La razén principal por la que se realiza esta
determinacion es para conocer si los pacientes cursan por
enfermedades inflamatorias como el Lupus, Artritis Reumatoide, fiebre
reumatica, infeccién, entre otras; o si los antinflamatorios prescritos por
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el médico estan funcionando de manera adecuada.

Fundamento:

La determinacion de Proteina C Reactiva (PCR) es una técnica de
aglutinacion en tarjeta de fondo negro, para la deteccion cualitativa y
semicuantitativa de PCR en suero humano. Las particulas de latex
recubiertas con anticuerpos anti-PCR humana son aglutinadas por
moléculas de PCR presentes en la muestra del paciente (SPINREACT).

Técnica:

- Dejar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente ya que la
sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

- Depositar 50 UL de la muestra a ensayar y una gota de cada uno de
los controles positivo y negativo sobre circulos distintos de una tarjeta
de fondo negro como la que se muestra en la Imagen 36.- Tarjeta de
fondo negro o una placa inmunoldgica.

Nota: Una concentracion muy elevada de PCR en la muestra del
paciente puede dar lugar a un resultado falsamente negativo debido al
efecto prozona. Se recomienda reensayar la muestra utilizando un
volumen de 20 pL.

- Mezclar el reactivo de PCR- latex vigorosamente o con el agitador
vortex antes de usar y depositar 50 puL (el gotero del frasco esta
disefiado para dispensar este volumen).

- Mezclar con un palillo de madera limpio, procurando extender la
mezcla por toda la superficie interior del circulo. Emplear palillos
distintos para cada muestra o determinacién. Como se muestra en la
Imagen 37.- Forma de mezclar con palillos de madera los reactivos
sobre tarjeta de fondo negro.

- Situar la placa de vidrio para inmunologia sobre un agitador rotatorio
a 80 — 100 r.p.m. o agitar durante 2 minutos manualmente, realizando

movimientos circulares. El exceso de tiempo puede originar la aparicion

de falsos positivos.

- Interpretar los Resultados de acuerdo a la Imagen 38.- Controles
negativo y positivo, de una aglutinacién latex en tarjeta de fondo negro.
- Examinando macroscopicamente la presencia o ausencia de
aglutinacion, inmediatamente después de retirar la palca del agitador.
Nota: La presencia de aglutinacion indica una concentracion de PCR
igual o superior a 6 mg/L

- Registrar los resultados obtenidos en la Tabla 25.- Tabla de resultados
experimentales de pruebas Inmunoldgicas Basicas en la seccion de

resultados.

Valores de Referencia:
Hasta 6 mg/L. Es recomendable que cada laboratorio establezca sus
propios valores de referencia
(SPINREACT).

Significado Clinico:

La proteina C reactiva es una proteina de fase aguda, presente en el
suero de pacientes sanos, la cual puede incrementarse
significativamente en la mayoria de procesos infecciosos bacterianos y
virales, tejidos dafados, inflamacion y neoplasias malignas. El
incremento de concentracién de esta proteina se produce después de
unas horas de desarrollarse la inflamacion, pudiendo alcanzar niveles
de 300 mg/L en 12-24 horas (SPINREACT).

4.1.6 Determinacion de Gonadotropina Coriénica Humana (hCG)
0 Prueba Inmunolégica de Embarazo.
4.1.6.1 Introduccion ala Prueba de Embarazo.

La Gonadotropina Coriénica Humana (hCG) es una hormona de origen
glicoproteico, producida durante el embarazo por el embrién, su
principal funcion es evitar la desintegracion del cuerpo lateo en el
ovario, manteniendo la produccion de otra hormona conocida como
progesterona, indispensable durante el desarrollo embrionario de los
mamiferos.
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La pronta aparicion de hCG después de la concepcion y su
subsecuente elevacion en concentracion al inicio de una gestacion, la
convierten en un excelente indicador para la deteccién temprana de
embarazo; En hombres no se presentan niveles detectables por esta
prueba, excepto en casos como cancer de préstata.

Fundamento:

Es un inmunoensayo cromatografico con particulas de oro coloidal
cualitativo, que detecta rapidamente la hormona Gonadotropina
Coriénica Humana fraccion B-hCG, presente en suero y orina. Agente
de diagnostico para uso In vitro de embarazo. (Gravidanza 1)

Técnica:

- Poner a temperatura ambiente, entre 15y 30°C, previo analisis y antes
de abrir la prueba de embarazo, muestras y controles.

- Sacar la tira reactiva de su empaque individual e identificar con el
nombre del paciente.

- Tomar la tira reactiva por el extremo de color y sumergirla en el suero
o la orina por 3 segundos, con las flechas apuntando hacia el fondo del
recipiente hasta la linea de MARK o MAX como se indica en la Imagen
41.- Forma de realzar el andlisis cualitativo de determinacion de hCG.
- Retirar la tira reactiva de la muestra y colocarla horizontalmente sobre
una superficie limpia, plana y no absorbente.

- Dependiendo de la concentracion de hCG, se observaran bandas de
color después de 40 segundos en la zona de reaccion, ubicada en la
parte media de la tira.

- Para confirmar resultados negativos, espere de 5 a 10 minutos, las
bandas de color. Es importante que el fondo de la tira esté claro antes
de interpretar un resultado.

- Lainterpretacion de los resultados se realizara de la siguiente manera:

Positivo: Bandas en la zona de control, y prueba. La presencia de las

bandas de color, indica el embarazo. La intensidad del color de las
bandas dependera de la concentracion de hCG.

Negativo: Banda de color en la zona de control y ausencia de la banda
en la zona de prueba. Esto indica que no se ha detectado embarazo.

- Colocar los resultados en la tabla 26.- Resultados para la
determinacion de la prueba inmunolégica de embarazo. En la seccion

de Resultados.

Linea de control — —
Linea de test =3 ===
No sumergir por encima
de la linea MAX % % %
% = = =
N W i) i}
1] 1
— POSITIVO NEGATIVO INVALIDO

Aparece la Aparece la La linea de

linea de test linea de control no

aunque sea control pera aparece.
clara no la de test

Imagen 41.- Forma de realzar el analisis cualitativo de
determinacion de hCG. Tomado de goo.gl/X7BBK5

Valores de Referencia:
Hombres y en mujeres sanas no embarazadas, no poseen niveles
detectables de la hormona hCG por la prueba.

Significado Clinico:

En embarazos normales la Gonadotropina Coridnica Humana puede
detectarse en suero y en orina, 7 dias después de la concepcion
duplicando su concentracion cada 2 dias. Para el momento en el que
falta el primer periodo menstrual, la concentracion de hCG es
aproximadamente 100 mUI/mL. Observandose niveles pico de 200,000
mUI/mL o mas para el final del primer trimestre del embarazo. Es
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posible encontrarla en circulacion ya que como cualquier hormona se
encuentra de forma libre en sangre. Su cuantificacion en orina es
posible debido a que la eliminaciéon de dicha hormona se efectla via
renal.

Por otra parte también es posible encontrar niveles considerables de
dicha glicoproteina en hombres, esto se debe a que también es
producida por ciertos tipos de tumores, principalmente tumores
carcinogénicos de préstata, conociéndose en este caso como marcador
tumoral.

4.1.7 Prueba serolégica para la Sifilis (VDRL)
4.1.7.1 Introduccién a la determinacion de VDRL.

La prueba serologica para la Sifilis, VDRL, por su siglas en
inglés, Venereal Disease Research Laboratory; y como su nombre lo
indica, va encaminada a la blisqueda de anticuerpos generados contra
el Treponema pallidum, dicha determinacion es més especifica ya que
utiliza una suspensién de antigeno altamente purificado y el agregado
de cloruro de colina. Es de suma importancia la deteccion y el
tratamiento de la enfermedad en sus estadios tempranos, ya que
resulta fundamental a fin de evitar complicaciones severas como sifilis
cardiovascular, neurosifilis o sifilis congénita (SPINREACT)

Fundamento:

La prueba de VDRL es una técnica no treponémica de aglutinacion en
placa para la deteccion cualitativa y semicuantitativa de reaginas
plasmaticas. La suspension antigénica, una mezcla de lipidos
complejos, es aglutinada en presencia de reaginas presentes en la
muestra del paciente afectado por sifilis.

Técnica:

-Temperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente ya que
la sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.

- Depositar 50 pL del suero del paciente y una gota de cada uno de los
controles positivo y negativo, sobre circulos distintos de una placa de
vidrio para inmunologia como la que se muestra en la Imagen 33.- Placa

de vidrio para Inmunologia, 5x6 pocillos.

- Homogeneizar suavemente la suspension de antigeno VDRL antes de
usar y dispensar 20 pL sobre cada una de las gotas anteriores (el gotero
esta disefiado para dispensar este volumen).

- Mezclar las gotas con un aplicador plastico (incluido en el kit de la
determinacion), procurando extender la mezcla por toda la superficie
interior del circulo. Emplear aplicadores distintos para cada muestra o
determinacion, como se muestra en la Imagen 37.- Forma de mezclar
con palillos de madera los reactivos sobre tarjeta de fondo negro.

- Situar la placa de vidrio sobre un agitador rotatorio a 160 - 180 r.p.m.
durante 4 minutos o agitar manualmente durante 5 minutos, moviendo
en circulos. El exceso de tiempo de agitacion puede originar la
aparicién de falsos positivos.

- Interpretar los Resultados de la floculacion de acuerdo a la siguiente

imagen:
Controles
MNegativo Pasitivo
2T L
R W
g TN - f a0 Y

Imagen 42.- Controles negativo, y positivo que muestra la
presencia de floculos, similar a una aglutinacién menos evidente.

- Examinando microscépicamente la presencia o ausencia de floculos,
inmediatamente después de retirar la palca del agitador. La presencia
0 ausencia de aglutinacion es visible inmediatamente después de la
agitacion.
- Registrar los resultados obtenidos en la Tabla 25.- Resultados
experimentales de pruebas Inmunoldgicas Basicas.
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Valores de Referencia:
En individuos sanos no es normal la presencia de anticuerpos
dirigidos a combatir la infeccion por Sifilis.

Significado Clinico:

Las reaginas son un grupo de anticuerpos dirigidos contra
componentes del propio organismo, en pacientes que sufren infeccion
por Treponema pallidum, agente causal de la sifilis. Este
microorganismo produce lesiones en el higado y corazén, liberando al
torrente circulatorio pequefios fragmentos de estos 6Organos no
reconocidos por el propio individuo. El sistema inmunolégico del
paciente reacciona dando lugar a la formacién de reaginas, anticuerpos
frente a estos fragmentos. El ensayo es Util para seguir la respuesta a
la terapia antibidtica.

4.1.8 Determinacion de Reagina Plasmética Rapida (RPR).

4.1.8.1 Introduccion a la prueba de deteccién de Sifilis.
La determinacion de Reagina Plasmatica Rapida es una prueba que
detecta la presencia de anticuerpos generados contra el agente causal
de la Sifilis. En dicha prueba se buscan anticuerpos conocidos como
Reaginas en la sangre de pacientes que tuvieron contacto con el
patégeno, Treponema pallidum, causante de la enfermedad. Esta
indicada para pacientes que tengan sintomas de Infecciones de
Transmisién Sexual (ITS) y de manera habitual para examinar a
mujeres embarazadas en busqueda de la enfermedad.

Fundamento:

RPR-carbén es una técnica no treponémica de aglutinacion en tarjeta
de fondo blanco para la deteccion cualitativa de reaginas plasmaticas
en suero humano. Las particulas de carbén sensibilizadas con una
mezcla de lipidos, son aglutinadas en presencia de reaginas presentes
en la muestra del paciente afectado por sifilis.

Técnica:

- Dejar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente ya que la
sensibilidad del ensayo disminuye a temperaturas bajas.
- Depositar 50 pL del suero del paciente y una gota de cada uno de los

controles positivo y negativo, sobre circulos distintos de una tarjeta de

fondo blanco como la que se muestra en la siguiente imagen:

QOO0
QOO

Imagen 43.- Tarjeta do fondo blanco. Tomado de goo.gl/SsfR5E.

- Homogeneizar suavemente el reactivo de RPR-carb6n antes de usar.
Invertir el vial dispensador y presionar ligeramente para eliminar las
burbujas de aire.

- Dispensar 20 pL sobre cada una de las gotas anteriores (el gotero
esta disefiado para dispensar este volumen).

- Mezclar las gotas con un aplicador plastico (que se encuentra incluido
en el kit de la determinacidn), procurando extender la mezcla por toda
la superficie interior del circulo de la tarjeta de fondo blanco. Emplear
palillos distintos para cada muestra.

- Situar la tarjeta sobre un agitador rotatorio a 80 — 100 r.p.m. durante
8 minutos o bien agitar manualmente durante el mismo tiempo. El
exceso de tiempo puede originar la aparicién de falsos positivos.

- Interpretar los Resultados de acuerdo a la Imagen 42.- Controles
negativo, y positivo que muestra la presencia de floculos, similar a una
aglutinacion menos evidente.

. En cuanto al color del fondo de la tarjeta, es util solo para apreciar de
mejor manera la formacion de floculos.

- Examinando macroscépicamente la presencia o ausencia de floculos,
inmediatamente después de retirar la placa del agitador. La presencia
0 ausencia de aglutinacion es visible inmediatamente después de la
floculacion.

- Registrar los resultados obtenidos en la Tabla 25.- Tabla de
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resultados experimentales de pruebas Inmunoldgicas Basicas.

Significado Clinico

Las reaginas son un grupo de anticuerpos dirigidos contra
componentes del propio organismo, originadas en pacientes que sufren
infeccion por Treponema pallidum, agente causal de la sifilis. Este
microorganismo produce lesiones en el higado y corazén, liberando al
torrente circulatorio pequefios fragmentos de estos 6rganos no
reconocidos por el propio individuo. El sistema inmunolégico del
paciente reacciona dando lugar a la formacion de reaginas, anticuerpos
frente a estos fragmentos. El ensayo es Util para seguir la respuesta a
la terapia antibi6tica.

Resultados.

Tabla 22.- Datos del Paciente.
Edad:

Fecha de evaluacion:

Nombre: Sexo:

Horas de ayuno: Dx presuntivo:

Tabla 23.- Tabla de resultados experimentales para la
determinacion de Reacciones Febriles.

Reporte
Aglutiné (+) Titulo Analista
No aglutiné (-)
Tifico O
Tifico H

Paratifico B
Paratifico A
Proteus OX 19
Brucella abortus

Tabla 24.- Tabla de resultados experimentales de la
determinacién de Grupo Sanguineo (SABO) y Factor Rh.
Aglutind (+) | No aglutiné | (-)
Positivo Negativo

Factor
anti-D Rh

Grupo

anti-A anti-B | anti-AB Sanguineo

Tabla 25.- Tabla de resultados experimentales de pruebas

Inmunolégicas Basicas.
Resultados Valor de

Referencia

Determinacion Analista

Antiestreptolisinas
@)

Factor Reumatoide
Proteina C
Reactiva
RPR
VDRL

Tabla 26.- Resultados para la Determinacién de la prueba
inmunoldégica de embarazo.

Resultado
(Positivo o Negativo)

Analista

Prueba de Embarazo

Referencias
- Instructivo: Determinacion cualitativa de ASLO SPINREACT.
- Instructivo: Determinacion cualitativa de Factor Reumatoide SPINREACT.
- Instructivo: Determinacion cualitativa de PCR SPINREACT.
- Instructivo: Determinacion cualitativa de Grupos Sanguineos
SPINREACT.
- Instructivo: Determinacién cualitativa de RPR y VDRL SPINREACT.
- Instructivo: Prueba Inmunologica de embarazo GRAVIDANZA.
- Martinez, A. y Ortega, J., (2011) Manual de Laboratorio de Inmunologia
Bésica y Clinica [en linea]. Recuperado el 06 de febrero de 2018.
- lafiez, E., (2003) Curso de Inmunologia General 1. Introduccion al
Sistema Inmune, Departamento de Microbiologia, universidad de
Granada, Espafa. [En linea] Recuperado el 26 de mayo de 2018. De
goo.gl/JBYPBL.
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MODULO 5. BIOQUIMICA CLINICA.
Practica 5.1 Quimica Sanguinea de 5 Elementos en suero.
Objetivo.

Qué el alumno conozca y aplique pruebas de bioquimica clinica
fundamentadas en los principios del metabolismo de los carbohidratos,
proteinas (aminoacidos) y lipidos como son la determinaciéon de:
Glucosa, Urea, Creatinina, Acido trico y Colesterol en cada caso, como
un recurso de apoyo diagndéstico para el médico.

Introduccion.
La Quimica Cinica se ocupa del estudio de los aspectos bioquimicos

de los seres vivos, con la aplicacion de los métodos de laboratorio para
el diagnéstico, el seguimiento, el control de tratamiento, la prevencion
y la investigacion de una enfermedad.

A través del tiempo la cantidad de compuestos constituyentes de
la sangre, que podian determinarse cualitativa y cuantitativamente se
fueron sumando, surgiendo la quimica sanguinea que comienza con la
determinacion de 4 analitos: Glucosa, urea, creatinina y acido urico,
habiendo en la actualidad diversos perfiles hasta con 30 analitos,
incluyendo proteinas, enzimas, lipidos y electrolitos.

El diagnéstico de los trastornos del metabolismo de los
carbohidratos se apoya en la medicion de la glucosa. Esta medicion
puede ser en ayunas o mediante la estimulacién de glucosa
suministrada al paciente, para realizar un estudio conocido como
Glucosa Postprandial; esta determinacion es util en el diagnostico y
manejo de la Diabetes Mellitus, intolerancia a los carbohidratos,
hipoglucemia, enfermedades de tipo renal y hormonal, entre otras.
(Amezcua, H. y Galvan, M., 2015).

La urea, la creatinina y el acido Grico CNNP (Compuestos
Nitrogenados No Proteicos) son productos catabodlicos del metabolismo
de las proteinas, estos metabolitos plasmaticos, son Utiles para evaluar
la funcionalidad de érganos vitales como el higado y los rifiones.

La urea es formada en el higado a partir del amoniaco (NHz) que
proviene a su vez del nitrégeno de los aminoacidos, de las proteinas
gue consumimos en la dieta diaria. Se excreta a través de la orina, por
lo que es utilizado como indicador de las funciones renales y hepéticas.
La urea, conforma el 80% del nitrégeno urinario.

La creatinina es el producto final del metabolismo de la creatina
fosfato, que ocurre en el tejido muscular principalmente. Se excreta en
la orina a través de filtracion renal, por lo que su cuantificacion en
sangre u orina es muy Util para valorar la funcion de los rifiones, ya que
es un metabolito que se excreta casi al 100 % de su produccion es ideal
para este tipo de evaluacion. Existen estudios de laboratorio como la
Depuracién de creatinina en orina en 24 horas que correlaciona la
concentracién plasmatica con la concentracion urinaria, asi como el
tiempo y el volumen de orina, dando como resultado la filtracién de
Creatinina por dia, y evaluar el estado patolégico del rifién.

Por otra parte, el acido Urico es producto de la degradacién de
las purinas, &cidos nucleicos y nucleoproteinas, los niveles anormales
en sangre pueden se indicativos de alteraciones en el metabolismo de
estas sustancias, Util para el diagndstico del sindrome gotoso vy
disfunciones renales (Galvan, M. y Amezcua, H., 2015).

En cuanto a la determinacién de Colesterol, que es un esterol
sintetizado endégenamente con funciones estructurales, precursor de
hormonas y lipoproteinas de alta (HLD) y baja densidad (LDL) en
mamiferos, posee gran interés diagnoéstico, ya que es un indicador
importante en la evaluacion del riesgo cardiovascular, asi como
indicativo en el seguimiento y control de enfermedades crénicas como
la Diabetes, Hipertension arterial, Sindrome metabdlico y se ve alterado
en otras enfermedades como el higado graso o las enfermedades
coronarias.

Equipos reactivos y materiales.

Muestras biolégicas.

- 6 mL de sangre completa sin anticoagulante.

Material por grupo.

- 1 Gradilla de unicel.

- 25 Tubos de ensaye de 15x100 mm.

- Servitoallas y Pafiuelos desechables (Kleenex®).

- 1 Propipeta.

- 1 Micropipeta de 10 a 100 uL.

- 1 Micropipeta de 100 a 1000 uL.

- 1 Adaptador para extraccion de sangre por sistema al vacio.
- 25 agujas de punta doble de calibre 20 para sistema al vacio.
- Ligaduras.

- Torundas.

- 25 Tubos con vacio sin aditivos (Tapo6n rojo o amarillo).
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- 25 Pipeta Pasteur (Punta larga) con Bulbo.
- 1 Contenedor para punzocortantes Rigido.
- 1 Piseta con agua destilada.

- 1 Recipiente con solucién de hipoclorito de sodio al 5 %.
- Parafilm (Recortado en cuadros de 1 cm?)
- 1 Centrifuga.

Reactivos

- 1 Piseta con Agua Destilada.

- 1 Kit para determinacion de Glucosa

- 1 Kit para Determinacion de Urea

- 1 Kit para Determinacion de Creatinina

- 1 Kit para Determinacion de Acido Urico

- 1 Kit para Determinacién de Colesterol

Procedimiento experimental.

Indicaciones para el paciente:

- Es importante presentarse con un ayuno de 8 horas para este andlisis,
evitar la realizacion de actividades deportivas, fumar y no consumir
bebidas alcohdlicas previo a la toma de la muestra sanguinea.
Obtencion de la muestra sanguinea.

- Armar sistema de extraccion por método al vacio, utilizando aguja
calibre 21x33 mm (color verde).

- Rotular con marcador indeleble negro los tubos con vacio, tap6n color
rojo o amarillo, que se van a utilizar para la recoleccién de la muestra.
- Realizar la venopuncién como lo indica el procedimiento experimental,
puncién mediante sistema al vacio, de la Practica 3.1 “Obtencién de
muestras sanguineas mediante jeringa y sistema al vacio”.

- Permitir la coagulacion de la muestra esperando por lo menos 5
minutos después de la extraccion.

- Centrifugar a 2500 rpm/5 minutos, para la obtencion de suero
sanguineo.

- Rotular un tubo con nombre del paciente y separar el suero con ayuda
de una pipeta Pasteur sin generar espuma.

5.1.1 Determinacion de Glucosa.

Fundamento:
La glucosa oxidasa una enzima (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa

a acido gluconico. El peroxido de hidrégeno (H20:2), producido se
detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, 4-amino
fenazona, en presencia de peroxidasa otra enzima (POD).

B-D-Glucosa + O, + H,0 —2°2_, Acido glucénico + H,0,

POD

HO; + Fenol+ 4-AF ———— Quinona + H;0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
glucosa presente en la muestra ensayada. (SPINREACT).

- Encender el espectrofotdmetro y seleccionar la longitud de onda en
505 nm.

- Rotular un tubo de ensaye como muestra.

- El profesor responsable de la sesion indicara

a las personas que prepararan los tubos Blanco y Patrén.

- Preparar los tubos de acuerdo a las siguientes indicaciones:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patrén Muestra
Reactivo (mL) 2.0 2.0 2.0
Patrén (uL) 20
Muestra (uL) 20

- Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 min a temperatura ambiente
15-25°C.

- Leer la absorbancia del Patron y la muestra, frente al Blanco de
reactivo. El color es estable 30 minutos.

- Registrar las absorbancias en la Tabla 16.- Lecturas de Absorbancias
para la determinaciéon de la Bioquimica Clinica. En la seccién de
Resultados.

Calculos:
Sustituir los valores obtenidos en la siguiente formula para obtener la
concentracion de Glucosa sérica de la Muestra.

Abs. Mtra

[Glucosa] = =Pt

X Conc. Pt = Concentracion de glucosa sérica.

Donde:

Abs. Mtra = Absorbancia de la muestra.
Abs del Pt = Absorbancia de Patron.
Conc. Pt = Concentracion del patréon.
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Valores de referencia:

Suero o plasma:
60 — 110 mg/dL equivalente a 3,33 —6.10 mmol/L

Significado clinico:
La glucosa es la mayor fuente de energia para las células del

organismo; la insulina facilita la entrada de glucosa en las células. La
diabetes mellitus es una enfermedad que cursa con una hiperglucémia
(niveles altos de glucosa en sangre), causada por un déficit de insulina.
El diagnéstico clinico debe realizarse teniendo en cuenta todos los
datos clinicos y de laboratorio (SPINREACT).

5.1.2 Determinacion de Urea.
Fundamento.

La Urea presente en la muestra reacciona con el o-ftalaldehido en
medio &cido originando un complejo colorido que puede cuantificarse
fotocolorimétricamente, en una reaccién conocida como de punto final:

Urea + o-ftalaldehido — Isoindolina

La intensidad del color formado es proporcional a la concentraciéon de
urea en la muestra ensayada (SPINREACT).

Técnica:

- Encender el espectrofotometro y seleccionar la longitud de onda a 510
nm.

- Rotular un tubo de ensaye como muestra.

- El profesor responsable de la sesion indicard a las personas que

prepararan los tubos Blanco y Patrén.
- Calibrar el espectrofotémetro de a Cero de absorbancia con agua
destilada.

- Preparar los tubos de acuerdo a las siguientes indicaciones.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patrén Muestra
Reactivo 1 (mL) 1.0 1.0 1.0
Reactivo 2 (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron (ul) 10
Muestra (uL) 10

-Mezclar, incubar a 37°C 15 minutos y leer las absorbancias de
Blanco Patron y Muestra.

- Registrar las absorbancias en la seccion de Resultados.

Célculos:
Sustituir los valores obtenidos en la siguiente formula para obtener la
concentracién de Urea en la Muestra.

Abs Mtra

——— X Conc. Pt = Concentracién de Urea sérica.
Abs Pt.

[Urea] =
Donde:
Abs. Mtra = Absorbancia de la muestra.
Abs del Pt = Absorbancia de Patrén.
Conc. Pt = Concentracion del patron.

Valores de referencia:
Suero o plasma: 15-45 mg/dL 0 2.49-7.49 mmol/L.

Significado Clinico:

La urea es el resultado final del metabolismo de las proteinas; se forma
en el higado a partir de su destruccién. Puede aparecer la urea elevada
en sangre (uremia) en dietas con exceso de proteinas, enfermedades
renales, insuficiencia cardiaca, hemorragias gastricas, hipovolemia y
obstrucciones renales. El diagndstico clinico debe realizarse teniendo
en cuenta todos los datos clinicos y de laboratorio (SPINREACT)

5.1.3 Determinacién de Creatinina.
Fundamento:
El ensayo de la creatinina esta basado en la reaccién de la creatinina
con el picrato alcalino, descrito por Jaffé. La creatinina reacciona con el
picrato alcalino formando un complejo colorido. El intervalo de tiempo
escogido para las lecturas permite eliminar gran parte de las
interferencias conocidas del método, pero también es posible
cuantificar al final de la reaccién, en un ensayo conocido como reaccion
de punto final. La intensidad del color formado es proporcional a la
concentracion de creatinina en la muestra ensayada.

Creatinina + Picrato Alcalino — Complejo rojizo.
-65 -

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades



Manual de prdcticas de Laboratorio.
Opcion Técnica de Andlisis Clinicos.

Técnica:

- Encender el espectrofotémetro y seleccionar la longitud de onda a
510nm.

- Rotular un tubo de ensaye como muestra.

- El profesor responsable de la sesion indicara a las personas que
prepararan los tubos Blanco y Patrén.

- Calibrar el espectrofotometro de a Cero de absorbancia con el Blanco
y leer las Absorbancias de los tubos Patron y Muestra.

- Preparar 3 tubos de acuerdo a las siguientes indicaciones.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patrén Muestra
Reactivo 1 (mL) 1.0 1.0 1.0
Patrén (uL) 100
Muestra (uL) 100

-Mezclar, incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y leer las
absorbancias de Blanco Patron y Muestra.

- Registrar las absorbancias en la seccion de Resultados.
Célculos:

Sustituir los valores obtenidos en la siguiente formula para obtener la
concentracion, Creatinina sérica de la Muestra.
ABS Mtra

[Creatinina] = ABSPL

Donde:

Abs. Mtra = Absorbancia de la muestra.
Abs del Pt = Absorbancia de Patron.
Conc. Pt = Concentracién del patrén.

Valores de referencia:

Suero o plasma:
Hombres 0,7 - 1,4 mg/dL. Mujeres 0,6 - 1,1 mg/dL.

Significado Clinico:
La creatinina es el resultado de la degradacion de la creatina,
componente de los musculos y puede ser transformada en ATP, fuente

X Conc. Pt = Concentracion de Creatinina sérica.

de energia para las células. La produccion de creatinina depende de la
modificacion de la masa muscular. Varia poco y los niveles suelen ser
muy estables en sangre. Se elimina a través del rifiéon. En una
insuficiencia renal progresiva hay un aumento en sangre de urea,
creatinina y acido Urico. Niveles altos de creatinina son indicativos de
patologia renal. El diagnoéstico clinico debe realizarse teniendo en
cuenta todos los datos clinicos en el paciente y de laboratorio.

5.1.4 Determinacion de Acido Urico.

Fundamento:

El acido drico es oxidado por la uricasa a alantoina y peréxido de
hidrégeno (2H202) que en presencia de peroxidasa (POD), 4-
aminofenazona (4-AF) y 2-4 Diclorofenol Sulfonato (DCPS) forma un
compuesto rosaceo. La intensidad de quinonaimina roja formada es
proporcional a la concentracion de acido Urico presente en la muestra
ensayada

Acido drico + 2H,0 + O, _Uricasa_ ajantoina + CO,+2H,0,
2H,0, + 4-AF + DCPS — 22, Quinonaimina + 4H,0

Técnica:
- Encender el espectrofotémetro y seleccionar la longitud de onda a
520nm
- Rotular un tubo de ensaye como muestra.
- El profesor responsable de la sesion indicara a las personas que
prepararan los tubos Blanco y Patrén.
- Calibrar el espectrofotometro de a Cero de absorbancia con el Blanco
y leer las Absorbancias de los tubos Patron y Muestra.

- Preparar los tubos de acuerdo a las siguientes indicaciones:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patrén Muestra
Reactivo (mL) 1.0 1.0 1.0
Patron (ul) 10
Muestra (uL) 10

- Mezclar los tubos adecuadamente e incubarlos 5 minutos a 37°C o 10

minutos a temperatura ambiente 15-25°C
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- Registrar las absorbancias en la seccion de Resultados.

Célculos:
Sustituir los valores obtenidos en la siguiente formula para obtener la
concentracion de Acido. Urico sérico de la Muestra.

Abs. Mtra

mx Conc. Pt = Concentracién de Acido trico.

[Acido ﬁrico] =
Abs. Mtra = Absorbancia de la muestra.
Abs del Pt = Absorbancia de Patrén.
Conc. Pt = Concentracion del patrén.

Valores de referencia:

Suero o plasma:
Mujeres 2,5 - 6,8 mg/dL y hombres 3,6 - 7,7 mg/dL.

Significado Clinico:

El &cido urico y sus sales son el producto final del metabolismo de las
purinas. En una insuficiencia renal progresiva hay una retencién en
sangre de urea, creatinina y acido drico. Niveles altos de acido Urico
son indicativos de patologia renal y generalmente se asocia con
sindrome gotoso o cominmente llamado gota. El diagndstico clinico
debe realizarse teniendo en cuenta todos los datos clinicos y de
laboratorio.

5.1.5 Determinacién de Colesterol.
Fundamento:
El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado
segln la reaccion siguiente:

Esteres colesterol + H 2O —ﬁa Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O2 ﬂ) 4-Colestenona + HzO2

2 HZO2 +Fenol + 4-Aminofenazona ﬂ) Quinonimina + 4H20

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
colesterol presente en la muestra.

- Encender el espectrofotémetro y seleccionar la longitud de onda en
505 nm.

- Rotular un tubo de ensaye como muestra.

- El profesor responsable de la sesion indicara a las personas que
prepararan los tubos Blanco y Patrén.

- Preparar los tubos de acuerdo a las siguientes indicaciones:

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Blanco Patrén Muestra
Reactivo (mL) 2.0 2.0 2.0
Patrén (uL) 20
Muestra (uL) 20

- Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C 6 10 min a tempatura de 15-25°C.
- Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al Blanco de
reactivo. El color es estable 30 minutos.

- Registrar las absorbancias en la seccion de Resultados.

Sustituir los valores obtenidos en la siguiente formula para obtener la
concentraciéon de Colesterol en la muestra.

Abs. Mtra

mx Conc. Pt = Concentracion de Colesterol.

[Colesterol] =

Dénde:

Abs. Mtra = Absorbancia de la muestra.
Abs del Pt = Absorbancia de Patrén.
Conc. Pt = Concentracién del patrén.

Significado Clinico:

El colesterol es una sustancia grasa presente en todas las células del
organismo. El higado produce naturalmente todo el colesterol que
necesita para formar las membranas celulares y producir ciertas
hormonas. La determinacién del colesterol es una de las herramientas
mas importantes para el diagnoéstico y clasificacion de las lipemias. El
aumento del nivel de colesterol es uno de los principales factores de
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riesgo cardiovascular. El diagnéstico clinico debe realizarse teniendo
en cuenta todos los datos clinicos y de laboratorio

Valores de referencia Riesgo Cardiovascular.

Menos de 200 mg/dL Bajo
200-239 mg/dL Moderado
240 o0 més Alto

Nota: Estos valores son orientativos. Es recomendable que cada
laboratorio establezca sus propios valores de referencia (SPINREACT)

Resultados.
Tabla 27.- Datos del Paciente
Nombre: Edad: Sexo:

Horas de ayuno: Dx presuntivo: Fecha de evaluacion:

Tabla 28.- Lecturas de Absorbancias para la determinacion de la
Bioquimica Clinica.

Absorbancia Conc. solucion
Blanco | Patrén | Muestra Patron
Glucosa
Urea
Creatinina
Ac. Urico
Colesterol

Tabla 29.- Tabla de Resultados Experimentales para la
determinacién de Quimica Sanguinea de 5 elementos.

Determinacién Resultado Valores de Analista
Referencia

Glucosa

Urea

Creatinina

Acido Urico

Colesterol

Referencias.

- Amezcua, H., y Galvan, M., (2015) Manual de Practicas de Laboratorio
de Analisis Bioquimicos Clinicos Generales. PRACTICA 5 QUIMICA
SANGUINEA. UNAM- Departamento de Ciencias Bioldgicas.

- Gonzalez, B. (2015) Manual de Practicas de Laboratorio de Andlisis
Bioguimicos Clinicos Generales. PRACTICA 4 BIOQUIMICA
SANGUINEA. UNAM- Departamento de Ciencias Bioldgicas.

- Kaplan, A., Lawrence, A. y Pesce, J. (1996). Quimica Clinica Teoria,
Analisis y Correlacién. 32 Ed. Ciudad de México. Traduccién: Carreon,
T. Ed. Javier Ortega Cesefia.

- SPINREACT.
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MODULO 6. PARASITOLOGIA.

Practica 6.1 Examen Coproparasitoscopico, mediante la técnica
de Faust.

Objetivo.

Que el alumno conozca los principios basicos de la Parasitologia,
tales como los ciclos biolégicos de los parasitos, para que el resultado
obtenido ayuda al médico al diagnéstico gastrointestinal de las
parasitosis que comunmente causan enfermedad en nuestro pais; asi
como la aplicacién de la forma correcta de recoleccion de muestras y
técnicas usadas en el examen Coproparasitoscépico, lo que le permitira
tener una visién clara de cémo se identifica y detecta un parasito.

Introduccion.
Las técnicas coproparasitoscépicas son metodologias empleadas en el
laboratorio de parasitologia. Su fundamento es la observacion, directa
del parasito en sus fases de huevecillos 0 quistes, en muestras de
materia fecal (Fuentes, G. et al, s.f.).

La coprologia es el examen de las heces, pudiéndose tratar de
materia fecal humana o animal, este comprende la observacion directa
macroscopicamente de la muestra y la evaluacion mediante un analisis
microscopico. Dicho examen esté indicado en pacientes con casos de
diarreas crénicas no bacterianas, ni virales, que cursan por insuficiencia
digestiva y que por lo general se trata de encontrar al agente etioldgico
de la enfermedad.

Las heces de pacientes normales, muestra de eleccién para el
examen coproparasitoscépico, tienen un peso aproximado por
evacuacion o deposicion de mas menos 200 gramos, de los cuales
alrededor del 80% es aguay 20% solidos, dentro de los cuales se hallan
almidon, acidos grasos, fibras musculares, fibra dietética (celulosa) en
su mayoria, entre otros.

Las heces normales tienen una consistencia forme o moldeada;
Es de color marrén, color que adquiere debido a pigmentos
provenientes de la bilirrubina y que se conoce como coprobilinégeno,
presenta escasos almidones, acidos grasos y fibras musculares. No
tiene presente grasa neutra ni presenta moco y por lo general no
presenta células de descamacion del intestino.

El examen coproparasitoscépico se define como el estudio
parasitologico de las materias fecales para el diagnoéstico de parasitos
intestinales, en el que se utlizan un conjunto de técnicas
macroscopicas y microscopicas que permiten demostrar la presencia
de los estadios de las diversas estructuras evolutivas de parasitos
intestinales como son quistes, ooquistes, huevos, trofozoitos, esporas,
larvas y adultos.

Una evaluacion normal consta casi exclusivamente de heces,
pero en presencia de una infeccion del tracto digestivo, se pueden
encontrar presentes moco, sangre y cantidades considerables de
tejidos desprendidos. En estas porciones hay mayor probabilidad de
encontrar datos de infeccidon parasitaria debida a la presencia de
parasitos o restos de los mismos que son observados a simple vista,
de la misma forma pueden estar presentes formas parasitarias que no
son observables a simple vista como los trofozoitos, quistes de
protozoarios y algunos huevos de helmintos (Fuentes, G. et al, s.f.).

Para poner a este tipo de estructuras en evidencia es necesario
un examen microscoépico en el que se utilizan soluciones fisiol6gicas y
colorantes; En el caso del Examen Directo en Fresco, se diluye una
porcion de la muestra con solucién salina fisiolégica, y se observa al
microscopio, lo que evidencia a los parasitos, para observar estructuras
se deben aplicar ciertos colorantes; lo que se conoce como Examen
Directo en Fresco con colorantes; como lugol, azul de metileno,
safranina modificada, hematoxilina, fucsina y Giemsa.

Otro tipo de examen microscépico incluye el conteo de huevos
mediante la Técnica de Kato y Miura, la Técnica de Willis o de flotacién,
Técnica de Faust y la Técnica de Ritchie.

La muestra debe cumplir algunos requisitos antes de su fase de
andlisis en el laboratorio, para preservar la integridad de las estructuras
parasitarias con valor diagnostico:

Es esencial que el material remitido para un estudio o examen
coproparasitoscépico sea suficiente, aproximadamente del tamafio de
un limén preferentemente sélida (forme o moldeada). EI examen
macroscopico debe preceder siempre al estudio microscépico, de tal
forma que se deben registrar desde su recepcion en el Laboratorio
ademas de los datos del paciente y fecha, las condiciones de la
muestra, si ésta es formada, semiformada o liquida, la periodicidad de
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las evacuaciones, ya que incluso estos datos orientan al diagnéstico
médico (Fuentes, G. et al, s.f.).

Materiales, equipos y reactivos.

Muestra biolégica.

5g de heces una porcién del tamafio de un Limon.
Material por grupo.

Tubos de centrifuga.

1 Varilla de vidrio.

1 Coladera.

2 Recipientes de plastico o vidrio (250mL. Aproximadamente).
1 Cuchara.

2 Portaobjetos.

2 Cobreobjetos.

1 Asa Bacterioldgica modificada.

1 Recipiente con Hipoclorito de Sodio al 6%

1 Microscopio Compuesto.

1 Propipeta.

1 Centrifuga

Reactivos.

1 Piseta con solucién salina fisioldgica (SSF) al 0.9%
1 Piseta con solucion saturada de Sulfato de Zinc al 33% o con una
Densidad de 1.18° Baume.

1 Vial con l12ugol.

1 Piseta con Agua Destilada.

Procedimiento experimental.

Indicaciones para el paciente:

- No se requiere una dieta previa. Deben ser heces del dia.

- Es importante la adquisicion de un frasco de boca ancha, de plastico
nuevo, limpio, transparente e identificado correctamente con los datos
del paciente.

- Destapar el frasco para obtener la muestra, teniendo cuidado de no
tocar la parte interior de la tapa del recipiente.

- Para esto es necesario obtener una porcion del tamafio de un limon,
gue son aproximadamente 5 gramos de materia fecal, teniendo
precaucion de no mezclar con orina.

- No es necesario obtener la primera evacuacion de la mafiana, puede
ser colectada a cualquier hora del dia.

6.1.1 Determinacién de estructuras parasitarias.

Fundamento
Por medio de diferencia de densidades, se induce la flotacién de
estructuras parasitarias, huevecillos y quistes, segln sea el caso.

Técnica
- Colocar aproximadamente 5 gramos de materia fecal en un recipiente
de plastico o vidrio, o un tubo cénico como se muestra en la siguiente

imagen, afiadir agua hasta cubrir a la muestra y homogeneizar.

- 3 !.' ,’_, g : % \" .

Imagen 44.- Disolucién de la muetra de heces. Tomado de
goo.gl/YEuRDL
- Posteriormente trasvasar la mezcla a un tubo de centrifuga.
- Centrifugar por un minuto a 2000 rpm.
- Decantar el sobrenadante en un recipiente con hipoclorito de sodio al
6 %, para su posterior desecho en el inodoro.
- Resuspender nuevamente con agua corriente.
- Centrifugar nuevamente bajo las mismas condiciones.
- Repetir el proceso hasta que el sobrenadante sea completamente

translucido.
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45.- Forma de decantar la muestra centrifugada. Tomado de
g00.gl/xxJtV9

- Desechar el ultimo sobrenadante translicido y resuspender la pastilla
con la soluciébn de Sulfato de Zinc, centrifugar nuevamente a las
condiciones antes mencionadas.

- Transcurrido el tiempo de centrifugacion, llenar el tubo de centrifuga
con la solucion saturada de Sulfato de Zinc hasta formar un menisco
convexo en la superficie del tubo cénico o el tubo que se haya utilizado.

Como se muestra en la siguiente imagen.

Menisco convexo

O

N

Imagen 46.- Menisco convexo en un tubo de ensaye.
- Dejar reposar durante 10 minutos, cronometrando el tiempo con un

portaobjetos sobre el menisco antes formado, lapso que permite la

flotacién de las estructuras parasitarias ligeras, como huevos y quistes,
de tal manera, que la totalidad de la muestra de la superficie del
menisco entre en contacto con el cubreobjetos, como se muestra en la

siguiente imagen.
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Técnica de flotacién con solucién. Cortesia MVZ Claudia Sixtos / Virbac®

Imagen 47.- Técnica de Faust, tubo de ensaye en reposo con
cubreobjetos sobre el menisco formado. Tomado de
goo.gl/YEuURDL
- O bien, después de 10 minutos, tomar una porcién del menisco con el
Asa Bacterioldgica modificada, de tal manera que la totalidad de la
muestra de la superficie del menisco se colecte y colocarla en un

portaobjetos limpio y seco o nuevo.

Imagen 47.- Asa bacteriolégica modificada a laizquierday asa
bacteriol6gica normal a la derecha.
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- Agregar 1 gota de Lugol a un portaobjetos y después dejar caer el
cubreobjetos con la muestra fresca, teniendo mucha precaucion de no
presionar demasiado, ya que la muestra podria derramarse por los

costados. Como se muestra en la siguiente imagen:

Imagen 48- Cubreobjetos con muestra sobre un portaobjetos con
una gota de Lugol parasitolégico. Tomado de goo.gl/i2cBHh

- Finalmente observar al microscopio, enfocando en 10x y con el

objetivo de 40x realizar la identificacion de la estructura parasitaria

observada, reportando en su caso Género y Especie. Siguiendo una

trayectoria de zig-zag, como se muestra en la Imagen 49:

TUUUUL

Imagen 49.- Secuencia de observacion de laminillas.

Significado Clinico:

Si se encuentran parasitos, se reporta como positivo, en caso contrario
serd negativo; Es importante mencionar el género y especie del
microorganismo observado, por lo tanto se reporta como: Positivo

para: Nombre del parésit. Por otro lado es recomendable tomar por lo

menos tres muestras de distintos dias o de distintas evacuaciones para

aumentar la probabilidad de deteccién de parasitos.

Resultados

Tabla 30.- Datos del Paciente

Nombre:

Edad:

Sexo:

Fecha de evaluacion:

Tabla 31.- Observaciéon al macroscépica del examen

Coproparasitoscépico.

Determinacion

Resultado

Analista

Color

Aspecto

Tabla 32.- Observacién al microscopio del examen

Coproparasitoscépico.

Objetivo

Estructura Observada

Analista

10x

40x

Realizar un dibujo de la estructura observada en el espacio indicado.
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Tabla 33.- Tabla de Resultados del examen coproparasitoscoépico.

Resultado
Positivo para:
Resultado del examen | Indicar Género y Especie
coproparasitoscépico.

Negativo

Marque con una x en caso de resultado Negativo.
Referencias

- Fuentes, G., Tapia, R., De la Rosa, J., Martinez, P. y Aguilar, J. (s.f.)
Manual de Laboratorio de Parasitologia. Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan. Seccion de Ciencias de la Salud Humana.

MODULO 7. BACTERIOLOGIA.
Practica 7.1 Preparacion de Medios de Cultivo.

Objetivo.

El alumno aplicara los métodos y técnicas especificas para la
preparacion de medios de cultivo mas cominmente utilizados en el
procesamiento de muestras bacteriolégicas, relacionando la
composicion, basandose en los conceptos y principios basicos de
Bacteriologia, como recurso de apoyo diagndstico para el médico.

Introduccion.
El aislamiento y la identificacién de los patégenos viables, es basico
para el diagnéstico de las enfermedades infecciosas y por esto se
puede dar un tratamiento mas efectivo para eliminar la infeccion por un
microorganismo determinado.

Los primeros métodos disponibles para el aislamiento de
microorganismos fueron llevados a cabo por Roberto Koch, donde los
resultados obtenidos eran muy pobres, estos métodos consistian en la
utilizacion de humor acuoso de buey y posteriormente la superficie de
patatas para favorecer el crecimiento. Tiempo después Fraud Hesse,
introdujo el agar, el cual era un producto japonés de utilidad doméstica.
Existen en el mercado una extensa variedad de medios de cultivo, mas
0 menos complejos, Utiles para el laboratorio de Bacteriologia.

Los microorganismos varian en sus requerimientos de
desarrollo, estos necesitan fuentes de nitrégeno, carbono, sales, agua
y oligoelementos como molibdeno, zinc, cobre, cloro, azufre o hierro,
mientras que otros mas exigentes tienen necesidad de factores de
crecimiento como aminoacidos, vitaminas, purinas, hidrolizados de
proteinas en forma de peptonas, que proveen componentes
nitrogenados de forma accesible.

Un medio de cultivo es un sustrato o solucion de nutrientes, en
los que crecen y se multiplican los microorganismos, con el objetivo de
aislar las diferentes especies bacterianas, previo a su identificacion y
llevar a cabo una serie de estudios complementarios. La mayoria de los
medios de cultivo se preparan a partir de materiales deshidratados
comerciales. El cuidado con que estos se preparan, esterilizan y
distribuyen en tubos o cajas de Petri es extremadamente critico; Por lo
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gue se recomienda extremo cuidado, para no contaminarlos con otro
tipo de microorganismos.

Los sustratos energéticos son suministrados por sustancias
nutritivas contenidas en la maceracion de la carne y visceras, los
aminoacidos o péptidos son aportados por las peptonas que contienen
todos los productos de degradacion de las proteinas.

El desarrollo de un microorganismo en un medio de cultivo
depende de diversos factores como: La disponibilidad de los elementos
nutritivos necesarios, existencia del oxigeno requerido, grado de
humedad apropiado, valores de pH adecuados (neutro o ligeramente
alcalino 7.2-7.4), temperatura de incubacion precisa (35-37°C para
bacterias patdgenas), condiciones de esterilidad del medio y proteccion
de posibles contaminaciones.

Los medios de cultivo pueden dividirse segun diferentes criterios
como su composicion, utilizacién y el estado fisico (liquidos, que no
contienen agar, semisdlidos con cerca de 0.5% de agar y sélidos con
aproximadamente 1.5% de agar). El agar agar es un agente de
solidificacién, extraido de algas del género Gelidium spp, introducido
por Fanny y Walther Hesse en 1881, agente de eleccién sobre la
gelatina que ya permanece firme hasta alrededor de los 65°C.

Los medios sélidos se pueden clasificar en:

Medios nutritivos: Medios en forma liquida o sélida que contienen los
nutrimentos necesarios para la multiplicacién de los microorganismos
poco exigentes, de uso comun en los laboratorios.

Medios Diferenciales: Aquellos que contienen componentes nutritivos
y reactivos indicadores que permiten poner de manifiesto alguna
actividad metabdlica especifica de los microorganismos que permite
diferenciarlos de los demas.

Medios de Enriquecimiento: Aquellos que favorecen la multiplicacion
y el aumento o enriquecimiento celular.

Medios Enriquecidos: Permiten el desarrollo de microorganismos muy
exigentes y como su nombre lo indica, son medios quimicamente
complejos o ricos en nutrimentos, los que se preparan a partir de caldo
nutritivo enriquecido con sangre, suero o extractos de tejidos vegetales
0 animales

Medios Selectivos: Medios que contienen componentes que limitan el
crecimiento de especies bacterianas especificas.

Medios Indicadores o pruebas bioquimicas (Sélidos o
semisdlidos): Revelan la actividad metabdlica de las especies
bacterianas.

Medios de transporte y medios de conservacion: Permiten
preservar satisfactoriamente la viabilidad en un cultivo por periodos de
tiempo determinados de una cepa de microorganismos.

{
3

—
—
—
—
o—
-

Imagen 50.- Diferentes tipos de medios de cultivo. Tomado de
goo.gl/fHDN5v

Debido a su diversidad metabdlica los microorganismos pueden
usar diferentes compuestos organicos e inorganicos como
macronutrimentos (Carbohidratos como la glucosa, lactosa, manosa
etc; Proteinas como la gelatina). En tanto que los micronutrimentos o
elementos traza se requieren en proporciones tan pequefias como ppm
(Partes por millén) o ppb (Partes por billon) cantidades que se
encuentran en contaminantes, de los principales componentes medios
satisfacen esa necesidad, por lo que Unicamente son adicionados para
el crecimiento de organismos muy exigentes. (Luna, J. 2012)

Como control de esterilidad de los medios de cultivo se emplea
al menos un 5 % de los mismos de cada lote, que deberda incubarse a
35°C durante uno o dos dias antes de que se dispongan para el empleo
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del resto de los medios en el laboratorio de andlisis clinicos. El material
restante debe almacenarse en el refrigerado hasta comprobar la
ausencia de desarrollo. Los medios incubados para la prueba antes
mencionada, por su parte, no deben utilizarse para la siembra, porque
habrian perdido una cantidad significativa de humedad durante el
proceso de incubacion. Algunos laboratorios prefieren comprobar la
esterilidad después de siete dias para detectar hongos y otros
microorganismos de crecimiento lento (Luna, J., 2012).

Para el estudio de los microorganismos es indispensable contar
entre otras cosas con material y medios de cultivo estériles. En
Bacteriologia la esterilizacion se define como “el proceso mediante el
cual se eliminan todos los microorganismos (incluyendo formas de
resistencia) de un objeto, medio o superficie” y su aplicacién garantiza
la ausencia de microorganismos en el material y medios de cultivo a ser
empleados. Existen diversos métodos de esterilizacion, entre ellos:
calor (seco o humedo), filtracion (para sustancias termolabiles y aire),
radiaciones y aplicacion de gas de éxido de etileno (para jeringas y
cajas de plastico).

Materiales, equipos y reactivos.

- Mechero Bunsen.
- Encendedor.
- 1 Franela humedecida con agua.
- 1 Tripie con malla de Asbesto.
- Cajas Petri estériles desechables.
- Medio Agar Base Sangre / Gelosa Base Sangre.
- Medio Agar Nutritivo / Gelosa Nutritiva.
- Agua destilada (agua desionizada).
- 1 Matraz Erlenmeyer de 500 mL.
- 1 Matraz Erlenmeyer de 1L.
- 1 Refrigerador (4°C).
- 1 Balanza Granataria.
- 1 Espatula.

Procedimiento experimental.

Para esta practica es necesaria la obtencion de una muestra de 5 mL
de sangre venosa anticoagulada estéril, para el enriquecimiento del
medio Agar Base Sangre / Gelosa Base Sangre, la mas utilizada es la
sangre de carnero, caballo y algunas veces de conejo, ya que la sangre

humana es considerada como un tejido y debido a las NOM no se
utiliza.

Obtencién de la muestra sanguinea.

- Realizar la venopuncién como lo indica el procedimiento experimental,
punciéon mediante sistema al vacio, de la Practica 8. “Obtencién de
muestras sanguineas por punciéon venosa mediante jeringa y
sistema al vacio”. Utilizando el tubo con anticoagulante.

Preparacion de los materiales de vidrio.

- Lavar cada uno de los materiales de vidrio con detergente especifico
para material de cristal de laboratorio.

- Enjuagar con agua corriente para retirar el detergente por completo y
enjuagar por dentro los matraces con agua destilada.

7.1.1 Preparacion de medio de Cultivo Agar Sangre / Gelosa
Sangre.

Fundamento:

En 1966 Eliner et. al. describe el desarrollo de una formulacién de agar
sangre, designada como Agar Columbia. Las propiedades del medio de
cultivo, que por lo general es enriquecido con sangre de ovinos, para
propiciar el crecimiento se derivan de la combinacion de dos peptonas
y del extracto de levadura como fuente de vitaminas del complejo B. Se
incluye almidén de maiz para absorber los derivados téxicos contenidos
en la muestra y sirve como fuente de energia para los microorganismos
que poseen alfa-amilasas. La sangre con la que se enriquece esta
base, permite detectar las reacciones hemoliticas y aporta el factor X
(Hemo) y el factor V (NAD) necesarios para el crecimiento de
numerosas especies patogénicas entre ellas Haemophilus.

- Leer cuidadosamente el membrete del medio de cultivo, antes de
comenzar el procedimiento experimental.

- Calcular la cantidad necesaria para preparar el volumen de Agar Base
Sangre / Gelosa Base Sangre, pesando con ayuda de una balanza
granataria.

- Disolver el medio en la mitad del volumen de agua destilada en el
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matraz Erlenmeyer, una vez disuelto completar el volumen de agua
destilada y homogeneizar el contenido.

Nota: Al volumen total de agua se le resta el volumen de sangre que
se adicionara, con el objetivo de no diluir de més la base y asegurar
gue el medio gelifique correctamente.

- En caso de ser necesario ajustar el pH a 7.0, con tiras de pH.

- Tapar el matraz con una torunda del algodén o bien con un trozo de
papel aluminio. Con la finalidad de concentrar el calor dentro del matraz
y evitar la pérdida de agua. Tal y como se muestra en la Imagen 50.-
Matraz con medio de cultivo y tapa de papel aluminio. Tomado de
goo.gl/xGjgYN

- Calentar a ebullicion hasta disolver el agar, paso conocido como
Clarificacion; durante el calentamiento agitar el matraz constantemente
para evitar que el agar se queme, esto con ayuda de la franela
humedecida previamente con agua corriente tomando por el cuello del
matraz y con la mayor precaucién posible.

A

Imagen 51.- Matraz con
medio de cultivo y tapa de
papel aluminio. Tomado de

g00.gl/xGjgYN

- Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 libras de presion, durante 15
minutos.

- Realizar los célculos para obtener el volumen de sangre necesario
para enriquecer al 5% el medio de cultivo con sangre.

- Posteriormente enfriar a una temperatura entre 45-50°C, vaciar en
condiciones de esterilidad la sangre, homogeneizar nuevamente y
distribuir en placas o cajas Petri estériles, nuevas y desechables, en

condiciones de esterilidad. Como se muestra en la imagen 52.

Imagen 52.- Llenado de cajas Petri con medio de cultivo. Tomado
de goo.gl/ENNYhp.

- Colocar la tapa sin que cubra por completo la caja, ya que esta se

puede emparfiar con el vapor del medio, Y esperar a que gelifique por

completo el medio de cultivo, manteniéndolo en condiciones de

esterilidad colocando la tapa como se muestra en la siguiente imagen.

Imagen 53.- Caja Petri con medio de cultivo. Tomado de
goo.gl/YvvauM.

- Es importante en todo momento mantener dichas condiciones de
esterilidad (Nunca apagar el mechero y trabajar lo mas cercano posible
a él) aproximadamente 30 cm de circunferencia.
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- Posterior a la gelificacién del medio de cultivo, colocar la tapa a las
cajas y apilarlas formando una torre, en posicién invertida, es decir, con
la tapa hacia abajo y el medio de cultivo hacia arriba.

- Asegurar las cajas de Petri con cinta masking, para evitar que se abran
y se contamine el medio.

- Identificar las cajas con los datos de la etiqueta que se encuentra al
final de esta practica.

- Realizar la prueba de esterilidad como se indica en el numeral 7.1.3
Prueba de esterilidad de medios de cultivo.

- mantener en refrigeracion a 4°C hasta el momento de uso.

7.1.2 Preparacion de medio de Cultivo Agar Nutritivo / Gelosa
Nutritiva y otros.

Fundamento:
Un medio de cultivo es una solucién, liquida, sélida o semisdlida, que
contiene sustratos que permiten el crecimiento bacteriano y la mayoria
de estos revela caracteristicas metabodlicas de los microorganismos
bacterianos que ahi se cultivan. El medio contiene extracto de carne,
peptona y un porcentaje de agar agar, como elementos basicos, siendo
una formulacién suficiente para el desarrollo de los microorganismos.
Otros medios de cultivo pueden contener: indicadores de pH,
concentraciones altas de sales, inhibidores, en su mayoria colorantes,
diferentes carbohidratos, lactosa, glucosa, sacarosa, manosa, entre
otros; extracto de carne que proporciona al medio fuente de nitrégeno,
otros carbohidratos y vitaminas. El empleo de cada medio de cultivo
bacterioldgico es de acuerdo al tipo de muestra que se va a cultivar.

Técnica:

- Leer cuidadosamente el membrete del medio de cultivo, antes de
comenzar el procedimiento experimental.

- Calcular la cantidad necesaria para preparar el volumen de Agar -

Disolver el medio en la mitad del volumen de agua destilada en el

matraz Erlen Meyer, una vez disuelto completar el volumen de agua
destilada y homogeneizar el contenido.

Nota: El volumen de medio a elaborar, asi como el niimero y tamafio
de las cajas a preparar serd indicado por el profesor responsable de la
sesion.

- En caso de ser necesario ajustar el pH= 7.0, con ayuda de una tira pH
- Tapar el matraz con una torunda del algodén o bien con un trozo de
papel aluminio, con la finalidad de concentrar el calor dentro del matraz
y evitar la pérdida de agua, como se muestra en la Imagen 51.- Matraz
con medio de cultivo y tapa de papel aluminio.

- Calentar a ebullicion o hasta disolver el agar, durante el calentamiento
agitar el matraz tomandolo por el cuello con una franela humedecida
con agua corriente y con la mayor precaucién posible.

- Esterilizar en autoclave a 121°C, 15 libras de presién, durante 15
minutos, es importante sefialar que no todos los medios de cultivo que
se preparen en el laboratorio vana a ser esterilizados por este método.
- Posteriormente enfriar a una temperatura entre 45-50°C y distribuir en
placas o cajas Petri estériles, nuevas y desechables, en condiciones de
esterilidad como se muestra en la Imagen 52.- Llenado de cajas Petri
con medio de cultivo.

- Colocar la tapa sin que cubra por completo la caja, ya que esta se
puede empafiar con el vapor del medio, lo que aumenta la probabilidad
de contaminacioén, esperar a que gelifique por completo el medio de
cultivo, manteniendo en todo momento condiciones de esterilidad como
se muestra en la Imagen 53.- Caja Petri con medio de cultivo.

- Es importante en todo momento mantener dichas condiciones de
esterilidad (Nunca apagar el mechero y trabajar lo mas cercano posible

a él) aproximadamente a 30 cm de circunferencia.
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- Posteriormente a la gelificacion del medio de cultivo tapar las cajas y
colocarlas a manera de formar una torre, en posicion invertida, es decir,

con la tapa hacia abajo y el medio de cultivo hacia arriba.

7.1.3 Prueba de esterilidad de medios de cultivo.

- Tomar el 10% del lote de medios de cultivo producidos, e incubar a
37°C durante 24 horas.
- Asegurar el resto de las cajas de Petri con cinta masking, para evitar
gue se abran y se contamine el medio.
- Identificar las cajas con los datos de la etiqueta que se encuentra al
final de esta practica y mantener en refrigeracion a 4 °C hasta el
momento de uso.
- Pasado este tiempo evaluar si existe crecimiento bacteriano o no y
registrar los datos en la siguiente tabla.

Resultados.

Tabla 34.- Tabla de resultados de la prueba de esterilidad a
Medios de Cultivo sélidos.

Sio No

¢ Se presentd crecimiento bacteriano sobre la placa?

Realizar una un dibujo de una placa a la que se aplicé la prueba.

Tabla 35.- Tabla de resultados de la elaboracién de Medios de
Cultivo.

Nombre del Fechade Nombre de la
medio de realizacion personaque | Numero de
cultivo del medio elaboro el cajas
elaborado. de cultivo. medio de elaboradas.
cultivo.

Referencias.

- Sin autor. (2013). Unidad 2. Técnicas basicas de microbiologia.
Practica 2. Esterilizacién y preparacion de medios de cultivo. [En linea]
Recuperado el 10 de enero de 2018. De goo.gl/GXc53M

- Luna, J. (2012). Manual de Practicas de Laboratorio: Microbiologia
General y Aplicada. Universidad de Magdalena. Santa Martha
Colombia.

- Inserto Mast Group.

- Magdalena, J., Gallegos, B. y Becerril, A. (2017) Manual de
Laboratorio de Bacteriologia Diagnéstica. FES-C. UNAM.

Nombre del medio de cultivo elaborado:
Fecha de elaboracioén:

Nombre de la persona que elaboro el medio de cultivo:
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Practica 7.2 Cultivo y caracterizacion de los microorganismos
presentes en la muestra Bacterioldgica.

Objetivo.

Que el alumno conozca las diferentes técnicas de aislamiento en
medios de cultivo sélido, para la obtencién de cultivos puros y los
diferentes estudios del area de bacteriologia diagndstica, basandose en
los conceptos y principios basicos de bacteriologia, como recurso de
apoyo diagnéstico para el médico.

Introduccion.

Las bacterias constituyen un grupo amplio y diverso de organismos
microscopicos que existen en su hébitat como células aisladas o
asociadas. La diversidad microbiana se hace evidente de muchos
modos, por ejemplo, como variaciones en la estructura, tamafio celular,
morfologia, estrategias metabdlicas, motilidad desarrollo, adaptacion a
condiciones ambientales extremas y en muchos otros aspectos de
biologia molecular (Luna, J., 2012).

Para describir adecuadamente a los microrganismos bacterianos
es necesario establecer sus caracteristicas morfolégicas, bioquimicas
y fisioldgicas, entre otras, para ello es importante hacerlas crecer en
medios de cultivo, que por lo general se encuentran es estado sélido, y
gue conocemos como agares.

Las técnicas de aislamiento permiten la obtencion de
microorganismos a partir de muestras completas como suelo, agua y
alimentos, entre otros, en las que hay una gran diversidad microbiana,
asi como para comprobar la pureza de los cultivos.

Los cultivos puros estdn formados por un solo tipo de
microorganismos; 'y son indispensables para conocer las
caracteristicas morfologicas, propiedades de tincion, actividad
bioquimica, patogenicidad, sensibilidad a antibidticos e identificacion
de las especies bacterianas.

El aislamiento de cultivos bacteriol6gicos puede realizarse por
métodos de dilucién, en medios solidos por estria en placa, o0 en medios
semisélidos por estria y picadura. La limitacion principal de la técnica
de dilucién es que no es practica para el aislamiento a partir de mezclas
donde, el microorganismo de interés se encuentra en pequefias
cantidades, ya que solo se obtendran las bacterias dominantes.

En bacteriologia se entiende como siembra al proceso mediante
el cual se deposita una pequefia cantidad de bacterias (inoculo) en un
medio de cultivo estéril, este puede proceder de una muestra o de un
cultivo previo. Al crecimiento de microorganismos obtenido, se le
denomina cultivo, la finalidad de la siembra es permitir la multiplicacién
de los microorganismos, al proporcionar las condiciones 6ptimas para
su desarrollo, dentro de las cuales, se debe considerar: temperatura,
disponibilidad de nutrientes, pH, oxigeno en la atmosfera, entre otros.

La siembra de microorganismos debe llevarse a cabo con
instrumentos y medios previamente esterilizados, trabajando siembre
bajo condiciones de asepsia, esta es lograda por medio del mechero
Bunsen que, debido a las corrientes de conveccion verticales que
genera, es capaz de crear un ambiente estéril en la zona inmediata,
alrededor y debajo de la llama (Campos, V. y Lisperguer, S., 2012)

Las normas generales para realizar la siembra de bacterias, son
importantes, ya que indican las condiciones bajo las cuales se trabajara
la muestra, con el fin de evitar interferencias y realizar un diagndstico
certero.

Para trabajar bajo condiciones de asepsia en el laboratorio y
mantener la esterilidad de los medios de cultivo que seran sembrados,
se deben acatar las siguientes indicaciones:

- El trabajo es individual, por lo tanto cada alumno debe utilizar un
mechero a la vez.

- Antes y después de realizar cualquier manipulacion es necesario
lavarse las manos con agua y jabon desinfectante, asi como
desinfectar el rea de trabajo.

- Las asas bacterioldgicas deben esterilizarse al rojo vivo cada vez
gue se utilizan y se dejan de utilizar. Antes de tomar el indculo
deben enfriarse dejandolas cerca de mechero.

- Parala siembra en placas, éstas deben abrirse frente al mechero,
sin dejar la tapa boca abajo sobre la mesa.

- Una vez que la siembra se ha realizado, los tubos y las placas
seran incubados bajo condiciones controladas de temperatura, en
el caso de las palcas, estas deberan ser incubadas en posicién
invertida (Campos, V. y Lisperguer, S., 2012).

Las técnicas de siembra bacterianas en medios de cultivo se
realizan de la siguiente manera, para la siembra en medios liquidos
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es necesario inocular tubos de ensayo o matraces con medio de cultivo.
El crecimiento se identifica por la presencia de turbidez en el medio,
que forma un velo o pelicula superficial, o por la acumulacién de
microrganismos en el fondo del tubo o matraz, la siembra en medios
sdlidos se realiza en medios de cultivo contenidos en cajas de Petri 0
en tubos de ensayo, dependiendo del objetivo del cultivo.

La siembra mediante estriado por dilucién consiste en
disponer un in6culo (impronta), también conocido como en la superficie
del agar y luego extenderlo sobre el medio.

La forma en la que esta se realiza es con ayuda de un asa de
loop previamente esterilizada a la llama del mechero, se deposita un
pequefio inéculo y se extiende, en estrias, sobre una pequefia area de
la placa. Se esteriliza el asa, se enfria en un lado donde el medio no se
use, y a partir de la siembra realizada anteriormente, se estria la zona
contigua (Campos, V. y Lisperguer, S., 2012). La técnica es
denominada “siembra en estrias”. El proceso se repite sucesivamente,
hasta sembrar cuatro zonas, como se muestra a continuacion.

{ 5

- =
Destapar y famear
atoca del fubo

Imagen 54.- Sembrado por estriado en placa. Tomado de
g00.gl/Rz6SpC
o bien colocar el inoculo primario a lo largo del medio de cultivo y
proceder después de esterilizar el asa a expandir el inoculo en forma

de S, como lo muestra la imagen 55. Técnica de sembrado para
Urocultivo, solo en caso de muestras liquidas.

Imagen 55. Técnica de sembrado para urocultivo. Tomado de
g00.g91/h3G48k

Las siembras realizadas en placa, permitiran observar el
crecimiento de los microorganismos a través de la formacién de
colonias, Cada colonia se desarrolla a partir de la multiplicacién de una
célula, y cada colonia se denomina “Unidad formadora de Colonia”
(UFC).

Los tipos de sembrado en tubo son siembra por estria en tubos
con agar semisolido inclinado, donde se usa el asa bacterioldgica en
forma de loop como la que se muestra en a continuacién.

N

Imagen 56.- Asas bacteriolégicas con punta en forma de loop.
Tomado de goo.gl/S1cYJn

Para realizar la inoculacion en estos medios se siembra sobre la
superficie del agar con un movimiento en zig-zag desde el fondo hasta
la parte superior del tubo, como lo indica la imagen 57.
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" Siembra en
zig-zag

[
Asa de ’
siembra !

b &

Muestra Medio (agar inclinado)
Imagen 57.- Sembrado por estria en medio sélido con agar
inclinado en tubos de ensayo. Tomado de goo.gl/344ZAz

La siembra por picadura en tubos con medio de cultivo
semisélido, donde se agrega el inoculo con ayuda de una asa
bacteriologica en punta. El asa se introduce en el centro del agar con
un solo movimiento; se observard el crecimiento en la linea de
inoculacion. Este agar se utiliza para la prueba de motilidad.

Puncién
limpia

Filamento

Sl

!

A

Muestra Medio (agar semisélida

Imagen 58.- Sembrado por picadura. Tomado de goo.gl/344ZAz
Materiales, equipos y reactivos.

- Medios de cultivo por alumno inoculados en la practica anterior.
- Asas Bacteriolégicas calibradas.

- Mechero Bunsen.

- Muestra obtenida por el alumno.

- Alka-Seltzer®, vaso de precipitados de 50 mL, vela pequefa y agua
corriente (En caso de generar atmosfera anaerobia)
- Encendedor.

Procedimiento experimental.

Siembra mediante estriado por dilucién en placa.

- Rotular adecuadamente las cajas de Petri ya inoculadas (con la
impronta realizada) de la practica anterior, realizar el siguiente
procedimiento.

- Con el asa bacteriolégica previamente flameada y enfriada o bien con
ayuda de un hisopo estéril que se toma la muestra, inocularla mediante
la técnica de dilucion por estria. Haciendo en primer lugar una impronta,

en _condiciones de esterilidad (cerca del mechero bunsen). Como se

muestra en la Imagen 65.- Técnica de dilucién por estria cruzada. En
caso de usar una muestra No liquida. Paso Realizado en la sesién

anterior.

- Estriar la zona donde se realizé la impronta para dispersar las
bacterias en la primer zona de estrias, como se ejemplifica en el nUmero
2 de la Imagen 68.

- Flamear el asa bacterioldgica y girar la caja de Petri un cuarto de
vuelta, enfriar el asa bacteriol6gica tocando la superficie del medio de
cultivo lejos de la zona de estrias.

- Rozar con el asa bacteriolégica una vez la superficie del conjunto
original de estrias y hacer un segundo grupo de estrias, como se
ejemplifica en el nimero 2 de la imagen 59.

- Repetir el procedimiento anterior realizando las estrias de los pasos 3
y 4, esta Ultima estria debera ser mas abierta, en forma de S.

Nota: En caso de tratarse de una muestra liquida o de orina, para la
realizacion de un urocultivo, es necesario que se siga el procedimiento
de la imagen 59.
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Impronta

QD Juan C Flore

Imagen 59. Técnica de sembrado por Dilucién por estria cruzada.

- Sumergir el asa bacteriolégica previamente esterilizada en el
mechero y enfriada al aire, en la muestra liquida y después realizar una
estria a lo largo de toda la caja de Petri sin llegar a los extremos.

- Posteriormente esterilizar nuevamente el asa bacterioldgica y enfriar
tocando un extremo del medio de cultivo.

- Realizar una segunda estria en forma de S sobre la primer estria como
lo indica la imagen 55. Técnica de sembrado para urocultivo.

- Posterior a la siembra asegurar las cajas de Petri con cinta masking,
para evitar que se abran e incubar las cajas durante 24-48 horas a una
temperatura de 37 °C en la estufa para cultivo bacteriolégico.

Resultados.

Tabla 36.- Tabla de resultados del sembrado en placa.

Tipo de muestra. Tipo de técnica que se utilizo.

Exudado Faringeo

Exudado Nasal

Exudado Otico

Secrecién de Heridas

Expectoracién

Urocultivo

Coprocultivo

Referencias.
- Campos, V. y Lisperguer, S., (2012). Manual de Laboratorio de
Microbiologia. Ediciones Universitarias de Valparaiso. Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.
- Luna, J. (2012). Manual de Practicas de Laboratorio: Microbiologia
General y Aplicada. Universidad de Magdalena. Santa Martha
Colombia.
- Magdalena, J., Gallegos, B. y Becerril, A. (2017) Manual de
Laboratorio de Bacteriologia Diagnostica. FES-C. UNAM.
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Practica 7.3 Toma de muestra bacteriolégica.
Objetivo.

Que el alumno obtenga la informacion necesaria para la correcta
recoleccion, manejo, conservacion, transporte y recepcion de muestras
para el analisis Bacteriologico.

Introduccion.
El procedimiento usado para la identificacién de agentes infecciosos
varia ampliamente. Es importante que la muestra remitida al laboratorio
lleve una historia clinica completa, e incluya un diagnéstico tentativo
gue permita al personal del laboratorio decidir sobre un rango de los
posibles agentes a evaluar y ademas seleccionar las pruebas y
procedimientos adecuados para identificar al patdgeno.

Un problema comun en la microbiologia clinica, es el envio
inadecuado de muestras, que ademas carecen de historia clinica o
comentarios del médico que las envia. Una especial atencién a los
métodos y la prontitud del transporte de muestras al laboratorio es
necesaria para mantener la sobrevivencia de las bacterias,
particularmente bacterias anaerobias y bacterias sensibles a cambios
de temperatura, pH (incluyendo muchas bacterias entéricas
patégenas). Los hisopos para cultivos aerobios deberan ser
transportados en un medio de transporte asi como el medio de
transporte modificado de Stuart. Para anaerobios, los hisopos deberan
ser colocados en un medio de transporte especial.

Muestras aspiradas como las secreciones de heridas, pueden
ser transportadas dentro de la jeringa donde fueron colectadas o
colocadas en un tubo estéril. Muestras aspiradas de liquidos o sangre
pueden también ser introducidos asépticamente en botellas de cultivo
de sangre, conocidas como frascos para hemocultivo, transportadas y
cultivadas de la misma manera. Cuando la muestra es tomada por
aspiracion, el riesgo de contaminacion es minimo y mayores volimenes
son disponibles para cultivo.

Muestras de tejido: Deberan ser transportadas en frascos
plasticos estériles o medios de transporte anaerobicos.

Muestras fecales: Si el transporte va a demorar mas de 3 horas
deberan ser colocadas en un medio de transporte (1 gramo de heces
por 10 ml de medio). El medio Cary-Blair es un medio de transporte

conveniente para la mayoria de los patdgenos entéricos incluyendo
Campylobacter jejuni. Las muestras deberan ser refrigeradas y deben
ser cultivadas a la brevedad posible.

Las muestras remitidas para cultivo deberan ser claramente
rotuladas (identificacion del paciente y origen de la muestra) y debera
incluir una breve historia de las condiciones del paciente y tratamiento.

Es ldgico suponer que todas las muestras clinicas son
potencialmente infecciosas, y es prudente manejar estos materiales en
forma tal que permita impedir razonablemente la exposicion franca del
personal a los patégenos cuya presencia es mas probable, en
consecuencia y como precaucion minima los laboratorios clinicos
deberan utilizar numerosas practicas dictadas por el simple sentido
comun en la recepcidn y manejo inicial de todas las muestras
diagnosticas.

Las muestras obtenidas de un sitio de infeccion para cultivo
bacteriano deberan tomarse de lugares apropiados para incrementar la
probabilidad de contener el patégeno bacteriano que se pretende
diagnosticar. La flora normal podria contaminar las muestras
bacteriologicas, ya que la piel y las superficies de las membranas
mucosas de animales contienen gran poblacion de bacterias
(microbiota) (Magafia, A., 2010).

Materiales, equipos y reactivos.

- Abatelenguas de madera estériles.

- Jeringas de 3 0 5 mL nuevas.

- Hisopos estériles.

- Medio de transporte si se cuenta con él.

- Mechero Bunsen

- Solucién Salina Fisioldgica Estéril, SSFE

- Asas bacterioldgicas.

- Medios de cultivo, los elaborados en la sesién anterior.

Procedimiento experimental.

7.3.1 Toma de muestra de exudado faringeo.
Eundamento:

Un exudado faringeo es la toma de muestra de la parte posterior de la
cavidad bucal, es importante para el diagndstico de infecciones
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bacterianas que se presentan en el tracto respiratorio alto. Dicho
diagnostico suele complicarse debido a que en la boca existe una
microbiota normal de aproximadamente 200 especies comensales, por
lo que el esquema de identificacion incluye tanto Gram negativos, Gram
positivos y hongos.

Indicaciones para el paciente:

- Es importante mencionarle al paciente que este analisis bacteriol6gico
debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con antibiéticos.

- No es necesario presentarse con ayuno, pero es preferible no haber
consumido ningun tipo de alimento previo a la toma de muestra
bacteriologica.

Técnica:
- Pedir al paciente que abra la boca y con ayuda de un abatelenguas

preferentemente estéril, deprimir su lengua.

- Con ayuda de un hisopo humedecido con SSFE, proceder a tomar la
primera muestra, realizando un raspado suave en el area que podria
manifestar signos de inflamacién o ulceracién, como las amigdalas y
detras de la Gvula. Procurando no tocar la lengua, dientes ni labios del

paciente, como se muestra en la Imagen 54.

Patillo de
algedon

Se roza el area
de las amigdalas
con el patillo

de algeden

~Amigdala

e FADAM.

Imagen 60.- Sitios anatémicos de latoma de muestra de un
exudado Faringeo. Tomado de goo.gl/GESgQd

- Realizar la descarga del inoculo obtenido haciendo una impronta en

los medios de cultivo antes elaborados y rotular en las cajas de Petri:

Nombre de paciente, fecha y tipo de muestra obtenida; o bien Colocar
el hisopo en un tubo de ensaye estéril con medio Stuart, para su
posterior tratamiento, el cual no debe sobre pasar las 4 horas,
manteniendo condiciones de esterilidad en todo momento.
- A continuacion con ayuda de un hisopo seco proceder a la segunda
toma de muestra, realizando un raspado suave de cualquier area que
podria manifestar signos de inflamacién o Ulceras procurando no tocar
la lengua, dientes ni labios del paciente.
- Realizar un extendido bacteriano con el Ultimo hisopo, sobre un
portaobjetos y fijar al calor, identificar la laminilla con el tipo de muestra
obtenida y el nombre del paciente.
- Guardar la laminilla, ya que sera utilizada en la Préactica 7.5
Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

7.3.2 Toma de muestra de exudado nasal.
EFundamento:
La toma de muestra de un exudado nasal, es Util en la biusqueda de la

bacteria Staphylococcus aureus. No es Util cuando se busca la etiologia
de otras enfermedades como rinitis, sinusitis o0 rinosinusitis.

Indicaciones para el paciente:

- Es importante mencionarle al paciente que este andlisis bacteriol6gico
debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con antibiéticos.

- No es necesario presentarse con ayuno, pero es preferible no haber
consumido ningun tipo de alimento previo a la toma de muestra
bacterioldgica.

- Con ayuda de un hisopo estéril sumergido previamente en SSFE,

tomar una muestra profunda de ambas fosas nasales, utilizando el

mismo hisopo, como se muestra en la imagen 55.

- Realizar la descarga del inoculo obtenido, haciendo una impronta en

uno de los medios de cultivo antes elaborados y rotular en la base de
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la caja de Petri: Nombre de paciente, fecha y tipo de muestra obtenida,
0 bien colocar el hisopo en un tubo de ensaye estéril con medio de
Stuart para su posterior tratamiento, el cual no debe sobrepasar las 4
horas, manteniendo condiciones de esterilidad en todo momento.

- Realizar un extendido bacteriano, con el mismo hisopo que se
inocularon los medios de cultivo, sobre un portaobjetos vy fijar al calor.
Rotulandolo con el nombre del paciente y con el tipo de muestra que se
tomo.

- Guardar la laminilla, ya que sera utlizada en la Practica 7.5

Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

Se introduce

con cuidado un
palillo de algodon
esterilizado a
través de la fosa
nasal, hacia la
nasofaringe

FADAM.
Imagen 61.- Toma de exudado nasal. Tomado de goo.gl/SsD9r9

7.3.3 Toma de muestra de exudado 6tico.

Fundamento:

El exudado ético es un andlisis bacteriolégico que se realiza para
diagnosticar al agente causal de la infeccion de oido mejor conocida
como Otitis; por la ubicacion anatémica de los oidos existen 2 tipos de
otitis bacteriana: La otitis externa y la otitis interna o profunda.

Indicaciones para el paciente:

- Es importante mencionarle al paciente que este andlisis bacteriolégico
debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con antibibticos.

- No es necesario presentarse con ayuno.

- Hacer una traccién hacia atras y arriba del pabellén de la oreja e

introducir un hisopo estéril sumergido en SSFE, para cada cavidad
Otica, rotando suavemente para impregnarlo de todo el material
purulento que podria estar presente en esta parte del oido como se
muestra en la imagen 56.

- Trazar una linea por la mitad de cada una de las cajas Petri, de los
medios de cultivo a utilizar y rotular como Oido Derecho (OD) y Oido
Izquierdo (Ol). Con la finalidad de colocar el inéculo de cada oido en la
parte correspondiente, asi como: Nombre del paciente, Fechay el Tipo
de muestra obtenida.

- Realizar la descarga del inéculo obtenido, de los hisopos, haciendo
una impronta en los medios de cultivo antes elaborados o bien colocar
los hisopos en un tubos de ensaye estériles distintos con medio de
Stuart para su posterior tratamiento, el cual no debe sobrepasar las 4

horas, manteniendo condiciones de esterilidad en todo momento.

Se introduce el aplicador de-algodén
0 con mucho cuidado en el'interior
(32 ".,'x.‘ del oido para recolectar ta
) muestra de secrecion

Imagen 62.- Toma de un exudado 6tico. Tomado de goo.gl/tidVGt

- Por ultimo realizar un extendido bacteriano sobre un portaobjetos para
cada hisopo y fijar al calor, rotulandolo con el nombre del paciente y con
el tipo de muestra que se tomd, asi como las siglas OD y Ol.
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- Guardar la laminilla, ya que sera utllizada en la Préactica 7.5

Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

7.3.4 Toma de muestra de exudado de secrecion de heridas.

Fundamento:

El exudado de secrecion de heridas se refiere a la evaluacion
bacteriologica de liquido de las heridas abiertas en el cuerpo humano.
Dicho liquido proviene del liquido tisular alrededor del tejido inflamado
y dafiado posiblemente infectado por bacterias de la microbiota del
paciente o por otro tipo de bacterias conocidas como oportunistas.

Técnica:
Para un cultivo aerobio.
- Lavar adecuadamente con jabén quirdrgico y agua limpia o estéril el

area de la lesion.

- Con ayuda de un hisopo estéril y sumergido en SSFE, presionar
moderadamente sin llegar al fondo de la herida y girar el hisopo con
delicadeza como se muestra en la imagen 57.

- Realizar la descarga del indculo obtenido, del hisopo, haciendo una
impronta en los medios de cultivo antes elaborados y rotular en las
cajas de Petri: Nombre de paciente, fecha y tipo de muestra obtenida;
0 bien colocar el hisopo en un tubo de ensaye estéril con medio de
Stuart, para su posterior tratamiento, el cual no debera sobrepasar las
4 horas.

- Con el mismo hisopo realizar un extendido bacteriano sobre un
portaobjetos vy fijar al calor, rotuldndolo con el nhombre del paciente y
con el tipo de muestra que se tomo.

- Guardar la laminilla, ya que sera utlizada en la Préactica 7.5
Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

Para un cultivo anaerobio.

- Lavar adecuadamente con jabdn quirargico y agua limpia o estéril el

area de la lesion.
- Con ayuda de un hisopo estéril y sumergido en SSFE, presionar
moderadamente hasta llegar al fondo de la herida y girarlo con

delicadeza como se muestra en la siguiente imagen.

Agaa y jengulia

Cultura do Morkia
Profunda

Cultura do Menda
Superhical

Imagen 63.- Toma de exudado de secrecién de heridas. A la
derecha cultivo aerobio y a la izquierda cultivo anaerobio.
Tomado de goo.gl/t1DTmb.

- Con el mismo hisopo realizar un extendido bacteriano sobre un
portaobjetos vy fijar al calor, rotuldndolo con el nombre del paciente y
con el tipo de muestra que se tomo.

- Guardar la laminilla, ya que sera utilizada en la Préactica 7.5
Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

- Inmediatamente después de realizar el frotis introducir el hisopo en un
medio de cultivo para anaerobios, como el medio liquido Tioglicolato de
Sodio, manteniendo condiciones de esterilidad en todo momento.

- O bien colectar con ayuda de una jeringa de 5 ml, un aproximado de
3 ml de material purulento e inyectarlo en un frasco para hemocultivo
anaerobio rotulado con los datos del paciente, el frasco debe ser igual
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al que se muestra en la siguiente imagen.

Imagen 64.- Frascos o botellas de hemocultivo. Tapa de color
azul indica que es un frasco aerobio y tapa de color rojo indica
anaerobio. Tomado de goo.gl/6v5Y5x.

7.3.5 Toma de muestra de expectoracion (esputo).

Fundamento:

El cultivo de una expectoracion es un analisis bacteriologico, que
funciona para reconocer al agente causal de la infeccion bacteriana de
las vias aéreas inferiores.

Indicaciones para el paciente:

- Es importante mencionarle al paciente que este andlisis bacteriol6gico
debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con antibiéticos.

- No es necesario presentarse con ayuno, pero es preferible no haber
consumido ningun tipo de alimento previo a la toma de muestra
bacteriologica.

- Hacer saber al paciente que es importante enjuagarse la boca con
SSF o bien con agua destilada, antes de realizar el estudio.

- Sera necesario obtener el esputo tras una expectoracion profunda
luego de un esfuerzo de tos, preferentemente por la mafiana, ya que es
durante el lapso de la noche cuando se concentran los
microorganismos en la mucosa respiratoria, en un recipiente
desechable, de boca ancha, limpio o estéril, como los que se utilizan en
la toma de muestra urinaria.

Nota: La saliva no sirve para realizar este estudio, por lo cual que el

paciente solo deseche saliva en el contenedor estéril no es de utilidad.

Técnica:

- La muestra debe provenir del sector bajo del tracto respiratorio, es
decir de los pulmones, como lo muestra la imagen 59, (tos profunda).

- De no producirse expectoracién espontanea, puede inducirse el
esputo con nebulizaciones de suero fisioldgico estéril tibio (15 ml
durante 10 minutos), procedimiento realizado en el cubiculo de toma.

- Rotular el frasco de boca ancha con los datos del paciente, para su
posterior tratamiento, el cual no deberé sobrepasar las 4 horas.

- Con ayuda de un hisopo estéril, tomar una porciéon de la muestra y
realizar la descarga del in6culo obtenido, haciendo una impronta en los
medios de cultivo antes elaborados, manteniendo condiciones de
esterilidad en todo momento, Y rotular en las cajas con medio de cultivo:
Nombre de paciente, fecha y tipo de muestra obtenida.

- Con el mismo hisopo realizar un extendido bacteriano sobre un
portaobjetos vy fijar al calor. Rotulandolo con el nombre del paciente y
con el tipo de muestra que se toma.

- Guardar la laminilla, ya que sera utilizada en la Practica 7.5

Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

Se hace toser al
paciente para obtener
una muestra de esputo
que sera examinada en
el laboratorio

Imagen 65.- Expectoraciéon de un paciente. Tomado de
g00.gl/zc8TX3.
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7.3.6 Toma de muestra para urocultivo.

Fundamento:

Un Urocultivo se define como el cultivo de una muestra urinaria de un
paciente con signos y sintomas de una infecciéon en el tracto urinario
(ITU). Una ITU es la presencia y proliferacién de bacterias patéogenas
en el tracto urinario de los humanos, mas comdn en mujeres. Se pone
de manifiesto mediante su inoculacién en medios de cultivo apropiados
para la muestra.

Indicaciones para el paciente:

- Es necesario mencionarle al paciente que este analisis bacteriol6gico
debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con antibiéticos.

- Lavarse correctamente las manos con agua y jabon antibacterial. Es
importante la adquisicién de un frasco de boca ancha, de pléstico
nuevo, estéril, transparente y de cierre hermético, identificado
correctamente con los datos del paciente.

- Obtener la muestra de orina como lo indica el procedimiento
experimental, indicaciones para el paciente, de la Practica 7. Examen
General de Orina.

- Almacenar la muestra biol6gica para su posterior tratamiento el cual
no debera sobrepasar las 4 horas.

Técnica:

- Describir las caracteristicas fisicas de la muestra en la Tabla 39-
Observacion macroscopica de la muestra de urocultivo

- Tomar con ayuda de un hisopo estéril y en condiciones de esterilidad
una porcion de la orina a analizar y realizar un inéculo, sin legar a las
orillas de la caja con medio de cultivo. A diferencia de las demas
improntas, esta se realiza a lo largo de toda la caja, como se muestra

en la siguiente imagen.

Imagen 66.- Impronta primaria para un Urocultivo. Tomado de
goo0.gl/MSsu3z

- Con el mismo hisopo realizar un extendido bacteriano sobre un
portaobjetos vy fijar al calor, rotulandolo con el nombre del paciente y
con el tipo de muestra que se tomo.

- Guardar la laminilla, ya que sera utilizada en la Practica 7.5

Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

7.3.7 Toma de muestra para coprocultivo.
Fundamento:
Un coprocultivo es la siembra de una muestra adecuada de heces
fecales, en un medio de cultivo apropiado para el desarrollo de
bacterias entéricas patdégenas. Esta muestra se utiliza para el
diagnostico etiologico de gastroenterocolitis aguda. Excepcionalmente
se puede utilizar para la busqueda de portadores de Salmonella sp. En
los laboratorios de Analisis Clinicos en el area de Bacteriologia se
realiza principalmente la busqueda de Salmonella y Shigella en
pacientes adultos.
- Es necesario mencionarle al paciente que este analisis bacteriol6gico
debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con antibi6ticos.
- Obtener la muestra de materia fecal a cualquier hora del dia,
preferentemente debera ser por la mafiana.
- Lavarse correctamente las manos con agua y jabon antibacterial. Es
importante la adquisicion de un frasco de boca ancha, de plastico
nuevo, limpio, transparente e identificado correctamente con los datos
del paciente.
- Destapar el frasco para obtener la muestra, teniendo cuidado de no
tocar la parte interior de la tapa del recipiente, para obtener la muestra.
- Recolectar entre 3 y 5 gramos de muestra fecal en el frasco de boca
ancha.
- En el caso de presentarse heces diarreicas, solo llenar hasta una

cuarta parte el recipiente.
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- Observar las caracteristicas de la muestra y proceder a realizar la
impronta lo antes posible, para esto es necesario tomar con un hisopo
estéril una porcion de la muestra en condiciones de esterilidad, y
descargar el inoculo en los medios de cultivo antes elaborados y rotular
en las cajas de Petri: Nombre de paciente, fecha y tipo de muestra
obtenida

- Con el mismo hisopo realizar un extendido bacteriano sobre un
portaobjetos vy fijar al calor, rotuldndolo con el nombre del paciente y
con el tipo de muestra que se tomo.

- Guardar la laminilla, ya que sera utilizada en la Practica 7.5

Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

7.3.8 Toma de muestra exudado vaginal.

Fundamento:

Ya que las infecciones de transmision sexual (ITS) son un problema
importante de salud publica, el estudio de los exudados cervico-
vaginales implica la budsqueda e identificacion tanto de
microorganismos patdgenos, causantes de vaginosis y vaginitis
bacteriana, como de las bacterias presentes en la microbiota de la
cavidad vaginal. Procedente de la siembra de una muestra adecuada
para el cultivo y aislamiento del agente causal de la infeccion.

Indicaciones para la paciente:

- Es necesario mencionarle a la paciente que este analisis
bacteriologico debe ser realizado antes del inicio del tratamiento con
antibioticos, no utilizar soluciones antisépticas vaginales, 6vulos ni
pomadas en los 3 dias previos a la recoleccién de la muestra.

- No debe mantener relaciones sexuales 48 horas previas a la toma de
muestra.

- El dia de la toma de la muestra, presentarse bafiada.

Técnica:
- Con la paciente en posicién ginecoldgica se introducird un espejo

vaginal, como el que se muestra en la siguiente imagen “sin lubricante”

(si fuera necesario lubricar, utilizar solo agua tibia) como el que se

muestra en la siguiente imagen.

Imagen 67.- Espejo vaginal. Tomado de goo.gl/UZVGBU.

- Con ayuda de un hisopo grande y seco, eliminar el moco cervical.
- Proceder a recoger la muestra, con un hisopo humedecido en SSFE
del fondo del saco vaginal, como lo ejemplifica el paso 1 de la imagen

62; girando el hisopo como lo indica el paso dos de la misma imagen.

Imagen 68.- Técnica de toma de muestra de un Exudado Vaginal.
Tomado de goo.gl/nuVjda.
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- Con un el segundo hisopo tomado, realizar un extendido bacteriano

sobre un portaobjetos, como se indica en el paso nimero 3 de la

imagen 62 y fijar al calor, rotulandolo con el nombre del paciente y con

el tipo de muestra que se tomo.

- Guardar la laminilla, ya que sera utlizada en la Practica 7.5

Identificacion de Género y Especie: Pruebas bioquimicas.

- Llenar la tabla correspondiente en la seccién de resultados.
Resultados.

Tabla 37.- Datos del Paciente
Nombre: Edad: Sexo:

Fecha de evaluacion:

Tabla 38.- Tipos de muestras obtenidas.

Tipo de muestra. Nombre del medio de cultivo | Analista
utilizado y nombre del

paciente

Exudado Faringeo

Exudado Nasal

Exudado Otico

Secrecién de Heridas

Expectoracion

Urocultivo

Coprocultivo

Observaciones

Tabla 39.- Observacion macroscépica de la muestra de

Urocultivo.
Resultado Valores de Analista
Determinacion Referencia
Color
Olor
Aspecto

Tabla 40.- Observacién macroscopica de la muestra para el
Coprocultivo.
Resultado

Analista
Determinacion

Color
Olor

Aspecto

Referencias.

- Chavez, L., Fernandez, A. y Arellano, J. (2013). Manual de Practicas
para el Laboratorio de Microbiologia Il Medicina. FESA UNAM. [En
linea] Recuperado el 29 de mayo de 2018. De goo.gl/MMkPKB.

- Anzalone, L. et. al. (2004). Manual de toma de muestras para estudio
bacteriolégico, parasitolégico y micolégico. Departamento de
Laboratorio Clinico Reparticion Microbiologia Hospital de Clinicas
Facultad de Medicina Montevideo — Uruguay.

- Luna, J. (2012). Manual de Practicas de Laboratorio: Microbiologia
General y Aplicada. Universidad de Magdalena. Santa Martha
Colombia.

- Magdalena, J., Gallegos, B. y Becerril, A. (2017) Manual de
Laboratorio de Bacteriologia Diagnéstica. FES-C. UNAM.
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Practica 7.4 Evaluacion de la morfologia colonial macroscoépicay
microscépica.

Objetivo
Que el alumno reconozca la morfologia colonial macroscopica y
microscopica de las principales bacterias de importancia clinica,
basandose en los conceptos y principios basicos de la bacteriologia,
como recurso de apoyo diagnostico para el médico.

Introduccién
Una colonia bacteriana es una agrupacion de bacterias aislada;
observable a simple vista, en medio de cultivo sélido; con forma, borde,
tamafio y elevacién similar; con color que depende del medio en el que
se cultive. Formada a partir de la reproduccién exponencial de una sola
bacteria conocida como Unidad Formadora de Colonias o UFC.
Morfologia macroscépica: Las siembras realizadas en placas de
Petri, permitirdn observar el crecimiento de los microorganismos a
través de la formacién de colonias. Cada colonia desarrollada a partir
de la multiplicacién de una bacteria 0 UFC puede diferenciarse de
acuerdo a:
e Tamafio: Grande (mayor a 1 mm de diametro); mediana (1 mm

de diametro); pequefia (menor a 1 mm de diametro).

e Elevaciéon: Plana, convexa, centro elevado, umbilicada,
céncava, entre otras.

e Forma: Circular, filamentosa, irregular, puntiforme, rizoide,
ovalada, fusiforme, entre otras.

e Borde o margen: Entero, ondulado, lobulado, dentado,
filamentoso, rizado, entre otros.

e Color: Blanco, negro, gris, crema, haranja, entre otros.

e Apariencia: Brillante, opaca, suave, rugosa, granular. Entre
otras.

e Consistencia: Observada al tomar la colonia con el asa
esterilizada al rojo vivo en el mechero, puede ser: cremosa,

viscosa, granular (Campos, V. y Lisperguer, S., 2012).

R % B W =

Puntiforme Circular  Filamentosa  Irregular Rizoide Fusiforme

- A LA

Convexa Pulvinada Umbonada

Elevacion  ——— —
Plana Elevada

~ -~ {./‘\,}‘ art ﬁ
Entero Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Imagen 69.- Caracteristicas macroscOpicas del crecimiento
colonial bacteriano. Tomado de goo.gl/IJxhWxW.

Caracteristicas opticas luz transmitida (observar a través de la colonia)

e Opaca: No permite el paso de luz.

e TraslUcida: Deja pasar la luz sin permitir la completa visibilidad
de los objetos observados a través de la colonia.

e Transparente: Deja pasar la luz permitiendo ver claramente
los objetos observados a través de la colonia.

e Hemoliticas: En medios enriquecidos con sangre se observa
un halo translucido al contorno de las colonias bacterianas.
Dicha caracteristica se divide en tres tipos de reacciones
hemoliticas como se muestra en la siguiente imagen.

AGAR SANGRE

ALFA: Lisis parcial
de los globulos rojos

BETA: Lisis total de
los globulos rojos

GAMMA: Sin lisis
Imagen 70.- Tipos de hemolisis en Agar Sangre. Tomado de
goo.gl/itajtz.

A5 Mercbeli ey om @ Buder
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Debido a las caracteristicas que los microorganismos expresan
en las placas de medio de cultivo sélido es posible identificar en caso
de obtener cultivos mezclados. Si bien es posible lograr dicha
diferenciacion, es necesario realizar pruebas que evalien el
metabolismo del microorganismo para identificar el Género y la Especie
a la que pertenece cada uno de los microorganismos presentes en el
cultivo (Luna, J., 2012).

Por otra parte, es de suma importancia conocer las
caracteristicas morfolégicas microscopicas de las bacterias, ya que
estas orientan a su identificacién. Por lo cual resulta relevante la
observacién de las mismas al microscopio, ya que, de este modo se
pueden conocer caracteristicas como: El grupo tintorial al que
pertenecen (GRAM), su agrupacion, tamafio y forma, entre otros.

La morfologia de los microorganismos puede estudiarse por
observacién de los microrganismo vivos, mediante técnicas conocidas
como examen en fresco. Se debe considerar que la mayoria de las
bacterias vivas son incoloras, por lo cual el examen en fresco no
permite visualizarlos facilmente y es muy deficiente. Por ello se utilizan
colorantes para realizar tinciones de los microorganismos que faciliten
su observacion (Campos, V. y Lisperguer, S., 2012).

Asi, se tienen dos posibilidades de examinar a los
microorganismos: Vivos y muertos, para examinar a los
microorganismos muertos, existen dos tipos de tinciones, las simples
en las que se emplea un solo colorante; y las diferenciales o
compuestas, en las que se logra la diferenciacion de los
microorganismos y se utiliza mas de un colorante.

Para tefiir las preparaciones con bacterias es indispensable
fijarlas. La fijacion tiene como finalidad hacer que las células se
adhieran al portaobjetos, haciendo uso de calor (mas cominmente
utilizado) o compuestos quimicos como el metanol. Cuando la muestra
proviene de un cultivo solido, se recomienda calor y cuando proviene
de un cultivo liquido, el metanol porque se retiene un mayor nimero de
células.

La tincion mas utilizada para la evaluacibn microscopica
bacteriana es la llamada Tincién de Gram, esta tincion fue desarrollada
por el médico Danés Christian Gram y divide los microorganismos en
dos grandes grupos, Gram negativos, que tifien su pared de color rojo
y Gram positivos que tifien su pared de color azul. La técnica consiste

en hacer la extension y fijarla a la llama, cubrirla con el primer colorante
Cristal violeta, lavar para retirar el exceso, colocar Lugol (mordiente)
lavar nuevamente, decolorar con alcohol etilico/acetona y contratefiir
con Safranina, como lo indica la imagen 71, para finalmente observar
al microscopio con el objetivo de inmersion, y se observaran estructuras
como las de la imagen 72.

TINCION DE GRAM

Gram positivo Gram negativo
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Imagen 71.- Pasos para la realizacion de la tincién de Gram.
Tomado de goo.gl/6B5QKA.
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Imagen 72.- Bacterias Gram positivas a laizquierday Gram
negativas a la derecha. Tomado de goo.gl/TSfk36.
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Otra de las tinciones mas empleadas es la tincién acido alcohol
resistente, que es una tincion diferencial, esta distingue aquellas
bacterias que tefiidas resisten la decoloracion por &cidos o por
alcoholes. Son bacterias de los géneros Nocardia y Mycobacterium
principalmente, ya que poseen paredes bacterianas con lipidos
impermeables a los colorantes en soluciéon acuosa. De esta tincion
existen dos métodos, uno es la tincién de Ziehl-Nielsen y otra de
Kinyoun o método frio, la Unica diferencia que presentan ambos
métodos es la temperatura a la que se lleva a cabo la tincion.

Ademas de poder identificar bacterias en Gram positivas y Gram
negativas, es posible observar tanto la agrupacién que presentan, como
la morfologia microscopica bacteriana.

Cocos Bacilos
oo —
| —
Diplococos . .
Diplohacilos
o —
Estreptococas Estreptobacilos E spirilos
aVAVAY W

En™y” PN
Estafilococos v

Enempalizada

Yibrios

Tétradas m (;:b:
Sarcinas Letraschinas Cocobacilos

Imagen 73.- Morfologia microscopica bacteriana. Tomado de
goo.gl/eya8rN.

En cuanto a la morfologia podemos encontrar 4 grandes grupos:
cocos, bacilos (cocobacilos) y otros, en los que se encuentran los
espirilos y vibriones. Conforme a la agrupacion podemos describir para
los cocos, los agrupados en racimos se conocen como Staphylococcus,

con agrupacion en cadenas Streptococcus, y otras agrupaciones como
las tétratdas o las sarcinas, como se puede apreciar en la Imagen 73.

En el caso de los Bacilos es posible observar cadenas de ellos
gue se conocen como Streptobacilos, diplobacilos, entre otros.
También podemos encontrar morfologias como los cocobacilos,
espirilos o vibriones (en forma de comas), que por lo general no tienen
agrupacion.

Materiales, equipos y reactivos.

- Medios de cultivo por alumno, los utilizados en la sesion anterior,
inoculados e incubados, a las condiciones mencionadas.

- Asas Bacterioldgicas.

- Mechero Bunsen.

- Microscopio Optico compuesto.

- Tren para realizar la Tincién de Gram.

- Pinzas de diseccion.

- Portaobjetos limpios o nuevos.

- Aceite de inmersion.

- Agua estéril o Solucién Salina Fisiologica Estéril (SSFE).

Procedimiento experimental.

7.4.1 Evaluacion de la Morfologia Colonial Macroscdpica.

- Realizar la observacién macroscaépica colonial bacteriana de cada uno
de los de los medios de cultivo.

- Sin abrir las cajas observar las colonias bacterianas e identificar:
Tamafio, elevacion, borde o margen, color y apariencia.

- Seleccionar al tipo de colonias bacterianas que se encuentren en
mayor proporcion.

- En cuanto a la consistencia, es necesario realizar la prueba, en zona
de esterilidad, tocando el asa bacteriol6gica solo una de las colonias y
flamear al rojo vivo posteriormente.

- Llenar en la seccion de resultados la tabla correspondiente a los

puntos antes mencionados.
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Nota: En caso de tener una caja con la superficie plagada con hongos
filamentosos, no abrir por ningln motivo. Ya que las espora pueden

tener un efecto negativo sobre la salud de analista.

7.4.2 Evaluacién de la Morfologia Colonial Microscépica.

Elaboracién de un extendido bacteriano.

- Realizar una extensién de bacteria en un portaobjetos limpio o nuevo,
tomando con el asa calibrada el volumen de agua estéril y depositarlo
sobre el cubreobjetos. Posteriormente tomar una porcion de la colonia
bacteriana y hacer un extendido sobre la superficie del portaobjetos.
Permitir que seque al aire o bien cerca del mechero. Tal y como se
muestra en la siguiente imagen.

Nota: En todo momento se debe trabajar en zona de esterilidad.

Ty, T

Cologue 1 0 2 poias de agua'

~

iy
Con asa esteril tomar una
mvestra de la colonia y
merclasla con el agua

; = =

Dejar seear al aire

Imagen 72.- Diagrama de realizacion de un extendido bacteriano.
Tomado de goo.gl/EXF4K3
- A continuacion realizar la fijacion de la muestra al fuego, flameando el

portaobjetos varias veces con la extensién hacia arriba en la llama del

mechero Bunsen, y sujetando con unas pinzas de diseccién. Es

importante que la temperatura que se alcance después de cada
flameado sea soportada por el dorso de la mano, con esto se evita que

sean degradas las estructuras bacterias.

Pasar rapidamente sobre la
flama del mechero

Imagen 73.- Fijacion de la muestra al fuego. Tomado de
g00.gl/Rp9mAV

7.4.2.1 Tincién de Gram.

Fundamento:

En la tincion de Gram las bacterias se diferencian entre bacterias Gram
positivas (azul-violeta) y bacterias Gram negativas (rojo-rosa pélido),
debido a los componentes estructurales de su pared celular.

- Utilizar los extendidos elaborados en la sesién Practica 7.3 Toma de
muestra Bacterioldgica, o bien, de las cajas con cultivo bacteriano,
tomar una porcion de una colonia bacteriana aislada y extenderla sobre
un portaobjetos limpio o nuevo, al que previamente se le haya afiadido
una gota de agua estéril o SSFE vy fijar a la llama del mechero.

- Cubrir la extensién 1 minuto con Cristal violeta.

- Pasado el minuto lavar con agua corriente (directo del grifo) a chorro
suave, disponiendo del agua a partir de un extremo del portaobjetos,
gue debera mantenerse en posicién inclinada para que el decolorante

se elimine en su totalidad.
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- Cubrir la extension con Lugol (mordiente) durante 1 minuto.

- Pasado el tiempo, lavar con agua corriente a chorro suave, dejando
gue resbale por completo el lugol.

- Dejar caer unas gotas de Alcohol/Acetona, para decolorar.

- Lavar nuevamente con agua corriente a chorro suave, disponiendo de
agua a partir de un extremo del portaobjetos, que deberd mantenerse
en posicion inclinada.

- Cubrir la preparacién con Safranina (colorante de contraste) durante
1 minuto.

- Una vez mas lavar con agua corriente a chorro suave, dejando que
resbale por completo el dltimo colorante.

- Secar al aire o cerca del mechero de Bunsen.

- Observar la preparacion al microscopio 6ptico compuesto, primero
enfocando con el objetivo de 10x, posteriormente pasar al de 40x y por
ultimo con el objetivo de inmersion, colocando el aceite directamente
sobre la preparacion.

- La lectura se realizara siguiendo una trayectoria de zig-zag, como se
muestra en la Imagen 49. Secuencia de observacion de laminillas.

- La descripcion se lleva de acuerdo al orden sugerido, que es:
morfologia microscépica de la bacteria (cocos, bacilos, cocobacilos,
etc.); Gram (positivo 0 negativo); agrupacion (racimos, cadenas,
diplococos, tétradas, etc.)

- Para esta descripciébn basarse en la Imagen 73.- Morfologia
microscopica bacteriana.

- Registrar los resultados obtenidos en la seccion de Resultados.

Resultados.
Tabla 41.- Datos del Paciente

Nombre: Edad: Sexo:

Dx presuntivo: Fecha de evaluacion:

Tabla 42.- Tabla de resultados de la evaluacion de la morfologia
Colonial Macroscopica.

Medio Medio Medio
de de de
Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3

Nuamero de

colonias

diferentes

Tamafio

Elevacion

Borde o Margen

Color

Apariencia

Consistencia

Tabla 43.- Tabla de resultados de la evaluacién de la Morfologia
Colonial Microscépica.
Frotis 1 Frotis 2

Frotis 3

Gram (Positivo
0 Negativo)

Descripcién
Completa

Nota: El orden recomendado para la descripcion es, Morfologia; Gram
(positivo 0 negativo) y agrupacion.

Referencias
- Microdonto, (2009). MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS
BACTERANAS. En linea, Recuperado el 28 de abril de 2018. De
goo.gl/YXtHV]
- Campos, V. y Lisperguer, S. (2012). Manual de Laboratorio de
Microbiologia. Ediciones universitarias de Valparaiso, Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.
- Magdalena, J., Gallegos, B. y Becerril, A. (2017) Manual de
Laboratorio de Bacteriologia Diagnéstica. FES-C. UNAM.
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Practica 7.5 Identificacion de Género y Especie: Pruebas
bioquimicas.

Objetivo
Que el alumno reconozca, realice e interprete las pruebas
bioquimicas primarias utilizadas en Bacteriologia, asi como aplicar los
conceptos basicos del metabolismo bacteriano, conocer los
fundamentos y bases bioquimicas de las pruebas utilizadas e
interpretar correctamente las pruebas bioquimicas mas utilizadas en
dicha area.

Introduccion
La correcta deteccion e identificacion de los microorganismos
presentes en las muestras clinicas o de otros origenes es
imprescindible para determinar la causa de la infeccibn o
contaminacion, seguir el curso de un enfermedad o contaminacién
ambiental, etc. y decidir los tratamientos a aplicar.

La identificacion de las bacterias puede basarse en muchos
caracteres: la morfologia, fisiologia, bioquimica, seroldgicos vy
moleculares.

Las pruebas bioquimicas permiten determinar parametros
metabdlicos propios de diversos géneros y especies bacterianas. Por
medio de la utilizacion de medios de cultivo selectivos, diferenciales,
indicadores de pH y diversos reactivos, es posible determinar la
presencia de enzimas, la utilizacion de diversos carbohidratos y las vias
por las cuales los utilizan (oxidativa o fermentativa), la produccion de
acido sulfhidrico (HS), entre otros.

Para lograr la obtencién de resultados certeros, deben utilizarse
cultivos puros y en fase exponencial o de crecimiento (no cultivos viejos
ni iniciales), de alrededor de 18 a 24 horas.

La identificacién bioquimica se realiza utilizando a las bacterias
causantes de la enfermedad, ya usando placas con medio de cultivo o
de tubos con medios solidos o semisélidos, donde se inoculan las
cepas en diversos medios de cultivo. También existen baterias
comerciales que vienen con los medios deshidratados y solo se inocula
la bacteria que necesita ser identificada, por ejemplo, el sistema API 20
E® para enterobacterias, que permite determinar 20 pruebas la vez.
Los sistemas mas modernos son automatizados, como el BIOLOG®,

que permite la identificacion de bacterias en base a su capacidad de
metabolizar 95 fuentes de carbono diferentes, EI Phoenix® que permite
la realizacion de hasta 100 pruebas de identificacion y sensibilidad
simultaneamente, el BATEC® es un analizador automatico para
micobacterias que utiliza componentes fluorescentes para la
identificacién de dichos microorganismos, el Sistema Microscan®, que
hoy en dia es el lider en la identificacion microbioldgica de bacterias, ya
que puede realizar la identificacion y la susceptibilidad a los
antimicrobianos de organismos de interés clinico. Este sistema es
dinamico ya que es posible trabajarlo de maneras manual, o de acuerdo
ala carga de trabajo que se presente en el laboratorio de microbiologia,
puede usarse de manera completamente automatizada.

Se debe considerar que existen también otros sistemas
automatizados de identificacién y técnicas moleculares.

Las pruebas bioguimicas primarias, ayudan a la identificacién del
género bacteriano. Dichas pruebas encierran a las 5 primordiales, que
son:

e Tincidon de Gram: Ayuda a diferenciar entre bacterias Gram
positivas y bacterias Gram negativas debido a los componentes
estructurales de su pared celular, como se muestra a
continuacion.

Gram-negativo Gram-positivo
Imagen 74.- Bacterias Gram negativas y Gram positivas. Tomado
de goo.gl/ZPRvHb.
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e Prueba de oxidasa: Se basa en determinar la presencia de
enzimas citocromo C que forman parte de las cadenas
transportadoras de electrones propias del metabolismo
respiratorio de las bacterias.

Imagen 75.- Prueba positiva a la izquierda, negativa al centro y la
tira sin muestra, de la prueba de citocromo oxidasa. Tomado de
go0.gl/1iCmGK

e Prueba de catalasa: Que se basa en determinar la presencia
de la enzima catalasa, que descompone el peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno, como se muestra en la imagen
siguiente.

Imagen 76.- Control negativo A. y Control positivo B. parala
prueba de Catalasa. Tomado de goo.gl/1c5ANC

Prueba do Oxido-Fermentacion: Que permite determinar si el
microorganismo utiliza un carbohidrato por via fermentativa u
oxidativa, siguiendo el algoritmo de la imagen 77.

Prucba de oxidacién- fermentacién (OF)

Inoculackén o Incubackén

¥ N

Punén A Patrén B ::: :::\“::;:d .
A

Oxidative

Fermantador bro. Andess Elmse

Imagen 77.- Prueba de 6xido fermentacién. Tomado de

goo.gl/g3vwYu.

Prueba de motilidad: Se lee en los mismos tubos que la
prueba anterior, al ser inoculada la bacteria con una asa
bacteriol6gica en punta, en caso de que el inoculo se observe
desplazado hacia algun lado, se dard como una prueba
positiva, como se muestra en la siguiente imagen.

Imagen 78.- Prueba de motilidad, donde se observa un
control positivo del lado izquierdo y uno negativo del lado
derecho. Tomado de goo.gl/VYytNb
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Las pruebas bioquimicas secundarias, son un grupo de pruebas
mas especializadas que revelan las caracteristicas metabdlicas de los
microorganismos. Dentro de las cuales podemos encontrar las mas
utilizadas en los laboratorios de bacteriologia de primer nivel.

e Prueba con agar Hierro de Kliger: Permite determinar la
capacidad de un microorganismo de utilizar a la lactosa,
detectar la produccién de gas y/o acido sulfhidrico y contiene
rojo de fenol como indicador de pH. El medio se encuentra
inclinado en pico de flauta lo que permite que se inocule por
picadura y estria.

e IMVIC: Que corresponde a 4 pruebas que se utilizan para la
identificacién de enterobacterias, 1.-Evalua la produccion de
Indol, 2.- Rojo de Metilo (MR), 3.- Voges-Proskauer (VP), 4.-
utilizacion de citrato.

e Deteccion de exoenzimas (Amilasa y Gelatinasa): Mediante
la hidrolisis de almiddn que se realiza en placas con almidén al
1% y la hidrolisis de gelatina que se realiza en tubos con agar
gelatina al 1%.

Otros sistemas semiautomatizados de identificacion bacteriana
més  complejos  realizan  distintas  pruebas  bioquimicas
simultdneamente, estos incluyen a:

e AP| 20E®
e BIOLOG®
e BATEC®

e MGIT 960 TB® (para la identificacion de micobacterias)
e Sistema Microscan®

7.5.1 Identificacion de Género bacteriano: Pruebas bioguimicas

primarias.

7.5.1.1 Prueba de Oxidasa

Fundamento:

El reactivo de Kovacs es incoloro y en contacto con la enzima citocromo
C oxidasa cambia a un color morado, debido a que el tetrametil-p-
fenilendiamina es una amina aromética y la oxidacion de esta produce
guinolonas de color morado-azulado.

Técnica:

- Se toma con un palillo grueso de madera una porcion de la colonia
bacteriana aislada proveniente de un cultivo de no mas de 24 h.

- La muestra se pone en contacto con la tira o disco impregnado con el
reactivo de la oxidasa.

Interpretacidon: Se debe observar una coloracién morada en un lapso
no mayor a 30 segundos para que sea positivo, de lo contrario el
resultado es negativo.

Control positivo: Pseudomonas aureoginosa.

Control negativo: Escherichia coli.

- Llenar la tabla correspondiente en la seccion de resultados.

7.5.1.2 Prueba de Catalasa.

Fundamento:

El peréxido de hidrégeno es el producto final del metabolismo oxidativo
de carbohidratos, a esta via metabdlica recibe el nombre de
metabolismo aerobio-oxidativo. La acumulacién del peréxido es muy
toxico por lo que la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas exceptuando al género Streptococcus producen una
enzima llamada catalasa que degrada el peréxido de hidrégeno,
obteniendo agua y oxigeno gas.

Técnica:

- Colocar una gota de peréxido en el portaobjetos y posteriormente con
un palillo plano tomar una porcion de la bacteria a partir de una colonia
aislada, de un cultivo de no méas de 24 h, y que no sea una placa de
Agar Sangre/ Gelosa Sangre, ya que este interfiere, dando falsos
positivos.

Interpretacién: Si se observa el burbujeo generalmente intenso
significa que hay produccidn de oxigeno, por lo tanto, hay presencia de
la enzima catalasa.

Control positivo: Staphylococcus aureus.
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Negativo: Streptococcus pyogenes.

- Llenar la tabla correspondiente en la seccion de resultados.

7.5.1.3 Prueba de Oxido Fermentacion (OF).

Fundamento:

El metabolismo oxidativo de la glucosa produce acidos débiles, por lo
tanto, se utiliza como indicador, el azul de bromotimol que tiene un vire
de pH menor respecto al rojo de fenol, ya que son &cidos débiles se
agrega una mayor cantidad de glucosa hasta el 1%, para que se
produzca una mayor cantidad de acidos y se alcance mas facilmente el
vire del indicador.

El metabolismo de las peptonas produce sustancias alcalinas
gue podrian disminuir el pH del medio evitando asi evidenciar la
presencia de los acidos débiles producidos por la via oxidativa, para
solucionar esto, el medio tiene poca cantidad de peptonas, hasta el 2%
respecto a la glucosa.

En el tubo sin aceite: La produccion de &acidos débiles reduciria el pH
del medio, evidenciado gracias al indicador, y produciéndose una
coloracion amarilla en todo el tubo, aunque puede variar la intensidad
del color.

En el tubo con aceite: La fermentacion de la glucosa produce acidos
fuertes respecto a los que produce la via oxidativa, ejemplo de estos
acidos son el acido lactico, acido féormico y acido acético, entre otros.
El medio se acidifica y el vire del indicador da como resultado una
coloracién amarilla intensa en la totalidad del tubo.

Técnica:

- Rotular 2 tubos de ensaye con medio de cultivo estéril para la prueba
de Oxido Fermentacién, como O y como F.

- Con ayuda de un asa recta la cual se flamea en el mechero, se puede
enfriar en agar estéril, tomar una porciéon de una colonia bacteriana
aislada, en condiciones de esterilidad.

- Inocular ambos tubos por el método de picadura y preparar las
condiciones de los tubos.

- Al tubo que se rotulo como F, colocar aproximadamente un mililitro de

aceite mineral estéril, en condiciones de esterilidad.

- Al tubo que se rotulo como O, se colocard su tapa sin cerrar
herméticamente, es decir, que quede floja, con la intencién de que entre
oxigeno.

- Ambos tubos se incubaran juntos durante 24 h a una temperatura de
37°C.

Interpretacion:

- Ambos tubos verdes se interpreta como: negativo o no sacarolitico
debido a que el microorganismo no consume glucosa.

- Ambos tubos = amarillo, amarillo: Fermentador facultativo y se reporta
como: F

- Cuando el tubo abierto es amarillo y el tubo con aceite es verde se
interpreta como reaccion oxidativa y se reporta como: O

Control positivo oxidativo: Pseudomonas aureoginosa.

Control positivo fermentador: Escherichia coli.

Negativo para ambos: Moraxella sp.

- Llenar la tabla correspondiente en la seccion de resultados.

7.5.1.4 Prueba de Motilidad.

Fundamento:

La motilidad de las bacterias es un factor de patogenicidad otorgado
por los flagelos o pillis que se presentan en bacterias patdgenas, estas
estructuras de motilidad ayudan a los patégenos a cambiar de sitio para
provocar una mayor colonizacion.

Interpretacion:
- La motilidad se puede observar por un crecimiento turbio lejos de la

picadura realizada en la inoculacion de los medios OF o en un medio
SIM (Sulfuro, Indol, Motilidad) este método es de confianza variable ya
gue la picadura se pudo haber realizado chueca o irregular, lo que no
dara como resultado falso positivo. Para evitar este factor se realiza la

técnica de gota suspendida bacteriana.
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Control positivo: Escherichia coli.

Negativo: Bacterias del género Streptococcus.

- Llenar la tabla correspondiente en la seccién de resultados.

Resultados:

Tabla 44.- Resultados de las pruebas Bioquimicas Primarias.

Prueba BQ 1°

Resultado
Positivo o negativo
Realice un esquema del
resultado obtenido.

Género
bacteriano
obtenido.

O/F

Gram

Oxidasa

Catalasa

Motilidad

Referencias.

- Magdalena, J., Gallegos, B. y Becerril, A. (2017) Manual de
Laboratorio de Bacteriologia Diagnostica. FES-C. UNAM.
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Practica 7.6 Sensibilidad a los antibi6ticos: Antibiograma.

Objetivo.

Que el alumno conozca las técnicas de inhibicién de los diferentes
agentes antibiéticos, asi como comprender el fundamento de la
mencionada técnica e interpretar adecuadamente los resultados del
antibiograma, para que pueda aplicarlos en el ambito profesional como
un recurso de apoyo al médico.

Introduccién
Un agente antimicrobiano es una sustancia quimica que mata a los
microorganismos o inhibe su crecimiento. Los antibigticos, anti- contra
y bios- vida, constituyen un grupo de compuestos quimicos
interesantes, ya que actlan como bactericidas, bacterioliticos o
bacteriostaticos. Tal agente puede ser una sustancia sintética,
semisintética o natural.

Estos compuestos se caracterizan por ser subproductos
metabdlicos de un microorganismo, y casi siempre son letales para otro
microorganismo no relacionado. Uno de los primeros descubrimientos
sobre de que se sabe sobre esta relacion microbiana se realiz6 en
Inglaterra en 1927. Durante el curso de una investigacion, el
bacteriélogo Alexander Fleming dej6é accidentalmente destapada una
caja de Petri que contenia un cultivo de Staphylococcus aureus. Dias
mas tarde se dio cuenta que un hongo habia contaminado la caja, y que
el S. aureus_crecia en todas partes excepto en la zona inmediatamente
contigua al hongo. Mas tarde descubrié que los filtrados de caldo de
hongo, eran igualmente eficaces para evitar el crecimiento bacteriano,
como el hongo mismo. También encontr6 que era eficaz para prevenir
el crecimiento de michos otros tipos de bacterias. Este hongo se
identifico mas tarde como Penicillium notatum y el extracto bruto se
denomind penicilina.

La penicilina es fundamentalmente activa contra bacterias Gram
positivas, por la inhibicidn en la sintesis de la pared celular. Algunas
especies bacterianas como el Staphylococcus aureus son capaces de
mutar y volverse resistente al antibiotico y nulificar el efecto de la
penicilina. Como consecuencia de lo anterior, casi siempre se
prescriben dosis masivas para casos en que se ha creado resistencia
al tratamiento antibiético (Luna, J., 2012).

Un agente antimicrobiano debe cumplir con los siguientes
requerimientos para su uso: Debe tener toxicidad selectiva, ya que,
debe ser toxico para el microorganismo pero no para el hospedero; no
debe de producir hipersensibilidad al hospedero; ser soluble en los
liquidos corporales para que pueda penetrar a los tejidos y que los
microorganismos no deben desarrollar resistencias rapidamente o ser
naturalmente resistentes al agente.

Los agentes antimicrobianos presentan un espectro de actividad,
gue se refiere al rango de microorganismos sobre los cuales el agente
es activo. Asi, agentes clasificados como de amplio espectro, son
aquellos que actuan sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas,
por ejemplo algunas cefalosporinas; y aquellos que presentan un
espectro reducido sélo son activos sobre algunas especies bacterianas,
por ejemplo, los aminoglucésidos.

Los métodos de sensibilidad a los antibiéticos son métodos que
determinan “In vitro” la susceptibilidad de los microorganismos a una
variedad de agentes antimicrobianos bajo condiciones especificas y
estandarizadas de laboratorio. El objetivo fundamental es aplicar la
terapia mas adecuada en pacientes con una infeccién determinada.

En dichas condiciones especificas, se requiere el uso de los
patrones de McFarland que se utilizan como patrones de turbidez en la
preparacion de suspensiones de microorganismos. El patréon 0.5 de
McFarland tiene una aplicacién especial en la preparacién de in6culos
bacterianos para la realizacion de pruebas de sensibilidad
antimicrobianas.

Las normas de turbidez se preparan mezclando productos
guimicos que generan precipitacién para formar una solucion de
turbidez reproducible. Los patrones de McFarland se preparan
afadiendo acido sulftrico a una solucion acuosa de cloruro de bario,
gue produce la formacién de un precipitado de sulfato de bario
suspendido. El patron de 0.5 de McFarland corresponde
aproximadamente a una suspension de homogénea de Escherichia coli
de 1.5x108 bacterias por mililitro.

Materiales, equipos y reactivos.

- Medios de cultivo: Placas con agar Mieller Hinton o agar nutritivo /
Gelosa Nutritiva preparados, mediante la técnica descrita en la
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Practica 7.1 Preparacion de Medios de Cultivo, como se describe en
el numeral 7.1.2 Preparacién de medio de Cultivo Agar Nutritivo /
Gelosa Nutritiva y otros.

- Medio que contiene al microorganismo a evaluar (cepa pura).

- Asas Bacteriologicas calibradas.

- Hisopos de algodon estériles.

- Solucion Salina Fisioldgica Estéril (SSFE).

- Mechero Bunsen.

- Encendedor.

- Tubos de ensaye con agua estéril.

- Tubos de ensaye estériles.

- Hisopos estériles.

- Gradilla

- Sensidiscos Multibac 1.D® para bacterias Gram negativas y Gram
positivas.

- Nefelébmetro de Mc Farland 0.5%

Procedimiento experimental.

Preparacién del inoculo:

- Tomar con un ayuda de un asa bacterioldgica, un inéculo de
aproximadamente 3 a 5 colonias bacterianas, aisladas e iguales, de una
placa de cultivo joven (18 a 24 horas, maximo) e inocular en un tubo de
ensaye con agua estéril e igualar al 0.5 del nefelémetro de McFarand

- Cada alumno realizara un antibiograma en placas de agar Mueller
Hinton o placas con agar nutritivo.

- En zona de esterilidad, inocular mediante sembrado masivo una placa
de agar Mueller Hinton o agar nutritivo / Gelosa Nutritiva con la cepa
pura del microorganismo que se desea evaluar.

- Tomando un hisopo estéril y mojar la punta del algodon con el agua
estéril. Después tocar una o dos colonias bacterianas del cultivo puro.
- Realizar un sembrado masivo en la placa con agar Meller Hinton o

agar Nutritivo / gelosa Nutritiva.

- Colocar con ayuda de unas pinzas flameadas al mechero los

sensidiscos del frasco, dependiendo que tipo de bacteria que se tenga,

dependiendo si es Gram positiva 0 Gram Negativa, en condiciones de

esterilidad.

- Rotular con los datos del paciente la caja de Petri e incubar a 37°C

durante 18 a 24h.

- Pasado este tiempo, medir con ayuda de una regla el diametro del

halo de inhibicién formado alrededor del sensidisco, si es que se formé.

Esto indica que la cepa es sensible al antibiético que se tea utilizando.

Caso contrario, que la cepa presente resistencia al antibiético utilizado,

es que no se haya generado el mencionado halo.

- Para lo cual es necesario utilizar una serie de tablas que seran

proporcionadas por el profesor el dia de la sesién experimental.

- Registrar los resultados obtenidos en la seccién de Resultados.
Resultados:

Tabla 45.- Resultados experimentales de la prueba de
Sensibilidad a los antibioticos.
Género Bacteriano:

Gram del microorganismo a evaluar:

Sensible o
Resistente

Marque como S o R Diametro del halo

Antibiotico

Nota: S significa que el microorganismo es sensible mientras que R
significa resistente.
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Referencias.
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Microbiologia. Ediciones Universitarias de Valparaiso. Pontificia
Universidad Catdlica de Valparaiso, Valparaiso, Chile.
- Luna, J. (2012). Manual de Practicas de Laboratorio: Microbiologia
General y Aplicada. Universidad de Magdalena. Santa Martha
Colombia.
- Magdalena, J., Gallegos, B. y Becerril, A. (2017) Manual de
Laboratorio de Bacteriologia Diagnoéstica. FES-C UANM.

-103 -

Flores, J., (2018)] UNAM Colegio de Ciencias y Humanidades






	Portada 

	Índice 

	Reglamento de Seguridad en el Laboratorio
	Presentación del Manual
	Vinculación del Contenido Teórico con las Prácticas Experimentales
	Módulo 1. Introducción al Laboratorio de Análisis Clínicos 

	Módulo 2. Examen General de Orina 

	Módulo 3. Hematología 

	Módulo 4. Inmunología 

	Módulo 5. Bioquímica Clínica 

	Módulo 6. Parasitología 

	Módulo 7. Bacteriología

