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Presentacion

Una guia es importante porque tiene la mision de dirigir y orien-
tar al estudiante durante el desarrollo de la asignatura. Las guias
ayudan a los estudiantes a solucionar los problemas que puedan
presentarse durante el avance; nos sefialan cada paso que desa-
rrollemos durante el presente semestre académico.

La Guia de Virologia es un instrumento de apoyo para poder desa-
rrollar las practicas guiadas de los estudiantes, nos proporciona
los pasos que desarrollaremos en cada procedimiento, esta pue-
de tener vacios, los cuales se resolveran en el transcurso de las
sesiones, es en tanto un instrumento de importancia para nues-
tros estudiantes.

El estudiante sera capaz de procesar e interpretar los resultados
microbioldgicos de virus patdégenos que causan enfermedades
en el ser humano; asi como de realizar la programacién y el man-
tenimiento de los equipos correspondientes en un laboratorio
clinico. Describiendo, infiriendo la estructura y caracteristica de
cada uno de ellos, siguiendo pasos a paso en cada sesion y uni-
dad con sus respectivos procedimientos de aislamiento e identi-
ficacién de cada uno de ellos para poder llegar a un diagndstico
adecuado y poderle brindar al clinico los resultados mas propicios
colaborando con el bienestar de los pacientes.

Durante el desarrollo de las siguientes practicas, el estudiante de-
bera llevar consigo siempre la guia para poder seguir secuencial-
mente cada uno de los pasos, de esta manera se convierte en un
soporte durante el desarrollo de su aprendizaje constante y alcan-
zar el proposito asignado al culminar el ciclo.
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Semana 1: Sesion 1

La bioseguridad y el manejo de unidades de
concentracion en el Laboratorio de Virologia

SecciON: ....ccoeeeeiiiee Fecha:...../...../2022 Duracién: 90 min.

DOCENEE: .. e

Apellidos Y NOMBIES: .....uuieiieieeeeeee e

Instrucciones

Observar las normas de bioseguridad, léelas e introducelas en tu

memoria para poderlas recordar durante la estadia en el mencio-

nado ambiente, de esa manera se cuidard y también cuidara a sus

seres cercanos.

Objetivo

Crear conciencia y promover la formacion del personal en se-
guridad y bioseguridad garantizando asi la realizacion apropia-
da de las técnicas, el empleo adecuado de los equipos y por lo
tanto la optimizacién de los resultados.

. Conceptos basicos

En ellaboratorio de virologia se realizan procedimientos que re-
quieren un especial y cuidadoso manejo ya que hay riesgos de
contaminacién para el personal que los efectla y para cultivos
estériles y otros medios de cultivo. La seguridad en el desarro-
llo de estas actividades, por lo tanto, juega un papel primordial
para evitar la infeccién del personal y proteger el material de
posibles contaminaciones que pueden invalidar el trabajo.

Para el estudio de la practica, leer el PPT de la sesién que se
ubica en la plataforma virtual.
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lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

- Guantes de latex.

- Guardapolvo o mandilones.
- Mascarilla.

- Lentes protectores.

- Jabédnliquido.

- Papeltoalla.

. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asimismo para examenes de fluidos corporales,
se debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, con las
practicas necesarias para proteger al paciente, al operador, al
observador y al medio ambiente.

Procedimiento

Condiciones ambientales: Estas no deben influir en los resulta-
dos del ensayo:

1.

2.
3.

7.

8.

Entorno adecuado.

Toma de muestras (discapacidades, privacidad).
Equipos laboratorio/otros (fuentes de energia, ventila-
cién, agua, desecho de residuos).

Comodidady seguridad, seguimiento, control y registro.

. Separacioén zonas con actividades incompatibles. Con-

trol acceso.

Sistemas comunicacion en laboratorio adecuados. Con-
diciones almacén correctas (integridad).

Orden, mantenimiento y limpieza (procedimientos).
Eliminacién regulada de sustancias.

Garantizar el correcto funcionamiento de equipos y la trazabili-
dad de las medidas realizadas al “equipo”:

1.

2.
3.

Instrumentos.
Materiales de referencia.
Reactivos.

©
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4. Materiales fungibles.
5. Sistemas analiticos.

Adecuados para proveer sus servicios

1. Equipos externos, garantizar requisitos, normatividad.

2. Demostracion.

3. Prestaciones y especificaciones de anélisis.

4. Planificacién seguimiento, calibracion regular y funcio-
namiento (instrucciones fabricante minimo).

VI. Resultados o productos

El estudiante reconocera criterios de bioseguridad en el la-
boratorio de virologia.

Sera capaz de identificar un laboratorio de virologia de nive-
les2, 3y 4 (BLS-2. BLS-3, BLS-4).

El estudiante desarrolla destrezas cognoscitivas y aplicati-
vas el empleo adecuado de las soluciones desinfectantes
en el laboratorio de virologia.

VIl. Conclusiones

VIIl. Cuestionario

1.

¢ Cual es laimportancia de aplicar la bioseguridad personal
al encontrarse en el laboratorio?

. ¢(Cuél es el mecanismo de accién de las radiaciones elec-

tromagnéticas sobre los microorganismos?

¢ Por qué la esterilizacién con radiacion ultravioleta no es tan
eficaz?

¢ Qué ventajas ofrece la campana de flujo laminar al trabajar
con microorganismos?
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Semana 2: Sesion |
Obtencion, conservacion y envio de muestras para
analisis virolégicos

SECCION: c.covveeeeeeeeeeenn. Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.
DOCENLE: ...

ApellidoS Y NOMDIES: .......vviiiiiiiiieeeeee e

Instrucciones

Observar las normas de bioseguridad, referente al modo de tras-
lado de muestras. Asi, se tendra que cumplir los criterios para ga-
rantizar la salud del transportante y la seguridad de la muestra.

l. Objetivo

Brindar conocimientos pertinentes al estudiante sobre latoma,
elmanejoy el transporte de muestras o especimenes infeccio-
sos para diagnéstico viral en las condiciones adecuadas que
permitan un resultado de calidad.

Il. Conceptos basicos

El diagndstico viroldgico puede realizarse por deteccién e iden-
tificacion directa del agente o por la deteccién de la respuesta
especifica del huésped a la invasioén viral. La recoleccion de las
muestras debe garantizar ser representativas del proceso pa-
tologico.

Para el estudio de la practica, leer el PPT de la sesién que se
ubica en la plataforma virtual.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

1. Caja pequefia de tecnopor o de cartdn
2. Gradillas para tubos
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GasalOx10cm

Cinta adhesiva

Sobre manila tamafio carta o A4
. Bolsa plastica de 1o 2 kilos
Pluménindeleble

. Hielo gel

© 0N O N®

. Portaldminas
10.Hojas bond

11. Etiquetas para rétulo
12. Papel craft

13. Couler

14. Tijeras

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccion per-
sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando al
paciente, operador, observador y al medio ambiente practicas
necesarias para proteger al paciente, al operador, al observa-
dor y al medio ambiente.

V. Procedimiento
Obtencién de muestras biolégicas
* Fases para el envio de muestras
1. Identificacién
2. Embalaje
3. Etiquetado

4. Documentos para envio de muestras.

)
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Descripcion de las fases

1. Identificacion: La identificacion de la muestra se realiza por
medio de una etiqueta que debe adherirse al recipiente prima-
rio en la que se anota, en forma clara y legible, la informacién
basica siguiente:

*  Nombre o clave del paciente

+ Sexo

* Edad

* Fechade toma de muestra.

2. Embalaje: Las formas y procedimientos de embalaje que se
describen se elaboraron tomando como referencia los siguien-
tes documentos y normas:

* Organizacion Mundial de la Salud. Guia para el transporte
seguro de substancias infecciosas y especimenes diagnds-
ticos. OMS-Divisién para la Vigilancia y el Control de Enfer-
medades Emergentes y otras Enfermedades Transmisibles,
Ginebra, 1997.

« Serie de normas técnicas 15. Manual de Procedimientos de
laboratorio para la obtencién y envio de muestras, Serie de
Normas Técnicas 15. Instituto Nacional de Salud, Peru, 1997.

Para fines de los servicios que ofrece el Instituto Nacional
de Salud (INS) y con el propésito de tener una referencia de
facil reconocimiento entre el personal tecnélogo y adminis-
trativo, al procedimiento que a continuacion se detallara se
le llamara sistema triple basico de embalaje.

Sistema triple basico de embalaje

Recipiente primario: El espécimen para diagnostico (material
humano o animal que puede ser sangre o sus componentes, ex-
cretas, tejidos o fluidos tisulares) debe depositarse en un reci-
piente hermético: tubo, frasco u otros con tapa de rosca (Figura
1). A prueba de filtraciones, que se colocaran en gradillas o con

separadores que funcionaran como amortiguadores (Figura 2).
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Recipiente secundario: Los recipientes primarios uno o varios
se colocan en un segundo recipiente también hermético, a
prueba de filtraciones para proteger el (los) recipiente(s) pri-
mario(s).

Si se colocan varios recipientes primarios, se debe usar sufi-
ciente material amortiguador y absorbente para proteger a to-
dos los recipientes primarios y evitar que choquen entre ellos.

No olvidar que dentro de estos recipientes se colocaran refri-
gerantes para mantener las muestras entre (4-8 °C) cuando
asi se requiera (Figuras 3y 4).

Los recipientes secundarios deben llevar las etiquetas de:

*

riesgo bioldgico,

riesgo secundario (segln caso),

* datos del laboratorio que van referidos,
* datos de orientacion,

*

*

sefial de peligro.

Paquete externo de envio: Los recipientes(s) secundario(s)
se coloca(n) en un paquete externo de envio que protege su
contenido de los elementos externos del ambiente, a fin de
evitar posibles dafios fisicos y filtracidon de agua, mientras se
encuentra en transito.

Nota: El establecimiento de salud, sea de menor o mayor com-
plejidad, debera enviar al Instituto Nacional de Salud los si-
guientes documentos que identifican y describen las muestras:

a) Oficio de solicitud de diagndstico.

b) Formato Unico de envio de muestra bioldgica.
c) Resumen de historia clinica.

d) Otros a considerar.

Estos documentos deberan adherirse a la parte interior del
paquete externo de envio. Es importante que los documen-
tos primero se introduzcan en un sobre de plastico para
protegerlos.
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El paquete externo de envio debe llevar las siguientes etiquetas:

N

Riesgo bioldgico.

Riesgo secundario (segln caso).
Datos del remitente.

Datos del destinatario o receptor.
Senfal de orientacion.

Etiquetado de recipiente secundario

Los recipientes secundarios deben contener muestras para

ser procesadas en un solo laboratorio. En estos casos, debe-
ran colocarse en la parte externa del recipiente secundario los
siguientes tipos de etiquetas:

a. Etiqueta de riesgo biolégico para sustancias infecciosas

b.

La figura muestra las caracteristicas de la etiqueta de riesgo
biolégico:

Nota: Recuperado de https://cutt.ly/SPfUpzM

Etiqueta de riesgo secundario

Silas muestras deben conservarse a baja temperatura con
hielo seco (diéxido de carbono sélido), se debe incluir el si-
guiente tipo de etiqueta, que simboliza
la existencia de riesgo secundario. (Ver
el etiguetado del paquete externo).

Simbolo: 7 franjas negras verticales en
la mitad superior. Fondo: blanco. Cifra
n n 4 H H _
9" subrayada, en el angulo inferior po Nota: Recuperado de
drallevar laleyenda “Varios". shorturl.at/uyBW5

15
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En casode utilizar nitrégeno liquido como refrigerante, se po-
dran utilizar cualquiera de los siguientes tipos de etiquetas:

Nota: Recuperado de https://cutt.ly/9PfUxRS

Etiqueta para orientacion del paquete

I 11

Nota: Recuperado de https://cutt.ly/MPfUnYd

Etiqueta para orientacion del embalaje o sobreembalaje (la
direccion de la flecha indica qué lado va hacia arriba) cuan-
do contienen sustancias peligrosas liquidas.

Simbolo: dos flechas de color rojo sobre una linea horizon-
tal en un recuadro del mismo color o dos flechas en color
negro sobre una linea horizontal del mismo color sin recua-
dro. Fondo: contrastante, dimensiones minimas: 74 mm x
105 mm.

Etiqueta con los datos del laboratorio del INS al que vayan
dirigidas las muestras

Los datos deben llenarse con letra legible, para evitar confusiones.

Ver la muestra de la etiqueta en la siguiente péagina.

>
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Remitente:

Destinatario:

Tipo(s) de muestra(s):

Procedencia de la muestra:

Microorganismo(s) o agente por confirmar:

Etiquetado del paquete externo: El paquete externo conten-
dra el(los) paquete(s) secundario(s) para su envio a los labo-
ratorios del INS. Deberan colocarse los siguientes tipos de eti-
quetas en la parte externa del paquete:

a) Etiqueta de riesgo bioldgico para sustancias infecciosas.
(Ver etiquetado de recipientes secundarios).

b) Etiqueta de riesgo secundario, en el caso de que las mues-
tras sean conservadas a baja temperatura con hielo seco
(dioxido de carbono sélido) o nitrégeno liquido. (ver etique-
tado de recipientes secundarios).

c) Etiqueta con los datos del laboratorio del INS al que se diri-
gen las muestras. Los datos deben llenarse con letra legible
para evitar confusiones.

Remitente:

Destinatario:
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VI.

Etiqueta adicional para transporte aéreo
Nt S -, N, . . W . W .|

‘ MEARCANCIAS PELIGROSAS EN CANTE DADES EXENTAS
DANGEROUS GOODS IN EXCEPTED QUANTITIES
~ Este Bt contiens mercancias This package contains dangerous Goods
ESiGreaat on = B e e ey R
g ¥ R e A e o R Wyl e g L AT, .1
~ B e Rsglarmeniacion Ge B i e R anens T ATA
R A Bots MAercanc me e e
N e S e S N
‘ Saros — Time Fooha — et 9
‘ Nombre ¥ Sirecoion sl Expadidor — Nams and 5997655 of Shipper ‘
i T urammecmarerne
' imge) o ae e Clase substance(S) in ) '
! = S LIRS, '
~ ! s =i = - - ' ‘
i (=] 0O O (| O —c .
1 ¥ los MNuameros NU aphcables son: — and the applicabie UN Mumbers ane ] ‘
i ]
e e e e s e Ty
(. ot - - - . - - - . %

Nota: Recuperado de https://cutt.ly/PPfURc8

Mercancias peligrosas en cantidades exentas se imprime con
letras negras en fondo blanco y el borde en color rojo. Dimen-
siones minimas 100 mm x 100 mm.

Dimensiones de las etiquetas

Las etiquetas deberan considerar las dimensiones minimas
establecidas por la normatividad, tal como se muestra a con-
tinuacion:

Todas las etiquetas deberan colocarse en un lugar visible del
paquete o recipiente, y de tal manera que se evite su despren-
dimiento. Asimismo, se deben colocar adecuadamente para
evitar que se decoloren y rasguen.

Resultados o productos
Toma, manejo y transporte de muestras o especimenes.

VII. Conclusiones



https://cutt.ly/PPfURc8

Guia DE LABORATORIO: VIROLOGIA

Semana 3: Sesion 1
Medio primario con células embrionarias para
aislamiento viral

SECCION: c.covveeeeeeeeeeenn. Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.
DOCENLE: ...

ApellidoS Y NOMDIES: .......vviiiiiiiiieeeeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con las EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células.

l. Objetivo

Obtener un cultivo celular primario (monocapa de células in
vitro) y desarrollar destrezas cognoscitivas y aplicativas en el
estudiante, promoviendo el empleo adecuado de los medios
de cultivo celular en el laboratorio de virologia.

Il. Conceptos basicos

Debido a que los virus, como ocurre con los plasmidos, se re-
plican solo dentro de células vivas, la investigacion sobre virus
requiere el uso de un hospedador apropiado.

Para el estudio de la practica, leer el PPT de la sesidén que se
ubica en la plataforma virtual.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

* Higado de pollo o Huevos embrionados de 10 a 11 dias
+ Estuche de diseccién (estéril)

* Matraz

+ Caldo BHI (caldo infusién cerebro-corazon)

19
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+ Tripsina

* Pipetas estériles y propipetas

* Placasy frascos estériles

* Solucién de alcohol yodado

*  Ampolla de estreptomicina y ampicilina
+ Agitador magnético

* (Cémara de New Bauer

+ Solucion de Hanks (750 ml)

* Hidrolizado de lacto albtmina 5 %

* Suero bovino fetal

+ Solucion buffer fosfato (PBS)-01litro

Observacion. Cada estudiante debe estar con su equipo de
proteccion personal (EPP) y contar con los materiales para el
desarrollo de la practica.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtenciéon y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, realizando
las practicas necesarias para proteger al paciente, al operador,
al observador y al medio ambiente.

V. Procedimiento

1. Observar al ovoscopio para descartar embriones muertos
o defectuosos.

2. Colocar los huevos seleccionados sobre una porta huevos
con la camara de aire hacia arriba.

3. Llevarlos huevos embrionados a la cdmara de flujo laminar.

4. Limpiarla cascaraen sumitad superior, primera soluciénde
alcohol yodado y después con alcohol.

5. Colocar las pinzas y tijeras en un vaso con alcohol y agua
hirviente (flameado optativo). Con la tijera larga punta cur-
va estéril recortar el casquete o la cascara correspondiente



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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a la camara de aire (las tijeras se enjuagan con el H20 hir-
viente y vuelven al alcohol para volver a usarlas).

Cogerlas pinzaslargasy conla puntaretirar la cascararota,
asi como la membrana de la camara de aire (esterilizar las
pinzas para volver a usar).

Con las pinzas curvas, coger al embrién del cuello y llevarlo
a una placa estéril.

a. Con una tijera (estéril) eliminar la cabeza, las alas y las
patas; abrir el embrién con un corte en cruz y retirar las
visceras.

En el caso de tener higado de pollo cortar en pequefios pe-
dazos con una tijera estéril.

Lavar con solucion buffer fosfato por un par de veces.
Luego, empezar a cortar lo que quede del embrién en pedazos
cada vez mas pequefios, Hasta formar una especie de papilla.
Luego lavar los trocitos en la placa por dos veces con solu-
cién bufferfosfato (PBS).

Luego, llevar al matraz y se agrega tripsina al 25 %: 4 ml por
embrién y se deja durante 10 minutos con movimientos gi-
ratorios, para esto se pone en un agitador magnético. Esta
accion se puede repetir dos veces.

Transcurrido este tiempo, el sobrenadante se vierte a un
matraz, se guarda en refrigeracion (previamente agregar
solucion de PBS).

Se vuelve a tripsinizar el sedimento, utilizando igual canti-
dad de tripsina.

Lo que se tiene en refrigeracion, se pasa por filtro (capa de
gasay algoddn) a otro matraz.

El filtrado se centrifuga a 1000 rpm por 5 min. Luego se re-
frigera.

Se elimina el sobrenadante y se queda el sedimento.

Lavar células con PBS y luego centrifugar a 1000 rpm por
dos veces mas.
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VI.

19. Se suspende en el medio de multiplicacién (previamente,
se cuentan las células usando la camara de New Bauer
para obtener 2 x 106 células/ ml).

20.Serecogende10alsmly selleva a una placa estéril, luego se
agrega el suero de feto bovino (estimularé el crecimiento).

21. Incubamos a 37 °C.

22.Las células caen al fondo en la placa, se multiplican por el
medio y llenan los espacios vacios y forman la monocapa.

23. Se elimina el medio de multiplicacion.

24. Cuando se tiene la capa de células homogéneas (monoca-
pa), ya esta listo para el cultivo e inocular el virus.

Resultados o productos

El estudiante obtiene un cultivo celular primario (monocapa de
célulasin vitro).

VII. Conclusiones
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Semana 4: Sesion 1
Anticuerpos neutralizantes antiviricos

SecciONn: ...ccoeeiiiee Fecha:...../...../2022 Duraciéon: 90 min.
DOCENTE: ...

ApPellidoS Y NOMDBIES: ......ovviiiiiiiiccceeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, debe estar protegido con las
EPP que estipula el mencionado procedimiento, de la misma for-
ma cuidar de contaminantes las células.

I. Obijetivo

Realizar la de tipo viral tras previa inmunizacién de terminacion
de anticuerpos neutralizantes como factor protector ante en-
fermedades.

Il. Conceptos basicos

La aparicién de los anticuerpos contra el antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B (anti-HBsAg), después de lainfeccion
viral y una vez que ha desaparecido el HBsAg, confiere inmuni-
dad contra este virus. Esta inmunidad puede ser adquirida por
via natural o por inmunoprofilaxis activa, requiriéndose titulos
de al menos 10 Ul/L para ser considerados protectores.

Para el desarrollo de la practica, leer el PPT de la sesién que se
ubica en la plataforma virtual.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

a) Guantes de latex

b) Guardapolvo o mandilones

c) Mascarilla, lentes protectores
d) Jabon liquido
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e) Papeltoalla

f) Kit de Elisa para anti- HBsAg

g) Punteras universales de color azul y amarillas
h) Micropipetas: 10uL, S0-100uL, 1000pL.

Observacion
Cada estudiante debe usar su equipo de proteccion personal
(EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la practica.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asi como para los examenes de fluidos corporales,
se debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando
de realizar las practicas necesarias para proteger al paciente,
al operador, al observador y al medio ambiente.

V. Hipétesis (o célculos)
No contempla.

VI. Procedimiento

Verinserto adjunto al reactivo a usar. (kit de Elisa para anti-Hbsag).

VII. Resultados o productos

El estudiante determina la presencia de anticuerpos neutra-
lizantes.

VIll. Conclusiones
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Semana 5: Sesion |
Familias de virus de interés clinico y de prevalencia
nacional: inoculacion en huevos embrionados

SecCiON: ....ooveeeeeeeen. Fecha: ...../...../2022 Duracién: 90 min.
DOCENTE: ...

Apellidos Y NOMBIES: .....uuiiiiieee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con las EPP
que estipula el mencionado procedimiento. Asimismo, cuidar de

contaminantes las células.

I. Objetivo

a) Practicar las técnicas de inoculaciéon que con mas frecuen-
cia se utilizan para la multiplicacion de virus en embriones

aviares.

b) Reconocer las diferentes vias de inoculacion en huevos em-

brionados.

Il. Conceptos basicos

Enla actualidad, el empleo de los huevos embrionados ha que-
dado limitado al aislamiento de algunos virus (los poxvirus y
sobre todo del virus de la gripe) como para la produccién de
vacunas, siendo la metodologia de eleccidn para el aislamiento

de otros virus el cultivo celular.

Para el estudio de la practica, leer el PPT de la sesién que se

ubica en la plataforma virtual.
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lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

- Material biolégico
* Huevos embrionados de 7-11dias.

- Material de laboratorio
+ Solucién colorante (azul de metileno y safranina).
+ Jeringas de tuberculina (2).
* Tubos de ensayo estériles.
+ Solucidn fisiolégica.
+ Aguijas hipodérmicas 18, 20y 23 (2de c/u).
* Recipientes para descarte de residuos.
+ Guantes.
* Mascarillas.
+ Guardapolvo.
* Aguadestilada.
* Pinzas.
* Alcoholde70°.
* Gasano estéril.
+ Tijera.

- Equipos
+ Ovoscopio (opcional).

- Otros
* Velay/ovinifanTcm x lem.
* L&piz o plumén marcador.

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccidn per-
sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtenciéon y/o procesamiento de
muestras, asi como para los exdmenes de fluidos corporales,
se debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando
de realizar las practicas necesarias para proteger al paciente,
al operador, al observador y al medio ambiente.

27
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V. Procedimiento

A. Inoculaciéon

1.

N

4.

Determinar la viabilidad de los embriones en el ovosco-
pio (observar movimientos y plexo sanguineo).
Marcar la cdmara de aire y ojo.

. Seleccionar el punto de inoculacion (variable segun la

via utilizada) libre de vasos sanguineos.
Practicar la inoculacion.

Cavidad alantoidea

Perfore la cascara en el centro del polo mayor del huevo
con un taladro eléctrico o aguja 18 estéril.

Se llena una jeringa tipo tuberculina con 0.2 ml de azul
de metilenoy se le coloca una aguja 21de Y2 pulgada. Por
el orificio que abrimos se introduce totalmente la agujay
se deposita los 0.2 ml. La aguja se debe inclinar un poco
por fuera de la vertical con el fin de esquivar al embrién.

Cavidad amniética

1.

2.

3.
4.

En el ovoscopio determine la vitalidad del embriény haga
una sefial sobrelac;ascaraen el sitio donde esta situado
el 0jo, el cual se ve muy bien en forma de un punto negro.

Desinfecte con alcohol la superficie que se encuentra en
la altura de la cdmara de aire y realice en ella una peque-
fa perforacién con un taladro eléctrico o aguja 18 estéril
(el orificio debe quedar perpendicular a la sefial del 0jo).
Usando una jeringa tipo Tuberculina de 1 ml con una agu-
ja 21 de 12 pulgadas, inocule la cantidad de 0.2 ml de
azul de metileno. Esta inoculacion se hace introduciendo
la aguja por el orificio hecho en la camara de aire hasta
tocar el ojo del embrién (se hace mirando el ovoscopio el
huevo para poder observar cuando se toca el 0jo), luego
se procede a inocular el azul de metileno.

Sellar con la cera de la vela o el vinifan los orificios practicados.
Incubar a 35 °C - 37 °C por espacio de 48-72 horas.
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B. Cosecha

a) Alfinalizar el plazo de incubacién, cologue los huevos ino-
culados durante lanoche a 4 °C para lograr una vasocons-
triccion que minimice el sangrado durante la cosecha.

b) Limpie con alcohol al 70 % el area del saco de aire y deje
secar, luego preparar 2 tubos por cada huevo inoculado:
uno rotulado con las siglas AMN (amniética) y el segun-
do marcado con las siglas ALA (alantoidea).

c) Rompa la céscara del huevo que recubre la camara de
aire y con una pinza y una pipeta estéril proceda a rom-
per la membrana alantoidea y aspire el liquido contenido
en la cavidad y depositelo en el tubo marcado ALA.

d) Coseche el liquido amniotico con jeringa de 1 ml. Mani-
pule con la pinza el embrién de modo que no interfiera
conla aspiracion del liquido, y depositelo en el tubo AMN.

e) Una vez terminada la cosecha e inspeccionando que los
especimenes cosechados estén en buenas condicio-
nes, proceder a su testado por hemoaglutinacién para
verificar la presencia de virus y determinar su concen-
tracion (titulo).

VI. Resultados o productos

El estudiante reconocera las diferentes vias de inoculacién en
huevos embrionados y aplicara las técnicas de inoculacién que
con mas frecuencia se utilizan para la multiplicacién de virus en
embriones aviares.

VII. Conclusiones
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Semana 6: Sesion 1
Hemaglutinacioén viral

SecCiON: ..ccoveeeeeee. Fecha: ...../...../2022 Duracién: 90 min.
DOCENEE: ...

Apellidos Yy NOMBIES: ......eiieee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma

cuidar de contaminantes las células.

I. Objetivo

* Demostrar la propiedad que tienen algunos virus de agluti-

nar eritrocitos.

* Interpretar la capacidad que poseen ciertos virus de unirse
a glébulos rojos de una determinada especie produciendo

la aglutinacién (hemoaglutinacion).

Il. Conceptos basicos

La hemoaglutinacién es un método donde no se mide la capa-
cidad infecciosa de las particulas virales. Es una técnica indi-
recta para medir particulas virales, pues en realidad mediante
esta técnica se mide la cantidad de particulas hemoaglutinan-
te (proteinas virales) independientemente si estas estan inclui-

das en la particula viral o libres como antigeno.

Para el estudio de la practica, leer el PPT de la sesién que se

ubica en la plataforma virtual.
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lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica
1. Material biolégico: vacuna tri-aviar (vacuna liofilizada).

2. Sangre total de (pollo) o de humano (grupo O en tubo con
anticoagulante citrato de sodio).

3. Solucién Buffer Fosfato (PBS) o Solucién Salina Fisiologica
(SSF).

4. Centrifuga clinica (5000 rpm).

5. Tubosde ensayo estéril 13 x 100 mm o 12 x 75 mm.

6. Micropipetas de rango variable de Sul-50pL. y de 100uL-
1000pL.

7. Matraz de 250 ml.

8. Jeringas de 10 mly 20 ml con aguja (dos de cada una).

9. Microplaca de 96 pozos fondo en “U".

10. Micropipeta de 10-100 pL. y de 100- 1000yL.

11. Relojmarcador de tiempo.

12. Espejo.

13. Pizeta con alcohol al 70 %.

14. Papel toalla.

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccién per-

sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtenciéon y/o procesamiento de
muestras, asimismo para examenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando de
realizar las practicas necesarias para proteger al paciente, al
operador, al observador y al medio ambiente.
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V. Procedimiento

A.

Preparacion de glébulos rojos lavados

Extraer la sangre de pollo (previamente vacunado) o de
humano; y conservarla en un tubo con anticoagulante.

Centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos.
Eliminar el sobrenadante (plasma).

Del paquete celular trasvasar 1,0 ml en dos tubos de en-
sayo por separado.

Agregar PBS o SSF a ambos tubos hasta las % partes del
tubo de ensayo.

Centrifugara1500 rpm por S min oa 3000 rpm por 2 min.

Eliminar el sobrenadante y repetir el proceso de lavado
2-3 veces més.

Luego, tomar 0,5 ml o 0,75 ml de gldbulos rojos del pa-
quete celular y suspenderlos en 100 ml de PBS o SSF,
para obtener el 0,5 % 0 0,75 % de gldbulos rojos lavados,
respectivamente.

Luego seguir los pasos seguln el esquema que a conti-
nuacién se proporciona:

Ver esquema en la siguiente péagina.

Luego dejar reposar al medio ambiente por 30 a 45 mi-
nutos.

El referente del momento de lectura es el control negati-
vo de la prueba.

Pasado el tiempo, colocar debajo de la gradilla un espejo
para observar si hay "hemoaglutinacion positiva” (for-
macion de una malla delgada, gris) o hemoaglutinacién
negativa (se observa un punto rojo).

La dltima diluciéon en la cual aparece HA es el titulo del vi-
rus (este es el inverso de dicha dilucion).



1. Ponga 25ul
de FBS en
cada pocillo

Agregue 25ul de

antigena en el primer

pocillo

2. Haga
diluciones
seriadas del
antigeno hasta el
anteultimo pocillo

3- Cada pocillo
cantiene ahara
antigeno
diluido
[excepto el
pocillo contral)

4- Agregue
25ul de PES
a cada
pocillo

5- Agregue 25ul
de suspension
de globulos
rojos al 0.5%

Haga la lectura
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75ul
50 al

Descarte 25ul

25l  25uL  25pl  25ul 25ul 25uL

Focillo cantrol

Nota: Recuperado de https://bit.ly/3ubduhG

L m m m m m m .
= 50 al
v S =
Focillo control
- 75 uL
504
\\/\/\/\/vv\/ =
12 (27 Y& 23 Y8 (2?) Ue(2Y) Ve(29) %B4(2%) 120 (27)
Focillo control
| | | | ||
— 50 ul
I\/I\/\/I\/I\/I\/\/l v e
Focillo cantrol
|- 75 ul
|- 50 uL
|- 25uL
Focillo cantrol
| [ l [ Il [1 [ [1 [
= 50 al
25l
El dltimo pocillo en mostrar aglutinacion contiene 1 UHA en
25ul. Este pocillo contiene una dilucién de 154, Por lo tanto,
la suspensidn de antigeno original contiene 64 UHA cada 25ul
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Patron de lectura

A-Pocillo control Negativo {sin antigeno)

Patron de globulos
rojos en el pocillo visto

3045 desde arriba

minutos

—p-

Suspension de Globulos rojos se Sin Aglutinacion
globulos rojos depositan formando un
hoton

B- Pocillo control Positive (con antigeno)

30-45
minutos

Los globulos rojos en susj Los globuloes rojos Aglutinado
comienzan a unirse entre si aglutinados se depositan en

{aglutinarse} por medio de los el fondo del pocille

receptores virales formando un tapiz

Nota: Recuperado de https://bit.ly/3Ki9mSS

VI. Resultados o productos

* El estudiante demuestra la propiedad que tienen algunos
virus de aglutinar eritrocitos.

* Interpretar la capacidad que poseen ciertos virus de unirse
a glébulos rojos de una determinada especie produciendo
la aglutinacion.

VII. Conclusiones
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Semana /: Sesion 1
Inhibicién de la hemaglutinacién viral

SEeCCiON: ..ccoveeeeeeeeeeen. Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.
DOCENEE: ...

ApPellidoS Y NOMDIES: ......ovviiiiiiiticeceeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con las EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células.

I. Obijetivo

Determinar el titulo de un suero problema e interpretar los re-
sultados obtenidos al realizar la prueba de inhibicion de la he-
maglutinacion.

ll. Conceptos basicos

Para realizar un diagnéstico definitivo, se debe realizar una
prueba que demuestre una respuesta especifica del huésped
hacia este virus. Dicha respuesta esta representada por la pre-
sencia de anticuerpos y la prueba empleada, ello se conoce
como inhibicién de la hemaglutinacion (IHA).

Para el estudio de la practica, leer el PPT de la sesidén que se
ubica en la plataforma virtual.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

Agente viral.

Suero o plasma.

Suspension de glébulos rojos de pollo al 1%.

Solucion bufferfosfato (PBS) o solucién salina fisioldgica (SSF).
Centrifuga clinica (5000 rpm).

I SEANNIES
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V.

36

6. Tubos de ensayo estéril 13 x 100 mm o012 x 75 mm.

Micropipetas de rango variable de Sul-SOuL;j y de 100uL-

10004pL.

8. Matrazde 250 ml.

9. Jeringas de 10 mly 20 ml con aguja (dos de cada una).

10. Microplaca de poliestireno con fondo en “U".

11. Micropipeta de 10-100 yLy de 100- 1000pL.

12. Relojmarcador de tiempo.

13. Papel toalla.

14. Puntillas para micropipetas.

15. Vacuna tri-aviar (viriones atenuados) preparada en una
suspension con 4 UHA.

16. Suspensién de glébulos rojos de pollo al 1%.

17. Suero problema.

18. Solucién de hipoclorito de sodio.

~N

19. Recipiente de mesa para desechos bioldgicos.

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccion
personal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo
de la practica.

Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencion y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando de
realizar las practicas necesarias para proteger al paciente, al
operador, al observador y al medio ambiente.

Procedimiento

Con base en los resultados de la practica anterior, preparar en
un tubo una dilucién del virus del Newcastle que contenga 4
UHA en un volumen suficiente para realizar la prueba de IHA.

Hacer diluciones al doble del suero problema desde 1:2 hasta
1:256 segun el esquema de la figura. incluir un pozo control que
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no contendré antisuero ni virus. El proceso se describe a con-
tinuacioén:

a.
b.

Agregar 75 uLde SSlalos pozos del 1al 9 de la microplaca.
Colocar en el pozo 1, 75 pL del suero problema y mezclar
por aspersion y dispersion de dos a tres veces obtenien-
do asila dilucién 1:2.

Transferir 75 pL de esta dilucién al pozo 2 y mezclar ho-
mogéneamente de la misma manera que para el paso b.
Repetir sucesivamente este procedimiento hasta el pozo
No. 8 que corresponderé a la diluciéon 1:256.

Desechar del pozo 8, 75 uL en el recipiente pararecolec-
cion de desechos.

Nota importante: No se debe agregar diluciéon del suero al
pozo 9 que sirve como control.

a.

b.

Agregar a cada uno de los 8 pozos con suero problema,
4 UHA del antigeno viral en un volumen de 75 pL.

Agitar la microplaca para que reaccionen los substratos
y dejar en reposo durante 10 min.

. Agregar 75 pL de la suspensién de glébulos rojos a todos

y cada uno de los pozos, agitar y colocar la microplaca
a temperatura ambiente hasta que los glébulos rojos
del pozo que no contiene antisuero y sirve como control
haya sedimentado.

Determinar el titulo del antisuero identificando la Ultima
dilucién que presenta IHA.

VI. Resultados o productos

El estudiante determina el titulo de un suero problema e inter-
pretar los resultados obtenidos al realizar la prueba de inhibi-
cion de la hemaglutinacion.

VII. Conclusiones
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Semana 9: Sesion |
Determinacion de anticuerpos antirrubeola
IgM/IgG metodologia Elisa

SecCiON: ....ovveeeeiieee, Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.

DOCENEE: .. e

Apellidos Y NOMBIES: .....uuiiiiiieeeeeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el estudio de la préactica,
leer el PPT de la sesién que se ubica en la plataforma virtual.

Objetivo
Realizar la determinacién de anticuerpos IgM/IgG antirrubeola
como marcador seroldgico.

. Conceptos basicos

El inmunoensayo enzimético sobre fase sdélida (Elisa) esta ba-
sado en el principio del sdndwich. Los pocillos estan recubiertos
con un antigeno. Los anticuerpos especificos de la muestra que
se unen a los pocillos recubiertos con el antigeno son detecta-
dos por un conjugado enziméatico del segundo anticuerpo (E-
Ab) especifico para el antigeno humano IgG. La intensidad del
color desarrollado por la reaccién del substrato es proporcional
ala cantidad de anticuerpos especificos IgG detectados.

Los resultados de las muestras se pueden determinar directa-
mente usando la curva estandar.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

1. Guantesde latex.
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Guardapolvo o mandilones.

Mascarilla, lentes protectores.

Jabén liquido.

Papel toalla.

Kit de Elisa para antirrubeola IgM/IgG.
Punteras universales de color azul y amarillas.
Micropipetas: 10uL, SO-100uL, 1000yL.

®NDOR®ON

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccion per-
sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdamenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando de
realizar las practicas necesarias para proteger al paciente, al
operador, al observador y al medio ambiente.

V. Procedimiento

Ver inserto adjunto al reactivo a usar (kit de Elisa para anticuer-
pos antirrubeola IgM/IgG.

VI

Resultados o productos

El estudiante determina la presencia de anticuerpos antirru-
beola IgM/IgG como marcador serolégico de enfermedad
exantémica.

VII. Conclusiones
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Semana 10: Sesion |

Determinacion de antigeno viral (HBsAg)
empleando método Elisa

SecCiON: .....ooeeeeeeen. Fecha: ...../...../2022 Duracién: 90 min.
DOCENEE: .. s

ApPellidos Y NOMBIES: .....uuieiiiiieeeeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el desarrollo de la prac-
tica, leer el PPT de la sesién que se ubica en la plataforma virtual.

I. Objetivo

Determinar la proteina de superficie del virus de la hepatitis B
en suero o plasma de pacientes, como antigeno altamente in-
munogénico y Util para el diagnéstico agudo de la enfermedad
como del estado de portador.

Il. Conceptos basicos

La infeccién con el virus de la hepatitis B (VHB) se acompafia
generalmente de la aparicion en el suero de su antigeno de su-
perficie (HBsAg). Este marcador no es exclusivo de la fase agu-
da de la enfermedad, ya que puede persistir durante afios en
los portadores asintomaticos y en otras hepatopatias cronicas.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

1. Guantes de latex.

2. Guardapolvo o mandilones.

3. Mascarilla, lentes protectores.
4. Jabén Liquido.



5.
G.
7.
8
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Papel toalla.
Kit de Elisa para HBsAg.
Punteras universales de color azul y amarillas.

. Micropipetas: 10uL, SO-100uL, 1000uL.

Observacion
Cada estudiante debe estar con su equipo de +.

IV. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtenciéon y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando
de realizar las practicas necesarias para proteger al paciente,
al operador, al observador y al medio ambiente.

V. Procedimiento

Ver inserto adjunto al reactivo a usar (kit de Elisa para HBSAG).

VI

Resultados o productos

El estudiante determina la proteina de superficie del virus de la
hepatitis B en suero o plasma humano.

VII. Conclusiones

43



UNIVERSIDAD CONTINENTAL
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Semana 11: Sesion |
Determinacion de antigenos contra adenovirus y
rotavirus por inmunocromatografia (prueba rapida)

SeccioN: ..o Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.
DOCENEE: .. s

ApPellidos Y NOMBIES: .....uuieicieeeeeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el desarrollo de la prac-
tica, leer el PPT de la sesidn que se ubica en la plataforma virtual.

I. Objetivo

Determinar de antigenos contra adenovirus y rotavirus por In-
munocromatografia-prueba rapida.

Il. Conceptos basicos

La gastroenteritis virica es una infeccién causada por una va-
riedad de virus que provocan vomitos y diarreas. Diferentes
virus pueden ser la causa de una gastroenteritis, tales como
rotavirus, norovirus, adenovirus, sapovirus y astrovirus. Los
sintomas principales de una gastroenteritis virica son diarrea
acuosay vomitos.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

Guantes de latex.
Guardapolvo o mandilones.
Mascarilla, lentes protectores.
Jabén liquido.

Papel toalla.
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6. Pruebaréapida de adenovirusy rotavirus.
7. Punteras universales de color azul y amairillas.
8. Micropipetas: 10uL, SO-100pL, 1000uL.

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccion per-
sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.

IV. Notas de seguridad

VI

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando
de realizar las practicas necesarias para proteger al paciente,
al operador, al observador y al medio ambiente.

Procedimiento

Ver inserto adjunto al reactivo a usar (kit de prueba répida para
la deteccion de antigenos de rotavirus y adenovirus).

Resultados o productos

El estudiante determina la presencia de antigenos para la de-
teccién de rotavirus y adenovirus.

VII. Conclusiones
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Semana 12: Sesion |
Determinacion de anticuerpos antivirales
(Anti-HBcore IgM-metodologia Elisa)

SecCiON: ..c.ooveeeeeeeeeen. Fecha: ...../...../2022 Duracién: 90 min.
DOCENEE: .. e

Apellidos Y NOMDIES: ......ccoiiiiiiiie e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el desarrollo de la prac-
tica, leer el PPT de la sesién que se ubica en la plataforma virtual.

I. Objetivo

Realizar la determinacién de anticuerpos HBcore IgM como mar-
cador serolégico predictor de la hepatitis B en estado agudo.

Il. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

1. Guantes de latex.

Guardapolvo o mandilones.

Mascarilla, lentes protectores.

Jabén liquido.

Papel toalla.

Kit de elisa para anti-HBcore IgM.

Punteras universales de color azul y amarillas.
Micropipetas: 10uL, SO-100uL, 1000yL.

®NDOA LN

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccién per-
sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.
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lll. Notas de seguridad
En el laboratorio, para la obtenciéon y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando
de realizar las practicas necesarias para proteger al paciente,
al operador, al observador y al medio ambiente.

IV. Procedimiento

Ver inserto adjunto al reactivo a usar (kit de Elisa para anti-
HBcore IgM).

V. Resultados o productos

El estudiante determina la presencia de anticuerpos anti-
HBcore IgM como marcador de importancia ante un cuadro
agudo de hepatitis B.

VI. Conclusiones
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Semana 13: Sesion 1

Toma de muestra y procesamiento de sangre total en
papel filtro para deteccion de anticuerpos totales contra
virus dengue

SecCiON: ..ccoveeeeeeeen. Fecha: ...../...../2022 Duracién: 90 min.
DOCENEE: .. s

Apellidos Y NOMBIES: .....uuiiiiieie e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el desarrollo de la prac-
tica, leer el PPT de la sesién que se ubica en la plataforma virtual.

I. Objetivo
* Realizar la toma de muestra de sangre total en papel filtro
para pruebas de Elisa e IHA para el virus dengue.

* Adquirir destreza en el procesamiento de muestras obteni-
das en papel filtro.

Il. Conceptos basicos
El dengue constituye un serio problema de salud publica en
las Américas y en todo el resto del mundo a consecuencia del
cambio climético, de la globalizacién y de otros factores que
desencadenan la presencia del mosquito Aedes aegypti, vec-
tor del mencionado virus.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

a) Papelfiltro Whatman 3. (40 mm x 25 mm).
b) Lancetas.
c) Bolsas de plastico para Y2 kilo medida 5 x 10 (1unidad).

50
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d) Solucién bufferfosfato (PBS) (6 ml).

e) Albumina bobina.

f) Centrifuga refrigerada.

g) Tubos Falcén de 25 ml.

h) Viales.

i) Parafilm.

) Micropipetas de 10-100puL y de 100-1000pL, con sus res-
pectivas punteras.

k) Guardapolvo.

[) Guantes.

m) Mascarilla.

n) Recipiente de mesa para desechos biolégicos.

Observacién. Cada estudiante debe estar con su equipo de
proteccién personal (EPP) y contar con los materiales para el
desarrollo de la practica.

lll. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando
de realizar las practicas necesarias para proteger al paciente,
al operador, al observador y al medio ambiente.

IV. Procedimiento
Obtencion de la muestra
1. En el papel filtro, disefiar dos circulos (de 16 mm de didame-
tro cada uno), uno al lado del otro con 5 mm de distancia

entre ellos, y a un costado dejar espacio para el cédigo y/o
identificacién del paciente (ver figura).

lcentificacian
+ del paciente
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. Puncién con lanceta del pulpejo lateral dedo medio de la

mano.

Dejar fluir la sangre espontaneamente dentro del circulo
marcado en el papel filtro, tratando que la muestra cubra el
didmetro indicado (volumen aproximado S50ulL).

Identificacion
del paciente

. Dejar secar al medio ambiente en un lugar protegido de la

luz solar directa.

. Colocarenbolsas de plasticoy transportar al laboratorio a tem-

peratura ambiente, junto con la ficha clinico-epidemioldgica.

Elucién de la muestra para Elisa

1.

4.

Serecortan los circulos de papel filtro absorbidos con san-
gre total y se colocaron en viales que contenian 2 ml de
buffer fosfato salino (PBS) con albumina bovina al 0.5 %
a 4 °C durante toda la noche, obteniendo una dilucién de
1:100 como lo requiere el método utilizado.

. Se elimina el papel filtro.

. Se procede a centrifugar a 3800 rpm por espacio de 15 mi-

nutos a temperatura ambiente para obtener el eluido.

Utilizar el sobrenadante para el procedimiento de Elisa.

Elucion de la muestra para inhibicion de la hemaglutinacion

1.

Se recortan los circulos de papel filtro absorbidos con san-
gre total y se colocaron en viales que contenian 2 ml de bu-
fferborato salino 0.5 M a 4 °C durante toda la noche.

. Se elimina el papel filtro.

. Se procede a centrifugar a 3800 rpm por espacio de 15 mi-

nutos a temperatura ambiente, para obtener el eluido.
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4. Al eluido se le agrega 500pL de kaolin al 25 % con agitacién
ocasional por 30 minutos.

5. Centrifugar a 2000 rpm por espacio de 30 minutos a tem-
peratura ambiente.

6. Absorber el sobrenadante con glébulos rojos de ganso al
50% en solucion salina fisioldgica a 4 °C por 20 minutos con
agitacion ocasional.

7. Centrifugar a 1500 rpm por 15 minutos a 4 °C, para obte-
ner la muestra final para la determinacién de anticuerpos
totales.

V. Resultados o productos

El estudiante realizara la toma de muestra de sangre total en
papel filtro para pruebas de Elisa e IHA para el virus dengue,
adquiriendo destreza en el procesamiento de muestras obte-
nidas en papel filtro.

VI. Conclusiones
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Semana 14: Sesion 1
Determinacion de anticuerpos anti-HIV 1-2

SecciON: ..o Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.

DOCENEE: .. s

APellidosS Y NOMBIES: ......uieiieieeeeeeeee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el desarrollo de la prac-
tica, leer el PPT de la sesién que se ubica en la plataforma virtual.

I. Objetivo

Realizar la determinacion de anticuerpos contra el retrovirus
HIV 1-2I (virus de inmunodeficiencia humana 1y 2). Interpretar
y reportar los resultados obtenidos de la manera correcta.

Il. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

Guantes de latex.

Guardapolvo o mandilones.

Mascarilla, lentes protectores.

Jabén liquido.

Papel toalla.

Kit de Elisa para deteccién de anti-HIV 1y 2.
Punteras universales de color azul y amarillas.
Micropipetas: 10uL, 50-100pL, 1000pL.
Recipiente de mesa para desechos biolégicos.

Observacion

Cada estudiante debe estar con su equipo de proteccion per-
sonal (EPP) y contar con los materiales para el desarrollo de la
practica.
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lll. Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtenciéon y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdmenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando de
realizar las practicas necesarias para proteger al paciente, al
operador, al observador y al medio ambiente.

IV. Procedimiento

Ver inserto adjunto al reactivo a usar (kit de Elisa para anti-HIV
Ty 2).

V. Resultados o productos

El estudiante realizara la determinacién de anticuerpos contra
el retrovirus HIV 1-2I (virus de inmunodeficiencia humana 1y 2),
interpretara y reportara los resultados obtenidos.

VI. Conclusiones
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Semana 15: Sesion 1

Determinacion de anticuerpos antivirus herpes simplex
(VHS) 1Y 2 por el método de Elisa

SecciON: ..o Fecha: ...../...../2022 Duracion: 90 min.
DOCENTE: ...

ApPellidos Y NOMBIES: .....uvieiiiiieeieee e

Instrucciones

Maneje las muestras con cuidado, estando protegido con el EPP
que estipula el mencionado procedimiento, de la misma forma
cuidar de contaminantes las células. Para el desarrollo de la prac-
tica, leer el PPT de la sesidn que se ubica en la plataforma virtual.

I. Objetivo

Realizar la determinacion de anticuerpos contra VHS %2 (virus
herpes simplex) . Interpretar y reportar los resultados obteni-
dos de la manera correcta.

Il. Conceptos basicos

El sistema de pruebas Elisa herpes simplex virus-2 (HSV-2) IgG
de Zeus es un ensayo enzimatico inmunoabsorbente ligado a
enzimas (Elisa) disefiado para la determinacién cualitativa de
anticuerpos de tipo IgG contra el virus del herpes simple (VHS)
en suero humano.

lll. Equipos/materiales y reactivos a utilizar en la practica

Guantes de latex.
Guardapolvo o mandilones.
Mascarilla, lentes protectores.
Jabén liquido.

Papel toalla.

SIS AN
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Kit de Elisa para deteccion de anti- HSV.
Punteras universales de color azul y amarillas.
Micropipetas: 10uL, SO-100uL, 1000yL.
Recipiente de mesa para desechos biolégicos.

©®NO

Observacién. Cada estudiante debe estar con su equipo de
proteccién personal (EPP) y contar con los materiales para el
desarrollo de la practica.

Notas de seguridad

En el laboratorio, para la obtencién y/o procesamiento de
muestras, asimismo para exdamenes de fluidos corporales, se
debe tomar en cuenta el manual de bioseguridad, cuidando de
realizar las practicas necesarias para proteger al paciente, al
operador, al observador y al medio ambiente.

IV. Procedimiento

V.

Ver inserto adjunto al reactivo a usar. (Kit de Elisa para anti-HIV
1y 2).

Resultados o productos

El estudiante realizara la determinacion de anticuerpos contra
VHS 1-2I (virus herpes simplex 1y 2), interpretara y reportara
los resultados obtenidos.

VI. Conclusiones

o/
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