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Guia de prdctica N° 01: Bioseguridad en el laboratorio de

Microbiologia

Seccion

L e Docente: Mg. Freddy

Orihuela Villar Fecha : / /  Duracién: 90 minutos

Instruccidnes:

Los estudiantes usan lo EPP, antes de ingresar al saldn de clases
Aplican las normas de bioseguridad en todo momento de la prdctica.

Los estudiantes conforman grupos de 5 estudiantes y siguen las indicaciones de la guia de
ordactica

1. Propodsito /Objetivo:

Identificar las medidas de bioseguridad para evitar accidentes en el laboratorio de
Microbiologia.

Fundamento Tedrico

Explica el manejo y manipulacién de equipos, material de laboratorio teniendo en
cuenta el correcto uso de métodos de barrera y proteccién personal.

2. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1

2

3
3.2. Materiales

Ite Material Caracteristica Cantida
m d

1 Guardapolvo

2 Mascarilla

3 Guantes

4 Gorra

5 Lentes

3 Botas descartables

7
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3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d
1

2

3. Indicaciones/instrucciones:

Tomar Las precauciones estdndar con el objetivo de disminuir el riesgo de
transmision de microorganismos de fuentes conocidas o desconocidas, entre pacientes y
personal de salud.

El conjunto de medidas que deben aplicarse frente a la atencién de todos los pacientes.
En el laboratorio de microbiologia se debe aplicar para la manipulacion de toda
muestra clinica, independiente de su clasificacion de riesgo.

Las precauciones estandar incluyen:

* Lavado o higiene de manos

¢ Uso de equipo de proteccién personal cuando es necesario

4. Procedimientos:

Evite el contacto de la piel o membranas mucosas con sangre y otros liquidos de
precaucién universal.

Utilice siempre los elementos de proteccién personal durante la realizacidon de
disecciones, si se realizan: gorro, bata, tapa bocas, gafas de seguridad, botas, guantes,
mascarilla.

Use delantal impermeable cuando haya posibilidad de salpicaduras o contacto con
fluidos de precaucidén universal.

Los estudiantes, docentes y trabajadores del Laboratorio de Anatomia deberdn lavarse
las manos antes y después de cada procedimiento.

Evite accidentes con agujas y elementos punzocortantes.

Los estudiantes, docentes y trabajadores del Laboratorio de Microbiologia que presenten
lesiones exudativas o por quemadura, deben evitar contacto con el material de estudio.

Utilice guantes en todo procedimiento donde pueda existir riesgo de contacto con
sangre y liquidos de precaucion universal.

Desarrollar el hdbito de mantener las manos lejos de la boca, nariz, ojos y cara. Esto
puede prevenir la autoinoculacion.

Deberd vacunarse todo el personal que desarrolle su labor en ambientes que tengan
contacto, tanto directo como indirecto, con la sangre u otros fluidos biolégicos de otras
personas infectadas, o en los cudles se desconoce si estdn enfermas o portadoras de
algun microorganismo que puede ser prevenible por vacunacion.

5. Resultados

6. Conclusiones

ucontinental.edu.pe | 6
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7. Sugerencias y /o recomendaciones

Tener en cuenta siempre los
Principios de la Bioseguridad:

A) Universalidad: Las medidas deben involucrar a todas las muestras de tejidos y
reactivos con los que se frabaje en el Laboratorio. Todo el personal debe seguir las
medidas de precaucion estandarizadas con el fin de prevenir la exposicidon de la piel
y de las membranas mucosas, en todas las situaciones que puedan dar origen a
accidentes de trabajo, estando o no previsto el contacto con las muestras.

B) Uso de barreras: Comprende el concepto de evitar la exposicion directa a fluidos
orgdnicos que se consideren de riesgo contaminante, mediante la utilizacion de
materiales adecuados que se interpongan al contacto de los mismos. La utilizacién de
barreras (Ej.. Guantes) no evitan los accidentes por exposicion a estos fluidos, pero
disminuye las consecuencias de dicho accidente.

C) Medios de eliminacién de material contaminado: Comprende el conjunto de
dispositivos y procedimientos adecuados, a través de los cuales los materiales utilizados
son depositados en los recipientes adecuados y eliminados sin riesgo.

8. Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://repositorio.upch.edu.pe/bitstream/handle/upch/1408/Medidas_HuatucoJulca_Jim.
pdf2sequ ence=1&isAllowed=y
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Guia de prdctica N° 02: LIMPIEZA, DESINFECCION Y PREPARACION
DEL MATERIAL PARA SU ESTERILIZACION

Seccién L e Docente: Mg. Freddy

Orihuela Villar Fecha : / /  Duracién: 90 minutos

Instrucciones:
Deben mantener los mandiles abrochados, ya que nos van a ofrecer
proteccioén frente a salpicaduras y derrames de sustancias

En el laboratorio siempre es recomendable llevar recogidos los cabellos, ya que el
pelo largo puede engancharse en los montajes y equipos y también es mds facil
que se contamine con los productos

No se debe comer ni beber dentro del laboratorio, tampoco es aconsejable
mascar chicle mientras se realicen las practicas, ya que los alimentos o bebidas
pueden contaminarse con productos quimicos.

Estd prohibido fumar dentro de los laboratorios, ya que son zonas donde hay
bastantes productos quimicos inflamables

No llevar pulseras, colgantes o mangas anchas que puedan engancharse en los
montajes.

Es aconsejable lavarse las manos siempre que se tenga contacto con algin
producto quimico y antes de salir del laboratorio.

1. Propodsito /Objetivo:

Realizar limpieza y desinfeccion del material de laboratorio y adquirir habilidad en el
manejo del mismo y
Clasificar los materiales de acuerdo a su naturaleza

2. Fundamento Teérico:

Es necesario que antes de comenzar cualquier trabajo experimental, el alumno conozca
la diferencia entre un material limpio y un material estéril. Para el uso dentro del
laboratorio de Microbiologia Cada uno de los materiales tiene una funcién y su uso debe
ser acorde con la tarea a realizar. La utilizacion inadecuada de este material da lugar a
errores en las experiencias realizadas y aumenta el riesgo en el laboratorio.

3. Equipos, Materiales y Reactivos:

3.1. Equipos
ite Equipo Caracteristica gantidu
:n Mechero bunsen
2 Horno
3 Avutoclave
4 Luz rayo uliravioleta
5 Estufa

ucontinental.edu.pe | 8
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3.2. Materiales

ite Material Caracteristica Sanﬁda
:n Tripode vy rejilla

2 Porta tubos 13x15
3 Pinza

4 Mortero

5 Varilla de vidrio

[ Pizeta

7 Termdémetro

[] Vaso de precipitacion 250 ml
9 Matraz Erlenmeyer

10 Embudo de vidrio

11 Tubo de ensayo

12 Placa Petri

3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d

1 Hipoclorito de sodio

2 Dicromato de potasio

3 Fenol 5 %

4 Alcohol de 70 grados

4. Indicaciones/instrucciones:

HORNO (ver figura)

En cualquier proceso de esterilizaciéon por el calor es absolutamente esencial que el objeto
sea calentado por todas partes por igual y que la temperatura de su “centro” sea
sostenida a un grado bastante elevado para matar y destruir las bacterias tanto la forma
vegetativa como esporulada. El horno es un aparato de forma rectangular que posee
paredes doble3s revestidas de amianto o fibras de vidrio para mantener el calor generado.
En el interior y en la parte exterior tiene orificios para la ventilacién y un dispositivo donde se
encuentra fijo el termdmetro graduado hasta 200°C. Se utiliza para la esterilizacion de
material de vidrio como: placas Petri: tubos, pipetas e instrumentos metdlicos.

Funcionamiento

1. El material que se esteriliza en el horno debe estar completamente seco.
Se coloca en canastillas o recipientes y se deja durante 1 hora a 170 - 180°C
3. Transcurrido dicho tiempo, se deja enfriar el horno por si solo, ya que la apertura
del aparato caliente produce rotura o dano del material por el cambio brusco de
temperatura.
AUTOCLAVE (ver esquema)

A

La autoclave provee un medio eficaz y practico de esterilizacion, por cuanto destruye
tanto las formas vegetativas como esporuladas, en un tiempo comprendido enfre 15 a 30
minutos. Como se sabe el agua hierve a 100°C segun la presidon atmosférica, pero si se
aumenta esta, la temperatura serd mds alta, lo que se logra con la autoclave.

Componentes de la autoclave

1. Caldera: Consiste en un cilindro amplio y profundo de paredes muy gruesas.
Canasta: Es un cilindro de paredes delgadas donde se coloca el material a esterilizar

ucontinental.edu.pe | 9
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2. Soporte de la canasta: Se encuentra en el fondo de la autoclave y sostiene la canasta
por encima del nivel del agua.
Drenaje: Llave de paso colocada en la base de la caldera, por donde sale el exceso de agua.
4. Tapa: Esta cubre y cierra hemdticamente la caldera, se ajusta mediante una arandela de
jebe.
5. Sujetadores de la tapa: Se encuentran fijos a la caldera y conjuntamente con la
arandela de jebe cierran herméticamente la tapa e impiden el escape del vapor.

w

6. Vdlvula de salida del aire: Se encuentra en la parte superior de la tapa, se emplea para
dejar que salga el aire cuando empieza el agua a calentarse.

7. Vdlvula de seguridad: Esta vdlvula deja escapar el vapor cuando la presion se eleva
demasiado, evitando que ocurra una explosién.

8. Mandmetro: Se ubica en la parte superior de la tapa, indica las libras de presidén de vapor de
agua.

9. Termdmetro: Indica la temperatura en grados centigrados, se encuentra en la parte
superior de la tapa.

Funcionamiento

1. Llenar con agua el fondo del autoclave hasta el soporte de la canasta. Estar seguro que
el agua no sobrepase ese nivel, si hay exceso eliminar a fravés del drenaje.

2. Introducir el material a esterilizar el autoclave, colocdndolo sobre la canasta.

3. Cerrarla tapa del autoclave, atornillar los sujetadores a niveles iguales, con firmeza pero
sin apretar demasiado.

4. Abrirla valvula de salida del aire.

5. Encender el mechero de gas o conectar la llave de corriente, para calentar el autoclave.
6. Vigilar la vélvula de salida del aire hasta que aparezca un chorro de vapor. Dejar salir por
3 — 4 minutos hasta que este sea uniforme y continuo. Esto indicara que todo el aire ha

sido reemplazado por vapor.
7. Cerrarla valvula de salida del aire, ajustar los sujetadores de la tapa y reducir la
temperatura ligeramente.
8. Observar el manémetro (libras de presion) y el termdmetro hasta ajustar a la temperatura
deseada regulando el calor.
9. Una vez alcanzada la temperatura y presidén necesaria, empezar a medir el tiempo.
10. Apagar la fuente de calor cumplido el fiempo.
1. Cuando la temperatura descienda a menos de 100°C abrir la salida del aire para
igualar las presiones dentro y fuera del autoclave.
12. Cuando cese el silbido, aflojar los sujetadores de la tapa. Abrir la tapa y a
continuacién retirar el material estéril cuidadosamente.
13. Sise han formado gotas de agua sobre o dentro del material esterilizado, secarlos en
una estufa a 37°C.

ucontinental.edu.pe | 10
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LUZ O RAYO ULTRAVIOLETA

La luz ultravioleta es un agente bactericida, siendo su longitud de onda mds efectiva entre
2500 y 3200 a. Las radiaciones determinan cambios fotoquimicos al ser absorbidos por las
proteinas y los dcidos nucleicos, interfiiendo en la replicacion del DNA de los
microorganismos.

La luz ultravioleta tiene escasa capacidad de penetracién por lo que se aplica sobre
superficies. Su accidén sobre los microorganismos depende de la longitud de onda, de la
intensidad y de la duracién de su aplicacion.

Dosis de radiacion = Energia UV Tiempo UV Sec

X cm

Area irradiada

Su aplicacién estd limitada para la inactivacién de microrganismos en la preparacién de
vacunas en la esterilizacion de ambientes (quirdfanos, salas de hospitales) y en aire
suministrado a los laboratorios. Se emplean comiUnmente Idmparas de arco de vapor
mercurial que emiten luz de una longitud de onda de 2537 A.

ucontinental.edu.pe | 11
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5. Resultados

6. Conclusiones

7. Sugerencias y /o recomendaciones

Se sugiere a los estudiantes leer la guia practica antes de comenzar a utilizar los materiales
para su reconocimiento y su buen uso

8. Referencias bibliogrdaficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://www.ing.unp.edu.ar/asignaturas/quimica/practicos_de_laboratorio_pdf/lab1.pdf
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Guia de practica N° 03: PREPARACION DE COLORANTES Y
REACTIVOS

Seccién L e Docente: Mg. Freddy
Orihuela villar Fecha : / /  Duracién: 90 minutos

Instrucciones:

El primer paso en cualquier estudio bacterioldgico consiste en la preparacion de
colorantes y reactivos para lograr la observaciéon microscodpica de los microorganismos
dentro de una muestra clinica. Una observacion directa, sin coloracién, nos dard escasa
informacidn sobre los microorganismos. Para obtener mayor informacién debemos
colorear el material que vamos a estudiar y lo haremos con una o varias técnicas que
nos den las caracteristicas deseadas.

1. Propdsito /Objetivo:

Preparar los colorantes y reactivos siguiendo las técnicas segun los protocolos establecidos
Clasificar los colorantes y reactivos de acuerdo a su naturaleza

2. Fundamento Teérico:

En la preparacion de colorantes se debe verificar si estos se disuelven en soluciones
acuosas o alcohdlicas, o si el pH del agua alterard el resultado de la coloracién, también es
necesario conocer si el recipiente en el cual se conserve debe ser oscuro.

Ademds se requiere tener informacién sobre el tiempo de preparacion antes de
sU UsO, ya que ciertos colorantes no pueden usarse inmediatamente después de su
preparacion.

Todos los reactivos para tincidon deberdn conservarse en frascos de cristal
perfectamente tapados y protegidos de la luz solar directa.

No deberdn colocarse cerca de dcidos concentrados o amoniaco. El agua
destilada para los reactivos deberd ser de reciente preparaciéon y tener reaccién neutra.

3. Equipos, Materiales y Reactivos:

3.1. Equipos

Ite Equipo Caracteristica dCantida
:n Microscopio

2 Mechero de bunsen

3 Agitador magnético

4 Balanza analitica




3.2. Materiales

ltem

Material Caracteristica Cantidad

1

Laminas porta
objeto

Varilla de coloracion

Hisopos

Asa de cool

Probetaq, fiola,
matraz

Vasode
precipitacion

N o O A WDN

espatula

3.3. Reactivos

Ite

Reactivo Caracteristica gantidu

Cristal violeta

Cristales de yodo

Yoduro de potasio

Alcohol de 96

Acetona qp

Safranina

Oxalato de NH4

Azul de metileno

Q@NOU’I-BOON—'B

Fucsina

—_
[=]

Acido clorhidrico qp

-
-

Cristal de fenol

—
N

Agua destilada

4. Indicaciones/instrucciones:

Es una técnica muy sencilla que se basa en el uso de un colorante (tincién) y que tiene
una gran utilidad en medicina y que permite observar las bacterias mejor que bajo el
microscopio.

La gran aportacion prdctica de la tinciéon de Gram es que permite determinar el tipo de
antibidtico, asi como su eficacia

5. Procedimientos:

COLORACION GRAM

Cristal violeta o violeta de genciana: Cristal

violetd.....coovveeiiininnnns 29

Alcohol etilico 96 °................ 20 ml
Oxalato de NH4..................... 0.8 ¢gr
Agua destfilada.................. 100 ml

Mezclar y disolver

Alcohol - acetona:
Acetonagp ..oooeveeiiiiiii, 50 ml
Alcohol etilico de 9é°.................. 50 m

Medir y mesclar



Lugol:

Yodo de cristales..........ccceevnnnne. 1 g Yoduro
de pofasio.....ceviiiiiniinnn, 2 g Agua
desfilada....cccvevviiinninnnnn. 100 ml

Mezclar esta solucion en un frasco de vidrio oscuro con el resto del agua destilada.

Safranina:

Safraninad O, 259
Alcoholde 96°.......ccccvviiiiinenn . 20 mi
Agua destilada.....ccoovviiiiiiiiinnn.. 100 mli

Mezclar y disolver

COLORACION ZIEHL- NEELSEN

Carbolfucsina:

Cristales de fenol......................... 2.5ml
Alcohol de 96° .....ccocovviviniiinnnnn. 5ml
Fucsina bdsica ......c.ceevvviviiniinninnn. 0.5gr
Agua destilada ....oovvviiiiiiiiinn. 100 m

Decolorante: (Alcohol dcido 3 %)

Medir y mesclar

Azul de metileno:

Azul de metileno .......coeeevviiiinnnl. 0.5¢r
Acido acético glacial........ccceunn..... 0.5ml
Agua destilada ....oovivviiiiiiinin, 100 ml

Medir y mesclar
6. Resultados

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Los colorantes y reactivos son fundamentales su uso en de microbiologia desde finales del
siglo XIX. y tiene una gran utilidad en medicina para lograr el objetivo se sugiere a los
estudiantes realizar siguiendo los pasos y colorantes correctamente.

9. Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://www.medicapanamericana.com/Libros/Libro/3803/Koneman-Diagnostico-
microbiologico.html
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GUIA DE PRACTICA N° 04: MANEJO DEL MICROSCOPIO

Seccién L e Docente: Mg. Freddy
Orihuela Villar Fecha : / /  Duracién: 90 minutos

Instrucciones:

Es importante conocer la estructura del microscopio para su correcto uso
Colocarse el equipo de proteccién personal y utilizar el material de bioseguridad.
Utilizar la guia préctica para seguir para el manejo correcto

1. Propdsito /Objetivo:
Conocer el funcionamiento, componentes, cuidados y limpieza del microscopio dptico y el
microscopio

2. Fundamento Teérico:

El instrumento bdsico para el estudio de células y tejidos es el MICROSCOPIO DE LUZ, su poder
resolutivo es la capacidad de hacer que aquellos objetos que estdn muy juntos aparezcan
separados; para que nos demos una idea el poder resolutivo del ojo humano es de
aproximadamente 0.1 mm, de modo que si dos lineas estdn separadas entre si por menos de
0.1 mm, dichas lineas aparecerdn como una sola linea, no importa cudnto se acerque el
observador a ellas; para tener un ejemplo, la mayoria de las células tienen un didmetro inferior
a 0.1 mm es decir sin ayuda de lentes la vemos como una sola estructura.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1 Microscopio

3.2. Materiales

Ite Material Caracteristica dCantida
T‘ Laminas porta objeto

2 Varillas de coloracion

3 Hisopos

4 Asa de col

5 Papel lente

3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d

1 Fucsina fenicada

2 Alcohol acido

3 Azul de metileno

4. Indicaciones/instrucciones:

El microscopio debe ser transportado utilizando LAS DOS MANOS A LA

VEZ, con la mano izquierda se sujeta por el brazo y con la mano derecha se sujeta por la
parte inferior.

Antes de trasladarlo asegurese de que todas las piezas que lo componen estdn
aseguradas a él; asegurese sobre todo objetivos, platina, espejo, Itmpara y cable de luz
enrollado.
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Sitio de utilizacion. La superficie de uso debe ser firme, plana, estar LIMPIA, sin ningun objeto
El contacto tomacorriente debe estar a una distancia para que el cable no quede ni muy
tenso ni muy holgado, el cable debe estar ubicado de tal manera que durante su uso no
estorbe ni puedan atorarse los usuarios.

5. Procedimientos:

Uso del microscopio. )

Durante su uso, POR NINGUN MOTIVO debe ser movido de su lugar, como el uso del microscopio
es comun, los usuarios son los que deben moverse para hacer las observaciones. La intensidad
de la luz debe ser regulada de tal manera que NO SOBREPASE la mitad de graduacion méxima,
lo ideal es un tercio, esto con varias finalidades: no calentar demasiado los microscopios, no
danar los reguladores, no sobre calentar los focos y con ello fundirlos y sobre todo no perjudicar
la retina del usuario. Por ningin motivo deben ponerse al microscopio material de cristaleria que
este hUmedo o que contenga alguna substancia (colorante, solvente, reactivo, agua);
Unicamente debe hacer contacto con el microscopio material de cristaleria: portaobjetos, cajas
peftri, vidrios de reloj, portaobjetos escavados. NO poner material directamente sobre la platina
o la placa de observacion.

LIMPIEZA OPTICA.

Para evitar la contaminacién de las superficies dpticas.

Mantener el microscopio cubierto con su funda cuando no estd en uso.

No toque los lentes con ningun objeto, sobre todo ponga atencién en pdrpados, pestanas,
dedos, aceite de inmersién. Los ojos del usuario no deben contener ninguna pintura, polvo, etc.
No frote los lentes con objetos que pudieran tener abrasivos o particulas que pudieran danarlos
(batas, panuelos, papel absorbente, camisas, etc

No ponga en el microscopio portaobjetos que contengan en la superficie inferior: agua, aceite,
resina, jalea, o cualquier medio de montaje, efc.

Se pueden remover particulas sueltas por medio de soplar con una perilla de aire.

Otros contaminantes se quitan con disolventes como alcohol isopropilico; antes de usar un
disolvente, cerciérese de que lo que va hacer no es perjudicial al microscopio; estos se aplican
con frotaciéon con papel de lentes, papel seda o con algoddn limpio. Estos materiales no se
vuelven a usar, porque podrian acarrear abrasivos, huellas digitales u otras peliculas delgadas
de grasa pueden quitarse con disolventes segin el paso (en caso de que estén los lentes sucios,
el técnico responsable del laboratorio es quien deberd realizar esta operacion).
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6. Resultados

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar todas las medias de bioseguridad

9. Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces recomendados
https://www.uv.mx/personal/tcarmona/files/2016/08/practica-1.pdf


http://www.uv.mx/personal/tcarmona/files/2016/08/practica-1.pdf

GUIA DE PRACTICA N° 05: COLORACION DIFERENCIALES
(Gram y Zielh Neelsen)

Seccién L e Docente: Mg. Freddy

Orihuela Villar Fecha : / /  Duracién: 90 minutos

Instrucciones:

El primer paso en cualquier estudio bacteriolégico consiste en la observacién
microscépica de la muestra. Una observacion directa, sin coloracién, nos dard escasa
informacidn sobre los microorganismos. Para obtener mayor informacién debemos
colorear el material que vamos a estudiar y lo haremos con una o varias técnicas que nos
den las caracteristicas deseadas.

La coloracién Gram Es un tipo de tincion diferencial que nos permite diferenciar las
bacterias segun sus caracteristicas morfoldgicas. por lo tanto, es de vital importancia
seguir los pasos correctamente ya establecidos con los diferentes reactivos, para lograr
una buena coloracién

1. Propésito /Objetivo:

Identificar a las bacterias Gram positivas y Gram negativas
Reconocer las formas de las bacterias como son los Cocos, bacilos, espirilos
2. Fundamento Tedrico:

Cristal Violeta: Tine a los Gram positivos, debido a la capa gruesa de peptidoglucanos.
Lugol: Mordiente, retiene al cristal violeta. Alcohol acetona: Decolora a los Gram
negativos por la poca cantidad de peptidoglucanos. Safranina: Tine a los Gram
negativos.

3. Equipos, Materiales y Reactivos:

3.1. Equipos

ite Equipo Caracteristica gantidu
m

1 Microscopio

2 Mechero de bunsen

3

3.2. Materiales
Ite Material Caracteristica Cantida
d

Laminas porta objeto

Varillas de coloracion

Hisopos

-th—'B

Asa de siembra




3.

6.

3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica dCcmtida
!In Cristal violeta

2 Alcohol acetona

3 Safranina

4 Aceite de inmersion

5 Alcohol de isopropilico

6 Lugol

Indicaciones/instrucciones:

Es una técnica muy sencilla que se basa en el uso de un colorante (tincién) y que tiene
una gran utilidad en medicina y que permite observar las bacterias mejor que bajo el
microscopio.

La gran aportaciéon practica de la tincién de Gram es que permite determinar el tipo de
antibiético, asi como su eficacia

Procedimientos:

Hacer frotis y fijarlo Agregar:

Cristal violeta x 2 minutos. Y enjuagar con agua corriente. Lugol x 1 minutos. Y enjuagar con
agua corriente.

Alcohol acetona x 15 - 30 segundos. Y enjuagar con agua corriente. Safranina x 1 minutos. Y
enjuagar con agua corriente.

Dejar secar a temperatura ambiente

Leer con aceite de inmersion con el objetivo de 100 X

Resultados

Conclusiones

Sugerencias y /o recomendaciones

La tincién de Gram se utiliza en microbiologia desde finales del siglo XIX. Es una técnica
muy sencilla que se basa en el uso de un colorante (tincidn) y que tiene una gran
utilidad en medicina para lograr el objetivo se sugiere a los estudiantes realizar siguiendo
los pasos y colorantes correctamente.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

https://biolprocariotas.files.wordpress.com/2010/03/microbiologia-general.pdf



https://biolprocariotas.files.wordpress.com/2010/03/microbiologia-general.pdf

COLORACION ZIEHL-NEELSEN

Instrucciones:

Es importante efectuar el extendido fino sobre un portaobjeto Iimpio vy
perfectamente desengrasado

Encender el mechero, para crear un ambiente aséptico.

Colocarse guantes y material de bioseguridad.

es importante seguir y cumplir con los tiempos establecidos en cada etapa de los
colorantes para lograr una buena coloraciéon.

Utilizar la guia préctica para seguir los pasos correctamente

1. Propdsito /Objetivo:
Identificar los bacilos alcohol acido resistentes

2. Fundamento Teérico:

Fucsina: InteractUa con los dcidos grasos de la pared celular, su tincidn mejora con el calor por su
aspecto ceroso. Alcohol acido: Elimina la fucsina en aquellos que su membrana no es
afin al colorante. Azul de Metileno: Las estructuras decoloradas absorben el colorante.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1 Microscopio

2 Mechero de bunsen

3 Mechero de alcohol

3.2. Materiales

Ite Material Caracteristica Cantida
m d

1 Laminas porta objeto

2 Varilla de coloracion

3 Hisopos

4 Asa de col

3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d

Fucsina fenicada

1
2 Alcohol acido
3 Azul de metileno

4. Indicaciones/instrucciones:

El diagndstico definitivo de las enfermedades infecciosas causadas por micobacterias
se basa en la demostracion de su agente etioldgico. Esto se consigue, entre Las técnicas
de coloracion y el buen estado de los colorantes para lograr tefir al micobactenas, esta
técnica es conocida desde hace mds de un siglo y han sido ampliamente difundidas.
Por lo tanto, las indicaciones serian que los estudiantes sigan correctamente la técnica y
el uso de los colorantes




5. Procedimientos:
Muestra: esputo

Hacer frotis de esputo de 2cm x 1 cm. Y fijarlo. agregar
Fucsina x 4 minutos. y flamear la muestra hasta obtener 3 vapores; enjuagar. luego

Decolorante x 4 minutos; enjuagar. luego
Azul de metileno x 4 minutos; enjuagar

6. Resultados

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar todas las medias de bioseguridad

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

file:///D:/Descargas%20de%20Google/1964-
Texto%20del%20manuscrito%20completo%20(cuadros%20y%20figuras%20insertos)-7352-1-

10-20130819.pdf



Guia de prdctica N° 6: PREPARACION MEDIOS DE CULTIVO

Seccién e Docente: Mg.T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... /oo [oviiiiiiinn, Duracion: 90 minutos

Instrucciones:

Evitar ingerir microorganismos por accidente, al llevarse los dedos o el Idpiz a la boca.
No frotarse los ojos o la nariz con las manos contaminadas.
Las heridas en las manos deben vigilarse, ya que pueden ser una puerta de
enfrada a la infeccién. En caso de tenerlas, deben cubrirse adecuadamente con
guantes quirdrgicos
La preparacion de los medios de cultivos como el agar sangre son muy sensibles a la
contaminacién ambiental, Por lo tanto, tenemos que seguir las instrucciones de cada medio
de cultivo para lograr un buen preparado de los medios.

1. Propodsito /Objetivo:

Identificar e Aislar de bacterias Gram positivas, negativas y hongos bacterias patégenas en los seres
humanos.

2. Fundamento Teérico

El agar sangre es un medio de cultivo sélido enriquecido, diferencial pero no selectivo. Es utilizado para la
recuperacién y crecimiento de una gran variedad de microorganismos provenientes de
muestras clinicas o para subcultivos.

3. Equipos, Materiales y

Reactivos 3.1Equipos

3.2. Materiales
ite Material Caracteristica Cantida
d

Placas Petri

Laminas porta objetos

Laminas cubre objeto
Matraz 250 ml
Espatula

Papel Graff

Hilo pabilo
Mechero de bunsen

WNOMAQN—'B




3.2. Reactivos

Item Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Agar tripticasa soya
2 Agua destilada

4. Indicaciones/instrucciones:

5. Procedimientos:

Preparar 100 ml del agar fripticasa soya y esterilizar a la autoclave.

Colocarlo en Bano Maria y mantenerlo a una temperatura de 45°C.

Retirar del Bano Maria y adicionar a 5 ml de sangre citratada o desfibrinada,
frabajando siempre junto a la llama del mechero.

Mezclar con movimientos rotatorios suaves, para obtener un buen homogenizado.
Repartir la mezcla en placas Petri estériles, aproximadamente 20 a 25 ml en cada una.
Dejar solidificar y realizar el control de esterilizar, durante 24 — 48 horas a 37 °C
Conservar refrigerado a 4°C hasta su empleo.

wn

No o~

El color normal del medio preparado debe ser rojo cereza.

METODOS DE SIEMBRA MICROBIANA

indrula
inicial segunclo grupo
de estrias

TENCET Erupo

cuarle gripoe

de estrias tle cstrias

6. Resultados

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar las medidas de bioseguridad

9. Referencias bibliogrdficas consultadas y/o enlaces
recomendados Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr.,
Sommers H.M. 2000. Diagnéstico. Microbioldgico. éth edition.
Ed. Panamericana, B. Aires



GUIA DE PRACTICA N° 7: PREPARACION DE MEDIOS SELECTIVOS Y

DIFERENCIALES
Seccién L e e Docente: Mg. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... [oon... [, Duracion: 90 minutos

Instrucciones:

En estas practicas vamos a utilizar especialmente el calor como método de
esterilizacién

La presencia de microorganismos en todos los medios ambientales hace
imprescindible que para estudiar una bacteria determinada sea necesario destruir
todas aquellas que pudieran encontrarse contaminando los medios o los instrumentos
de trabajo. Esto se consigue mediante la ESTERILIZACION, usando el mechero de bunsen

Los medios con contenido acuoso han de ser esterilizados en el AUTOCLAVE
mediante calor hUmedo, a 121 (2 atm) o 111 °C (1.5 atm) difunde muy rdpidamente,
haciendo que los elementos termosensibles de las células se desnaturalicen,
especialmente sus enzimas.

estudiante debe tener en consideracién de seguir las indicaciones
correctamente ya que la siembra es el procedimiento por el cual un microorganismo
en contacto con un medio de cultivo puede desarrollar y multiplicarse, dando lugar

Al farmaciAn de calaninc AicdladAc

1. Propdsito /Objetivo:
Aislamiento e identificacion de bacterias Gram positivas, negativas bacterias patdégenas en
los seres humanos

2. Fundamento Teérico

El agar MacConkey es un medio de cultivo sélido que permite el aislamiento exclusivo de
bacilos Gram negativos.

El agar sal y manitol o manitol salado es un medio de cultivo sélido, selectivo y
diferencial. Fue creado por Chapman para el aislamiento de cocos
Gram positivos patdgenos, especialmente Staphylococcus aureus.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d
1 Balanza eléctrica

2 Autoclave



https://www.lifeder.com/staphylococcus-aureus/

3.2. Materiales
Item Material Caracteristica Cantidad
Placa Petri

Laminas porta objeto
Laminas cubre objeto
Matraz 250 ml
Espatula

Papel Graff

Hilo pabilo
Mechero de bunsen

Nl o O A W N =
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3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantidad
m

1 Agar mac konkey
2 Agar manitol salado
3 Agua destilada

4. Indicaciones/instrucciones:
5. Procedimientos:

Preparar 100 ml del mac konker y manitol salado esterilizar a la autoclave.
Mezclar con movimientos rotatorios suaves, para obtener un buen
homogenizado. Repartir la mezcla en placas Petri estériles, aproximadamente
20 a 25 ml en cada una. Dejar solidificar y redlizar el control de esterilizar,
durante 24 - 48 horas a 37 °C Conservar refrigerado a 4°C hasta su empleo.

METODOS DE SIEMBRA MICROBIANA

indrula
inicial segunclo grupo
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6. Resultados



7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar las medidas de bioseguridad

9. Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000.

Diagndstico. Microbioldgico. éth edition. Ed. Panamericana, B. Aires



GUIA DE PRACTICA N° 8: ESTUDIO DEL DESARROLLO BACTERIANO
EN MEDIOS LIQUIDOS, SEMISOLIDO Y SOLIDO

Seccién L e Docente: Mg. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... [o..... [, Duracion: 90 minutos

Instrucciones:

En estas prdcticas vamos a utilizar especialmente el calor como método de esterilizaciéon

La presencia de microorganismos en todos los medios ambientales hace imprescindible
que para estudiar una bacteria determinada sea necesario destruir todas aquellas que
pudieran enconfrarse contaminando los medios o los instrumentos de frabajo. Esto se
consigue mediante la ESTERILIZACION, usando el mechero de bunsen

Los medios con contenido acuoso han de ser esterilizados en el AUTOCLAVE
mediante calor hUmedo, a 121 (2 atm) o 111 °C (1.5 atm) difunde muy rdpidamente,
haciendo que los elementos termosensibles de las células se desnaturalicen,
especialmente sus enzimas.

estudiante debe tener en consideracién de seguir las indicaciones correctamente
ya que la siembra es el procedimiento por el cual un microorganismo en contacto con un
medio de cultivo puede desarrollar y multiplicarse, dando lugar a la formacién de colonias
aisladas,

1. Propésito /Objetivo:
Identificar el crecimiento y desarrollo bacteriano en medios liquidos, sdlidos y semisdlidos

2. Fundamento Teérico

El caldo Tripticasa soja es un medio de cultivo liquido que permite reconocer el

desarrollo bacteriano por enturbiamiento del medio.

El medio de cultivo MIO es semisdlido nos permite observar el crecimiento bacteriano, sila
bacteria es inmévil el desarrollo se presenta limitado a lo largo de la siembra por puntura, si es
movil crece en todo el tubo

Cultivo sélido EMB, nos permite observar las caracteristicas morfoldgicas de las colonias

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

ltem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Balanza eléctrica

2 Autoclave

3 Mechero de bunsen

3.2. Materiales
ltem Material Caracteristica Cantidad
1 Placa Petri

Laminas porta
objeto
Laminas cubre
objeto
Matraz 250 ml

Espatula
Papel Graff
Hilo pabilo

Nl o] o B W N




3.2. Reactivos

ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d

1 Agar EMB

2 Caldo tripticasa soja

3 Agar MIO

4 Agua destilada

4. Indicaciones/instr
ucciones:
Procedimientos:

Caldo soya fripticasa

Para preparar el caldo soya ftripticasa se deben pesar 30 gr del medio comercial
deshidratado en una balanza digital. Luego se disuelve en un litro de agua destilada
contenida en una fiola.

La mezcla se deja en reposo por 5 minutos y posteriormente se lleva a una fuente de calor
para ayudar a la disolucién del medio. Se debe agitar frecuentemente mientras hierve por 1

minuto.

Una vez disuelto se distribuye en tubos del tamaino adecuado segin se necesite. Se pueden
usar tubos con tapdn de algoddn o con tapas de baquelita. Posteriormente, se esterilizan los
tubos con el medio en la autoclave a 121 ° C por 15 minutos.

El pH del medio debe quedaren 7,3+ 0,2

Se debe tener en cuenta que el color del medio de cultivo deshidratado es beige claro y
debe almacenarse entre 10 a 35°C, en lugar seco. Mientras que el caldo preparado es de
color dmbar claro y debe guardarse en nevera (2 a 8°C).

Agar EMB

El medio original deshidratado es de color beige claro.

Para preparar este medio de cultivo se deben pesar 36 gramos del medio deshidratado vy
suspenderlo en una fiola que contenga un litro de agua destilada.

Después de dejar la mezcla 5 minutos en reposo, llevar la fiola a una fuente de calor,
mezclando de forma vigorosa y constante hasta que hierva y se logre disolver totalmente.
Posteriormente, se debe esterilizar el medio de cultivo ya disuelto utilizando la autoclave a
121 ° C durante 15 minutos.

Terminado el tiempo, se saca del autoclave y se deja reposar brevemente. Luego se sirve aun
caliente (45 - 50°C) entre 15 a 20 ml de agar en cada placa de Petri estéril. El medio debe ser
azul fornasol.

Después de servidas las placas se dejan ligeramente destapadas hasta que el agar enfrie
un poco. Luego se tapan y se deja que solidifiquen completamente. Posteriormente se
ordenan en porta plaqueros en forma invertida y se guardan en nevera (8°C) hasta su uso.
Este procedimiento se realiza preferiblemente en una campana de flujo laminar o frente al
mechero de Bunsen para evitar que se contaminen.

Es importante tener presente que cada casa comercial indicard la cantidad a pesar para
preparar el medio de cultivo.

El pH final del medio debe ser de

7.2+0.2 Agar MIO

Suspender 31 gramos del medio en un lifro de agua destilada. Mezclar bien y disolver
calentando con agitacién frecuente. Hervir durante un minuto hasta disolver por completo.
Distribuir en tubos de tapdn de rosca vy esterilizar en autoclave a 121 ° C durante 15 minutos



5. Resultados

6. Conclusiones

7. Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar las medidas de bioseguridad

8. Referencias bibliogréficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000.
Diagnéstico. Microbioldgico. éth edition. Ed. Panamericana, B. Aires
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GUIA DE PRACTICA N° 9: METODOS DE SIEMBRA
Seccién L e e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha :...... [oon... [eveiiainanns Duracion: 90 minutos

Instrucciones:

Estudiante tener cuidado en la utilizacién correcta de los métodos de siembra
Utilizar la guia prdctica para seguir los pasos del procedimiento correctamente
Utilizar con mucho cuidado el material del laboratorio

1. Propdsito/objetivo:

Conocer los diferentes métodos de siembra en microbiologia para el aislamiento, identificacion y
sensibilidad

2. Fundamento Teérico:

Sembrar: Es el acto de colocar el material bacterioldgico en el medio de cultivo para promover
su crecimiento y desarrollo, y subsiguiente multiplicacion. El resultado de una siembra se llama:
Cultivo Las siembras pueden ser:

Primarias: cuando el material es inoculado en los medios por primera vez.

Secundarias: cuando el material a inocular procede de una siembra primaria.

3. Equipos, Materiales y reactivos:

3.1. Equipos

Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1 Horno

2 Autoclave

3 Microscopio

4 Balanza de Sensibilidad

5 Mechero de bunsen

3.2. Materiales

ite Material Caracteristica Cantida
m d

1 Tubos de ensayo 12 X75

2 Placas Petri descartables

3 Tubos de ensayo 13 x 100

4 Asa aro, y punta 1/ 1000

5 Hisopos largos de algodén

[3 Fosforo




3.2. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d
1 Agar MIO
2 Agar SS
3 Medio de TS|, LIA,
Citrato de Simmons
4 Agar Muller Hinton
5 Caldo BHI

4, Indicaciones e instrucciones:
Cumplir con las medidas de bioseguridad como es:
Uso de material de barrera como son guantes guardapolvo, mascarilla, cofia, gorro.

Procedimiento experimental:

Siembra por dilucién: Se toma el tubo de ensayo con medio liquido BHI. Se toma el material a
diluir y se siembra en el tubo con el uso del asa cargada con el material bacteriolégico, se
agita, con movimientos moderados.

Medio de cultivo: Liquido BHI
Instrumento: Asa en aro
Finalidad: poner la bacteria en suspension.

Siembra por estrias en superficie: Se siembra el material en la superficie del agar tripticasa soya
inclinado en un tubo de ensayo, alli se extiende por toda la superficie con el asa en punta
bacterioldgica, previamente esterilizada y cargada con el material a sembrar, haciendo estrias
no muy amplias, pero tampoco muy estrechas. Se inicia por la parte mds profunda de la
superficie inclinada y se termina la estria en la parte mdas cerca de la boca del tubo.

Medio de cultivo: agar base

inclinado TSI Instrumento: asa o

aguja bacteriolégica.

Siembra por estria por agotamiento: Con éste procedimiento se puede conseguir una buena
separacion de las colonias y aislarlas faciimente. Para ello se funde el medio de cultivo SS, se
vuelca en caja de Petri y se deja solidificar. Con el asa previamente esterilizada se toma
material de un cultivo heterogéneo y se descarga sobre la superficie del medio formando
estrias. Esto puede redlizarse de varias formas:

Al comienzo se coloca el inoculo, luego se continUa con las estrias. Cuando se quiere obtener
colonias muy separadas se puede utilizar dos o tres placas de Petri, para lo cual se repite la
operacion sin tomar con el asa nuevo material. Se puede dividir la placa de Petri en cuatro
cuadrantes; una vez depositado el material en el primero, siguiendo el sentido de las agujas del
reloj, se hace una estria luego en el segundo, tercero y cuarto cuadrante sin cargar
nuevamente el asa; en el Ultimo cuadrante aparecerdn las colonias aisladas. El indculo se
extiende sobre una pequena zona de la placa, préoxima al borde, se esteriliza el asa y se traza
otra estria a partir del depédsito y asi sucesivamente.

Medio de cultivo: solido en placa de Petri
agar SS Instrumento. Asa en aro
Finalidad. Obtener colonias aisladas

Por picadura o puncién: Con una aguja se toma el material que se quiere sembrar y se lo
infroduce en el tubo, con medio semisdlido. Introducir la aguja hasta el fondo, formando un
canal de puncién, frayecto por el cual la retiraremos luego. Este método se utiliza para estudiar
la movilidad de las bacterias.

Medio de cultivo: Semisdlido MIO

Instrumento: aguja bacteriolégica

Finalidad: Estudiar la movilidad de las bacterias



1. Resultados:

2. Observaciones:

El uso del asa de colle de puntura y aro dependerd de la muestra y del medio de cultivo a usar

3. Conclusiones:

Anotar los hallazgos importantes y realizar el informe

4. Sugerencias y/o recomendaciones:

Utilizar las medidas de bioseguridad

5. Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., H.M. 2000.
Diagndstico. Microbioldgico. éth edition. Ed. Panamerican ,

Sommers B. Aires



GUIA DE PRACTICA N° 10: MORFOLOGIA DE LOS HONGOS

ESTRUCTURA
Seccién L e Docentes: Mg. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... [oene. [ooiiininnn, Duracion: 90 minutos

Instrucciones:

Estudiante utilizar las medidas de bioseguridad y seguir los pasos correctamente teniendo
en consideracioén los tiempos de los reactivos para lograr la observacion de las estructuras
morfoldgicas de los hongos.

Esterilizar el material a utilizar en el laboratorio

Lavarse las manos después de terminar las practicas

Utilizar papel filtro y alcohol isopropilico para limpiar los lentes del microscopio

1.

Propésito /Objetivo:

Reconoce La identificacion taxondmica (morfo taxondmica) de los hongos se basa
principalmente en el estudio cultural macroscdpico y microscodpico de las estructuras
vegetativas y/o reproduccioén, los cuales varian de forma, dimensién, color textura, posicion,
etc.; y presentan en muchos casos estructuras especificas de funcion definida.

Fundamento Tedrico
En la actualidad los datos morfoldégicos se complementan con los aportes bioquimicos
seroldgicos moleculares para permitir una mejor clasificacion de algunos hongos.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Item Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio

3.2. Materiales

ltem Material Caracteristica Cantidad
1 Laminas porta objeto

2 Laminillas

3 Asa de cool

4 Mechero bunsen

5 Fosforo

I3 Hisopos

3.3. Reactivos

ltem Reactivo Caracteristica Cantidad
1 Azul de lactofenol

2 KOH 10 %

3 Agua destilada




3.4. Muestras

ltem | Muestras Caracteristica Cantidad
1 Cultivo de Hongos

levaduriformes y

Filamentos

4. Indicaciones/instrucciones:

5. PROCEDIMIENTOS PARA EL DIAGNOSTICO MICOLOGICO
Se describen bdsicamente dos tipos de estudios, el examen directo y el cultivo.
Para asegurar una recuperacion de hongos a partir de muestras clinicas, éstas deben
de procesarse de inmediato mediante su inoculacion sobre medios de cultivo.

EXAMEN DIRECTO
Este procedimiento no sustituye al cultivo. Brinda informacién preliminar o presuntiva all
ser una técnica rdpida que puede ser Util al clinico y en algunos casos llegar a ser
diagndstica.
Es asi, que la presencia de hifas cenociticas en pacientes con cetoacidosis diabética
puede ser de gran valor para iniciar fratfamiento contra posible mucormicosis. Entre los
principales exdmenes directos tenemos:

Hidréxido de potasio (KOH) 20%
Disuelve rédpidamente las células permitiendo digerir material proteico, observando con
mayor nitidez los elementos fungicos, su efecto de clarificar puede incrementarse al
calentar a la llama ligeramente la preparacion. Adicionalmente, se puede emplear
colorantes para pigmentar la pared de los hongos y mejorar la visualizacion. La
observacién de hifas, permite sugerir la presencia de invasiéon micdtica.

Tinta china
Es un método de contraste. Permite visualizar la cdpsula de polisacdrido de
Cryptococcus neoformans, mediante la presencia de un halo claro y nitido alrededor de
la levadura.
Existen artefactos (hematies, burbujas de aire, leucocitos, gotas de grasa y particulas de
talco) que pueden interferir y confundir al analista. La sensibilidad de la técnica es de
50% en pacientes sin VIH y se puede incrementar hasta 88% en pacientes VIH con
meningitis criptococdsica.

Coloracioén Giemsa
Es de utilidad para el diagndstico de histoplasmosis, neumocistosis y otras micosis. Permite
visualizar blastoconidias infracelulares al polimorfonuclear, como la fase fisular del H.
capsulatum.

Coloracién Gram
Es Util para observar blastoconidias y pseudomicelios de las especies del género
Candida, Malassezia y Cryptococcus, las cuales son Gram positivas con variaciones en
la intensidad de la coloracion.

6. Resultados

7. Conclusiones



Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar las medidas de bioseguridad

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces
recomendados Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr.,
Sommers H.M. 2000. Diagnéstico. Microbiolégico. éth edition.
Ed. Panamericana, B. Aires



GUIA DE PRACTICA N° 11: PROCEDIMIENTOS PARA EL
DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Seccién e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... /oo [ooin.. Duracion: 90 minutos

1. Propodsito /Objetivo:

Prepara los medios de cultivo agar Sabouraud especifico para hongos patdégenas en los
seres humanos.

2. Fundamento Teérico

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Ite Equipo Caracteristica ganﬁda
:n Balanza eléctrica
2 autoclave
3.2. Materiales
ite Material Caracteristica Sanﬁda
;n Placas Petri
2 Laminas porta objeto
3 Laminas cubre objeto
4 Matraz 250 ml
5 Espatula
[3 Papel Graff
7 Hilo pabilo
9 Mechero bunsen

3.3. Reactivos

ite Reactivo Caracteristica ga ntida
m

1 Agar sabouraud
2 Agua destilada
3




7.

Indicaciones/instrucciones:
Procedimientos:

Preparar 100 ml del agar Sabouraud y esterilizar a la autoclave. Colocarlo en Bano Maria y
mantenerlo a una temperatura de 45°C. siempre junto a la llama del mechero.

Mezclar con movimientos rotatorios suaves, para obtener un buen homogenizado. Repartir la
mezcla en placas Petri estériles, aproximadamente 20 a 25 ml en cada una. Dejar solidificar y
realizar el control de esterilizar, durante 24 — 48 horas a 37 °C Conservar refrigerado a 4°C hasta
su empleo.

Resultados

Conclusiones

Sugerencias y /o recomendaciones
Utilizar las medidas de bioseguridad

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnédstico.

Microbioldgico. éth edition. Ed. Panamericana, B. Aires



Guia de prdctica N°12: IDENTIFICACION DE LAS PRINCIPALES

LEVADURAS
Seccién e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... /oo [ooin.. Duracion: 90 minutos

1. Propdsito /Objetivo:

Reconoce La identificacion taxondmica (morfo taxondmica) de las principalmente levaduras
en el estudio cultural macroscépico y microscédpico de las estructuras vegetativas y/o
reproduccidn, los cuales varian de forma, dimension, color textura, posicidn, etc.; y presentan
en muchos casos estructuras especificas de funcién definida.

2. Fundamento Teérico
En la actualidad los datos morfoldgicos se complementan con los aportes bioguimicos
serolégicos moleculares para permitir una mejor clasificacion de algunos hongos.

3. Equipos, Materiales y

Reactivos Equipos

Materiales

ite Material Caracteristica gantidu
:n Laminas porta objeto

2 Laminillas

3 Asa de cool

4 Mechero bunsen

5 Fosforo

[ Hisopos

Reactivos

Ir:‘e Reactivo Caracteristica gantidu

1 Azul de lactofenol
2 KOH 10 %
3 Agua destilada

Muestras
Ite Mvuestras Caracteristica Cantida
m
1 Cultivo de Hongos
levaduriformes y
Filamentos

4. Indicaciones/instrucciones:




PROCEDIMIENTOS PARA EL DIAGNOSTICO MICOLOGICO
Procedimiento
Suspender un inéculo de la cepa pura de Cdndida con 24 horas de desarrollo en 0,5 mL de
suero humano o de conejo. Incubar a 35 - 37 °C por 2h y 30 min.
Colocar 2 6 3 gotas de la suspension en una ldmina portaobjeto y cubrir con Idmina cubre
objeto y observar al microscopio con objetivo de 40X Interpretacién:
La prueba es positiva al visualizar una estructura alongada que se origina a partir de la
levadura. Redalizar esta prueba empleando cepas controles en paralelo a la cepa en estudio.
Control positivo: C. albicans. Control negativo: C. glabrata.
Identificacién de Rhodotorula rubra.
Morfologia de las colonias Se caracterizan por ser de color rojo — anaranjado o naranja, de
aspecto cremoso o rugoso, brillante y de superficie lisa.
Examen microscopico
Se observan levaduras redondas, ovoides de 2 — 6,5 micras de didmetro, en ocasiones forman
pseudomicelio rudimentario, al examen directo con tinta china se visualiza una fina capsula El
medio CHROM agar Candida
C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata. Procedimiento

La siembra se realiza a partir de cepas muestras bioldgicas y se incuban a temperaturas de 30
a 37

°C durante 48 horas.

5. Resultados

6. Conclusiones

7. Sugerencias y /o recomendaciones

Utilizar las medidas de bioseguridad
Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagnéstico.
Microbioldgico. éth edition. Ed. Panamericana, B. Aires



GUIA DE PRACTICA N° 13: RECOLECCION Y PRESERVACION DE
MUESTRA FECALES

Seccién e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... /oo [ooin.. Duracion: 90 minutos

1. Propdsito /Objetivo:

El objetivo principal es el de mantener la viabilidad de los pardsitos que se encuentran
en la muestra de heces y de procurar el buen manejo de la misma..

2. Fundamento Teérico

Para obtener resultados éptimos, la muestra de heces deberia llevarse al laboratorio lo
mds pronto posible después de recogerla. Si esto no es posible, esta se deberia guardar en
un lugar fresco o en formol al 10 % llevdndola luego al laboratorio para su procesamiento.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1 Refrigerador (opcional) 1
2

3.2. Materiales

[te Material Caracteristica Cantida
m d

1 Frascos de boca ancha 1

3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d

1 Formol 10 % 1

4. Indicaciones/instrucciones:

Mantener las normas bdsicas de bioseguridad.
Redacta tus respuestas con letra clara, sin
borrones.

5. Procedimientos:

Asegurarse de que la persona defeque en un recipiente aparte (bacinilla) cuidando que la
muestra no se mezcle con orina.

Tomar una parte de la muestra en un recipiente estéril de boca anchay
tapa rosca. Rotular el frasco colocando el nombre del paciente, edad y

fecha de recoleccion.

Introducir la(s) muestra(s) en una funda pldstica y cerrarla evitando que se derrame y se mezcle
con otras muestras.

Transportar las muestras rédpidamente, antes de que transcurran 2 horas de su emisidon. Luego de




ese tiempo la muestra no serd Util.

6. Resultados

La toma de muestra de sangre capilar estd dada en los casos de:

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

...mantener las medidas de bioseguridad

9. Referencias bibliogréficas consultadas y/o enlaces recomendados:

https://www.paho.org/disasters/index.php2option=com_docman&view=download&category
_slug= docs&alias=1279-procedimientos-para-la-identificacion-de-vibrio-cholerae-en-el-
laboratorio-de- microbiologia&ltemid=1179&lang=en


http://www.paho.org/disasters/index.php?option=com_docman&amp;view=download&amp;category_slug
http://www.paho.org/disasters/index.php?option=com_docman&amp;view=download&amp;category_slug

GUIA DE PRACTICA N° 14: METODOS DE DIAGNOSTICO DE

ENTEROPARASITOS
Seccién e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... /oo [ooin.. Duracion: 90 minutos

1. Propodsito /Objetivo:

Buscar en las muestras bioldgicas (heces) la presencia de quistes de los distintos pardsitos
para tener un conocimiento mds amplio sobre ellos.

2. Fundamento Teérico

Observaciéon macroscédpica de la muestra: Una vez recibida una muestra, debe
observarse las caracteristicas organolépticas como consistencia (dura, pastosa, diarreica,
etc.), forma, color (amarillo, negro, etc.), olor (fétido, rancio, putrido, etc.), presencia de
moco, sangre, segmentos o progldtidos de tenias, nemdtodes adultos (Enterovirus, Ascaris,
etc.). Estas caracteristicas se anotan en la ficha de cada muestra. Los pardsitos
observados macroscodpicamente deben colocarse en suero fisioldgico, alcohol al 70% o
en formol al 10% para su posterior identificacion.

Observacién microscopica de la muestra:

METODO DIRECTO:
Es el mdas simple y facil de realizar.

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
ltem Equipo Caracteristica Cantidad
1 Microscopio Con objetivo de 10

y 40

3.2. Materiales
Item Material Caracteristica Cantidad
Laminas porta objeto

Laminas cubre objeto
Guantes de latex

Mascarilla

Baguetas o
mondadientes
Algodén
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3.2. Reactivos

Item Reactivo Caracteristica Cantidad

1 Suero fisioldgico o
solucion de Lugol
parasitolégico

2 Alcohol al 50%

3 Lejia

3.3. Muestras

Item Mvuestra Caracteristica Cantidad

1 Mvuestra biolégica(heces)
resientes o conservadas
en formol al 10%

Indicaciones/instrucciones:

Procedimiento

Si la muestra es reciente, coloque en una ldmina portaobjetos una gota de suero
fisiolégico y con ayuda de la bagueta o mondadientes tome una pequena porcién de
heces y emulsionela en la gota de suero fisioldgico. Trate de que la preparacion no sea
gruesa.

Cubra con una laminilla cubreobjetos y observe al microscopio con objetivos de 10 y luego de
40 x.

Este método permite observar trofozoitos de amebas, flagelados, ciliados en movimiento y
larvas de helmintos, aunque se les observa incoloros. También se puede observar quistes y
huevos.

Si la muestra estd conservada en formol sal o es reciente, se repite el procedimiento de
preparacién utilizando una gota de Lugol que colorea los quistes, huevos y larvas asi
como algunas caracteristicas morfoldgicas que ayudan a la identificacion.

Resultados

Conclusiones

Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagndstico.
Microbioldgico. é6th edition. Ed. Panamericana, B. Aires



GUIA DE PRACTICA N° 15: METODO CONCENTRADO

Secciéon L e e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha : ...... [oon... [eoeinn. Duracion: 90 minutos

1. Propdsito /Objetivo:

Buscar en las muestras bioldgicas (heces) la presencia de quistes y huevos de los distintos
paracitos para tener un conocimiento mds amplio sobre ellos.

2. Fundamento Teérico

Este método también es llamado examen coproparasitoscopico (cps) es un conjunto de
técnicas diagndsticas que constituyen a la indicacion para la identificaciéon de la mayoria
de las entero parasitosis causadas por protozoarios o helmintos. Faust es el método mds
usado y efectivo, en este se precipitan los pardsitos por centrifugacién después de haber
filtrado la muestra

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos
Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1 Microscopio
2 Centrifuga
3

3.2. Materiales
Ite Material Caracteristica Cantida
d

Lamina porta objeto
Lamina cubre objeto

Gasa

Tubos de ensayo
Gradilla
Embudo
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3.2. Reactivos

ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d
1 Solucién acuosa de

sulfato de zinc

2 Agua destilada

3 Lugol

3.3. Muestras

Ite Muestra Caracteristica gantidu
m
1 Muestra

biolégica(heces)

Indicaciones/instrucciones:
Procedimientos:

PREPARACION DEL SULFATO DE ZINC

Pesar 330 gramos de sulfato de zinc y disolverlos en 1000 ml de agua

destilada La cantidad varia de acuerdo a la cantidad de solucién a

ufilizar.

El sulfato tiene que tener una densidad de 1.18 con la finalidad de que los huevos y
quistes salguen a la superficie después del centrifugado.

PASOS DEL METODO

En un vaso separar una porcién de heces tamano al de una aceituna, agregar agua
destilada mover para mezclar bien.

Filirar dos veces colocando en el embudo una gasa doblada en cuatro. Para evitar
el paso de restos de comida esto en un tubo de ensayo.

Centrifugar el filtrado a 2500 rpm (revoluciones por minuto).

Decantar el liguido sobrenadante y completar con la solucién de sulfato de zinc en la
misma cantidad de la anterior para evitar derrames.

Llevarlo nuevamente a centrifugar a 1500 rom.

Abrir la centrifuga con mucho cuidado para no mover, luego sacar las particulas que
estdn en la superficie del tubo de ensayo.

Con la ayuda de un asa que mide 5 mm sacar el sobrenadante y ponerlo en un
portaobjeto y agregarle una gota de lugol para colorear la muestra y sea mds visible los
huevos o quistes, cubrirlos con un cubreobjetos y llevarlos al microscopio.

Y observar.

Resultados

Conclusiones

Mantener las medidas de bioseguridad

Sugerencias y /o recomendaciones

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

Koneman E.W., Allen S.D., Dowell S.R.Jr., Sommers H.M. 2000. Diagndstico.

Microbioldgico. éth edition. Ed. Panamericana, B. Aires
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GUIA DE PRACTICA N° 16: METODOS ESPECIALES PARA EL
DIAGNOSTICO DE HEMOPARASITOS
Seccién e Docente: M.g. T.M. Freddy
Orihuela Villar Fecha :...... /oo [ooeinn. Duracion: 90 minutos

1. Propdsito /Objetivo:

Preparar una muestra de sangre para su estudio microscépico, comprobando la presencia o
ausencia de pardsitos hematolégicos en ella, durante el proceso de observacion.

2. Fundamento Teérico

3. Equipos, Materiales y Reactivos

3.1. Equipos

Ite Equipo Caracteristica Cantida
m d

1 Microscopio

2 Mechero de bunsen

3 Mechero de Alcohol

3.2. Materiales

Ite Material Caracteristica Cantida
m d

1 Laminas porta objeto

2 Coloreador

3 Hisopos

4 Asa de cool

3.3. Reactivos

Ite Reactivo Caracteristica Cantida
m d

1 Fucsina Fenicada
2 Alcohol Acido
3 Azul de metileno




4. Indicaciones/instrucciones:
5. Procedimientos:

Hacer frotis de 2cm x 1 cm. Y fijarlo.

Fucsina x 4 min. y flamear la muestra hasta obtener 3 vapores;
enjuagar. Decolorante x 4 min; enjuagar.

Azul de metileno x 4 min; enjuagar

6. Resultados

7. Conclusiones

8. Sugerencias y /o recomendaciones

9. Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

http://bvs.minsa.gob.pe/local/INS/163 malaria.pdf



http://bvs.minsa.gob.pe/local/INS/163_malaria.pdf
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