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c— Gestion Curricular

Asignatura: Virologia

Presentacion

Es importante porque tiene la mision de dirigir y orientar al estudiante durante el
desarrollo de la asignatura, las guias ayudan a los estudiantes a solucionar sus
problemas que puedan presentarse durante el avance, ella nos senala cada paso

que desarrollemos durante el presente semestre académico.

La Guia de Virologia es un instrumento de apoyo, para poder desarrollar las practicas
guiadas de los estudiantes, el cual nos proporciona los pasos que desarrollaremos en
cada procedimiento, esta puede tener vacios, los cuales se resolverdn en el transcurso

de las sesiones, es en tanto un instrumento de importancia para nuestros estudiantes.

El estudiante serd capaz de procesar e interpretar los resulfados microbioldgicos de
virus patégenos que causan enfermedades en el ser humano; asi como de realizar la
programaciéon y el mantenimiento de los equipos correspondientes en un laboratorio
clinico. Describiendo, infiiendo la estructura y caracteristica de cada uno de ellos,
siguiendo pasos a paso en cada sesion y unidad con sus respectivos procedimientos
de aislamiento e identificacion de cada uno de ellos para poder llegar a un
diagnostico adecuado y poderle brindar al clinico los resultados mds propicios

colaborando con el bienestar de los pacientes.
Durante el desarrollo de las siguientes prdcticas, el estudiante deberd llevar consigo
siempre la guia, para poder seguir secuencialmente cada uno de los pasos, de esta

manera serd un soporte durante el desarrollo de su aprendizaje constante y alcanzar el

propodsito asignado al culminar el ciclo.

El autor
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Primera unidad

Semana 1 - Sesion 1

LA BIOSEGURIDAD Y EL MANEJO DE UNIDADES DE CONCENTRACION
EN EL LABORATORIO DE VIROLOGIA

Seccion

Docente

ApPEllidOS & o
NOMDIES & oo e

Fecha : / /... Duracién: 90 minutos

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad, léelas e infrodUzcalas en su memoria, para poderlas
recordar durante la estadia en mencionado ambiente, de esa manera se cuidard y también cuidard a
SUS seres cercanos

PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO
Crear conciencia y promover la formaciéon del personal en seguridad vy
bioseguridad garantizando asi la realizacion apropiada de las técnicas, el

empleo adecuado de los equipos y por lo tanto la optimizacidn de los resultados.

CONCEPTOS BASICOS

En el laboratorio de virologia se realizan procedimientos que requieren un
especial y cuidadoso manejo ya que hay riesgos de contaminaciéon para el
personal que los efectia y para cultivos estériles y ofros medios de cultivo. La
seguridad en el desarrollo 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 sesidn que se ubica en la

plataforma virtual.
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3.  EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
- Guantes de latex
- Guardapolvo o Mandilones
- Mascarilla
- Lentes Protectores
- Jabodn Liquido

- Papel toalla

4, 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

5. PROCEDIMIENTOS
CONDICIONES AMBIENTALES: estos no deben influir en resultados del ensayo

1. Enforno adecuado

2. Toma de muestras (discapacidades, privacidad)

3. Equipos laboratorio/otros (fuentes de energia, ventilacion, agua, desecho de
residuos)

4. Comodidad y seguridad, Seguimiento, control y registro.

5. Separacién zonas con actividades incompatibles. Control acceso

6. Sistemas comunicacidn en laboratorio adecuados. Condiciones almacén
correctas (integridad)

7. Orden, mantenimiento y limpieza (procedimientos)

8. Eliminacién regulada de sustancias

GARANTIZAR CORRECTO FUNCIONAMIENTO EQUIPOS Y TRAZABILIDAD MEDIDAS
REALIZADAS AL "EQUIPO”

1. Instrumentos
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Materiales de referencia
Reactivos
Materiales fungibles

Sistemas analiticos

ADECUADOS PARA PROVEER SUS SERVICIOS

> 0o

Equipos externos, garantizar requisitos, normatividad.
DEMOSTRACION

Prestaciones y especificaciones de andlisis
Planificacién  seguimiento,  calibracién  regular

(instrucciones fabricante minimo)

RESULTADOS O PRODUCTOS

virologia.

CONCLUSIONES

CUESTIONARIO

Gestion Curricular
Asignatura: Virologia

y  funcionamiento

El estudiante reconocerd criterios de bioseguridad en el laboratorio de

Serd capaz de identificar un laboratorio de Virologia de Nivel 2,3 y4 (BLS -2,.
BLS -3, BLS -4,)
El estudiante desarrolla destrezas cognoscitivas y aplicativas el empleo

adecuado de las soluciones desinfectantes en el laboratorio de virologia.

1. 3Cudl es la importancia de aplicar la bioseguridad personal al encontrarse en

el laboratorio?2

2. 3Cudl es el mecanismo de accion de las radiaciones electromagnéticas sobre

los microorganismos?
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3. 3Por qué la esterilizacion con radiacion ultravioleta no es tan eficaz?
4. 3Qué ventajas ofrece la campana de flujo laminar al trabagjar con

microorganismose
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— Asignatura: Virologia
Primera Unidad
Semana 2 - Sesion 1
OBTENCION, CONSERVACION Y ENVIO DE MUESTRAS PARA
ANALISIS VIROLOGICOS

AREllidOS & o
SECCION i

NOMDIES & e,
DOCENtE i

Fecha : / /... Duracion: 90 minutos

Instrucciones: Observar las normas de bioseguridad, referente al modo de traslado de muestras. De esta
manera se tendrd que cumplir los criterios para garantizar la salud del transportante y la seguridad de la
muestra.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Brindar conocimientos pertinentes al estudiante sobre la toma, manejo y
transporte de muestras o especimenes infecciosos para diagndstico viral, en

las condiciones adecuadas que permitan un resultado de calidad.

2. CONCEPTOS BASICOS
El diagnostico virolégico puede realizarse por deteccion e identificacion
directa del agente o por la deteccién de la respuesta especifica del huésped
a la invasidon viral. La recoleccidn de las muestras debe garantizar ser

representativas del proceso patolégico.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
1. Caja pequena de Tecnopor o de cartén
2. Gradillas para tubos
3. Gasa 10x10 cm

uvcontinental.edu.pe | 10



0 N o O~

10.
11.
12.
13.
14.

Cinta adhesiva

Sobre manila tamano carta o A4
Bolsa pldstica de 1 o 2 kilos
Plumon indeleble

Hielo gel

Porta laminas

Hojas bond

Etiquetas para rotulo

Papel craft

Couler

Tijeras

OBSERVACION:

Gestion Curricular
Asignatura: Virologia

Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccion Personal (EPPs) y

contar con los materiales para el desarrollo de la prdctica.

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

ambientes prdacticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al

observador y al medio ambiente.

PROCEDIMIENTOS

OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

* FASES PARA EL ENVIO DE MUESTRAS

—_

. ldenftificacion

N

. Embalaje

w

. Efiquetado

4. Documentos para envio de muestras

Descripcion de las fases
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1. IDENTIFICACION: La identificacién de la muestra se realiza por medio de una
etigueta que debe adherirse al recipiente primario en la que se anota en

forma clara y legible, la informacién bdsica siguiente:

° Nombre o clave del paciente.
° Sexo.

° Edad

° Fecha de toma de muestra.

2. EMBALAIJE: Las formas y procedimientos de embalaje que se describen, se

elaboraron fomando como referencia los siguientes documentos y normas:

e Organizacion Mundial de la Salud. Guia para el transporte seguro de
substancias infecciosas y especimenes diagndsticos. OMS - Division para la
Vigilancia y el Control de Enfermedades Emergentes y ofras Enfermedades
Transmisibles, Ginebra, 1997.

e Serie de Normas técnicas N° 15 Manual de Procedimientos de laboratorio
para la obtencion y envio de muestras, Serie de Normas Técnicas Nro. 15.

Instituto Nacional de Salud, Pery, 1997.

Para fines de los servicios que ofrecen el Instituto Nacional de salud (INS) v,
con el propdsito de tener una referencia de facil reconocimiento entre el
personal Tecndlogo y administrativo al procedimiento que a continuacion se

detallard se le llamard Sistema Triple Basico de Embalaje.

Sistema Triple Bdsico de Embalaje

Recipiente primario: El espécimen para diagnostico (material humano o
animal que puede ser sangre o sus componentes, excretas, tejidos o fluidos
tisulares) debe depositarse en un recipiente hermético: tubo, frasco, u ofros
con tapa de rosca FIG. 1 a prueba de filtraciones, que se colocardn en

gradillas o con separadores que funcionardn como amortiguadores FIG. 2

Recipiente secundario: Los recipientes primarios uno o varios se colocan en un

segundo recipiente también hermético, a prueba de filfraciones, con objeto
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de proteger el (los) recipiente(s) primario(s).

Si se colocan varios recipientes primarios se debe usar suficiente material
amortiguador y absorbente para proteger a todos los recipientes primarios y

evitar que choqguen entre ellos.

No olvidar que dentro de estos recipientes se colocardn refrigerantes para

mantener las muestras enfre (4 — 8 °C) cuando asi se requiere. FIG. 3y FIG. 4

Los recipientes secundarios deben llevar las etiquetas de:

* Riesgo bioldgico,

* Riesgo secundario (segun caso),

* Datos del laboratorio que van referidos
* Datos de orientacion

* Senal 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 danos fisicos y filtracién de

agua, mientras se encuentra en transito.

NOTA: El establecimiento de salud sea de menor o mayor complejidad
deberdn enviar al INS los siguientes 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 deberdn adherirse a la parte interior del Paguete externo

de envio. Es importante que los documentos primero se infroduzcan en un
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sobre de pldstico para protegerlos.

El Paquete externo de envio debe llevar las siguientes etiquetas:

1. Riesgo biolégico

2. Riesgo secundario (segin caso)
3. Datos del remitente

4. Datos del destinatario o receptor
5

Senal de orientacién
Etiquetado de recipiente secundario

Los recipientes secundarios debben contener muestras para ser procesadas en
un solo laboratorio. En estos casos deberdn colocarse en la parte externa del

recipiente secundario los siguientes tipos de etiquetas:
a. Etiqueta de Riesgo Biologico para Sustancias Infecciosas.

La figura muestra las caracteristicas de la etiqueta de Riesgo Bioldgico:

Nota: Recuperado de https://img2.freepng.es/20181206/age/kisspng-hazmat-class-6-toxic-and-infectious-
substances-dan-5c08d0e4179ff7.0067745515440816360968.jpg

b. Etiqueta de Riesgo Secundario, en su caso.

Si las muestras deben conservarse a baja temperatura con hielo seco (didxido

de carbono sdlido), se debe incluir el siguiente tipo de etiqueta, que simboliza
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la existencia de riesgo secundario. (Ver en efiquetado de paquete externo)

Simbolo: 7 franjas negras verticales en la mitad superior. Fondo: blanco.

Cifra "9" subrayada, en el dngulo inferior podrd llevar la leyenda

Nota: Recuperado de http://cursobasicoiva-eebly.com/uploads/4/0/4/9/40499415/6740062.jpg2279

"VARIOS".

En caso de utilizar nitrdbgeno liquido como refrigerante, se podrdn utilizar

cualquiera de los siguientes tipos de etiquetas:

Nota: Recuperado de https://w7.pngwing.com/pngs/43/823/png-transparent-sign-gas-cylinder-

combustibility-and-flammability-label-symbol-miscellaneous-angle-label.png

Etiqueta para Orientacién del paquete.

11

Nota: Recuperado de https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images2g=tbn:ANd?GcQFxOza 1 CwOpjghgHmMTFjhivanJVDBér1wiAHUOp7 OhgVePquiNBiUé
EKInSyl-xgQghG8&usqp=CAU
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Etiqueta para orientacién del embalaje o sobre - embalaje (la direccion de la
flecha indica que lado va hacia arriba) cuando contengan sustancias

peligrosas liquidas.

Simbolo: dos flechas de color rojo sobre una linea horizontal en un recuadro
del mismo color o dos flechas en color negro sobre una linea horizontal del
mismo color sin recuadro. 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

Remitente:

Destinatario:

Tipo(s) de Muestra(s):

Procedencia de la Muestra:

Microorganismo(s) o agente por confirmar:

Etiquetado del paquete externo: El paquete externo contendrd el(los)

paqguete(s) secundario(s) para su envio a los laboratorios del INS.

Deberdn colocarse los siguientes tipos de etiquetas en la parte externa del

paqguete:

a) Etiqueta de Riesgo Bioldgico para Sustancias Infecciosas. (ver etiquetado

de recipientes secundarios)

b) Etiqueta de Riesgo Secundario, en el caso de que las muestras sean
conservadas a baja temperatura con hielo seco (didxido de carbono

solido) o nitrégeno liquido. (ver etiqguetado de recipientes secundarios)
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c) Efigueta con los datos del laboratorio del INS al que se dirigen las muestras.

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

Remitente:

Etiqueta adicional para transporte aéreo

\ MERCANCIAS PELIGROSAS EN CANTIDADES EXENTAS
DANGEROUS GOODS IN EXCEPTED QUANTITIES
Eme  bume  comieme  morcmscims | Thes packmge contmine dangerous gosos
e T o = P 2SN B TR LT
e e I e et el e Eamaaiar o iy e
acuerdo SO o regia e rvtaechder appscable Ir-\':ernai—ar-ai o ad
e e e, et AwoBoente  wlecnalbonad T aei L sl
By o TR Aot iniacian 88 Barperoir Gaoas Feeiiators
e T L P
'I. S e Sy — Signeee o ST \
. Cargo — Tine Fecha — Date .
\ e T \
s
] This package corntains ¥
I substance{s) in Class{es) H
: ey Y et '
1 s ]
! - > ; - - - s i
i O O O OO O O g .
! ¥ tom MGmeros MU apkcaties son: — mnd he mpelcanie UN Numben ars i ‘
]
| e e I~
. a Y -, - - - - - .. . N .

tbn0.gstatic.com/images2g=tbn:ANd?GcRBDgLmMDj82YIWCCHMjzR1Far87DRQlyywSUw&usqgp=CAU

Mercancias peligrosas en cantidades exentas, se imprime con letras negras

en fondo blanco y el borde en color rojo. Dimensiones minimas 100 mm X 100

mm
Dimensiones de las etiquetas:

Las etiquetas deberdn considerar las dimensiones minimas establecidas por la

normatividad, como se muestra a continuacion:

Todas las etiquetas deberdn colocarse en un lugar visible del paquete o
recipiente, y de tal manera que se evite su desprendimiento. Asimismo, se

deben colocar adecuadamente para evitar que se decoloren y rasguen.
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6.  RESULTADOS O PRODUCTOS

Toma, manejo y fransporte de muestras o especimenes.

7. CONCLUSIONES
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Primera Unidad

Semana 3 - Sesion 1

MEDIO PRIMARIO CON CELULAS EMBRIONARIAS PARA AISLAMIENTO

Seccion

Docente

ApREllidOS & o
NOMDIES & v e

Fecha : / /... Duracién: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Obtener un culfivo celular primario (monocapa de células in Vitro) y desarrollar
destrezas cognoscitivas y aplicativas en el alumno, promoviendo el empleo

adecuado de los medios de culfivo celular en el laboratorio de virologia.

CONCEPTOS BASICOS

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

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesidn que se ubica en la

plataforma virtual.

EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
e Higado de pollo o Huevos embrionados de 10 a 11 dias

e Estuche de Diseccion (estéril)
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e Mafraz

e Caldo BHI ( caldo infusion cerebro —corazon)
e Tripsina.

e Pipetas estériles y propipetas

e Placas vy frascos estériles

e Solucién de alcohol yodado

e Ampolla de estreptomicina y ampicilina.
e Agitador magnético

e Cdmara de New Bauer

e Solucién de Hanks (750 ml)

e Hidrolizado de Lacto albumina 5%

e Suero Bovino fetal

e Solucion Buffer Fosfato (PBS) — 01 litro.

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccién Personal

(EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la préctica.

NOTAS DE SEGURIDAD.

En el laboratorio, para la obtencidén 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 ambientes
prdacticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

PROCEDIMIENTOS

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

2. Colocar los huevos seleccionados sobre una porta huevos con la cdmara de
aire hacia arriba.
Llevar los huevos embrionados a la cdmara de flujo laminar.

4. Limpiar la cdscara en su mitad superior, primera solucién de alcohol yodado y

después con alcohol.
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13.

14.

15

16.
17.
18.
19.

20.

Gestion Curricular
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Colocar las pinzas y fijeras en un vaso con alcohol y agua hirviente.(
flameado optativo). Con la tijera larga punta curva estéril recortar el
casquete o la cdscara correspondiente a la Cdmara de aire (las tijeras se
enjuagan con el H20 hirviente y vuelven al alcohol para volver a usarlas).

Coger las pinzas largas y con la punta retirar la cascara rota asi como la
membrana de la cdmara de aire (esterilizar las pinzas para volver a usar).

Con las pinzas curvas, coger al embridon del cuello y llevarlo a una placa

estéril.

. Con una tijera (estéril) eliminar la cabeza, las alas y las patas; abrir el emlbridn

con un corte en cruz y retirar las visceras.

En el caso de tener higado de pollo cortar en pequenos pedazos con una
tijera estéril.

Lavar con solucién buffer fosfato por un par de veces.

Luego, empezar a cortar lo que quede del embridén en pedazos cada vez
mds pequenos, Hasta formar una especie de papilla.

Luego lavar los trocitos en la placa por 2 veces con solucion Buffer Fosfato
(PBS).

Luego, llevar al matraz y se agrega fripsina al 25%: 4 ml. Por embridn y se deja
durante 10 minutos con movimientos giratorios, para esto se pone en un
agitador magnético. Esto se puede repetir 2 veces.

Transcurrido este tiempo el sobrenadante se vierte a un matraz, se guarda en
refrigeracioén (previo agregar solucién de PBS).

Se vuelve a tripsinizar el sedimento, utilizando igual cantidad de tripsina.

. Lo que se tiene en refrigeracion, se pasa por filtro (capa de gasa y algoddn)

a otro matraz.

El filtfrado se centrifuga a 1 000 rpm por 5 min. luego se refrigera.

Se elimina el sobrenadante y se queda el sedimento.

Lavar células con PBS y luego centrifugar a 1 000 rom por 2 veces mds.

Se suspende en el medio de multiplicacion (previaomente se cuenta células
usando la cdmara de New Bauer para obtener 2 x 106 células/ml).
Serecogen 10 a 15 ml. y se lleva a una placa estéril, luego se agrega el suero

de feto bovino (estimulard el crecimiento).
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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 forma la monocapa.

23. Se elimina el medio de multiplicacion.

24. Cuando se fiene la capa de células homogéneas (monocapa), ya estd listo

para el cultivo e inocular el virus.

RESULTADOS O PRODUCTOS

El estudiante obtiene un cultivo celular primario (monocapa de células in Vitro)

CONCLUSIONES
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Primera Unidad
Semana 4 - Sesion 1:
ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES ANTIVIRICOS
SECCION i, APEIIOS = oo
Docente .. NOMIES & e,
Fecha : / /... Duracion: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.

Realizar la de tipo viral tras previa inmunizacion de terminaciéon de anticuerpos

neutralizantes como factor protector ante enfermedades.

2. CONCEPTOS BASICOS (INTRODUCCION O FUNDAMENTO).

La aparicién de los anticuerpos contra el antigeno de superficie del virus de la

Hepatitis B (anti-HBsAg), después de la infeccion viral y una vez que ha

desaparecido el HBsAg, confiere inmunidad 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 estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3.  EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.

1. Guantes de Iatex

Guardapolvo o Mandilones

2

3. Mascarilla, Lentes Protectores
4. Jabon Liquido
5

Papel toalla
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6. KIT DE ELISA PARA Anti- HBSAg
7. Punteras universales de color azul y amairillas
8. Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccién Personal

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

4, 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

5. HIPOTESIS (O CALCULOS).

No contempla

6.  PROCEDIMIENTO

Ver inserto adjunto al reactivo a usar. ( kit de elisa para anti- hbsag)
7. RESULTADOS O PRODUCTOS

El estudiante determina la presencia de anticuerpos neutralizantes.

8.  CONCLUSIONES
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Segunda Unidad
Semana 5 - Sesion 1

FAMILIAS DE VIRUS DE INTERES CLINICO Y DE PREVALENCIA
NACIONAL: INOCULACION EN HUEVOS EMBRIONADOS

SECCION i, AREIIAOS & .o
Docente .. NOMDIES & i
Fecha : / /... Duraciéon: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado

procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Practicar las técnicas de inoculacion que con mds frecuencia se utilizan para la
multiplicacion de virus en embriones aviares, y Reconocer las diferentes vias de

inoculacidon en huevos embrionados.

CONCEPTOS BASICOS

En la actualidad, el empleo de los huevos embrionados ha quedado limitado al
aislamiento de algunos virus(los poxvirus y sobre todo del virus de la gripe) como
para la produccion de vacunas, siendo la metodologia de eleccion para el

aislamiento de otros virus el cultivo celular.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA
- MATERIAL BIOLOGICO

* Huevos embrionados de 7-11 dias

- MATERIAL DE LABORATORIO

* Solucién colorante (Azul de Metileno y safranina)
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* Jeringas de tuberculina (2)

* Tubos de ensayo estériles

* Solucion fisiolégica

* Agujas hipodérmicas N° 18 ,20 y 23 ( 02 de c/u)
* Recipientes para descarte de residuos
» Guantes

* Mascarillas

* Guardapolvo

* Agua destilada

* Pinzas

* Alcohol de 70°

» Gasa no esteéril

* Tijera

- EQUIPOS

* Ovoscopio (opcional)

- OTROS

* Vela y/o Vinifan Tcm x 1cm.
* Lapiz o Plumén marcador.

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccién Personal

(EPPs) 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 exdmenes de fluidos corporales, se debe tomar en cuenta el Manual de

Bioseguridad, cuidando al paciente, operador, observador y al medio ambientes
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prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

5. PROCEDIMIENTO
A. INOCULACION

1. Determinar la viabilidad de los embriones en el ovoscopio (observar

movimientos y plexo sanguineo)
2. Marcar la cdmara de aire y ojo

3. Seleccionar el punto de inoculacion (variable de acuerdo a la via utilizada)

libre de vasos sanguineos.
4. Practicar la inoculacion.
Cavidad alantoidea:

Perfore la cascara en el centro del polo mayor del huevo con un taladro

eléctrico o aguja N° 18 estéril.

Se llena una jeringa tipo tuberculina con 0.2 ml. de Azul de Metileno vy se le

coloca una aguja N°21 de 2 pulgada.

Por el orificio que abrimos se infroduce totalmente la aguja y se deposita los 0.2
ml. La aguja se debe inclinar un poco por fuera de la vertical con el fin de

esquivar el embrion.
Cavidad amniética:

1. En el ovoscopio determine la vitalidad del embridn y haga una senal sobre la
cascara en el sitio donde esta situado el ojo, el cual se ve muy bien en forma
de un punto negro.

2. Desinfecte con alcohol la superficie que se encuentra en la altura de la
cdmara de aire y readlice en ella una pequena perforacién con un taladro

eléctrico o aguja N° 18 estéril ( el orificio debe quedar perpendicular a la
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senal del ojo ). Usando una jeringa tipo Tuberculina de Tml. con una aguja N°
21 de 1 % pulgadas, inocule la cantidad de 0.2 ml de Azul de Metileno. Dicha
inoculacion se hace introduciendo la aguja por el orificio hecho en la
cdmara de aire hasta tocar el ojo del embridn (se hace mirando el ovoscopio
el huevo para poder observar cuando se toca el ojo) luego se procede a
inocular el Azul de Metileno.

3. Sellar con la cera de la vela o el vinifan los orificios practicados.

4. Incubar a 35 °C - 37°C por espacio de 48 — 72 horas.

B. COSECHA

a) Al finalizar el plazo de incubacién, coloque los huevos inoculados durante la
noche a 4°C para lograr una vasoconstriccion que minimice el sangrado
durante la cosecha.

b) Limpie con alcohol al 70% el drea del saco de aire y deje secar y prepare 2
tubos por cada huevo inoculado: uno rotulado con las siglas AMN (amnidtica)
y el segundo marcado con las siglas ALA (alantoidea).

c) Rompa la cdscara del huevo que recubre la cdmara de aire y con una pinza
y una pipeta estéril proceda a romper la membrana alantoidea y aspire el
liguido contenido en la cavidad depositdndolo en el fubo marcado ALA.

d) Coseche el liguido amnidtico con jeringa de 1 ml. Manipule con la pinza el
embrion de modo que no interfiera con la aspiracion del liquido, y depositelo
en el fubo AMN.

e) Una vez terminada la cosecha e inspeccionando que los especimenes
cosechados estén en buenas condiciones proceder a su testado por
hemoaglutinacién para verificar la presencia de virus y determinar su

concentracién (titulo).

RESULTADOS O PRODUCTOS
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El estudiante reconocerd las diferentes vias de inoculacidon en huevos
embrionados y aplicard las técnicas de inoculacion que con mas frecuencia se

utilizan para la multiplicaciéon de virus  en embriones aviares,

CONCLUSIONES
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Segunda Unidad
Semana 6 - Sesion 1
HEMAGLUTINACION VIRAL
SECCION & APEIIAOS & oo
Docente NOMIIES & .o
Fecha : / /... Duracién: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.

» Demostrar 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 aglutinaciéon

(hemoaglutinacion).

2. CONCEPTOS BASICOS

La hemoaglutinacién es un método donde no se mide la capacidad infecciosa

de las particulas virales. Es una técnica indirecta para medir particulas virales,

pues en realidad mediante esta técnica se mide la cantidad de particulas

hemoaglutinante (proteinas virales) independientemente si estas estan incluidas

en la particula viral o libres como antigeno.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3.  EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.

1.
2.

Material Bioldgico: Vacuna Tri-Aviar (vacuna Liofilizada)
Sangre Total de (Pollo) o de Humano (Grupo O en tubo con
anticoagulante citrato de sodio).

Solucién Buffer Fosfato (PBS) o Solucién Salina Fisioldgica (SSF)
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10.
11.
12.
13.
14.
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Centrifuga clinica (5000 rpm)

Tubos de Ensayo esteril 13x100 mm. & 12x75 mm.

Micropipetas de rango variable de 5ul — 50ul. y de 100ul — 1000ul
Matraz de 250 ml.

Jeringas de 10 ml y 20ml con aguja (dos de cada una)
Microplaca de 96 pozos fondo en *U”

Micropipeta de 10-100 ul. y de 100- 1000ul

Reloj marcador de tiempo

Espejo

Pizeta con alcohol al 70%

Papel Toalla

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccion personal

(EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la prdctica.

NOTAS DE SEGURIDAD.

En el laboratorio, para la obtencidén 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 ambientes

practicas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

PROCEDIMIENTO.

A. Preparacion de Glébulos Rojos Lavados

Extraer la sangre de pollo (previamente vacunado) 6 de Humano; y
conservarla en un tubo con anticoagulante.

Centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos.

Eliminamos el sobrenadante (plasma).

Del Paquete Celular trasvasar 1.0 ml en dos tubos de ensayo por separado.
Agregamos PBS 6 SSF a ambos tubos hasta las % partes del tubo de ensayo.
Centrifugar a 1500 rpm por 5 min. ¢ a 3000 rpm por 2 min.

Eliminamos el sobrenadante y volvemos a repetir el proceso de lavado 2 - 3

veces mas.
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e Luego, fomamos de 0.5 ml. & 0.75 ml. de gldbulos rojos del paquete celular

y lo suspendemos en 100 ml. De PBS o SSF, para obtener el 0.5 % 6

de gloébulos rojos lavados respectivamente.

e Luego seguimos los pasos segun el esquema que

proporciona:

1. Ponga 25ul
de PBES en

cada pocillo ;;:::
26 40
Agregue 25u||de_ Descarte 25ul
t
oRLEEe BN EIRAMET a5l @5pL #SuL B5pL 25ul 25pL
3 Paocillo contral
2. Haga - \ — — — — —- — — —
diluciones ,» " | 7=
seriadas del |- 501
antigeno hasta el |- 25 L
anteultimo pocillo
Focillo contral
3- Cada pocilla g - 1 - 1 1 1 1 7
contiene ahora |- 75 L
antigeno |- 50 4L
diluida o=
(excepto el
pocillo control)
(2l a2y Ye(2¥) YeE@') V(29 ¥We(2") 128(2T)
Focillo contral
4- Agregue ] ] u [ B [ u ]
25ul de PES - roaL
a cada [~ 50 aL
pocillo |25 4L
Pocillo cantral
S- Agregue 25ul
de suspension |- 75 4L
de globulos - 50 uL
rojos al o.s% - 25 uL
Focillo control
Haga la lectura -I I-I I-I rl rl I_l I_—?S;I.
- 50 4L
|- 25uL

El dltimo pocillo en mostrar aglutinacion contiene 1 UHA en
25ul. Este pocillo contiene una dilucidn de 1/54. Por lo tanto,
la suspensidn de antigeno original contiene B4 LUHA cada 250l

Nota: Recuperado de

0.75 %

a continuacion se

https://encrypted-

n0.gstatic.com/images2g=tbn:ANd?GcROMpg8ZMVm_ 0sSDzbécVxoVQ7ZBiw2xvg5NwZ8D77ZA04JEhal9w?-

IXOR3EUfAEJVEJDA&uUsqp=CAU

e Luego dejamos reposar al medio ambiente por 30 a 45 minutos.
e Elreferente del momento de lectura es el control negativo de la prueba.
[ ]

Pasado el tiempo, colocamos debajo de la gradilla un espejo, para

observar si hay “hemoaglutinacion positiva” (formacién de una malla

delgada, gris) o hemoaglutinacion negativa (se observa un punto rojo).
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La Ultima dilucién en la cual aparece HA es el titulo del virus (este es el

inverso de dicha dilucién).

PATRON DE LECTURA
A_ Pocille control Negative {sin antigeno})

Patron de globuloes
rojos en el pocillo visto

desde arriba
3045 * *

minutos

-

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

B- Pocillo control Positivo {con antigeno)

30- 45
minutos

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

{aglutinarse} por medio de los el fondo del pocillo

receptores virales formando un tapiz

Nota: Recuperdo de https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images2g=tbn:ANd?GcRWUvwcgvZYojaDc?Yu8KXWkgEz3EyG-

yxyhw&usgp=CAU

6.  RESULTADOS O PRODUCTOS

> El estudiante demuestra la propiedad que tienen algunos virus de aglutinar

eritfrocitos.

> Interpretar la capacidad que poseen ciertos virus de unirse a glébulos rojos

de una determinada especie produciendo la aglutinacién
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7. CONCLUSIONES
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Segunda Unidad

Semana 7 - Sesion 1
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION VIRAL

Seccion

Docente

APellidos & oo

NOMBIES & e

Fecha : / /... Duracion: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Determinar el titulo de un suero problema e interpretar los resultados obtenidos al

realizar la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién.

CONCEPTOS BASICOS

Para realizar un diagndstico definitivo se debe realizar una prueba que
demuestre una respuesta especifica del huésped hacia este virus, dicha
respuesta estd representada por la presencia de anticuerpos y la prueba

empleada para ello se conoce como Inhibicion de la Hemaglutinacion (IHA).

Para el estudio de la practica leer el PPT de la sesidn que se ubica en la

plataforma virtual.

EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
1. Agente viral
Suero o plasma
Suspension de glébulos rojos de pollo al 1%
Solucién Buffer Fosfato (PBS) o Solucién Salina Fisiologica( SSF )
Centrifuga clinica (5000 rpm).

Tubos de Ensayo esteril 13x100 mm. & 12x75 mm.

N o> D

Micropipetas de rango variable de 5ul — 50ul. y de 100ul — 1000ul
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8. Matraz de 250 ml

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

10. Microplaca de poliestireno con fondo en “U”

11. Micropipeta de 10-100 pl. y de 100- 1000ul

12. Reloj marcador de tiempo.

13. Papel Toalla.

14. Puntillas para Micropipetas.

15. Vacuna Tri- Aviar ( viriones atenuados) , preparada en una suspension
con 4 UHA.

16. Suspension de gldbulos rojos de pollo al 1%

17. Suero problema

18. Solucién de Hipoclorito de Sodio

19. Recipiente de mesa para desechos bioldgicos

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccién Personal

(EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la prdctica.

NOTAS DE SEGURIDAD.

En el laboratorio, para la obtencidn 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

PROCEDIMIENTO.
Con base en los resultados de la prdctica anterior, preparar en un tubo una
dilucion 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 de acuerdo
al esquema de la figura; incluir un pozo control que no contendrd antisuero ni

virus. El proceso se describe a continuacion:

a. Agregar 75 ul de SSl a los pozos del 1 al 9 de la microplaca.
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b. Colocar en el pozo 1, 75 ul del suero problema y mezclar por aspersion vy
dispersion  de dos a fres veces obteniendo asi la dilucion 1:2.

c. Transferir 75 yl de ésta dilucion al pozo 2 y mezclar homogéneamente de la
misma manera que para el paso b.

d. Repetir sucesivamente este procedimiento hasta el pozo No. 8 que
corresponderd a la dilucién 1:256.

e. Desechar del pozo 8, 75 ul en el recipiente para recoleccion de

desechos.

NOTA IMPORTANTE: No se debe agregar dilucién del suero al pozo No. 9 que sirve

como control.

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

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

c. Agregar 75 ul de la suspension 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.

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

RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante determina el titulo de un suero problema e interpretar los resultados

obtenidos al realizar la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion.

CONCLUSIONES
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Tercera Unidad

Semana 9 - Sesidn 1;

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI RUBEOLA IgM/IgG METODOLOGIA

ELISA
SECCION & i ARSIIAOS = .
Docente - NOMBIES & ot e
Fecha : / /... Duracién: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Realizar la determinacion de anticuerpos IgM/IgG Anti -Rubeola como marcador

seroldgico.

2.  CONCEPTOS BASICOS
El inmunoensayo enzimdatico sobre fase sélida (ELISA), estd basado en el principio
del sadndwich. Los pocillos estdn recubiertos con un antigeno. Los anficuerpos
especificos de la muestra que se unen a los pocillos recubiertos con el antigeno
son detectados por un conjugado enzimdtico del segundo anticuerpo (E-Ab)
especifico para el antigeno humano IgG. La intensidad del color desarrollado por
la reaccidén del substrato es proporcional a la cantidad de anticuerpos
especificos IgG detectados. Los resultados de las muestras se pueden determinar

directamente usando la curva estdndar.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
1. Guantes de Latex

2. Guardapolvo o Mandilones
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Mascarilla, Lentes Protectores

Jabodn Liguido

Papel toalla

KIT DE ELISA PARA Anti — Rubeola IgM/IgG
Punteras universales de color azul y amarillas
Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul.

© N o U0 B~ W

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccion

Personal ( EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la practica.

NOTAS DE SEGURIDAD.

En el laboratorio, para la obtencidén 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 ambientes
practicas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

PROCEDIMIENTO
Ver inserto adjunto al reactivo a usar (kit de ELISA para antficuerpos anti rubeola
IGM/IGG)

RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante determina la presencia de anticuerpos Anti — Rubeola IgM/IgG

como marcador seroldgico de enfermedad exantemica.

CONCLUSIONES
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Tercera Unidad
Semana 10 - Sesion 1:

DETERMINACION DE ANTIGENO VIRAL (HBsAg) EMPLEANDO METODO

ELISA
SECCION 1 APEIIAOS & oo
Docente -« NOMBIES & o
Fecha A Duracién: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Determinar la proteina de superficie del virus de la Hepatitis B en suero o plasma
de pacientes, como antfigeno alfamente inmunogénico vy Util para el diagndstico

agudo de la enfermedad como del estado de portador.

2. CONCEPTOS BASICOS
La infeccidn con el virus de la Hepatitis B (VHB) se acompana generalmente de la
aparicion en el suero de su antigeno de superficie (HBsSAQ). Este marcador no es
exclusivo de la fase aguda de la enfermedad, ya que puede persistir durante

anos en los portadores asintomdticos y en otras hepatopatias cronicas.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
1. Guantes de Ldatex.

2. Guardapolvo o Mandilones.
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Mascarilla, Lentes Protectores.

Jabodn Liguido.

Papel toalla.

KIT DE ELISA PARA HBsAg

Punteras universales de color azul y amarillas
Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul.

© N o U B~ W

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de +

NOTAS DE SEGURIDAD

En el laboratorio, para la obtencidén 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

PROCEDIMIENTO

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

RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante determina la proteina de superficie del virus de la Hepatitis B en

suero o plasma humano.

CONCLUSIONES.
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Tercera Unidad

Semana 11 - Sesion 1:

DETERMINACION DE ANTIGENOS CONTRA ADENOVIRUS Y ROTAVIRUS

POR INMUNOCROMATOGRAFIA — PRUEBA RAPIDA

Seccion

Docente

APellidos & oo

NOMBIES & i

Fecha : / /... Duracion: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estfipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.

Determinar de antigenos contra adenovirus y rotavirus por Inmunocromatografia

— prueba rapida,

2. CONCEPTOS BASICOS

La gastroenteritis virica es una infeccidon causada por una variedad de virus que

provocan voémitos y diarreas. Diferentes virus pueden ser la causa de una

gastroenteritis, tales como rotavirus, norovirus, adenovirus, sapovirus y astrovirus.

Los sintfomas principales de una gastroenteritis virica son diarrea acuosa y vomitos.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.

1.

2
3
4.
5

Guantes de Latex
Guardapolvo o Mandilones
Mascarilla, Lentes Protectores
Jabodn Liquido

Papel toalla
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6. Prueba rdpida de ADENOVIRUS Y ROTAVIRUS
7. Punteras universales de color azul y amarillas
8. Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul.

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccién Personal

(EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la préctica.

4. NOTAS DE SEGURIDAD.
En el laboratorio, para la obtencidén 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

5. PROCEDIMIENTO
Ver inserto adjunto al reactivo a usar. (KIT DE Prueba répida para la deteccion

de antfigenos de Rotavirus y Adenovirus).

6. RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante determina la presencia de antigenos para la deteccidén de Rotavirus

y Adenovirus.

7. CONCLUSIONES
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Tercera Unidad
Semana 12 - Sesion 1:

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI VIRALES (Anti - HBcore IgM -
METODOLOGIA ELISA)

SECCION & i ARBIIAOS = .o
Docente : NOMDIES & e
Fecha : / /... Duraciéon: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estfipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Realizar la determinacion de anticuerpos HBcore IgM como marcador seroldgico

predictor de la Hepatitis B en estado agudo.

2. CONCEPTOS BASICOS
Para el estudio de la prdactica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
Guantes de Iatex

Guardapolvo o Mandilones

Mascarilla, Lentes Protectores

Jaboén Liquido

Papel toalla

KIT DE ELISA PARA Anti — HBcore IgM

Punteras universales de color azul y amarillas

Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul.

© N o U B~ W Nk
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OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de Aproteccion

Personal (EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la practica.

4.  NOTAS DE SEGURIDAD.
En el laboratorio, para la obtencidn 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

5.  PROCEDIMIENTO
Ver inserto adjunto al reactivo a usar. (KIT DE ELISA PARA Anti — HBcore IgM)

6. RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante determina la presencia de anticuerpos Anti — HBcore IgM como

marcador de importancia ante un cuadro agudo de hepatitis B.

7. CONCLUSIONES.
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Cuarta Unidad

Semana 13 - Sesion 1:

TOMA DE MUESTRA Y PROCESAMIENTO DE SANGRE TOTAL EN PAPEL
FILTRO PARA DETECCION DE ANTICUERPOS TOTALES CONTRA VIRUS

DENGUE
SECCION i, AREIIAOS = .o
Docente  © NOMDIES & vt e
Fecha : / /... Duracion: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.

e Redlizar la toma de muestra de sangre total en papel filtro para pruebas de

ELISA e IHA para el virus dengue.

e Adquirir destreza en el procesamiento de muestras obtenidas en papel filtro.

2. CONCEPTOS BASICOS

El dengue constituye un serio problema de salud puUblica en las Américas y en

todo el resto del mundo a consecuencia del cambio climdtico, de la

globalizacion y ofros factores que desencadenan la presencia del mosquito

Aedes aegypti vector del mencionado virus.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.

1.

Papel filtro WHATMAN N° 3. (40mm x 25 mm).
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Lancetas.

Bolsas de Plastico para % kilo medida 5x10 (01 unidad)
Solucion Buffer Fosfato (PBS) (6ml).

Albumina Bobina.

Centrifuga Refrigerada.

Tubos Falcon de 25ml.

Viales.

0 ® N oA W N

Parafilm.

@)

. Micropipetas de 10-100ul y de 100-1000ul, con sus respectivas punteras.

J—
—_

. Guardapolvo

N

. Guantes

w

. Mascarilla.

N

. Recipiente de mesa para desechos bioldgicos

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccion

Personal (EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la prdctica.

NOTAS DE SEGURIDAD.

En el laboratorio, para la obtencidn 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

PROCEDIMIENTOS
5.1. OBTENCION DE LA MUESTRA

1. En el papel filtro, disenar 02 circulos (16 mm de didmetro cada uno) uno al
lado del ofro con 5mm de distancia enfre ellos , y a un costado dejar

espacio para el cédigo y/o identificaciéon del paciente (ver Figura )
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ldentificacion
del paciente

OC

2. Puncién con lanceta del pulpejo lateral dedo medio de la mano.

3. Dejar fluir la sangre espontdneamente dentro del circulo marcado en el
papel filtro, tratando que la muestra cubra el didmetro indicado (volumen

aproximado 50ul).

Identificacion
del paciente

4. Dejar secar al medio ambiente en un lugar protegido de la luz solar directa.
5. Colocar en bolsas de pldstico y transportar al laboratorio a temperatura

ambiente, junto con al ficha clinico — epidemioldgica.

ELUCION DE LA MUESTRA PARA ELISA.

1. Se recortan los circulos de papel filtro absorbidos con sangre total vy se
colocaron en viales que contenian 2ml de buffer fosfato salino (PBS) con
Albumina bovina al 0.5% a 4°C durante toda la noche, obteniendo una dilucion
de 1:100 como lo requiere el método utilizado.

2. Se elimina el papel filtro.

3. Se procede a centrifugar a 3800 rom por espacio de 15 minutos a temperatura

ambiente, para obtener el eluido.
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4. Utilizar el sobrenadante para el procedimiento de ELISA.

ELUCION DE LA MUESTRA PARA INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

1. Se recortan los circulos de papel filiro absorbidos con sangre total vy se
colocaron en viales que confenian 2ml de buffer borato salino 0.5 M a 4°C
durante toda la nhoche.

2. Se elimina el papel filtro.

3. Se procede a centrifugar a 3800 rpm por espacio de 15 minutos a Temperatura
ambiente, para obtener el eluido

4. Al eluido se le agrega 500ul de kaolin al 25% con agitacion ocasional por 30
minutos.

5. Centrifugar a 2000 rom por espacio de 30 minutos a temperatura ambiente.

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

7. Centrifugar a 1500 rom por 15 minutos a 4°C, para obtener la muestra final para

la determinacién de anticuerpos totales.

6.  RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante realizard 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 obtenidas en papel filtro.

7. CONCLUSIONES.
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Cuarta Unidad
Semana 14 - Sesién 1:
DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI - HIV 1-2
SECCION & i APBIIOS & oo
Docente  « .. NOMDIES & v e
Fecha : / /... Duraciéon: 90 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

3.

PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Realizar la determinacién de anticuerpos contra el retfrovirus HIV 1-2| (Virus de
Inmunodeficiencia Humana 1 y 2). Interpretar y reportar los resultados obtenidos

de la manera correcta.

CONCEPTOS BASICOS

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesibn que se ubica en la

plataforma virtual.

EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
Guantes de Latex.
Guardapolvo o Mandilones.
Mascarilla, Lentes Protectores.
Jabon Liquido.
Papel toalla.
KIT DE ELISA PARA DETECCION DE : Anfi- HIV 1y 2.
Punteras universales de color azul y amarillas
Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul.

Recipiente de mesa para desechos bioldgicos
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OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccién Personall

(EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la prdctica.

4.  NOTAS DE SEGURIDAD.
En el laboratorio, para la obtencidn 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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

5. PROCEDIMIENTO.
Ver inserto adjunto al reactivo a usar. (KIT DE ELISA PARA Anti- HIV 1y 2)

6. RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante realizard la determinacion de anticuerpos contra el retrovirus HIV 1-
2l (Virus de Inmunodeficiencia Humana 1 vy 2) , interpretard y reportard los

resultados obtenidos .

7. CONCLUSIONES.
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Cuarta Unidad
Semana 15 - Sesion 1:

DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI - VIRUS HERPES SIMPLEX (VHS)
1Y 2 POR EL METODO DE ELISA

SECCION 1 APEIIAOS = oo
Docente -« NOMBIES & o
Fecha A Duracién: 920 minutos

Instrucciones: Maneja las muestras con cuidad, estando protegido con las EPP que estipula mencionado
procedimiento, de la misma forma cuidar de contaminantes las células.

1. PROPOSITO/OBJETIVO/ LOGRO.
Realizar la determinacion de anticuerpos contra VHS 2 (VIRUS HERPES SIMPLEX) .

Interpretar y reportar los resultados obtenidos de la manera correcta.

2. CONCEPTOS BASICOS (INTRODUCCION O FUNDAMENTO).
El sistema de pruebas ELISA Herpes Simplex Virus-2 (HSV-2) IgG de ZEUS es un
ensayo enzimdtico inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) disenado para la
determinaciéon cualitativa de anticuerpos de tipo IgG contra el virus del herpes

simple (VHS) en suero humano.

Para el estudio de la prdctica leer el PPT de la sesidbn que se ubica en la

plataforma virtual.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA.
Guantes de Latex.

Guardapolvo o Mandilones.

Mascarilla, Lentes Protectores.

Jabon Liquido.

v A o NnoE

Papel toalla.
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KIT DE ELISA PARA DETECCION DE : Anti- HSV
Punteras universales de color azul y amarillas
Micropipetas: 10ul, 50-100ul, 1000ul.

o 2 N O

Recipiente de mesa para desechos bioldgicos

OBSERVACION: Cada estudiante debe estar con su Equipo de proteccion Personal

(EPPs) y contar con los materiales para el desarrollo de la prdctica.

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 ambientes
prdcticas necesarias para proteger al paciente, al operador, al observador y al

medio ambiente.

4. PROCEDIMIENTOS
Ver inserto adjunto al reactivo a usar. (KIT DE ELISA PARA Anti- HIV 1y 2)

5. RESULTADOS O PRODUCTOS
El estudiante realizard la determinacion de anticuerpos contra VHS 1-21 (virus

Herpes simplex 1y 2), interpretard y reportard los resultados obtenidos .

6. CONCLUSIONES
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