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Objetivo:

e Conocer el proceso que hay detras de cada material estéril en el laboratorio

Introduccion.

En un laboratorio resulta indispensable contar con material estéril, ya que esto permite un
correcto analisis de las muestras obtenidas o pruebas realizadas, el proceso de esterilizacion
esta relacionado con los términos de limpieza y desinfeccion, ya que para asegurar un
proceso de esterilizacion es necesaria una limpieza previa y desinfeccion, esto por si solo
no asegura una muestra libre de contaminantes, debido a que durante la manipulacion del
material ya estéril o toma de la muestra se pueden cometer errores, tanto al momento de
liberar el material de su empaque o envoltura estéril, como al momento de realizar algin
procedimiento.

Usualmente, al entrar a una Central de Equipos y Esterilizacion (CEYE), una Unidad Central
de Esterilizacion (UCE) o a un laboratorio, se cuenta con material ya estéril, es decir aquel
que presenta las condiciones ideales para poder realizar algiin estudio o en su caso ingresar
dicho material o instrumentos al organismo, es alli donde se muestra la gran importancia de
la esterilizacion, dicho proceso asegurara trabajar libre de microorganismos o
contaminantes, tanto en un laboratorio como en una unidad de cuidados médicos, en esta
ultima, pudiendo ser dentro de una sala de quirofano.

A fin de cuentas, para llevar a cabo una buena practica es necesario conocer el proceso que
permite una esterilizacion eficaz, el uso correcto del material y técnicas de higiene y
seguridad. dichas medidas permitiran evitar por dar un ejemplo una infeccion en el paciente
y/o analisis/resultados alterados, lo cual conlleva a un mal diagnéstico, tratamiento y/o
rehabilitacion, representando para el paciente/usuario pérdidas y desgaste, esto siendo
conservadores. Por Ultimo hay que resaltar la importancia de los conocimientos suficientes
para realizar cada una de las intervenciones necesarias, ya que esto es lo que realmente hara
valer todo el esfuerzo qué hay detras del material estéril, cuando se habla de tinciones, se



hace mencion de procesos complejos, sistematicos y rigurosos, para los cuales hay que ser
muy preciso en cuanto a tiempos de exposicion e interpretacion de resultados.

Material

Practica: Preparaciéon de
material

Practica: Preparacion de
medios de cultivo

Practica: Cultivo

microbiano

Cristaleria que se vaya a
esterilizar

Cajas Petri

Cajas Petri con medio de
cultivo

Algodoén

Matraz Erlen Meyer

Mechero

Papel Estraza, un rollo

grande

Vaso de precipitado

Medios de cultivo
elaborados en la practica
anterior

Cinta masking tape Tripie Caja de material
Isopos largos Tela de alambre Hisopos

Gasas Mechero Asa bacteriolégica
Cloro comercial 250 ml. Agua

Agua destilada Pipeta

Cuchara desechable

Solucién de cloro

Caja de material

Grenetina




PROCEDIMIENTO PRACTICA |

Preparar solucion clorada respetando la formula 9 porciones de agua por una de
cloro (preparar cantidad de solucion en proporcion al material a esterilizar).
Limpiar con agua y jabon el material a esterilizar, previo a su desinfeccion con
solucion clorada.

Realizar desinfeccion con cloro: verter solucién clorada en cada recipiente a
esterilizar y rotar el recipiente a manera de que la solucién cubra toda su superficie.
Realizar tapones de algoddn y colocarlos a los tubos de ensayo y matraz, de igual
manera, realizar proteccion con papel estraza y colocarlos sobre los tapones de
algodon.

Envolver las cajas Petri con papel estraza cubriendo por completo su superficie y a
manera de facilitar su apertura cuando se llegue a utilizar y de esta manera evitar
movimientos innecesarios que pudiesen provocar errores en el procedimiento o
manipular demasiado el material.

Proceder a envolver vasos de precipitado comenzando en estos con la parte
superior y de igual manera la pipeta con papel estraza, siendo muy cuidadosos en
esta Ultima, para ello se debe de realizar dobleces em los extremos para sellar la
superficie de esta, de igual manera manteniendo la precaucion de cubrir por
completo su superficie, utilizar cinta (testigo/masking tape) para asegurar un buen
sellado procurando utilizar una minima cantidad.

PROCEDIMIENTO PRACTICA 2

| Preparacion del medio de cultivo

En 100 ml. De agua fria diluye 5 grs. De grenetina, una vez diluida y
completamente sin grumos, calienta hasta lograr diluir cualquier tipo de particula
solida, no deberas dejar ebullir

Cubrir con papel para evitar que se contamine la solucion, hervir con el tapén a
fuego lento para eliminar cualquier m.o.o

Y dejarla enfriar cerca el mechero

En ningin momento se debe apagar el mechero y tampoco se debe separar la
solucion del mechero

Il Vaciado

Lt

owaAw

Lavar previo a su uso cualquier material de cristaleria, en especial las cajas Petri
Desinfectar con solucion clorada y colocar en posicion invertida, cercana al
mechero.

Marcar en la parte lateral la caja Petri previo a ser usada

La caja Petri debera cerrarse previo al vaciado.

Se flameara la boca del matraz antes de hacer el vaciado

Se acerca el matraz vy la caja a la flama, se vacia una porcion del medio de cultivo
en la caja Petri en una porcion menor a la mitad de la caja, para ello:



7. Tomar una caja con la mano izquierda, colocarla frente al mechero y destaparla
parcialmente.

8. Verter aproximadamente 20 ml del medio en la primera caja de Petri con la mano
derecha.

9. Tapar inmediatamente la caja de Petri.

10. Trasladar la caja debidamente tapada, a la derecha del mechero con la mano
izquierda, evitando agitar el contenido de la caja.( No la aleje mas de 50 cm. de
distancia de la llama del mechero)

I 1. Flamear de nuevo la boca del Erlenmeyer.

12. Repetir el mismo procedimiento desde el inciso

13.Con la mano izquierda, destapar parcialmente la caja de Petri, sin soltar la tapa
superior.

1 4. Dejar solidificar el medio por término de 30 minutos.

PROCEDIMIENTO PRACTICA 3

Toma de muestra.

Hisopado de amigdalas.

I. Antes de tomar la muestra, pongase la mascarilla y los guantes.

2. Coloque al paciente sentado frente a usted y pidale que trague fuertemente dos
veces.

3. Pida al paciente que vea hacia arriba, con la boca abierta, que saque la lengua y
diga AH AH.

4. Con un abatelenguas, presione fuertemente la lengua hacia abajo y
simultaneamente, si es posible, iluminar bien el fondo de la garganta (detras de la
Gvula o campanilla), con una lampara portatil de baterias.

5. Localizar en el fondo de la garganta y en las amigdalas, que se encuentran a los
lados, las siguientes lesiones: Inflamacién (enrojecimiento). Pus (secrecion
blanquecina o amarillenta). Ulceras blanquecinas.

6. Con el hisopo estéril frotar firmemente las lesiones, con sumo cuidado de no
tocar la lengua, la campanilla, la pared interna de los carrillos (cachetes) o los
labios, al momento de retirar el hisopo.

7. Trabaje todo el procedimiento frente a la llama del Mechero Bunsen.
PARTE Il Inoculacion del medio de cultivo

|. Descargue inmediatamente la muestra tomada con el hisopo en la caja de agar-.



2. Con el hisopo, estrie en tres secciones la caja.

3. Incubar.

PARTE Illl. Preparacion del frotis

I. Rotule dos laminas portaobjetos limpios y desgrasados con su nombre

2. Utilice el mismo hisopo con el que inoculé la caja de medio de cultivo y haga un
frotis.

3. Deje secar a temperatura ambiente.

4. Fije a la llama.

5. Coloree con tincion de Gram

6. Observe al microscopio

PARTE IV. Tincion de Gram

|. Use la lamina que prepard en la Parte |l del procedimiento para la coloraciéon con
tincion de Gram.

2. Cubra la lamina con solucion Cristal Violeta y déjelo actuar por un minuto.

3. Lave con agua de chorro y escurra.

4. Cubrala con solucién de Lugol durante un minuto.

5. Lavela con agua de chorro y escurra.

6. Cubra el frotis con alcohol acetona por un minuto.

7. Lave con agua de chorro y escurra.

8. Cubra la lamina con solucion de Safranina durante un minuto.

9. Escurra el colorante y lave la lamina con agua de chorro. Escurra y deje secar a

temperatura ambiente



OBSERVACIONES

LA practica | como la practica 2 y 3, se realizaron en distinto dia, sin embargo, muestran una
secuencia, es por lo que decidi nombrar este reporte de practica como (DE LA LIMPIEZA Y
DESINFECCION A LA ESTERILIZACION Y USO DEL MATERIAL DE LABORATORIO).

Practica namero |

Al iniciar con la practica, se realiza higiene de manos y limpieza con
agua y jabon del material de cristaleria a utilizar

Se procede a preparar solucién de cloro diluida respetando la
formula 9 porciones de agua por | de cloro, preparando Gnicamente
lo que se va a necesitar para evitar desperdicios

Una vez preparada la solucién de cloro diluida, se procede a verter
cantidad suficiente de esta en los recipientes, realizar movimientos
rotatorios a manera de cubrir toda la superficie interior.

Se deja escurrir el excedente de cloro, colocando los materiales hacia
abajo sobre el papel estraza.

Se elaboran tapones de algodén para los tubos de ensaye, matraz y
pipeta, de igual manera, se elaboran protecciones que cubriran el
tapon de algodon.

Una vez listas estas protecciones, se procede a colocarlas en el
material, cubriendo el orificio de entrada de los tubos, pipeta y
matraz, posterior se agregan encima las protecciones elaboradas con
papel estraza.

Tener en cuenta las recomendaciones que se encuentran dentro del
procedimiento de practica al momento de envolver el material.




OBSERVACIONES

Practica nimero 2

Para comenzar la practica se debe preparar el medio, para ello se
utilizara 100 ml de agua y 5gr o | cucharada de grenetina, ambos
componentes de mezclaran para lograr deshacer lo mas posible
los grumos presentes, todo esto en un vaso de precipitado.

Una vez preparada la mezcla, se cubre con papel despedaza y se
coloca sobre el mechero con la tela de alambre, se deja hasta que
hierba y se retira dejando enfriar.

Se procede a la limpieza y desinfeccion de las cajas Petri antes de
colocar el medio de cultivo. Tener en cuenta que una vez
desinfectadas con cloro, su manipulacion debe ser minima.

Se agrega el medio de cultivo (20 ml aprox) a las cajas Petri
previamente flameando la boca del matraz con mucha precaucion
y ce cierra la caja

Cada vez que se agregue el medio de cultivo a la caja Petri,
recordar flamear el matraz y la caja

Se colocan las cajas ya con el medio de cultivo en un lugar seguro




OBSERVACIONES

Practica nimero 3

Se realiza la toma de muestra con uso de EPP, teniendo la precaucion de
no producir el reflejo vagal frotar el hisopo estéril a las paredes del fondo
de la garganta y amigdalas.

Se realiza la inoculacion del medio de cultivo previamente preparado,
realizando estrias en tres secciones distintas de la caja.

Con el hisopo que se utilizo para la toma de muestra, preparar el frotis,
posterior realizar la tincion Gram en las laminas
preparadas.

Es muy importante ser exactos con los tiempos
de exposicion al momento de la tincion Gram,
de lo contrario, la muestra seria alterada

En la muestra | se logra observar bacterias grampositivas en campo tras
observar con el objetivo de 40x, tomaron forma de estrellas debido a un
tiempo de exposicion excesivo al Cristal Violeta, muy poca concentracion
de bacterias gramnegativas.

En la muestra 2 se observan bacterias grampositivas y gramnegativas,
siendo estas Ultimas escasas en campo, esto observado con el objetivo de
40x, de igual manera con forma de estrellas.

En la muestra 3 se identifica mayor concentracién de bacterias
gramnegativas a comparacion de las muestras | y 2, presenta de igual
manera bacterias grampositivas que predominan a las gramnegativas, en
otra superficie de la muestra se observa comida y células de descamacion
de epitelio.



RESULTADOS

A pesar de que las bacterias se cristalizaron por una exposicion prolongada al Cristal Violeta, fue
una practica exitosa, ya que se pudo identificar su presencia y concentracion en las muestras, ademas
la no presencia de otros microorganismos también indica que se realizé una buena preparacion del
material (practica |), preparacion del medio de cultivo (practica 2) y cultivo de muestra (practica 3),
es decir se realizaron las tres practicas de manera exitosa sin contaminar en el proceso.

CONCLUSIONES

Las bacterias son microorganismos que se encuentran por naturaleza en el cuerpo humano, sin
embargo las variaciones en las concentraciones de estas producen cambios/alteraciones en el
organismo, llegando a ser mas o menos prejudiciales dependiendo de la bacteria causante, es por
ello que un diagnostico y tratamiento adecuado permitiran aliviar los sintomas y terminar con la
enfermedad, en el caso de un tratamiento incorrecto o deficiente, Unicamente se contribuira a
aumentar la resistencia bacteriana a antibioticos.

CUESTIONARIO
{Qué es un medio sdlido en microbiologia?

Un medio de cultivo es un conjunto de componentes que crean las condiciones necesarias para el
desarrollo de los microorganismos. Los medios de cultivo sélidos contienen el agente solidificante
(generalmente agar al 1,5-2%).

{Qué es flamear?

El flameado es un método de desinfeccion fisico por calor seco por fuego directo, con esto
conseguimos que el utensilio que vayamos a utilizar este desesterilizado para que no se contamine
nuestros utensilios.

{€6mo se realiza el método de siembra por estria?

Se realiza en un tubo con medio sdlido inclinado (en bisel o pico de flauta), y deslizando el asa sobre
la superficie expuesta del agar de manera que se marquen surcos o estrias.

{Por qué no se debe hablar durante los procedimientos de determinaciéon de presencia
de microorganismos?

Porque constituye una forma de contaminacion artificial de la muestra
{Que son los medios de enriquecimiento?

Son medios liquidos que favorecen o permiten la multiplicacion de las bacterias cuando la muestra
obtenida es muy pobre

Buenas practicas en un laboratorio

e Anotar los resultados de forma estandarizada: Todos los miembros del laboratorio deben llenar
observaciones y resultados de preferencia en un mismo formato y nunca en papeles sueltos; ya
que pueden llegar a perderse o falsificarse



Etiquetar muestras, reactivos y todo aquello que sale de su empaque original, de esta forma
todos los companieros sabran que hay en ese envase en especifico y evitaremos contaminacién
de muestra o accidentes

Utilizar siempre material de vidrio limpio para evitar contaminacién cruzada, razén por la cual
tampoco debe reutilizarse material desechable

Nunca calentar material de vidrio calibrado

Los reactivos deben tener certificados que especifiquen los grados maximos de impurezas para
asegurar que se esta utilizando un material que cumple las exigencias del estudio en cuestion
Cuando sea posible hacer muestras en duplicado

Realizar chequeos rutinarios por una persona calificada y externa al laboratorio, para comprobar
los procedimientos y resultados, y asegurar que el manejo del trabajo esta siendo conducido
apropiadamente, comprobando asi que los resultados obtenidos son fiables.

No comer, ni beber, ni fumar, ni guardar los alimentos en el laboratorio.

Utilizar en el laboratorio exclusivamente el equipo esencial y el cuaderno o libreta de
laboratorio.

Utiliza siempre bata y ropa especial, si se trabaja con organismos patogenos.

No trabajar con cultivos, si se tiene suefo o se esta muy cansado.

Si se llevan los cabellos largos, es conveniente recogerlos en una cola o, mejor aun, dentro de
un gorro de laboratorio.

No tocarse nunca los ojos, sin haberse lavado bien las manos antes.

No dejes nunca los cultivos fuera de las areas de incubacion (estufas) o almacenes (camaras frias,
congeladores).

El desorden en las zonas de trabajo equivale a riesgo.

No utilizar pipetas convencionales (pipeteo con la boca); si fuese imprescindible su uso,
utilizarlas con aspiradores.

Los cortes que cualquier persona se produzca en el laboratorio tienen que tratarse rapidamente
y con especial cuidado. Si se tienen heridas abiertas, deben protegerse antes de seguir trabajando
Las personas con deficiencias inmunitarias o problemas de salud especificos tendran que
consultar, con los facultativos que les atienden, las precauciones especiales que les convendria
tomar.

Los laboratorios han de estar convenientemente senalizados, para que cualquier persona que
acceda a ellos sepa que corre un cierto riesgo, del cual debe informarse.
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PREPARACION DE SOLUCION DE CLORO

_ (Cloro en polvo comercial 5%) _ Solucién de cloro (35%) _
*Gramos/litro = eGramos/litro=
Seguir la formula [%diluido/% SRR [%diluido/%conce

ntrado]

concentrado]

g
resultantes a 1L
de agua

ymivﬁa meP//Pa m.@ﬁ@@;OQW; de 30%010/u.

-0, weoNee cealizos vao d\ocide Sevona Mo ey sasia conble eosa

enOon tedue s /o mf/no.ﬂ,a wnw nvOAO () N«GWCQA mmﬂn o /WX,POU. " :ws\:ro +S 3’ i

B maﬁﬁﬁi \o solueds dovoda e ngwaenoyo/‘ lo cosl debe st ot Vomwo /loa
a

Sveetncie 1eN08 y ot \oayot vaa  conecta wma,o.wnnn,.ovo
- OO/OPO» bolera de @rmvovnwﬁ e /Q Q,WNVO,\ yC,O e de o /.7
C\\vo y eudex Bcexo de WLENOO TBEA RN,
- A\ BQOJCN/OA S oanVWﬁO./\ /mom./ /O mANnO,Cﬂ.”OvD LN nm//OA
oomﬂfﬂ,n.,m Posa niy.o‘ noayo.uvo m:mnwo con e D..Van/o,.
o 099/ Y odrguvax AU/Q,./:W,R/.

Caay 4morNo, 00

S nosm/ﬂko T
c ¥ woyg ﬁ



(©0€
% \\)C\Or\ C\O"OA J‘QPC‘*’G c0 éw‘c\}\ ‘ﬁ( CHQ\GIC‘(\Q
").Ld ‘mecﬁo(\ua 4& No Q)= yoo lu C"wonc‘*'u qle/f
MCC\(\@O xecod O erebe\\Id( e} CoMeo de Qb\er»l JO(J

@b C\%oc\\co Qreporoc(on de vedios de coldwe.
YA

\%o oot O Q(\OD &i \Cm 103 82 CDQX)M Eofa prexeyvar
\mﬁm&x\C\OQeQ @X\N\Db oG e) C‘;&WO

@@Qéd Ql Q\w\co&s &g\ NNoM[ ¥4 \os \eCed C(A Sca OeCeABN0
ngo \)c\\\\ L) MQ(OQ;O\/ED\UUO,\ 491 Fﬁ (QQ .
e}

\ Cu\dtléb 80‘(0(\\2 l_\ xrm\beo\‘ € | S CS_)O') @Q\‘
Mo v QQ\Q‘\
@éw\\\e '\\Qi\ex Ua t(‘eA(o ée QU\X\\]D \c:)coj ee eV "\O“ fq

eceuzg\c\ﬁ Ae .00
- Lo\ cowtcgd @lwem&coa W?Aehol en d mcgg

)f'(GbO\BD eew\\\e erecveqn  exfole !oOw

V\&ZT \0

@mx it Foooco 1)



‘ (K&c\\m‘-(?\\ (o MNierolo 1 ano.
Mo 3 ’ wocDovd

Daoberian IMEedaived eq (\{\0\\/0{ coVid g
(\&6 wa- 5[@\;@(\(2 de grom A@Sozlf W epeac

w V-

fle o ram
[QD oy rJ

2. Utilice el mismo hisopo con el que inoculé la caja de medio de cultivo y haga un m"?‘)}m
5 b
otis.
ot
3. Deje secar a temperatura ambiente. © e iten m&‘\@% ‘J»C
4. Fije a la llama. — )X \ l J(
5. Coloree con tincién de Gram 'Z/O Jm 3 Cotma Q , Ce lU 3
6. Observe al microscopio GlQbC&(V\QC 3 q:) R \\ e,[
s o 0.

PARTE IV. Tincién de Gram

|. Use la ldmina que preparo en la Parte |ll del procedimiento para la coloracién con

tincion de Gram.

Cubra la limina con solucion Cristal Violeta y déjelo actuar por un minuto.
Lave con agua de chorro y escurra.

Cubrala con solucion de Lugol durante un minuto.

Lavela con agua de chorro y escurra.

Cubra el frotis con alcohol acetona por un minuto.

Lave con agua de chorro y escurra.

Cubra la lamina con solucién de Safranina durante un minuto.

000 NI Y

temperatura ambiente.

Cuidados y otros aspectos relevantes de seguridad

I. Lavese las manos después de realizar cualquier tarea dentro de laboratorio de
microbiologia.

Escurra el colorante y lave la ldmina con agua de chorro. Escurra y deje secar a

2. Todo el material empleado en las practicas microbiolégicas se descarta en las bolsas

3. No dejar por ninglin motivo cajas, tubos o cualquier otro material contaminado, en

lugares que no corresponda al area de trabajo.
4. NINGUN EQUIPO DE PROTECCION SUSTITUYE EL CUIDADO, ORDEN Y

PRECAUCION QUE DEBE TENER CADA ESTUDIATE AL REALIZAR SU TRABAJO

Cuestionario

l.- ;Qué es un medio sélido en microbiologia?

2.- ; Qué es flamear?
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