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ACTIVIDADES A REALIZAR: Los profesores asignados a la UEA PREVENCION Y CONTROL DE LA PROPAGACION
MICROBIANA realizaran, auxiliaran y apoyaran trabajos especificos de docencia, investigacion y difusion de la cultura; deberan
planear, desarrollar dirigir, coordinar y evaluar proyectos académicos responsabilizdndose de los mismos. Las labores académicas
de los profesores estaran relacionadas con: i) Fomentar en el alumno el cumplimiento de las buenas précticas de manufactura, en
el desarrollo, control biolégico y microbiolégico y en los procesos de produccion y evaluacion productos biol6gicos y reactivos de
diagndstico. ii) Formular, a partir del estudio de las caracteristicas de la interaccién entre el hombre y los microorganismos
patégenos, estrategias de solucién a problemas de salud relevantes en el campo del diagndstico, el control microbiolégico y el
disefio de modelos terapéuticos e inmunoprofilacticos eficaces y seguros. iii) Realizar las actividades contenidas en el articulo 7
del RIPPPA y demas normas aplicables.

AREA DE CONOCIMIENTO: Ciencias Bioldgicas DISCIPLINA: Microbiologia
REQUISITOS ACADEMICOS: Licenciatura en QFB 0 QBP y Maestria en Ciencias Farmacéuticas o en Ciencias Biol6gicas

TEMAS DE LOS PROGRAMAS: Los microorganismos en la infeccion y en la contaminacion. Control del crecimiento
microbiano. Virus que infectan animales, parasitos y hongos de importancia para la salud. Los actores en la relacion huésped
pardsito: mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia del parasito y respuesta inmune del hospedero. Los
microorganismos como fuente de obtencion de biolégicos
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INTRODUCCION

El estudio de las relaciones hospedero-parasito implica la interaccion del hombre con una diversidad de organismos. Del equilibrio que se establece en la relacién
entre los mecanismos de patogenicidad de los agentes infecciosos y las defensas del hospedero depende la salud del hospedero. Si las defensas del hospedero se
fortalecen e incrementan, el agente infeccioso sera eliminado. En tanto si tales defensas se disminuyen o la virulencia del microorganismo se incrementa, el
hospedero resultara dafiado.

El conocimiento de los organismos capaces de causar enfermedad en el hombre o en los animales es esencial en el campo de la farmacia. En este ambito, los
microorganismos infecciosos causan enfermedades transmisibles con impacto clinico y epidemiol6gico cuya atencion clinica demanda la disponibilidad de agentes
para su tratamiento, diagnéstico y prevencion. La aparicion de resistencia a los antimicrobianos ha sido uno de los grandes problemas derivados del uso irracional
de medicamentos y una las principales motivaciones para el desarrollo de nuevos medicamentos. Los microorganismos son contaminantes en los procesos de
produccion de farmacos, medicamentos y productos bioldgicos que causan grandes pérdidas a la industria y riesgos potenciales para la salud de los consumidores.
El conocimiento de los microorganismos de sus mecanismos de diseminacién, de su interaccion con diferentes hospederos y de su susceptibilidad a distintos
agentes, fisicos, quimicos y bioldgicos es esencial para formular estrategias de solucién a problemas contaminacién en el ambiente de la produccion.

En el tratamiento de las enfermedades causadas por los agentes patogenos, la terapéutica aprovecha las diferencias fundamentales entre las células del
microorganismo y las del hospedero. El concepto de toxicidad diferencial se basa en las propiedades fisicas o quimicas que posee uno solo de los miembros de la
relacion hospedero-parasito. Para matar al agente infeccioso sin causar dafio o la muerte al hospedero es necesario interferir con la maquinaria celular del
microorganismo sin afectar los procesos metabdlicos del hospedero. El conocimiento de las diferencias estructurales y metabélicas entre las células procariénticas
y eucardnticas es, por tanto, esencial para la seleccion adecuada de sustancias efectivas en el manejo de los procesos infecciosos salvaguardando la integridad de
las células del hospedero y obviamente para el disefio de alternativas terapéuticas o profilacticas eficaces y seguras.

El objetivo general de la UEA “Prevencién y control de la propagacién microbiana” es: disefiar y aplicar estrategias microbiol6gicas para el control de procesos
infecciosos y la contaminacion en productos farmacéuticos y ambientales.

Este proposito implica que el alumno, a lo largo de la UEA, adquirird los conocimientos teéricos, metodoldgicos y formativos para el manejo adecuado de los
microorganismos en la industria farmacéutica, para lo cual sera necesario que comprenda la importancia que tienen los microorganismos para el hombre como
fuente de productos para la vida y la salud y como posibles patégenos y contaminantes de los procesos de produccién de bienes para la salud.

Asimismo, deberd construir un aparato tedrico metodoldgico que le permita experimentar con los mecanismos involucrados en la patogenicidad de los
microorganismos para el ser humano y los animales asi como con la resistencia del hospedero a las infecciones. También, debera dominar las técnicas basicas para
el aislamiento, la identificacion, la cuantificacion y el control de poblaciones microbianas en el ambiente y en los procesos de produccién en la industria quimico
farmaceutica.
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OBJETO DE TRANSFORMACION: Prevencion y control de la propagacion microbiana

El objeto de transformacion de esta UEA es la prevencién y control de propagacién microbiana. Este objeto de transformacién entrafia un enfoque
multidisciplinario que incluye, por un lado, el reconocimiento de la participacion de los microorganismos de la microbiota como una auténtica barrera de defensa al
establecimiento de patogenos en el cuerpo humano o animal; pero supone también el estudio de los efectos deletéreos de los microorganismos patogenos en la
salud del hombre y de las secuelas de riesgo para la salud de los trabajadores y consumidores cuando se encuentran como contaminantes de los procesos de
produccion de bienes para la salud. Por ende, resulta importante la utilizacion de microorganismos como fuente de una gran variedad de reactivos Utiles en el
diagndstico, la inmuno profilaxis y la terapéutica.

PROBLEMA EJE: Prevencidn y control de la infeccion y la contaminacion microbiana y sus implicaciones en el ambito de la farmacia

Se eligié como problema eje de la UEA a los microorganismos como agentes infecciosos en virtud de que permitira a los alumnos, comprender el papel de los
microorganismos en la infeccion y en la contaminacion y desarrollar la capacidad de proponer soluciones en el campo del control y la prevencién de la infeccion y
la contaminacion microbiana tanto en el ser humano como en el &mbito de la farmacia.

OBJETIVO GENERAL DE LA UEA

Que al final de la UEA el alumno sea capaz de: Disefiar y aplicar estrategias microbiolégicas para el control de procesos infecciosos y la contaminacién en
productos farmacéuticos y ambientales.

ATRIBUTOS DEL PERFIL DE EGRESO QUE SE ALCANZARAN AL FINAL DE LA UEA:

e Profesional caracterizado por un comportamiento ético y responsable en el ejercicio de la profesion farmacéutica

e Con actitud critica ante los determinantes de tipo econémico, politico y social de los problemas de salud en México

e Con capacidad de adoptar una perspectiva sustentable en la planeacion de la produccion de medicamentos y otros insumos para la salud

e Con una s6lida formacion bésica que le permitird acceder y desenvolverse exitosamente en el campo profesional, en los estudios de posgrado y la
investigacién

e Manejar y eliminar los desechos de los procesos de produccién de la IQF con apego a las normas de seguridad, tratando de reducir al minimo los riesgos
personales y ecol6gicos

e Buscar, manejar e integrar la informacién y utilizar de manera apropiada los lenguajes formales propios de su campo de accion
e Manejar las herramientas estadisticas necesarias en el disefio y evaluacién de procesos en la practica profesional en la IQF

e Participar en el desarrollo, control fisico, quimico, biolégico y microbiolégico y en los procesos de produccion y evaluacién de medicamentos de origen
natural o sintético, productos bioldgicos y reactivos de diagndstico.

LINEAS DE INVESTIGACION

Para el desarrollo del proyecto de investigacion correspondiente a la UEA “Prevencion y control de la propagacion microbiana” se proponen las siguientes
lineas de investigacion que ofrecen posibilidades de formacién muy completa en los aspectos relacionados con el manejo de los microorganismos en la industria
quimico-farmacéutica.

1. Valoracion de la calidad microbioldgica de productos farmacéuticos no estériles.
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2. Identificacidn de microorganismos objetables en medicamentos no estériles.
3. Efecto antimicrobiano de algunas sustancias de origen vegetal.
4. Obtencion de inmundgenos de origen microbiano para inmuno profilaxis o diagnéstico

ESTRUCTURA DE LA UEA

Para cumplir el objetivo general planteado para la presente UEA se disefiaron cinco unidades. Las unidades y sus correspondientes objetivos son:

I Caracteristicas estructurales, funcionales y de patogenicidad de los microorganismos (bacterias, hongos y virus). Objetivo: ldentificar caracteristicas
estructurales, funcionales y mecanismos de patogenicidad de los principales agentes microbianos, contaminantes de ambientes y productos

farmacéuticos

Il. Crecimiento microbiano. Objetivo: Manejar técnicas de muestreo, aislamiento, crecimiento e identificacion de microorganismos.
I1. Control de Calidad Microbiol6gica. Objetivo: Conocer y aplicar pruebas microbioldgicas para el control de calidad de ambientes y productos

farmacéuticos

V. Control de la Infeccion. Objetivo: Diferenciar los mecanismos de accién de los antimicrobianos asi como las estrategias de resistencia a los mismos
desarrolladas por los microorganismos
V. Relacién hospedero-parasito. Objetivos: Determinar las bases de la resistencia del hospedero ante los microorganismos. Determinar las caracteristicas

de los productos biolédgicos y su utilidad en el diagnostico, la profilaxis y la terapéutica

UBICACION DE LA UEA EN EL PLAN DE ESTUDIOS

La UEA Prevencion y control de la Propagacion microbiana es considerado importante para que el alumno sea capaz de participar en el control de la infeccion y la
contaminacion microbiana en el &mbito de la farmacia y formular, estrategias de solucion a problemas de salud relevantes en el campo del diagnéstico, el control
microbioldgico, por lo que su ubicacion requiere bases sélidas de Quimica General, Quimica Orgénica, Quimica Analitica, y Bioquimica por lo que no se imparte
antes del tercer afio. A partir de este momento puede ubicarse como el 7°, en la trayectoria C, 8° en la B y 10° trimestre en la A, siendo precedidos por: Evaluacion
de materias primas para la produccién de medicamentos; Los farmacos como modificadores de la funciones biolégicas y Evaluacion de la calidad de los
medicamentos respectivamente . En todos los casos la UEA subsiguiente es Obtencion de metabolitos de interés industrial para la salud. (Ver mapa curricular)

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Semana 1 | 2 3 4 5 6 7 | 8 | o 10 11 12
Sesiones tedricas UNIDAD I UNIDAD II UNIDAD Il UNIDAD IV UNIDAD V EG
Mpdelos Modelo Modelo Modelo Modelo IV EG
experimentales I I I
Seleccion y Elaboracion . - Analisis de resultados .
Investigacion delimitacion del del Elaboracion del marco teorico y y elaboracion del Presentacion del
Desarrollo experimental ; - informe EG
tema protocolo informe final

Evaluacion EO I EO II EO I EO IV EG
Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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UNIDAD |I.
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MICROORGANISMOS (BACTERIAS, HONGOS Y VIRUS).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES, FUNCIONALES Y DE PATOGENICIDAD DE LOS

OBJETIVO: Identificar caracteristicas estructurales, funcionales y mecanismos de patogenicidad de los principales agentes
microbianos, contaminantes de ambientes y productos farmacéuticos.

Contenido Objetivos de proceso Actividades Duracion en sesiones Bibliografia
1.1 Bacterias. Integrar un proceso de reflexion sobre la
1.1.1 Generalidades de las bacterias: | importancia de los microorganismos en la
nutricion estructura  celular. | Supervivencia de la especie humana
morfologia, clasificacion y | Ubicar taxondmicamente a los
reproduccion. microorganismos que actllan como agentes
1.1.2  Factores de virulencia. infecciosos o contaminantes
113 Aislamiento e  identificacion: | Diferenciar las caracteristicas de las celulas
medios de cultivo, tinciones | Procarionticasy eucarionticas.
diferenciales, diagnoéstico molecular | Analizar el papel de las endotoxinas vy
e inmunodiagndstico. exotoxinas, asi como de otros factores en la
virulencia de los microorganismos
Relacionar los requerimientos nutricionales
con la capacidad biosintética de los Seminarios y 5 12 3va
microorganismaos. discusion grupal 4oy
Conocer los distintos medios de cultivo de
bacterias: guimicamente definidos,
complejos, diferenciales y selectivos.
Analizar los ciclos esenciales del
metabolismo primario de los
microorganismos
Conocer las reacciones metabdlicas que
fundamentan las pruebas diagnoésticas de los
gérmenes de importancia para la salud
Aplicar los conocimientos sobre
metabolismo microbiano en la identificacion
de microorganismos (pruebas bioguimicas)
1.2. Hongos. Comprender las caracteristicas generales de I
. ‘o Seminarios y
1.2.1  Generalidades de los hongos: los hongos paréasitos y la forma en la que discusion grupal 5 7,13,15y 16
nutricion, estructura celular, | éstas determinan los tipos de ciclos
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morfologia, clasificacion y
reproduccion.

1.2.2 Factores de virulencia.

1.2.3 Aislamiento e identificacion:
medios de cultivo, tinciones
diferenciales, inmunodiagnostico, y
diagnéstico molecular.

biol6gicos, los factores de virulencia y las
enfermedades que tales  organismos
producen en el hombre y en los animales

Manejar las técnicas basicas para la
identificacion de hongos

1.3 Virus
1.3.1 Generalidades de los virus:
estructura, morfologia,

clasificacion de Baltimore.
1.3.2  Factores de virulencia.

1.3.3 Aislamiento e identificacion:
inmunodiagndstico, y diagndstico
molecular.

Comprender a los virus como entidades
ubicadas en la frontera de lo vivo y lo no
vivo.

Diferenciar las caracteristicas de las
familias de los virus (DNA y RNA) y sus
implicaciones en los patrones de
replicacion.

Comprender las diferentes fases de la
infeccion y multiplicacion viral asi como
los mecanismos por los cuales los virus
producen dafio en las células hospederas
para favorecer el disefio de estrategias Gtiles
en la prevencion y el control de las
enfermedades virales.

Comprender la utilidad de los bacteri6fagos
como vectores para la transferencia de
informacién genética dada su capacidad de
transportar fragmentos grandes de DNA
recombinante.

Manejar las técnicas basicas para la
identificacion de virus

Seminarios y
discusion grupal

8,30,31,32y
35
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UNIDAD II. CRECIMIENTO MICROBIANO

OBJETIVO: Manejar técnicas de muestreo, aislamiento, crecimiento e identificacion de microorganismos

Duracion en

Contenido Objetivos de proceso Actividades Sesiones Bibliografia
2.1 Crecimiento bacteriano: Diferenciar los conceptos de velocidad de
poblaciones 'y  medicion del | Diferenciar las fases de la curva de
crecimiento microbiano. Curva de | crecimiento de un cultivo microbiano y
crecimiento microbiano. Métodos | calcular el tiempo de generacién.
de medicion del  crecimiento | pegeribir y aplicar los métodos de medicion
microbiano (cuei?fa v:jable, turbidez, | del crecimiento microbiano
medo). . L
peso seco, peso himedo) ) Comprender el fundamento del cultivo Seminario y 3 12 3v4
2.1.2. Efgcto Ide L Tamblentales continuo de microorganismos discusion grupal R
S?_| rgise 0%:%?;%‘;”;%‘ a S?%ﬁ? t;zg’ Analizar el efecto de factores fisicos y
2.1.3 pNu',[ricic’F))n microbiana'gFu’entei de qu_imicos _sobre el - crecimiento.de los
LS ict : ) microorganismos
Ei:?;':}?ez nitrogeno, macro y micro Identificar la variedad de nutrientes
o necesarios para el crecimiento de los
2.2 Crecimiento de Hongos. Analizar el efecto de factores fisicos y
2.2.1. Mohos; peso seco y peso himedo quimicos sobre el crecimiento de los hongos Seminario y 5 2 20 21 23.24
2.2.2.  Levaduras; cuenta viable y turbidez. | Identificar la variedad de nutrientes | discusion grupal e
necesarios para el crecimiento de los hongos
2.3 Replicacion viral.
231 Replicacién de bacteriéfagos en Conocer las diferentes células utilizadas para
placa la replicacion de virus animales vegetales y
N . N bacteri6fagos o
2.3.2. Cultivo de tejidos y utilizacién del g L - _Sem_lparloy 5 1,3
embrién de pollo. Conocer los principios bésicos de la | discusion grupal
233 Técnicas moleculares aplicacion de técnicas moleculares para el

diagndstico de infecciones virales.

10
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UNIDAD IIl. CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICA

OBJETIVO: Conocer y aplicar pruebas microbioldgicas para el control de calidad de ambientes y productos farmacéuticos

Contenido Objetivos de proceso Actividades Dura_t:lon en Bibliograffa
sesiones
3. Control Sanitario Diferenciar las principales estrategias para
31 Desinfeccion, concepto, mecanismo frenar «_—:-I crepimiento bac’geriano de los
de accién de los desinfectantes y agentes infecciosos y contaminantes.
antisepticos (Agentes fisicos y | Conocer la cinética de los procesos de
quimicos), cinética de los procesos | desinfeccion, evaluacion de desinfectantes, Seminario y 1 10
de desinfeccién, evaluacion de | inactivacion de desinfectantes, uso adecuado | discusion grupal
desinfectantes, inactivacion de | de desinfectantes, rol de sanitizantes, riesgos
desinfectantes, uso adecuado de
desinfectantes, riesgos.
3.2. Esterilizacion, concepto, agentes | Comprender los fundamentos de los
esterilizantes, calor seco, calor | mecanismos de accion de los diferentes
himedo, esterilizacién por gas y | agentes desinfectantes y esterilizantes asi
radiaciones,  esterilizacién  por | como sus posibles aplicaciones a partir de las Seminario y 1 17
filtracion, filtracién de fluidos y | caracteristicas de los materiales y de las | discusién grupal
aire, control de la esterilizacion. caracteristicas de seguridad establecidas en
las normas relativas al uso de los productos
estériles.
3.3. Contaminacion bacteriana en el | Conceptualizar el control microbiol6gico
ambiente de la  produccién | dentro de la produccion farmacéutica como
farmacéutica, Técnicas para el | un proceso integral y riguroso cuya finalidad
analisis microbioldgico del aire y | es la garantia de la calidad microbiolégica
del agua, &reas asepticas y estériles, | del producto, que a su vez, se traducira en la
legislacién sanitaria, Normatividad | preservacion de la salud de los N
aplicable por area de trabajo, | consumidores. Seminario y 1 22

estandares microbiol6gicos
oficiales, garantia de esterilidad.

Observar las normas que rigen el trabajo en
areas estériles y aplicar los fundamentos de
las técnicas de control microbioldgico a la
planeacion de programas de control
ambiental en las areas de la produccién
farmacéutica y de otros productos

discusion grupal

11
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relacionados con la salud.

Plantear alternativas para el manejo de
residuos contaminantes por medio de
procesos microbianos

3.4.

Anélisis microbiol6gico de
medicamentos, pruebas oficiales
para productos no estériles y
estériles, técnicas microbiologicas
de rutina, prueba de esterilidad por
siembra  directa, prueba de
esterilidad por membrana, pruebas
oficiales para  deteccion de
pirégenos, validacion de las pruebas
de control microbiolégico.

Diferenciar las caracteristicas, limitaciones,
alcances, y riesgos de la esterilizacion y la
desinfeccion y sus principales aplicaciones y
mecanismos de control y validacion

Realizar el control microbiol6gico en los
distintos pasos de la produccion de un
medicamento asi como en la validacién de
equipos y procedimientos a fin de alcanzar
los més altos indicadores requeridos por la
normatividad vigente

Evaluar la presencia LPS y el uso de
Limulus en el analisis de inyectables

Seminario y
discusién grupal

29

3.5.

Uso de microorganismos para
valoracion de la actividad de
farmacos y medicamentos, técnica
de AMES (potencia de antibi6ticos).

Aprovechar la potencialidad de la utilizacion
de microorganismos para detectar los
fenémenos mutagénicos o0 cancerigenos
desencadenados por algunos farmacos

Seminario y
discusion grupal

22
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UNIDAD IV. CONTROL DE LA INFECCION

OBJETIVO: Diferenciar los mecanismos de accion de los antimicrobianos asi como las estrategias de resistencia a los mismos
desarrolladas por los microorganismos

Contenido Objetivos de proceso Actividades Dura_c lon en Bibliografia
sesiones
Agentes antimicrobianos. Diferenciar los principales mecanismos de
Agentes antibacterianos estructura quimica accién de los antimicrobianos asi como las
y mecanismos de accion. estructuras y los procesos metabdlicos que
Agentes antimicéticos, estructura quimica y put_a(_jen actuar como bla_lnf:c_) de los mismos.
mecanismos de accion. Ut_|||zar I_a SUSCGpthIhdad_’ de los Seminario
microorganismos a la accion de los . roy
Agentes antivirales, estructura quimica y farmacos para determinar la potencia de los discusion 3 1,3y13
mecanismos de accion. mismos. grupal
Analizar los distintos mecanismos de
resistencia de que disponen los gérmenes
para evadir el efecto de los antimicrobianos
para disefiar esquemas de uso racional

13
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UNIDAD V. RELACION HOSPEDERO-PARASITO

OBJETIVO: Determinar las bases de la resistencia del hospedero ante los microorganismos. Determinar las caracteristicas de los

productos bioldgicos y su utilidad en el diagnostico, la profilaxis y la terapéutica.

Contenido

Objetivos de proceso

Actividades

Duracion en
sesiones

Bibliografia

5.1

Conceptos basicos de
comensalismo, colonizacién,
infeccion y enfermedad.

Identificar los conceptos fundamentales
relacionados con la interaccion de los
microorganismos patdgenos y el hombre.
Diferenciar los mecanismos de
patogenicidad de los microorganismos para
comprender los aspectos relevantes que se
establecen durante la colonizacion de los
diversos huéspedes como la respuesta de los
hospederos a la misma

Seminarioy
discusién grupal

12, 19, 25, 26,
27,28

5.2

521
5.2.2

523
5.24
5.2.5
5.2.6

Primera linea de defensa contra la
infeccién. Inmunidad innata.

Barreras.

Receptores de inmunidad innata
(Toll, MR, CR).

Concepto de inflamacion (fases).
Fagocitosis.
Complemento.

Citocinas efectoras de la inmunidad
innata.

Conocer la importancia de los mecanismos
de resistencia inespecifica del huésped a la
infeccion.

Conocer las diferencias entre inmunidad
natural y adaptativa.

Comprender las caracteristicas y los
mecanismos involucrados en la respuesta
inmune para disefiar agentes inmuno
profilacticos eficaces.

Comprender los mecanismos involucrados
en la respuesta inflamatoria producida por la
infeccién microbiana

Comprender el concepto de
citocinas.

Analizar la participacion de las distintas
moléculas efectoras de la respuesta inmune,
NO, ROS, péptidos antimicrobianos en los
mecanismos involucrados en la resistencia
inespecifica a los agentes externos y en el
fendmenos inflamatorio

redes de

Seminario y
discusion grupal

5,6,18,19

14
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Duracion en

Contenido Objetivos de proceso Actividades sesiones Bibliografia
53 Inmunidad adaptativa (celular) Comprender los conceptos de antigenos,
53.1  Moléculas del complejo principal de | inMundgenos y haptenos.
histocompatibilidad. Comprender los mecanismos involucrados en
5.3.2  Presentacion antigénica. la induccion de la respuesta inmune
533 Citocinas asociadas con la Identificar las interacciones moleculares que
inmunidad adaptativa. ocurren entre las células presentadoras de
antigeno, los receptores al antigeno y las
moléculas del CPH
Diferenciar las caracteristicas y funciones de
::arst mOIeCL'J[!?I'dng Sistema Mayor de Seminario y , 5 6.18. 19
istocompatibilida discusion grupal , 6,18,
Diferenciar las respuestas inmunolégicas que
llevan a la activacion de subpoblaciones
celulares dependientes de antigenos clase | y
clase Il
Conocer las moléculas producidas por los
linfocitos T y las células presentadoras del
antigeno como las responsables de las
principales acciones inmunolégicas
Diferenciar las actividades biolégicas de los
linfocitos TH1y TH2
5.4 Inmunidad adaptativa (Humoral) Comprender la estructura y funciones
54.1  Anticuerpos biologicas de las inmunoglobulinas.
542  Moléculas efectoras de la Comprender los fundamentos de las
inmunidad humoral. Estructura y reacciones antigeno-anticuerpo mas utilizadas o
funciones. Anticuerpos en el diagndstico de enfermedades y en la |  Seminarioy 3 5 6.18. 19
monoclonales. identificacion de microorganismos objetables | discusion grupal A
dentro de la industria quimico-farmacéutica.
Conocer las diferentes aplicaciones e
innovaciones a las técnicas inmunoldgicas
basicas
55 Uso de inmunomoduladores como Comprender la metodologia para la
productos biofarmacéuticos. produccion de anticuerpos monoclonales y 1 5,6,18,19

sus posibles usos
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SESIONES EXPERIMENTALES

A lo largo de la UEA y en forma paralela a la discusion teorica y al trabajo de investigacién, los alumnos desarrollardn cinco modelos experimentales que les
permitirdn comprender y familiarizarse con la metodologia basica para el manejo de los microorganismos en la industria farmacéutica. Los modelos elegidos por su
pertinencia con las distintas formas de la practica profesional identificadas por el taller de redisefio son los siguientes:

Aislamiento e identificacion de microorganismos objetables (Cocos Gram +). El desarrollo de este modelo permitira que los alumnos se habiliten en la
preparacién de medios de cultivo y aislamiento de microorganismos, asi como en las principales técnicas microbiolégicas de rutina (andlisis de la morfologia
colonial, preparacién de los microorganismos para la observacion microscopica) para su adecuada identificacion.

Identificacion de microorganismos objetables (bacterias Gram - y hongos). Este modelo experimental favorecera la formacion del alumno en los
fundamentos y la metodologia para el diagndstico microbioldgico tales como la eleccion de medios de cultivo selectivos y diferenciales para el aislamiento de
microorganismos asi como la ejecucion e interpretacion de pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias con base en el conocimiento de los procesos
metabdlicos caracteristicos de las diferentes especies de microorganismos.

Tipificacion de grupos sanguineos. Este modelo experimental favorecera la formacion del alumno en los fundamentos y la metodologia para el diagnéstico de
reacciones antigeno anticuerpo, cuando se utilizan antigenos particulados.

Cuantificacion de proteinas. Este modelo experimental permitirda al alumno familiarizarse con las técnicas basicas de cuantificacion de proteinas
(Determinacion de proteinas por el método de Lowry)

Técnica de PCR. Este modelo experimental permitird al alumno familiarizarse con los fundamentos y la metodologia para el diagndstico microbiol6gico, por
técnica moleculares actuales

16
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SESION EXPERIMENTAL |
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS OBJETABLES (GRAM POSITIVOS)

Introduccion

Hasta hace poco mas de una década, se consideraba que, dentro del género Staphylococcus, la Gnica especie patdgena era el S. aureus, de hecho a los estafilococos
coagulasa negativa 0 ECN se les consideraba como saprofitos o de baja patogenicidad para los humanos, e inclusive, a algunas especies de este grupo se les incluia
dentro de una sola. S. epidermidis, cuya mencion en los reportes de laboratorio clinicos se interpretaba como contaminacion de las muestras con miembros de la
flora de piel y/o mucosas. Sin embargo, en los afios recientes, todo el planteamiento antes sefialado se ha modificado radicalmente, ya que aln cuando se continda
reconociendo a S. aureus como la especie mas virulenta, lo cierto es que ciertas especies de ECN han mostrado un marcado incremento en padecimientos
infecciosos, en especial cuando el paciente analizado se encuentra sometido a padecimientos médicos invasivos o es tratado con cuerpos extrafios residentes, tales
como sondas, catéteres y sus equivalentes.

Por lo que se refiere a los laboratorios farmacéuticos, la especie de S. aureus continGa siendo muy importante, en virtud de que se trata de uno de los 5
microorganismos objetables en productos farmacéuticos no estériles (PFNE) junto con Escherichia coli, Salmonella sp, Pseudomonas aeruginosa y la levadura
Candida albicans. La presencia de cualquiera de ellos es suficiente para que los productos farmacéuticos no sean liberados para su venta.

Los estafilococos son bacterias esféricas, no poseen flagelos ni esporas y s6lo algunas cepas son capsuladas, se tifien facilmente reteniendo el colorante de Gram de
manera tenaz, aunque esta propiedad varia en los cultivos viejos y en los que se obtienen bajo condiciones adversas como en presencia de antibidticos. Su
agrupacion caracteristica en cimulos parecidos a racimos es lo mas evidente, pero sélo se aprecia en preparaciones provenientes de muestras bioldgicas y de
cultivos sdlidos.

Medios de cultivo: La gelosa sangre permite evidenciar hemolisinas estafilococcicas tales como la a, B presentes con cierta regularidad en los ECP. Se incorporan
medios selectivos tales como el S110, manitol sal agar que deben su selectividad al alto contenido de NaCl, asi como el Baird Parker y el Vogel Jonson, cuyo
agente inhibidor es el telurito de potasio (K2T-0s) al 1 %.

Morfologia macroscépica

En general las colonias estafilocédccicas son redondas con un diametro de 2-4 mm, convexas de bordes regulares su coloracion varia de blanco (gelosa sangre) hasta
el negro en las formulaciones que contienen telurito tales como el Baird Parker y el VVogel Jonson. En gelosa sangre el S. aureus y Baird Parker las colonias suelen
rodearse de un halo transparente debido a la elaboracion de hemolisinas en GS y de lecitinasa en el segundo medio.

En manitol sal agar (MSA) las colonias se rodean de halos amarillos, debido a que ocurre fermentacién del manitol y su indicador rojo de fenol adquiere esa
coloracion al disminuir el pH. En S110, tras 24 h. de incubacién a temperatura ambiente las colonias manifiestan un color amarrillo dorado, al producirse un
ambiente lipofilico no hidrosoluble constituido por derivados de xantina.

Pruebas de identificacion

Prueba de la catalasa: Para llevar a cabo la prueba se requiere de perdxido de hidrégeno al 30% y un cultivo puro de 18-24 horas, el procedimiento es muy sencillo
en un portaobjetos se coloca una asada del microorganismo y se vierten unas o dos gotas del H,0O al 30%. La reaccion es tan rapida que bastan unos segundos para
que en la solucién que se encuentra en contacto con las células, se empiecen a notar la presencia de burbujas ocasionadas por el Oz que se desprende.

Prueba de la coagulasa: Para llevar a cabo la prueba se adicionan asépticamente 0.5 ml de plasma de conejo o de humano en un tubo de ensayo estéril y se agregan
0.5 ml de un cultivo liquido y puro de 18-24 horas se mezclan por rotacion y se incuban a 37°C hasta que se observe la formacion de redes de fibrina o de un
coagulo. Las cepas fuertemente positivas producen el coagulo en 4 horas y es recomendable leerlo cada 30 minutos ya que el S. aureus produce fibrinolisinas y la
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accion de estas puede destruir el codgulo provocando resultados falsos negativos. Otras cepas de S. aureus son capaces de producir la coagulasa hasta que
transcurren 18 horas, por lo tanto es necesario revisar a las 24 horas.

Objetivo (s)

1.
2.

&>

Caracterizar en coagulasa positiva y coagulasa negativa las especies de Staphylococcus de importancia en salud publica.

Describir las caracteristicas microscdpicas, culturales y bioquimicas que permiten efectuar el aislamiento y la diferenciacion entre Staphylococcus aureus y
estafilococos coagulasa negativa.

Seleccionar medios de cultivo para llevar a cabo la deteccidn de los estafilococos.
Elegir, leer e interpretar las pruebas que permiten identificar a los estafilococos.

Describir los fundamentos, técnicas y limitaciones de las metodologias asociadas a la deteccion de los estafilococos en las muestras clinicas, los productos
farmacéuticos y las materias primas.

Materiales, equipo y reactivos

Autoclave NaOH 0.5 %

Incubadora H202 30%

Microscopios Plasma humano citratado
Refrigerador Agar S-110

Asa bacterioldgica Caldo de manitol rojo de fenol
Mecheros Gelosa sangre

Pipetas Pasteur Manitol sal agar

Portaobjetos Vogel Jonson.

Aceite de inmersion
Equipo tincién de Gram

Procedimiento experimental
Primera sesion
1. Entrega de las muestras al estudiante
2. Realizacién del frotis para la tincién de Gram de las muestras y observacién al microscopio.
3. Siembra por estria cruzada en gelosa sangre, agar S110, Vogel Jonson y manitol sal agar.
4. Siembra de las 4 placas e incubar 35°C durante 24-48 horas
Segunda sesion.
1. Observacién de las caracteristicas macroscopicas en cada medio sembrado
2. Realizacion del frotis de Gram de dos colonias observacion al microscopio
3. Siembra de una colonia pura en caldo manitol rojo de fenol
4. Incubacién de este dltimo a 35°C durante 24 horas.
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Tercera sesion
1. Observacion de las caracteristicas macroscépicas en el caldo rojo de fenol
2. Realizacién de un frotis y tincion de Gram
3. Realizacion y lectura de la prueba de la coagulasa.

Mecanismo de eliminacién de residuos: actividades de desecho de materiales: Para la eliminacion de residuos peligrosos biolégico-infecciosos se
deberan observar los lineamientos descritos en el Manual de Procedimientos de la UPEAL Bioterio y la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo

Presentacién y discusion de resultados: Elaborar un reporte del trabajo realizado que incluya: el fundamento de las técnicas utilizadas, los
procedimientos que se siguieron, los resultados obtenidos y las conclusiones a las que llegaron.

Bibliografia

Cejudo, U. B.y Garzén, S. L. 2002. Pruebas biolégicas y microbiolégicas relacionadas con el proceso de medicamentos. UAM-X. Serie Académicos CBS.
Num. 40. México, pp. 7-69.

Garza V. R. 2000 Bacteriologia Manual de Préacticas Facultad de Quimica UNAM México.

Koneman, E. W., Allen, S., Janda, W., Schreckenberger, P. y Winn, W. 2001. Diagndstico microbioldgico. Texto y Atlas Color. Editorial Panamericana.
58, Edicion.Buenos Aires. Argentina.

Mac, F. J. 1993. Pruebas bioguimicas para la identificacion de bacterias de importancia clinica. Médica Panamericana. 22, Reimpresion. México.
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SESION EXPERIMENTAL 11

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS OBJETABLES (GRAM NEGATIVOS)

Introduccién

Dentro del grupo de bacterias presentes en el tracto digestivo, las especies de mayor relevancia son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes y Citrobacter freundi clasificados como fermentadores de lactosa (Lac+) y Salmonella Typhi, Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boyde, Shigella sonnei, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Pseudomona
aeruginosa, consideradas como no fermentadoras de la lactosa (Lac-). Cabe sefialar que todas son facultativas y pertenecen a la familia de las
Enterobacteriaceae, exceptuando a la Gltima de ellas, la cual es aerobia estricta y se ubica dentro de la familia Pseudomonadaceae.

Por lo que respecta a la industria farmacéutica, 3 de los 5 microorganismos objetables en productos farmacéuticos no estériles (E. coli, Salmonella sp y P.
aeruginosa), se encuentran formando parte de este grupo.

Caracteristicas comunes

Son bacilos Gram negativos, sin agrupacién, moviles (excepto Klebsiella, Shigella) no esporulados y s6lo Enterobacter, Klebsiella y algunas cepas de E.
coli presentan cépsula. Sus colonias suelen ser blancas o grisaceas en medios sin indicador, no hemoliticas (excepto P. aeruginosa), convexas de bordes
regulares y aspecto humedo.

Caracteristicas particulares
E. coli indol+, citrato— y ureasa-, fermentador rapido de la lactosa, produciendo reflejos verdosos en agar eosina azul de metileno (EMB) y Endo.

K. pneumoniae y E. aerogenes forman colonias grandes, mucoides de desarrollo confluente (encimadas) debido a que sintetizan grandes cépsulas. La
diferencia principal entre ambas es la movilidad, que resulta negativa para la primera y positiva para la segunda.

Citrobacter freundii debe su nombre a su capacidad para utilizar citrato como fuente de carbono y es la Unica eneterobacteria Lac+ que produce H>S.
Salmonella sp es H2S+ y ureasa-.

Shigella sp suele no desarrollar en agar verde brillante.

S. marcescens produce frecuentemente un pigmento hidrosoluble rosa intenso.

P. mirabilis y P. vulgaris son H2S + y ureasa + formadores de swarming (crecimiento en enjambre). Se diferencian entre si, considerando la produccion de
indol, que es negativa para la primera y positiva para la segunda.

P. aeruginosa es citocromo oxidasa+ no fermenta carbohidratos, su olor es similar al de las tortillas himedas y sintetiza dos pigmentos hidrosolubles: la
fluorosceina, que solo puede observarse en el medio cuando se hace inducir la luz ultravioleta sobre €l y, la piocianina que es de color azul verdoso.

Para la identificacion de los microorganismos lo primero que debe realizarse es clasificar a los microorganismos como Lac+ o Lac-. Con ello se
determinard si tras 24 horas de incubacion, las colonias generaran acidez o alcalinidad respectivamente.

Identificacion bioquimica.
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El patron minimo suficiente para llevar a cabo la diferenciacion bioquimica se realiza con medios de cultivo accesibles como el Klieger (fermentacion de
lactosa, glucosa, produccion de gas, produccién de H2S) SIM (produccion de indol, H2S, movilidad) Citrato de Simmons (utilizacion del citrato como
fuente de carbono) Caldo de Sacarosa Urea (fermentacion de sacarosa y produccién de ureasa) caldo de manitol rojo de fenol (fermentacion del manitol).

Pruebas bioquimicas para la identificacion de eneterobacterias y Pseudomonas

Bacteria

Glu

Lac

Gas

H2S

Indol

Mov Cit Sac Ureasa Man VP

E. coli

+

+ -

K. pneumoniae

E. aerogenes

d
d

C. freundii

+ [+ | |+

o [+ |+ |+

+ |+ [+
o Q||+

S. typhi

S. enteritidis

+ |+ [+ |+

Shigella sp

S. marcescens

.
+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+
'

P. mirabilis

P. vulgaris

P. aeruginosa

Q[+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+

+ |+ [+ |+
o 1o Q|+ | |+
v
o |+
v
v

Objetivo (s):

1. Enumerar las principales especies pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae, sefialando su importancia en salud pablica 'y en
los laboratorios farmacéuticos.

2. Familiarizarse con las caracteristicas microscépicas y las propiedades culturales de este importante grupo bacteriano.

3. Elegir los medios de cultivo involucrados en el aislamiento y la diferenciacion presuntiva de estas bacterias, sefialando los componentes que los hacen
selectivos y diferenciales.

4. Seleccionar los medios de cultivo empleados en la diferenciacion bioquimica de los diversos géneros involucrados en este grupo bacteriano.
5. Describir las técnicas y fundamentos relacionados con la deteccién de estos microorganismos en las muestras clinicas en materia prima y en productos

farmacéuticos.

Materiales, equipo y reactivos

Autoclave

Incubadora
Microscopio
Refrigerador

Asa bacterioldgica
Mecheros

Portaobjetos

a~—naftol

Equipo tincién de Gram

KOH 40%

Reactivo de Ehrlich.
Agar citrato de Simmons
Agar EMB

Agar Endo

Agar de hierro Klieger
Agar Hecktoen

Agar Mac Conkey

Agar SS
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Agar semisolido SIM Caldo manitol rojo fenol
Agar Tergitol 7 Caldo RMVP

Agar verde brillante Caldo sacarosa-urea
Agar XLD

Procedimiento experimental

Primera sesion.
1. A partir de una muestra de heces
2. Sembrar por estria cruzada en los medios selectivos y diferenciales (Endo, EMB, Tergitol 7. Mac Conkey, SS, XLD, verde brillante, Hecktoen)
3. Incubar las cajas a 37°C durante 24-48 horas

Segunda sesion
1. Sembrar las colonias Lac+ y Lac- en citrato de Simmons, caldo de manitol rojo de fenol, caldo de sacarosa-urea, caldo RMVP, agar semisolido
SIM, y agar Klieger.

2. Incubar los medios a 37°C durante 24 horas
3. Refrigerar las cajas hasta el dia siguiente

Tercera sesion
1. Observar caracteristicas macroscopicas en cada caja y describir la morfologia colonial
2. Leer las pruebas bioquimicas
3. Realizar latincion de Gram y describir la morfologia microscopica
Mecanismo de eliminacién de residuos: actividades de desecho de materiales: Para la eliminacion de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos se

deberan observar los lineamientos descritos en el Manual de Procedimientos de la UPEAL Bioterio y la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSAL1-
2002, Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biologico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo

Presentacién y discusion de resultados: Elaborar un reporte del trabajo realizado que incluya: el fundamento de las técnicas utilizadas, los
procedimientos que se siguieron, los resultados obtenidos y las conclusiones a las que se llegaron.

Bibliografia

Cejudo, U. B.y Garzdn, S. L. 2002. Pruebas biolégicas y microbiolégicas relacionadas con el proceso de medicamentos. UAM-X. Serie Académicos CBS.
Num. 40. México, pp. 7-69.

Garza V. R. 2000 Bacteriologia Manual de Précticas Facultad de Quimica UNAM México.

Koneman, E. W., Allen, S., Janda, W., Schreckenberger, P. y Winn, W. 2001. Diagnéstico microbioldgico. Texto y Atlas Color. Editorial Panamericana.
58, Edicion. Buenos Aires. Argentina.
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SESION EXPERIMENTAL I1-B
IDENTIFICACION DE HONGOS
Introduccion

Los hongos son microorganismo eucariotes de mayor tamafio y complejidad que las bacterias. Segin su morfologia los hongos se pueden dividir en dos
grupos: mohos (hongos filamentosos) y levaduras. Las levaduras son unicelulares y generalmente presentan reproduccion asexual por gemacion.

Los mohos presentan una estructura vegetativa denominada micelio, el cual esta formado por una serie de tubos rigidos ramificados, dentro de los cuales
se encuentra el citoplasma multinucleado. Estos tubos reciben el nombre de hifas. De esta forma a partir de una espora en germinacion se desarrolla una
hifa, esta se ramifica y forma un micelio.

El crecimiento del hongo se prolonga hasta que los nutrientes desaparezcan. Las hifas pueden ser de dos tipos: vegetativas que penetran el substrato con el
fin de absorber nutrientes e hifas aéreas que son las portadoras de las estructuras reproductoras.

La clasificacion de los hongos se hace segln las caracteristicas de las hifas, la formacién de esporas asexuales, las estructuras que contienen éstas y la
capacidad de producir esporas sexuales.

Objetivos

Familiarizarse con las caracteristicas microscépicas de los principales hongos presentes en el ser humano.

Conocer e identificar algunos aspectos de la morfologia microscépica de los hongos filamentosos mediante la técnica de microcultivo y el examen directo
de los mismos

Materiales, equipo y reactivos

8 Cajas petri de vidrio 2 mecheros Fisher

5 varillas de vidrio dobladas en forma triangular Agar Sabouraud

5 portaobjetos Glicerina

5 cubreobjetos Solucion lugol

1 bisturi 1 Parrilla

1 pinza de diseccién 2 Agitadores magnéticos

3 Pipetas de 10 ml 1 probeta de 100 ml

1 Matraz erlenmeyer de 250ml 1 Matraz erlenmeyer de 500 ml
Agua, gasa y algodon Balanza granataria

1 Microscopio estereoscopico Material bioldgico: muestra de heces

1 Microscopio 6ptico
Procedimiento experimental
Primera Sesion

1. Preparacion de reactivos y medio de cultivo:
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a) Solucioén glicerinada al 5 % (5 ml de glicerina en 100 ml de agua)
b) Agar Sabouraud: Preparar 50 ml medio siguiendo las indicaciones del reactivo.

2. Preparar tantas cajas petri por equipo, como integrantes tenga el mismo, de la siguiente forma: colocar una varilla de vidrio en forma triangular dentro
de la caja encima de ésta un portaobjetos y 2 cubreobjetos, cerrar las cajas, colocarlas en un cilindro para esterilizar cajas Petri .

3. Envolver las pipetas, el bisturi y las pinzas en papel de estraza para esterilizar.

4. Esterilizar el medio de cultivo, el agua glicerinada, y el material preparado, en autoclave a 121°C (15 Ib/plg?), durante 15 minutos.

5. En condiciones asépticas vaciar el agar a 2 cajas Petri (por equipo) calcular aproximadamente 25 ml por caja, dejar solidificar.

Preparacion del microcultivo

1. En condiciones de esterilidad y con ayuda de un bisturi cortar cuadros de 1 cm X 1 cm del agar Sabouraud.

2. Colocar un cuadro de los inmediatamente cortados sobre el portaobjetos de cada una de las cajas Petri con ayuda de las pinzas de diseccion.

3. Inocular por picadura, con el asa estéril, una muestra de heces en cada uno de los cuadros de agar y colocar con la ayuda de las pinzas de diseccion
estériles el cubreobjetos encima del agar.

4. Adicionar agua glicerinada estéril hasta cubrir dos terceras partes de la varilla de vidrio de cada una de las cajas petri y tapar las cajas.

5. Incubar las cajas a 30°C durante una semana. Verificar diariamente que las cajas conserven un nivel adecuado de agua glicerinada.

Segunda Sesidn

Observacion de los hongos

1.-Observar con el microscopio de diseccién los hongos desarrollados después de 7 dias de incubacion.

2.-En un portaobjetos colocar una gota de lugol y cubrirla con el cubreobjetos que proviene del microcultivo, observar al microscopio éptico.

3.- Observar al microscopio el portaobjetos del microcultivo, retirar el cuadro de agar, agregar una gota de solucion de lugol y cubrir con un cubreobjetos
limpio.

Mecanismo de eliminacién de residuos: actividades de desecho de materiales: Para la eliminacion de residuos peligrosos biol6gico-infecciosos se
deberén observar los lineamientos descritos en el Manual de Procedimientos de la UPEAL Bioterio y la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biol6gico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo

Presentacién y discusion de resultados: Elaborar un reporte del trabajo realizado que incluya: el fundamento de las técnicas utilizadas, los
procedimientos que se siguieron, los resultados obtenidos y las conclusiones a las que se llegaron
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SESION EXPERIMENTAL III
TIPIFICACION DE GRUPOS SANGUINEOS

Introduccién

Las transfusiones son una rutina en la practica clinica, no obstante, alin en nuestros dias ocasionan peligros inmunitarios, estos riesgos pueden evitarse
mediante pruebas de la sangre del donador y del receptor antes de la transfusion. Las membranas de los eritrocitos humanos contienen antigenos de grupos
sanguineos, en la actualidad se conocen alrededor de 20 sistemas de grupos sanguineos diferentes entre los que se encuentran el ABO.

El sistema sanguineo ABO

Fue reportado inicialmente por Landsteiner en 1901 y se compone por cuatro principales grupos A, B, O y AB. El grupo se determina por la presencia o
ausencia de una glicoproteina (antigeno 6 aglutindgeno) en la superficie del glébulo rojo. La segregacion de estos antigenos esta regida por las leyes de
herencia de Mendel. Los antigenos para el gene A y B son dominantes y O recesivo; asi cuando uno de los progenitores dona el gene A el otro dona el
gene Oy el hijo tendré en su sangre A, su genotipo es AO pero si ambos progenitores le heredan el gene A su genotipo es AA y su fenotipo A

Los eritrocitos pueden aglutinar con un antisuero especifico (anticuerpos o aglutininas) de ahi que a sus antigenos se les denomine también aglutindgenos.
Asi cuando un eritrocito contiene el aglutindgeno A la sangre es del tipo A y presenta aglutininas anti-B, cuando existe el aglutindgeno B la sangre es del
tipo B y cuando existen ambos aglutindgenos la sangre es AB y cuando el gldbulo rojo carece de aglutindgenos la sangre es del grupo O y presenta ambas
aglutininas (anti A y anti B). Por esta razon el grupo sanguineo AB es considerado el receptor universal en cambio el grupo O como donador universal.

Grupo sanguineo Ag(s) sobre el GR Ab en el suero Genotipo(s)
A Antigeno A Anti-B AA 0 AO
B Antigeno B Anti-A BB o BO
AB Antigeno Ay antigeno B Ninguno AB
O Ninguno Anti-A y Anti-B 00

Sistema Rh

Otro antigeno importante en la superficie del glébulo rojo es el Rh (antigeno D), llamado asi porque se determiné en conejos inmunizados con eritrocitos
de mono Rhesus. El factor Rh es de naturaleza proteica con propiedades antigénicas que se localizan Gnicamente en la superficie del eritrocito. Las
personas que poseen este antigeno (D) se les denominan Rh+ (positivo) y los que carecen de éste Rh- (negativo).

Este antigeno es responsable de la enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) o también Ilamada eritroblastosis fetal. Es una forma de anemia
hemolitica que afecta al feto y al neonato. Aparece cuando los aloanticuerpos maternos frente a antigenos eritrocitarios fetales atraviesan la placenta y
causan la hemolisis de los hematies del feto y también en la determinacion de la compatibilidad donador receptor en las transfusiones sanguineas.

Para evitar reacciones postransfusionales por incompatibilidad de grupos sanguineos es necesario conocer el grupo y tipo sanguineo que presentan los
donadores y receptores de sangre (reactividad cruzada). Ademas es una herramienta Gtil para la determinacion de posibles riesgos de eritroblastosis fetal en
embarazos en donde el padre sea Rh+ y la madre Rh-.. Otras aplicaciones Utiles de esta técnica sirven para la determinacion de posible paternidad y es
obligatoria en el caso de la busqueda de donadores de érganos para transplantes.

Obijetivo (s):

Determinar el grupo sanguineo ABO y tipo Rh de los alumnos del grupo por la técnica de aglutinacion directa con el uso de antisueros especificos.
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Materiales, equipo y reactivos

Suero tipificador anti-A, Suero tipificador anti-B y Suero tipificador Algoddn
anti-D (Rh), Solucién salina 0.85% Placas excavadas de porcelana 6 portaobjetos de vidrio
Alcohol 96%, Lancetas estériles Palillos de madera

Procedimiento experimental
Depositar en la placa excavada de porcelana una gota de solucién salina 0.85% a tres pocillos*

Limpiar el dedo indice del paciente, con una torunda con alcohol. Hacer una puncién con lanceta estéril y depositar una gota de sangre en cada uno de los
tres pocillos. Agregar a cada pocillo en forma separada una gota de los sueros anti A, anti B y anti D

Mezclar la sangre y el suero con ayuda de un palillo de madera, hacer movimientos rotatorios suaves durante 3 minutos para hacer una mezcla uniforme.

Leer las aglutinaciones a simple vista, comparar con la fotografia e identificar a que grupo sanguineo pertenece la sangre en el sistema ABO y Rh. *Si se
desea preparar un testigo negativo se debe colocar en otro pocillo sangre en solucion salina sin adicionarle antisueros

Las reacciones de aglutinacion se interpretan como positivas cuando se observa un cimulo de células rojas como se observa en la figura 1, una respuesta
negativa se presenta cuando en presencia del antisuero tiene un aspecto semejante a la sangre en solucidn salina en ausencia de sueros (testigo negativo)

’.}. h £ - Reaccion positiva

Figura 1 ‘ ’ @- Reaccion negativa

Para la tipificacién se debe analizar a los pocillos A y B en donde se aplicaron los sueros tipificadores anti A y anti B y determinar como positivo aquellos
en donde se presenta aglutinacion, para el tipo 6 Rh se debe reportar como positivo aquellos en donde aparece aglutinacion en donde se utilizé en antisuero
anti D y como negativo en donde no se present6 aglutinacion segun aparece en la figura 2.

Mecanismo de eliminacién de residuos: actividades de desecho de materiales: Para la eliminacion de residuos peligrosos biolégico-infecciosos se
deberan observar los lineamientos descritos en el Manual de Procedimientos de la UPEAL Bioterio y la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-
2002, Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo

Presentacion y discusion de resultados: Elaborar un reporte del trabajo realizado que incluya: el fundamento de las técnicas utilizadas, los
procedimientos que se siguieron, los resultados obtenidos (tipo de sangre) y las conclusiones a las que se llegaron
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SESION EXPERIMENTAL IV
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

Introduccién

Las proteinas como un grupo de moléculas, desempefian una gran variedad de funciones, algunas participan en la contraccién muscular y sirven para dar
soporte estructural, otras trasportan y almacenan moléculas pequefias.

Los anticuerpos (moléculas que sirven para como proteccién inmunoldgica) son proteinas al igual que las enzimas (catalizadores biol6gicos) y algunas
hormonas. Las proteinas pueden llevar a cabo funciones tan diversas por la enorme posibilidad de combinaciones en la composicion y secuencia de
aminodcidos.

El método de Lowry (1951) es un método espectrofotométrico de valoracion cuantitativa de proteinas. A la disolucion de proteinas se le afiade un reactivo
gue forma un complejo coloreado con ellas, siendo la intensidad de color de la disolucion resultante proporcional a la concentracion de proteinas.

Para poder utilizar la sangre como fuente de hemoderivados, es necesario conocer las técnicas que permiten la valoraciéon de los componentes que la
conforman dentro de los cuales destacan las proteinas como son la alblmina, el fibrindgeno y las a, B y y globulinas.

Objetivo (s):
Determinar la concentracién de proteinas totales, presentes en suero sanguineo proveniente de alumnos del grupo

Materiales, equipo y reactivos

Tubos de ensayo 18 x 150 NaOH, Na2 CO3, Tartrato de Sodio y Potasio
Gradillas, Pipetas Sulfato de cobre
Fotocolorimetro, Celdas para el colorimetro Reactivo de Folin Cicalteau
Agitadores de tubos BSA

Preparacion de reactivos
Solucidén A Carbonato de Sodio Reactivo |
NaOH (0.1 N) 49 Solucion A (Carbonato de Sodio) 50.0 ml
Na2 CO3 (2 %) 20 g Solucion B (Tartrato de Na y Potasio) 0.5ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml Solucion C (Sulfato de cobre) 0.5ml
Solucion B Tartrato de Na y Potasio Reactivo Il
2%
Tartrato de Sodio y Potasio 29 Reactivo de Folin Cicalteau 1ml
Agua destilada c.b.p. 100 ml Agua destilada 1ml
Solucién C Sulfato de cobre 1 % Solucién estdndar de BSA. 1 mg / ml
Sulfato de cobre 1lg Albdmina sérica bovina 10 mg
Agua destilada c.b.p 100 ml Agua destilada c.b.p. 10 ml
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Procedimiento experimental

Material Bioldgico: Suero sanguineo

PREVENCION Y CONTROL DE LA PROPAGACION MICROBIANA

1. De una solucion estandar de BSA. 1 mg / ml hacer una dilucion 1:10 (0.3 ml BSA + 2.7 ml de agua destilada) y proceder a preparar la curva tipo
de acuerdo con el siguiente protocolo.

Tubo BSA ml H20 ml [ug/mi] Reactivo | Reactivo 11
1 0.000 1.000 0.00 3.0ml 0.3ml
2 0.125 0.875 12,5 3.0ml 0.3ml
3 0.250 0.750 25.0 3.0ml 0.3ml
4 0.500 0.500 50.0 3.0ml 0.3ml
5 0.750 0.250 75.0 3.0ml 0.3ml
6 1.000 0.000 100.0 3.0ml 0.3ml

2. Preparar 1.0 ml de las diluciones adecuadas de la muestra de suero sanguineo
Adicionar el reactivo | tanto a los tubos de la curva, como a los de las diluciones de la muestra problema Incubar 10 min. a temperatura ambiente

w

4. Adicionar el reactivo Il tanto a los tubos de la curva, como a los de las diluciones de la muestra problema, Incubar a temperatura ambiente 30

min.

5. Leer en un espectrofotdmetro a 540 nm

Mecanismo de eliminacion de residuos: actividades de desecho de materiales: Al iniciar el trabajo experimental, los usuarios deberan conocer las

caracteristicas del material y reactivos a utilizar a fin de hacer una evaluacion de los riesgos y tomar las medidas necesarias para la prevencion de
accidentes. Deberan consultarse las hojas de seguridad para el manejo de compuestos quimicos.

Para la limpieza del material a utilizar se recomienda a los alumnos el empleo de detergentes biodegradables.

Para desechar &cidos y alcalis se deben de neutralizar primero, el resto de los materiales de desecho se deben de almacenar en recipientes debidamente
etiquetados para su posterior confinamiento.

Presentacién y discusion de resultados: Elaborar un reporte del trabajo realizado que incluya: el fundamento de la técnica, el procedimiento que se
siguid; la preparacién de las diluciones del suero, la grafica de los datos obtenidos con la concentracion de proteinas del suero problema. Comparar el

resultado, con el obtenido mediante la aplicacion de regresion lineal a los datos. Incorporar conclusiones.
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SESION EXPERIMENTAL V

TECNICA DE PCR
Introduccion

El término “Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (PCR por sus siglas en inglés) se aplica al proceso bioquimico “in vitro”, mediante el cual las cadenas
individuales de DNA blanco son duplicadas por la DNA polimerasa en cada uno de los ciclos (generalmente entre 20 y 30 ) que integran la reaccion, al
final de cada uno de estos las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima, lograndose una produccion exponencial de millones de copias
del gen o segmento de DNA especifico sometido al proceso.

Los componentes requeridos para una PCR son: DNA; iniciadores (oligonucleotidos) especificos que flanquean el gen o segmento que actGa como blanco
para la amplificacion; mezcla de desoxinucledtidos (ANTP’s); cofactor Mgy, solucion amortiguadora de reaccion y DNA polimerasa.

Cada uno de los ciclos de la reaccién consta de tres pasos determinados por temperaturas y tiempos especificos que son:
1) Desnaturalizacion (92-98°C, 30-90 seg.): En el cual se separan o desnaturalizan las dos cadenas complementarias del DNA blanco.

2)Alineamiento (50-60°C, 30-90 seg.): En el que se realiza el apareamiento especifico entre los iniciadores (oligonucledtidos) y as cadenas simples
del segmento de DNA blanco desnaturalizado.

3)Extension (70-74°C, 30-90 seg.): En el que la DNA polimerasa extiende la longitud de los iniciadores apareados al DNA blanco, al ir
polimerizando los desoxinucledtidos libres, resultando en nuevas cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la
reaccion..

El ciclo siguiente contiene ahora el doble de cadenas sencillas de DNA blanco que el anterior y finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles. Con la
sucesion de ciclos se logra una sintesis exponencial del segmento de DNA blanco, cuyo tamafio se define desde los primeros ciclos de la reaccién. Al
finalizar la reaccion existen millones de copias del fragmento de interés, por lo que es suficiente con colocar en un gel de agarosa una pequefia parte del
volumen total de la reaccion, correr la electroforesis y tefiir con bromuro de etidio, para poder verificar el éxito de la amplificacion.
Objetivos.

Describir el fundamento, técnica y limitaciones de la técnica de PCR

Desarrollar la técnica de PCR

Procedimiento experimental de la Técnica de PCR.

Se utilizaran equipos comerciales.

Obtencién de DNA Cromosémico de Bacterias. (Promega)

En un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL, adicionar 1 mL de medio de cultivo caldo Luria.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 2 minutos hasta formar una pelotilla de células y remover el sobrenadante.
Adicionar 600 pl de solucidn de lisis nucleica. Mezclar para resuspender las células.

Incubar a 80 °C por 5 minutos para la lisis celular; una vez transcurrido este tiempo, enfriar a temperatura ambiente.
Adicionar 3 pl de solucion RNAsa para eliminar el RNA contaminado. Invertir el tubo de 2-5 veces para mezclar.
Incubar a 37 °C por un lapso de15-60 minutos. Transcurrido este tiempo enfriar a temperatura ambiente.

ook~ wDdPE
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Adicionar 200 pl de solucién de precipitacion de proteinas a las células tratadas con RNAsa. Agitar en Vortex vigorosamente por un lapso de 20
segundos para mezclar la solucién precipitadora de proteinas con el lisado celular.

Incubar en hielo por 5 minutos.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 3 minutos.

Transferir el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL que contenga 600 ul de isopropanol a temperatura ambiente.
Mezclar por inversién hasta que el DNA forme una masa visible.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 15 minutos.

Desechar el sobrenadante y secar el tubo en papel absorbente. Adicionar 600 pl de etanol al 70% a temperatura ambiente y mezclar invirtiendo los
tubos para formar una pelotilla de DNA.

Centrifugar a 13,000-16,000 rpm por 15 minutos y transcurrido este tiempo desechar el etanol.
Colocar el tubo en papel absorbente y dejar secar la pelotilla por 10-15 minutos.

Adicionar 100 pl de solucién rehidratadora de DNA al tubo y rehidratar el DNA por incubacién a 65 °C por 1 hora. Periédicamente mezclar la
solucidn para evitar tapar el tubo.

Guardar el DNA a una temperatura de 2-8 °C.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para identificar genes de factores de virulencia en E. coli (Equipo comercial Qiagen 6 Promega)

La amplificacion para genes de virulencia se llevo a cabo con una mezcla de reaccion que contiene 0.5 ul de Taq DNA polimerasa, 2 ul de dNTP, 20 ul de
Solucion Q, 10 ul de buffer (kit Qiagen), 51.5 ul de agua estéril, 4 ul de primer 1 (5°-3’; izquierda) y 4 ul de primer 2 (5°-3’; derecha), para tener un total
de 92 ul (los cuales se dividen en 4 partes de 23 ul), a los que se les adicionan 2 ul de DNA cromosomal.

Las condiciones de la PCR para los genes se muestran en la tabla 13, la diferencia entre ambas PCR’s es en la etapa de anillamiento, teniendo para un
factor una temperatura de 52 °C y para el otro factor una temperatura de 57.9 °C.

Tabla 13. Condiciones del termociclador para pic y pap.

Paso Etapa Temperatura °C Tiempo
1. Activacion 94 5 minutos
Desnaturalizacion 94 30 segundos
2. 29 ciclos E‘f{:}?ggggrgg 52 (1) y57.9 (2) 30 segundos
Elongacion 72 1 minuto
3. Terminacion 72 10 minutos

Los oligonucledtidos, iniciadores (primers) utilizados en la PCR se disefiaran de acuerdo al gen de virulencia que se quiera amplificar
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Electroforesis en Gel de Agarosa al 1.2%
Preparacion de 1 litro de Solucion de TBE 10x (Tris, Borato, EDTA)

Pesar 108.0 g de Tris base, 55.0 g de Acido Borico, 93 g de EDTA y disolver en 500-600 mL de agua desionizada, una vez disueltos aforar a 1 litro con
agua desionizada. Hecha la solucién, guardar en refrigeracion para su posterior uso.

Para 1x diluir 100 mL de TBE 10x en 900 mL de agua desionizada

Preparacion del Gel de Agarosa al 1.2% en TBE

- Enun matraz Erlenmeyer pesar 0.300 g de agarosa, agregar 25 mL de buffer TBE 1x y registrar el peso.

- Disolver la agarosa en un horno de microondas por 20 seg. (repetir cuantas veces sea necesario).

- Al disolverse por completo volver a pesar y recuperar el peso faltante con agua dejar enfriar un poco.

- Verter en la camara de electroforesis con el peine de 8 pozos y dejar que solidifique.

Carga de la muestra

- Colocar 2 pL de buffer de carga.

- Inmediatamente después colocar 5 pL del amplificado, hacer la mezcla de ambos y cargar en los pozos del gel, procurando no dispersar la muestra.
- Correr el gel de 45 a 60 minutos a un voltaje de 85 V.

Revelado del gel

Para revelar el gel se utilizé una solucién red gel y observar en la camara de luz U.V. (Usar lentes de proteccion para UV).

Mecanismo de eliminacién de residuos: actividades de desecho de materiales: Al iniciar el trabajo experimental, los usuarios deberan conocer las
caracteristicas del material y reactivos a utilizar a fin de hacer una evaluacion de los riesgos y tomar las medidas necesarias para la prevencion de
accidentes. Deberan consultarse las hojas de seguridad para el manejo de compuestos quimicos.

Para la limpieza del material a utilizar se recomienda a los alumnos el empleo de detergentes biodegradables.

Para desechar &cidos y alcalis se deben de neutralizar primero, el resto de los materiales de desecho se deben de almacenar en recipientes debidamente
etiquetados para su posterior confinamiento.

Presentacién y discusion de resultados: Elaborar un reporte del trabajo realizado que incluya: el fundamento de la técnica, el procedimiento que se
siguid; la preparacion de las diluciones del suero, la grafica de los datos obtenidos con la concentracion de proteinas del suero problema. Comparar el
resultado
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