
SUBMÓDULO 1 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 
TERCER PARCIAL 

COMPETENCIA: PREPARA REACTIVOS, COLORANTES Y MEDIOS DE CULTIVO. 
 
 

ACTIVIDAD 1 
Indicación: Relaciona las filas dependiendo el tipo de sustancia. 

  
ACTIVIDAD 2 

Reactivos Química Clínica 





 

 

 

 



 

 

 
Reactivos para hematología 

  



 

 

 
 



 

 



 

 

  

 



  
Planteamientos de problemas: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ACTIVIDAD 3 

   

 



 

 



 

 



 

 



 

 
 
 
 



ANTICOAGULANTES UTILIZADOS EN EL LABORATORIO CLÍNICO 
Anticoagulante 

Es una sustancia endógena o exógena que infiere o inhibe la coagulación de la sangre, creando un estado antitrombótico. 

Tipos de anticoagulantes: 

1. Anticoagulantes de acción directa: aquellos que, al interactuar con otras proteínas, alteran la cascada de 
coagulación. 

2. Anticoagulantes de acción indirecta: son aquellas que inhiben la cascada de coagulación por si solos, sin la 
dependencia de ningún otro elemento. 

Principalmente se utilizan 3 anticoagulantes: 

 Ácido etilendiaminotertraacético (EDTA) 

 Citrato de Sodio 

 Heparina 

 

COLOR LILA            COLOR AZUL CELESTE        COLOR VERDE                  

Ácido etilendiaminotertraacético (EDTA) (TAPÓN LILA): El EDTA es el anticoagulante más empleado para los 
recuentos celulares y estudios morfológicos de células hemáticas. 

Se puede encontrar en dos formas: 1. Disódica 
(aplicado por aspersión en las paredes de los tubos). 
2. Tripotasica (liquido). La forma dipotásica (K2) 
está recomendada por el Consejo Internacional para 
la estandarización de la hematología para el conteo 
de células y determinación de su tamaño. 

 

Fundamento de EDTA 

Actúa como quelante (secuestrante) de Ca++, el cual 
desempeña un papel muy importante para que se lleve a cabo el 
proceso de coagulación, impidiendo así la formación de fibra. 

  

 



Heparina: la heparina es un anticoagulante utilizado para diversas determinaciones dentro del laboratorio clínico. Se trata 
de una molécula con varios grupos sulfato (los cuales proveen a la molécula con varias cargas negativas) además de estar 
compuesta por una cadena muy larga de azucares, (los cuales dan la capacidad de interactuar con las proteínas que se 
asocian al proceso de coagulación). 

 

Se puede encontrar en 2 formas: 

1. Heparina de sodio (aplicado por aspersión en las paredes de los tubos) 
2. Heparina de Litio (aplicado por aspersión en las paredes de los tubos) 

Ambas presentaciones de Heparina se pueden utilizar para realizar determinaciones en la cuales se requiere plasma. Por 
otro lado, la Heparina de Litio también se puede utilizar para procesar muestras de química clínica, electrolitos y amonio. 

Fundamentos de la Heparina: La heparina potencializa 
la formación de complejos entre la antitrombina III y 
proteasas de serina: Ixa, IXa y Xia (sustancias que 
desempeñan un papel muy importante en la formación de 
coagulo) evitando así la formación del coagulo. 

  

 

 

 

Citrato de Sodio: La solución de citrato trisódicodihidratado, se utiliza para la obtención de “plasma citratado” el cual es 
utilizado en pruebas de coagulación sanguínea. 

Tapón azul. 

 



Es posible encontrar citrato de sodio al 3.2 % y 3.8%. El citrato de sodio al 3.2% ha sido usado en varios estudios de 
elaboración de calibradores internacionales de referencia por lo que, a dicho porcentaje, es de utilidad para obtener valores 
de INR (International Normalized Ratio por sus siglas en inglés) más confiables comparados con los tubos de citrato de 
sodio 3.8%, ya que estos últimos presentan valores alto de INR en muestras de pacientes que reciben terapia oral de 
anticoagulantes. Fundamento del citrato de sodio: El citrato de sodio se une al calcio (Ca++) presente en la sangre, 
provocando que desaparezcan los iones de calcio del plasma y evitando así la coagulación sanguínea. 

 

      

 

 

  



 
 

ACTIVIDAD 4 

 
Colorantes Los colorantes son sustancias de origen químico o biológico, generalmente tintes, pigmentos, reactivos u otros 
compuestos, empleados en la coloración de tejidos microorganismos para exámenes microscópicos, debiendo tener al menos, un 
grupo cromóforo que le proporcione la propiedad de teñir. 

Fuente de obtención de los colorantes. 

Atendiendo a la fuente de obtención, los colorantes se clasifican en naturales y sintéticos. 

Colorantes naturales. Los colorantes naturales son básicamente histológicos, encontrándose entre los empleados con 
mayor frecuencia, los siguientes: 

 Índigo: Se obtiene de diversas especie de plantas del genero indigófera que contiene indican, el cual se fermenta 
para producir el colorante. 

 Carmín: Se produce, mediante el tratamiento con alumbre y otras sales metálicas a hembras del insecto cochinilla 
"Coccus castis". 

 Orceína y Tornasol: Se obtiene mediante el procesamiento industrial de líquenes de los géneros: Le canora tinctoria 
y Rosella tinctoria. 

 Hematoxilina: Este colorante se extrae con éter de la madera de un árbol oriundo de México y de algunos países 
suramericanos denominados Hematoxilium campechianum. 

Colorantes sintéticos. Se obtiene de la anilina, o es más exactamente del alquitrán de hulla siendo todos derivados del 
benceno. 

Clasificación 

Los colorantes se clasifican, teniendo en cuenta si la propiedad tintorial se encuentra en el anión o el catión de su estructura 
química. Sobre esta base se pueden dividir en tres grupos: básicos, ácidos y neutros. 

 Colorantes básicos: La acción colorante está a cargo del catión, mientras que el anión no tiene esa propiedad, por 
ejemplo: - cloruro de azul de metileno+. 

 Colorante ácido: Sucede todo lo contrario, la sustancia colorante está a cargo del anión, mientras que el catión no 
tiene propiedad, por ejemplo: eosinato- de sodio+ 

 Colorantes neutros: Están formados simultáneamente por soluciones acuosas de colorantes ácido y básicos, donde 
el precipitado resultante, soluble exclusivamente en alcohol, constituye el colorante neutro, que tiene la propiedad 
tintorial de sus componentes ácidos y básicos, por ejemplo: la giemsa. 

 

https://www.ecured.cu/Qu%C3%ADmico


Afinidades tintoriales. 

En el proceso de la coloración, ocurre una combinación de reacciones físicas y químicas. 

 Reacción física. 

Ocurre un fenómeno de absorción similar al que tiene lugar en las materias porosas, considerando que el colorante penetra 
en los intersticios del cuerpo coloreable y se mantiene allí por la cohesión molecular. 

 Reacción química 

Las células microbianas son ricas en ácidos nucleicos que portan cargas negativas en formas de grupos fósfato 
combinándose como colorante básicos cargados positivamente. Los colorantes ácidos que tienen la acción colorante en 
el anión no tiñen la célula, empleándose como colorante de contraste para colorear su entorno, como por ejemplo: la tinta 
china o la eosina que no colorea al microorganismo, pero si el fondo del campo microscópico. 

Toxicidad de los colorantes. Ventajas y Desventajas. 

Los colorantes son sustancias tóxicas, por lo tanto el proceso de la tinción generalmente resulta letal para los 
microorganismos, provocando su inmovilización, lo cual puede significar una ventaja o desventaja para el investigador 
según sean los objetivos con la sustancia colorante. Veamos algunos Ejemplos: 

1. Al ocasionar la muerte de los microorganismos sometidos al proceso de tinción se reducen las posibilidades de 
contaminación para el manipulador. 

2. Los colorantes pueden ser tóxicos para el manipulador, algunos incluso han resultado cancerígenos por lo que 
ha habido la necesidad de retirarlos del mercado. 

3. Algunos colorantes solo tienen afecto letal para determinadas especies o géneros bacterianos, siendo utilizados 
como constituyentes de medios de cultivo selectivo para impedir el desarrollo de microorganismos indeseables 
y favorecer el desarrollo de las especies que nos interesa estudiar. Por ejemplo: el verde de malaquita. 

4. Otros se emplean como desinfectantes microbianos, más que para teñir, con fines de microscopia, por sus 
propiedades bacterianas o bacteriostáticas. 

5. Algunos tipos de colorantes son empleados no para teñir, sino como indicadores de pH, formando parte de la 
composición de los medios de cultivo para indicar los cambios de basicidad o acidez que se vayan produciendo 
en el medio como consecuencia de su actividad metabólica. Ejemplo: rojo fenol, azul de bromotimol, etc. 

Métodos de coloración 

Atendiendo a los objetivos que se persigan, los métodos de coloración se clasifican en: Tinción simple, tinción compuesta 
y tinción especial. 

 Tinción simple: En la tinción simple se utiliza un solo colorante con el que se tiñe rápidamente el microorganismo, 
utilizándose fundamentalmente para observar su morfología y tamaño. Los colorantes empleados con mayor 
frecuencia para este tipo de tinción son los siguientes: azul de metileno, violeta cristal y fuscina fenicada, entre otros. 

 Tinción compuesta: En este tipo de tinción, se utiliza más de una sustancia tintórea. Los colorantes se aplican, a la 
preparación, separados o juntos, formando parte de una solución. En consecuencia se puede determinar algunas 
características propias de diversos géneros que permiten diferenciarlo de los demás, por lo que reciben también el 
nombre de coloraciones diferenciales. Entre los métodos más utilizados se encuentran: La coloración de Gram. y la 
de Ziehl Neelsen. 

Coloración de Gram. 

En 1884, el danés Hans Chistian Gram, ideó un método de coloración, que es en la actualidad, el más empleado en los 
laboratorios de bacteriología, mediante el cual, la bacteria sometida a esta tinción, en dependencia de la composición 
química de la especie, queda teñida de color violeta o de color rojo. 



Principios. A pesar de que esta técnica de coloración se ha venido empleando desde hace más de un siglo, aún no se ha 
podido determinar con exactitud la base molecular de la reacción, existiendo controversias al respecto. El criterio más 
generalizado es que la violeta y el lugol forman un complejo que reacciona con los componentes bioquímicos de la pared 
celular deshidratada, fijándose en esta. Teniendo en cuenta que la composición química de la pared, no es igual en todos 
los géneros, la reacción resultante será obviamente diferente, lo que da lugar, que mientras algunos géneros retienen 
firmemente el colorante al resultar el complejo impenetrable para el decolorante, en otros géneros la barrera que se 
produce es más permeable, lo que permite al solvente penetrar y extraer el complejo violeta-lugol, dejando a la bacteria 
nuevamente incolora. 

Fundamento técnico En el primer paso de la coloración, cuando los microorganismos presentes en el frotis son expuestos 
a la acción colorante de la violeta de genciana, todos los géneros que se encuentran en el frotis se tiñen de color violeta. 
Al adicionar el lugol, no se produce ningún cambio de color, ya que el lugol no es un colorante, sino un mordiente, que se 
adiciona con el objetivo de formar un complejo violeta-lugol, para fijar el color en la bacteria. Al adicionar el decolorante 
(alcohol etilicio o alcohol acetona) algunos géneros no son afectados por estos solventes, reteniendo por consiguiente el 
color violeta aplicado inicialmente, en tanto que otros son decolorados quedando la bacteria nuevamente incolora. Al echar 
finalmente la solución de safranina (que es de color rojo) las especies que no fueron decoloradas, mantienen la coloración 
violeta ya que la safrania es un colorante más débil que la violeta y su adición no influye significativamente en cambio de 
color, en tanto que los géneros que fueron decolorados por el alcohol, se tiñen con la safrina, adquiriendo un color de 199. 

Coloración de "Ziehl Neelsen. 

Algunos géneros microbianos dentro de los que se incluyen las microbacterias, tienen la propiedad de retener el colorante 
con que han sido teñidas, aunque sean sometidos a la acción de solventes tan fuertes como los ácidos para su 
decoloración, el primer método de coloración para este tipo de microorganismo, fue concebido y aplicado por Robert Koch, 
descubridor del agente causal de la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis o Bacilo de Koch. Fue modificada y 
perfeccionada posteriormente por Ziehl y Neelsen. Este método se utiliza hoy en día, con alguna que otra modificación en 
función de las particularidades de la especie en estudio. 

Principio Las microbacterias, como el Mycobaccterium tuberculosis y otras especies susceptibles de ser coloreadas por 
esta técnica, se caracterizan por tener una alta proporción de ácido micólico (lípidos) en su pared celular. La acción del 
calor, introducido en este método, hace que la misma se permeabilice y haga accesible la penetración de la fucsina, 
tiñéndose la pared celular. Al normalizarse la temperatura de la preparación, el compuesto lipídico impermeabiliza la pared 
a la acción del decolorante ácido, con lo cual el microorganismo se mantiene teñido. El resto de las especies, así como las 
células epiteliales y otros artefactos, que no disponen de ácido micólico en su pared o membrana, son decolorados, 
después de teñidos por la fucsina. 

Fundamento técnico Al someter el frotis a la acción de la Fucsina, todos los microorganismos, independientemente de 
que dispongan o no de ácido micólico en sus respectivas paredes celulares serán coloreados de rojo. Al aplicar el 
decolorante ácido, las especies que posean el ácido micólico en la pared, resisten la acción decolorante y se mantienen 
teñidas de rojo, en tanto que las demás se quedan incoloras. Al aplicar la coloración de contraste (azul de metileno) las 
bacterias que retuvieron el color proporcionado por la fuscina, no sufren ninguna alteración permaneciendo de color rojo, 
pero las especies que si fueron decoloradas, se tiñen de azul, al igual que las células epiteliales y otros artefactos presentes 
en la preparación. 

Coloración Fragelar de Leifson (modificación de Clark) 

Los flagelos son estructuras, cuyo diámetro no excede de los 30mm, lo cual está muy por debajo del poder de resolución 
del microscopio óptico. Para hacer visibles a los flagelos se requiere aumentar su grosor, para lo cual se emplea una 
suspensión de ácido tánico que al precipitarse sobre su cubierta forman una capa que aumenta aparentemente su 
diámetro. Lo que propicia que al ser posteriormente coloreado, tanto los flagelos como su disposición con respecto al bacilo 
se hagan visibles al microscopista. 

Coloración de cápsula. 

La cápsula es una sustancia viscosa producida por algunas especies que la sintetizan a partir de polipéptidos, polímeros 
de glucosa u otros amino azucares que contienen nitrógeno, que después de combinarse con el agua es segregada por 



todo el contorno de la pared celular como un moco gelatinoso. Cuando la cápsula ha sido producida puede observarse en 
los frotis coloreado por el método de Gram como un halo incoloro alrededor de la bacteria. Cuando se requiere ver la 
cápsula con más detalle o inducir su producción se recurre a coloraciones especiales. 

 

  

 



 

 
 

PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO MEDIOS DE CULTIVO  
Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes que crean las condiciones 
necesarias para el desarrollo de los microorganismos. La diversidad metabólica de estos es tan grande que la variedad de medios 
de cultivo es enorme, no existiendo un medio de cultivo universal adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las 
bacterias con exclusividad.  
CONSTITUYENES HABITUALES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO  
A continuación se da una idea general sobre algunos de los constituyentes habituales de los medios de cultivo.  

 AGAR. Se utiliza como agente gelificante para dar solidez a los medios de cultivo. En el agar bacteriológico el 
componente dominante es un polisacárido que se obtiene de ciertas algas marinas y que presenta la indudable ventaja 
de que a excepción de algunos microorganismos marinos, no es utilizado como nutriente. Un gel de agar al 1-2% se 
licua alrededor de los 100ºC y se gelifica alrededor de los 40ºC, dependiendo de su grado de pureza.  

 EXTRACTOS. Su preparación consiste en que ciertos órganos o tejidos animales o vegetales (p.e. carne, hígado, 
cerebro, semillas, etc.) son extraídos con agua y calor y posteriormente concentrados hasta la forma final de pasta o 
polvo. Estos preparados deshidratados son a menudo empleados en la elaboración de los medios de cultivo. Los más 
utilizados son el extracto de carne, de levadura y el de malta. 

 PEPTONAS. Son mezclas complejas de compuestos orgánicos, nitrogenados y sales minerales, que se obtienen por 
digestión enzimática o química de proteínas animales o vegetales (soja caseína carne, etc.). Las peptonas son muy 
ricas en pépticos y aminoácidos, pero pueden ser deficientes en determinadas vitaminas y sales minerales.  

 FLUIDOS CORPORALES. Con frecuencia es necesario añadir a los medios de cultivo de algunos patógenos sustancias 
como sangre completa, sangre desfibrinada, plasma o suero sanguíneo, sobre todo para conseguir el primer aislamiento 
a partir del hospedador. La sangre no puede ser esterilizada, y por tanto debe de ser obtenida en condiciones asépticas 
directamente de un animal sano, y adicionada al medio de cultivo después de que este haya sido auto clavado. Los 
fluidos corporales no solo aportan factores de crecimiento sino que también aportan sustancias que neutralizan a 



inhibidores del crecimiento de algunas bacterias. Un ejemplo podría ser la catalasa presente en las células sanguíneas 
destruye el peróxido de hidrógeno que algunas bacterias que no poseen este enzima acumulan como producto del 
metabolismo del oxígeno.  

 SISTEMAS AMORTIGUADORES. Para mantener el pH dentro del rango optimo del crecimiento bacteriano a veces, es 
necesario añadir algunos componentes al medio de cultivo. Debido a que la mayoría de las bacterias son neutrófilas, se 
suelen emplear sales del tipo de los fosfatos bisodicos ò bipotásicos u otras sustancias como las peptonas para prevenir 
la desviación del pH. INDICADORES DE PH. Con el objeto de poder detectar variaciones en el pH debido a 
fermentaciones u otros procesos, se hace necesario a veces añadir indicadores acido-base que nos lo indiquen.  

 AGENTES REDUCTORES. Con el objetivo de crear en los medios de cultivo condiciones que permitan el desarrollo de 
los gérmenes microaerofilos ò anaerobios se añaden estos agentes reductores siendo, los más empleados la cisteína y 
el tioglicolato entre otros.  

 AGENTES SELECTIVOS. La adición de determinadas sustancias a un medio de cultivo puede convertirlo en selectivo. 
Así, por ejemplo, la adición de cristal violeta, sales biliares, azida sodica, telurito potasico, antibióticos, etc., a la 
concentración adecuada hará que actúen como agentes selectivos frene a determinados microorganismos. 

TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVO MEDIOS GENERALES  
Son aquellos que permiten el crecimiento de una gran variedad de microorganismos.  

 MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO. Son aquellos que favorecen el crecimiento de u determinado tipo de 
microorganismo sin llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demás.  

 MEDIOS SELECTIVOS. Son aquellos que permiten el crecimiento de un tipo de microorganismos determinado, 
inhibiendo el desarrollo de los demás.  

 MEDIOS DIFERENCIALES. Son aquellos en los que se pone de manifiesto propiedades que un determinado tipo 
de microorganismos posee.  

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO  
En la actualidad, la mayoría de los medios de cultivo se encuentran comercializados; normalmente bajo la forma de liofilizados 
a los que es preciso rehidratar. En estos casos la preparación del medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la cantidad 
deseada del mismo y disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las sustancias termolábiles, se 
esterilizan por filtración y se añaden al resto de los componentes después de que estos hayan sido previamente esterilizados 
en el autoclave y enfriados a temperatura ambiente ó a 40-50ºC si se trata de medios con agar. Antes de su esterilización los 
medios líquidos se reparten en los recipientes adecuados (tubos, matraces, etc.). Si es un medio sólido y se ha de distribuir 
en tubos ó en matraces será necesario fundir el agar en baño María u horno microondas, una vez fundido y homogenizado, 
se distribuye en caliente a los tubos ó matraces (no en placas Petri) se tapa y se esteriliza en el autoclave. Una vez finalizada 
la esterilización los medios se dejaran enfriar a temperatura ambiente y en el caso de medios sólidos contenidos en tubos 
deberán, en su caso, inclinarse para que al solidificarse adopten la forma de agar inclinado ó pico de flauta(slant) si tal es su 
finalidad. 
Las placas de Petri se preparan vertiendo el medio fundido y estéril dentro de ellas y en un ambiente aséptico (por ejemplo en 
la proximidad de la llama de un mechero Bunsen) es conveniente homogenizar el medio en el transcurso de la operación para 
evitar que el agar sedimente en el fondo del recipiente y no se distribuya por igual en todas las placas. También es posible 
conservar el medio destinado a preparar placas Petri solidificado y estéril en tubos que se fundirán al baño María en el 
momento de la preparación de las mismas. Los caldos y medios sólidos pueden conservarse, una vez esterilizados, a 
temperatura ambiente pero para reducir su deshidratación y el consiguiente cambio en las concentraciones de sus 
componentes es preferible conservarlos a 4ºC. 
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