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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS BASICOS PARA 

UN LABORATORIO DE PATOLOGIA DIAGNOS -

TICA EN UN CENTRO DE RECRIA DE BOVI -

NOS PRODUCTORES DE LECHE. 

BARRON FLORES CONSUELO L. 

Asesor: 
M.V.Z. JOSE A. BARAJAS ROJAS. 

Este trabajo se elabor6 en base a las experiencias adqui -

ridas durante 3 años en el Centro de Recria de Tepotzotlán, 

Estado de M~xico y en el Centro de Recria del Complejo A -

groindustrial Tizayuca, del Estado de Hidalgo, pertenecie~ 

tes al fideicomiso: "Programa Descentralizaci6n de las Ex­

plotaciones Lecheras del Distrito Federal."del Banco Naci~ 

nal de Cr~dito Rural. Las t~cnicas y actividades a las que 

se hace referencia se realizan en el laboratorio para re -

solver la problemática clínico preventiva que más comunmen 

te se presenta en este tipo de explotaciones crianza in 

tensiva a destete precoz). Las áreas incluidas son: Bacte 

riolog!a y Micología,Parasitología,Serolog!a, Hematolog!a, 

Qu!mica Sanguínea, Toxicología, Preparaci6n y esteriliza -

ci6n del material del laboratorio. 
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I N T R o D u e e I o N • 

La producción animal representa uno de los más importantes retos que se pre­

sentan a nivel mundial. El mayor incremento en la población humana, en rela­

ción a los nutrientes que puede obtener a partir de v~getales y animales, in­

dispensable la integraci6n y coordinación de grupos de profesionales que en una 

forma interdiciplinaria, realicen investigación que repercuta en la producción. 

El médico veterinario zootecnista como integrante y responsable del logro de 

esos objetivos en los aspectos pecuarios, requiere de una superaci6n constante 

para producir carne, leche, huevo y otros subproductos de origen animal, así 

como evitar la transmisión de enfermedades de los animales al hombre. 

La planeación en los aspectos de producción animal se han venido desarrollan­

do bajo parámetros establecidos que actualmente requieren de un ajuste, dada 

la gran taza de incremento de la población humanaJen México es crítica la 

problemática de que día a día, las mejores tierras posibles de ser explotadas 

para la producción son cubiertas con asfalto, quedando reducidas las superfi­

cies cultivables. Esto ha motivado entre otros, la necesidad de maximizar la 

cría y engorca de ganado, siendo los bovinos productores de leche, una de las 

especies animales que mayor demanda requieren, debido al déficit existente en 

cuanto a pie de cría y producción de carne, leche y sus derivados. 

En el período comprendido de 1971 a 1978 se importaron 129, 115 cabezas de 

ganado bovino productor de leche, con un valor aproximado de 2,212 1 221,88~ pe­

sos, lo cual representa una considerable fuga de divisas para el país. (8 1 19 1 :?2) 

No obstante esta situación en México, en la actualidad se producen aproximada­

mente 6, 746 rnillonen de 1 itro9 de leche anuafo:i, n icndo la producción de leche 

de vncn de 6,l+7'J mi.llonen dt• litro~;, y de cabra de 270.l¡ tni.llonc:> de litros para 

satiRfáun- ln drmm1da de una pohlaci6n de 66 1 768,000 habitantcn, dando un prome­

dio de 120.4 lit:rm; d1~ leche• <le contH11no pcr c:ípita, uin c111bargo cnto no snt:.isfacc 

la r<icomcndaci6n <lo la organi:l.nción Mundial de ln f.nlud, que scílnln un consumo 



- 2 -

promedio per cápita de 500 ml de leche por individuo. ( 8, 19) 

Por otra parte, es notoria la creciente introducci6n de leche en polvo. que para 

1978 ascenderá a 90,000 toneladas provenientes del extranjero, lo cual origina 

al país una fuga de divisas del orden de los 879 1 750,000.00 pesos.( 22) 

La producción láctea en México tiene gran importancia económica, participando 

con un 27.9% en el producto interno bruto del sub-sector pecuario, ocupando un 

primer lugar con respecto a los otros productos de origen animal. ( 22 ) 

Una de las soluciones de esta problemática sería: la implantación de programas 

de crianza, los cuales contemplen una tecnología adecuada adaptada a los recursos 

existentes y a las condiciones reales de la ganadería en el país; siendo uno de 

estos recursos la crianza de vaquillas para reposición de los hatos, que evite 

la pérdida de capitales. 

Es evidente que existe inquietud para la producción de ganado en el país, por este 

motivo es necesario considerar que en la última d'cada, se han creado centros de 

recría en diferentes estados de la República, entre los que se encuentran: 

Centro de Recría del Estado de Coahuila, perteneciente al FIRA (Fondos Institui­

dos en Relaci6n con la Agricultura) Banco de México, creado en el ano de 1969.(36) 

Centro de Recría de Calama.nda, Querctaro: perteneciente al Fideicomiso87 de la 

Secretaria de Agricultura y Recursos Hidráulicos, formado en 1974. (13 ) 

Centro de Recria de Tepotzotlán Edo. de México. Fideicomiso: Programa Descentra­

lh:aci6n de las Explotaciones l.echcras del Distrito Federal. naneo Nacional de 

Crédito Rural, creado en 1974, ( 11, 30) 

Centro de Recría del Estado de Ag11ascali1mtos (privado), formado en el ano de 1975 

(11 ) • 

Centro de Recría del complejo Agro-lndustrinl Tiznyuca, Hidalgo, Fideicomiso: 

Programa Dcsccntrnl lznción do ln1; Explot.11ci.1rnca Locla~rna cfol Distrito Federal, 

llaneo Nf.•donal de crédtto Hurnl. l977 ( 1l,30, 
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Este último centro aloja una población mayor a la que se había manejado en otros 

centros (aproximadamente 14 800 animales); contando con una tecnología apropiada, 

altamente calificada en los aspectos médico veterinarios, administrativos, econó­

micos y financieros, con un plan de producción intensivo. 

Este centro consta de las siguientes etapas: 

LACTACION 

DESARROLLO I 

DESARROLLO ll 

GESTACION 

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO 

Es importante la integración de un laboratorio de Diagnóstico, que cuente con 

elementos para el diagnóstico básico, ya que a traves de este se emitirán elemen­

tos de decisión para aceptación de becerras, así como para la integración de dia_g 

nosticos clínicos por parte de los médicos. 

Concluyendo: así surgió la idea de crear este manual, que contiene información de 

los Métodos y Técnicas necesarios para realizar las pruebas de laboratorio de las 

muestras clinicas, de los padecimientos de los bovinos en sus diferentes etapas de 

vida en un Centro de Recría. 

Este manual se integró en bnse a la experiencia obtenida durante los años 1975-

1976, en el Centro de Recría de Becerras llolstein Friesian de 'l'epotzotlán, Edo. de 

México y en el Centro de Recría del Complejo /\gro-Industrial, Tizayuca Hidalgo, en 

los años 1977 - 1978; ambon centros pertcnccientc!J al FiJcicomürn : Programa DcB• 

centralización de las Explotaciones Lcchcrn:i del Distrito Federal. lllmco Nacion(ll 

de Crédito Rural. 



- 4 -

O B J E T I U O S. 

1. Elaborar un documento que reuna la información sobre las 

pruebas de laboratorio, para realizar diagnósticos b~ct~ 

riológicos, micológicos, parasitológicos, hematológicos, 

qu1micos y toxicológicos, de los padecimientos que afec­

tan alos bovinos Holstein en un centro de Recria. 

2. Mediante esta información se pretende minimizar el tiem­

po y material necesarios para emitir diagnósticos conf ia 

bles con precisión y a~n costo aceptable. 
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MATERIAL Y METODOS. 

l. Material de Bacteriología y Micología. 

2. Material de Parasitología. 

3. Material de Serología. 

4. Material de Hematología. 

s. Material de Quimíca. 

6. Material de Toxicología. 

7. Material de Es terilizaci6n. 

s. Material complementario que se incluye en el texto. 



'•, 

',. 

• sw.tsanw :m O.LN3'.UNS3::>0Cld :m an.LI::>I'IOS • II 
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SOLICITUD ÚE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS 

Esta se realizará a través de una forma impresa la cual· será proporcionada 
por el laboratorio, en la que estarán incluidos los datos básicos en cuanto 
a identificaci6n del animal, así como los datos clínicos referentes al caso. 

La solicitud deberá contener como mínimo los datos siguientes: 

N~ de identificaci6n del animal ------------------ Etapa ---------------

Clínico que remite la muestra __________________________________________ _ 

Condici6n o conservador en los que se envia la muestra. _________________ _ 

Edad -----------

Historia Clínica 

Diagn6stico Presuntivo ---------------------------

Exámen solicitado --------------------------------

Tratamiento con antibi.6ticos Si------ No ____ Cuáles ___________ _ 

Fecha del último tratamiento l/ -------------------~ 

Técnico que trabaja la muestra 11 -----~------------------------

J./ Importante en aislamicntou bactcriol6gicou, yn que debido a la prcscmcin 

de antibiotico1.1 en la muestra, se puede en tar inhibiendo el crecimiunto en 

el cultivo, 

l_I Se inscr:i.birñ el nombn· dnl reHporwablP dd área a la que Vl.l la muestra, 

para cualquier comcntnrio del diagn6stico obtcmido 0 
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La solicitud también se podrá manejar en forma prictica utilizando formas 
como la que a continuaci6n se muestra. 

Laboratorio de análisis clínicos. 

N.2 de 
identificaci6n N.2 caso Etapa ----------- ---------- -----------
Fecha de 
recibido -------------

Fecha reporte Fecha reporte 
prelúninar ------- final -------

Bacteri6logo --------- Clínico ________ Pat6logo _______ _ 

Muestra --------------
Condici6n 

----------------------~ 
Raza ---------,----- Sexo ------- Edad ___________ _ 

Historia clínica ---------------------------------

Tipo de 

Diagn6stico presuntivo ------------- exámen -------------------

Tratamiento con antibióticos Si 

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO 
IDENTIFICACION PRELIMINAR 

No Cuáles -------------
•' 

SENSIBILIDAD A LOS ANTIBI<1!ICOS 

Terramicina Polún!xina Penicilina 
.Estreptomicina ------ Tetraciclina Bacitracina _____ __ 

· Cloranfenicol 
Eritromicina 
IDENTIFICACION FINAL 

Furadantina -------
-------- Kanamicina -------------

COMENTARIOS 

Solo para uso del laboratorio 

Aerobiosis ------------ Anaerobiosis -----Hongos_ Micoplasma_ 

• s. 
-------------------- G.S • 

-------- Sab. ___ PPLO.A. __ _ 

Thioglicolato -------~-- Denn. ___ PPLO.c. ____ _ 

S.S. V.B. Me. Conkcy Sel. Tct. c. c. 

N! ccpario --------- N~ liofilización ---------

Laboratorio de Bacteriología. F.M.V.Z. U.N.A.M. 
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LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS 

Fecha ____ _ No. Identificación No. caso 
~----- --------

MUESTRA 

Tinci6n Gram 
Medio 
Colonia 
Tarnafto 
DescriPci6n 
Hem6lisis 
Nmneros 
Sensibilidad 
Subcultivo 
Reincubaci6n 

Coacru.lasa (placa) 
Coacru.las a (tubo) 
Catalasa 
Manitol Sal filtar 
Caldo sangre 
NaCl ( 6,5%) 
Trealosa 
Sorbitol 
Lactosa 
Leche tornasolada 
Arabinosa 

Loeffler 
Urea 
TSI 
Citrato 
SIM 
MR/VP 
OIF 
Oxidasn 
Motilidad en.gota 
Red, Nitratos 
Lio. Gelatina 

Dextrosa -----.. --------·~ ·---------·· __ .._ -- ·-Mnnitol -------·-------- - ---- ,.-----

Mnltos11 --·-- ----· --,_ ___ 
Suerosa .. -"----- ---
Inositol ---- ---·-·----...-.-----·------Dulcitol ---------- ~-

L. O, (lis. Ilcacnrboxi) ···------ ---·----- ,____. ___ ..---
F,A, (Fcnil~ 

--~---

____ . _____ .,,...._,_. _,__ ___ ~--·----------
~- --~~ --... ---~- -·----·-- . ·--..-.--··--·----·--- --

PPLO <cn1<i) ·-
----~~--- .. ··-- - ""------·---~·-·- --------

PPLO ( trnnsfcrcncia) -- ·~----~------... --
PPLO {cnldo) 

--"-,:-·--. 77·-. ~ -------------·---- ---
I'HUfülAS l~Sl?ECI/\LES Y COMLN I i\HLCJ~, 
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Las solicitudes de procesamiento podrán ser almacenadas en una carpeta y fun­
cionar como un registro adicional a la libreta de registro interno de las 
muestras recibidas en el laboratorio. 

REGISTRO DE MUESTRAS 

Este registro se refiere a la recopilación de los datos de las muestras recibi­
das en el laboratorio, con el objetivo de manejar con mayor facilidad los da -
tos de la muestra y los resultados obtenidos en el laboratorio. 

En este registro no será necesario anotar la totalidad de los datos recabados 
en la hoja de solicitud de procesamiento, a continuación se presentan dos for­
mas de registro que funcionan en forma eficaz: 

en libreta de registro, con hojas foliadas 

Fecha N~ caso Etapa NR identificación del anúnal 

Muestra Exámen solicitado 

Resultado: 

otra forma de registro se puede realizar mediante la creaci6n de Wl cuaderno 
de registro, el cual se imprimen las hojas y se encuadernan: 



J~ de Fecha 
caso 

Identificaci6n 

REGISTRO DE MUESTRAS 

Etapa Muestra Ei.fmen Solicitado 

-, -~· 

Resultado 

o 



REGl:·TRO JE HISOPOS PARA JETERMINACim JE SAIMONELLA • 

Día y Hora de la Día y Hora de la RESULTADOS 

Fecha Técnico Ganadero siembra lectura [:. coli Salmonella Observacfones . 

1 
.... 
.-
1 

' 

., . . . 
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REGIS.TRO DE. NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS. 

Fecha No. Arete Ganadero ZnSOL. Comentarios 

- ~ 



III. BACTERIOLOGIA Y MICOLOG:IA. 
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IMPORTANCIA DE LAS TECNICAS DE RECOLECCION DE MUESTRAS PARA AISLAMIENTOS 

BACTERIOLOGICOS Y MICOLOGICOS 

La importancia de las técnicas de recolección radica en que están direc­
tamente relacionadas con el resultado que se espera obtener en los estu­
dios solicitados. Existen un gran número de microorganismos que se pue­
den encontrar como saprofitos o flora normal en diferentes lugares como 
son: medio ambiente, agua, piel, pelo, vias respiratorias altas, cavidad 
oral, intestino, ano, vulva, vagina, etc,, por lo cual es nocesario con~ 
cer esta flora para poder apreciar si realmente los microorganismos obt~ 
nidos a través del cultivo son los causantes del problema. 

En el caso de la toma de muestras a partir de un cadáver, esta práctica 
deberá realizarse bajo condiciones de asepsia adecua:las y en un corto 
tiempo posterior a la muerte, ya que existen fenómenos de migración bac­
teriana (de intestino hacia todo el organismo) y autólisis, las cuales 
pueden alterar o dificultar el aislamiento de gérmenes realmente patóge­
nos. 

Otras consideraciones a tomar en cuenta son: 

Estar seguro que las muestras enviadas al laboratorio son las adecua­
das y características del problema de que se sospecha. 

Al tomar la muestra debe hacerse bajo las mejores condiciones de ase~ 
sia, evitando la contaminación con pelos, heces, polvo y suciedad en 
general, 

Si la enfennedad o problema representa un problema de hato, se selec­
cionan para muestreo los animales que presenten la fase más adelanta­
da de la enfermedad. 

La muestra debe ir acampanada con la información completa de los ant~ 
cedentes clínicos del caso, de una buena identificación y con la sol! 
citud especifica de los estudios que se pretende se realicen a la 
muestra. 

Datos mínimos que deben acompaf1ar una muestra: 

Fechn. 

Nombre y dirección del propi.etario. 

Bspecic, rn~n, edad y sexo del animal, 

llistori~1 cl1nicn: 

, Du rae Hin de 1 a enfermedad. 

Número de animalci: afectllllos. 
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• Signos clínicos • 

• Mortalidad • 

• Tipo de alimento suministrado • 

• Hallazgos a la necropsia • 

• Tratamientos y última fecha de aplicaci6n. 

Diagn6stico presuntivo. 

Tipo de conservador utilizado en la muestra antes de su envio al labg 
ratorio. 

Tipo de estudio que solicita. 

Clínico responsable del caso, dirección y teléfono. 

Las muestras m&s comunmente tomalas se clasifican en 7 grupos y depen­
diendo éstos, son las técnicas a seguir: 

Tejidos. 

Organos, 

Orina. 

Sangre. 

Exudados. 

Fluidos. 

Raep~dos de piel. 

Organos y tejidos. 

Generalmente se obtienen por procesos quirúrgicos o a la necropsia, debe 
de realizarse en condiciones de esterilidad o con la mayor asepsia posi­
ble con la finalidad de evitar contaminaciones. En el caso de muestras 
obtenidas a la necropsia se utilizan mecheros portátiles (dificil en 
casos de campo) e instrumental debidamente esterilizado (fl1t11eado), 

Las muestras se obtienen del 6rea que presenta ln lesión milo runplin y 
característica de ln enfermedad y en cantidad suficiente que permita ln 
toma de muestras subsecuentes en el laboratorio. Se colocarAn preferen• 
tementc en frascos o cajas de pctrl cst6rilee. 
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Orina. 

Las muestras de orina se pueden obtener por: 

Estimación mecánica de la micción, por masaje alrededor del clíto­
ris o de la vúlva, por compresión de la vejiga via rectal. Se eli 
minan los primeros chorros de orina y el resto se colecta en f ras: 
cos estériles • 

• Aplicación sistémica de compuestos diuréticos. La colección se 
efectúa igual que en el caso anterior. 

Por sondeo uretral, con sonda estéril y captación de la orina en 
frasco estéril. 

Por punción directa de la vejiga a través de la piel (percutánea), 
con aguja y jeringa estériles. En este caso se recomienda sellar 
la jeringa y mandarla al laboratorio, con el fin de evitar posi­
bles contaminaciones, en el vaciado de la jeringa hacia el frasco 
estéril. 

Las muestras de orina serán enviadas al laboratorio lo antes posible y 
en condiciones de refrigeración. El tiempo transcurrido entre la toma 
de la muestra, la observación de ésta y su cultivo de ser posible no 
deberá ser mayor de 3 horas, debido a que algunos compuestos de la ori­
na sufren procesos de degradación (amoniaco) y llegan a ser tóxicos para 
algunos microorganismos. 

Sangre. 

Se obtiene por punción directa de algún vaso (caudal y/o vena yugular), 
por medio de aguja estéril y jeringa tratada con algún anticoagulante 
(EDTA, heparina, oxalatos, etc.), y esterilizada. Se desinfecta la zona 
de punción y un radio aproximado de 10 cm. Se recomienda enviar la - -
muestra en la jeringa con que se obtuvo para evitar contaminaciones. 

Exudados y fluidos, 

Se pueden colectar por medio de hisopos o directamente en frascos cst6-
riless si la cantidad y localización lo permitan. En el caso de flu1 -
dos se pueden obtener con jeringa y aguja estériles por medio de punción 
directa, la z na de punción se desinfecta en formn elm11ar a ln que se 
sigue para la obtención de muestras de sangre. 

Cuando la muestra ha sido obtenida por medio de hiiwpoii, éstos Hon intr,2 
<lucidos en 11n medio ele t rnrwportu (ele los que se !tahl nrft mf1s adelante) o 
en frascos estériles y cnvi.ndos al 1 ahoratori.o r.'ipi.damentc, ya que los 
hisopo!l sufren procesos de 1lüsccación que causan l u m11crtc de grnn núme­
ro de g6rmcncs. Los hiHopos no deben ser transportados en cualquier me­
dio de cultivo (caldo nutriti.vo) de !.os mfw usudon cornunmcntc, ya que se 
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puede favorecer el crecimiento de saprofitos indeseables, los cuales inh! 
ben por competencia el crecimiento de gérmenes patógenos. 

Raspados de piel, 

Por lo general la toma de estas muestras se efectúa para la realización 
de estudios micol6gicos, por lo cual la técnica varia: 

• Selecci6n de la zona para la toma de muestras, Debe ser la que repr~ 
sente la lesi6n más amplia y caracter1stica (zonas alopésicas, de fo.I, 
ma irregular, de aspecto asbestoso y reseco, generalmente localizado 
en cabeza y cuello de animales jóvenes) • 

• Se lava la zona lesionada con jab6n y agua, se aplica un solvente de 
la grasa (alcohol o éter), se es¡Era a que los residuos del desengra­
sante se evaporen y se procede a tomar la muestra • 

• El raspado se efectúa de la periferia de 1 a lesi6n (nunca del cent ro), 
debido a que en esta zona se encuentra una mayor ploliferaci6n de mi­
celios y presencia de conidias, (por medio de los cuales se realiza 
la identificación se toma también pelos arrancados desde su ra1z para 
apreciar el tipo de lesión que presentan, lo cual contribuye a la 
identificación. 

Su envio al laboratorio se puede realizar en frascos o cajas estériles (no 
necesariamente), sobres de papel o presionados entre dos portaobjetos, 

MEDICE DE TRANSPORTE AL LABORATORIO. 

La generalidad de las muestras para estudios bacteriol6gicos y micológi-­
cos deben ser enviadas en condicione& de esterilidad y refrigeraci6n (nun 
ca congeladas, debido a que hay destrucci6n célular excepto!:.&. monocitó­
genes) y lo más r5pidamente posible. 

En el caso de la toma de muestras por medio de hisopos se pueden utilizar 
medios de transporte corno el de Stuart l/, el cual mantiene las muestras 
en condiciones viables (no es un medio de enriquecimiento), medio semis6-
lido altamente reductor que inhibe la autodestrucci6n enzimática, previe­
ne los efectos letales de la oxidación, manteniendo a los microorganismos 
de la muestra en estado "quieto". Viene en presentaciones tanto para géE, 
menes aérobios como anaérobios. 

11 Composición ver indice Stuart medio de transporte. 
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CUADRO DE REFERENCIA PARA EL CULTIVO DE MUESTRAS 

Tipo de muestra 

l. Torunda nasal 

2. Lavado traqueal 

3. Torunda de oido 

4. Torundas y liquido 
sinovial 

5. Raspados de piel 

PARA BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA 

Microorganismos 
probables presentes 

Staphylococcus 
Streptococcus 
Pasteurella 
Haemophilus 
Corynebacterium 
Mycoplasma 
E. coli 
Klebsiella 
Bordetella 
Pseudomonas 
Aspergillus 
Cryptococcus 

Tinci6n o 
demostracipn Medios a utilizar 

directa 

1 Gelosa sangre Agar 
1 Mycoplasma con pe-
1 nicilina y acetato 
1 de talio. 
1 Caldo thiogliocol~ 
2 to 
1 
1 
1 
1 

1.3 
4 

Los mismos que N2 1 más: Los mismos que N21 
Procedimientos es­
peciales cuando se 
trata de Mycobac­
terium 

Mycobacterium 
Nocardia 
Coccidioides 

S taph., S t rep 
Pseudomonas 
Proteus 
Klebsiella 
E. coli 
Corynebacterium 
Aspergillus 

Staph. ,Strep. 
E. coli 
Erysipelothrix 
Actinobacillus 
Haemophilus 
Mycoplasma 
Salmonolla 
Chlamydia 

Dormatofitos 
Microsportnn 
Trichophyton 

5 
6 

7.3 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1.3 

1 
1 
1 
1 
1 
2 
1 
8 

7 
7 

Gelosa sangre 
Caldo thioglico­
lato 

Gelosa sangre 
Caldo thioglico­
lato 
Agar mycoplasma 
P·T 
Embri6n de pollo 

Sabourcaud con 
ciclohexamida y 
cloranfenicol o 
medio prueba de 
Dermatofitos 
(DTM) 



Tipo de muestra 

6. P6stulas y cos­
tras de piel 

7. Pus y liquidas 
pleurales y peri 
toneales -

8. Liquido cerebro­
Hpinal 

9. Organos perenqu,! 
matoeos 

10. Sangre 
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Microorganismos 
probables presentas 

Staph, aureus 
Dennatophilus 
B-Strep 

Staph., Strep 
Corynebacterium 
Pasteurella 
Actynomyces 
Actinobacillus 
E. coli 
Haemophil us 
Pseudomonas 
Bacteroides 
Clostridium 
Nocardia 
Coccidioides 

Staph., Strep 
Corynebacterium 
Haemophilus 
Listeria 
E. coli 
Cryptococcus 
Mycoplasma 

La mayor1a de los 
organismos ya mencio 
nadas m&s: -
Salmonalla (intestino) 
Mycoplasmas, hongos 
(pulm6n) 
Clostridium (higado) 
Bacteroides (Fusobac­
terium) 
y Cloatridium (tej. 
necr6tico) 
Haemophilus (cerebrú B~ 
vinos) 
Leptospira (rin6n) 

Strop., E. coli 
Klobsiella 
Erypolothrix 
Staph 
nacillus 

Tinci6n o 
demostraci6n 

directa 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1.6 
3.7 

1 
1 
1 
1 
1 
4 
2 

1 
3.7 

1 
1 

1 

1 

9 

1 
1 
1 
1 
1 

Medios a utilizar 

Gelosa sangre 
Caldo Thioglicol.!. 
to 

Gelosa sangre en 
condiciones aero­
bias 
Caldo Thioglicol!, 
to 

Gelosa sangre 
Caldo thioglicol! 
to 
Agar Mycopla1ma 
P-T 

Gelo1a sangre cal 
do thioglicolato­
Agar Mycoplasma 
2 Aerobio y Anae­
robio 
Medio de Fletcher 

Caldo thioglicolato 
o caldo peptona 



Tipo de mues.tra 

11. Exudados de fi_!! 
tul as 

12. Materia fecal 

13. Orina 

14. Exudado ocular 

15. Fetos abortados 
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Microorganismos 
probables presentes 

Actinomyces 
Staph 
Bacteroides 
Corynebacteriinn 
Coccidioides 
Nocardia 

E. coli 
Salmonella 
Klebsiella 
Pseudomonas 
Proteus 
Enterococcus 
Mycobacterium 

E. coli 
Proteus 
Pseudomonas 
Staph., Strep 
Klebsiella 
organismos entéricos 
micelAneos 
CprynebacteritnD renale 
Leptospira 
Mycobacterium 

Staph., Strep 
Pseudomonas 
Neis seria 
Mycoplasma 
Moraxella 
Haernophilus 
Aspergillus y otros 
hongos 
Chlamidias 

Brucclla 
Campylobacter 
Strcp. 
E. coli 
Klebsiclla 
Salmoncl la 
Mucor 
Abnidia 
Chlnmydia 
Lcptospi ra 

Tinci6n o 
demostración Medios a utilizar 

directa 

1 Gelosa sangre 
1 Aerobia y anaerob 

· 1 Caldo thioglicol.!!_ 
1 to 
l Saboureaud con C 
i y e 

l Agar Mac Conkey 
l Agar verde brilla!!, 

1.9 te 

l 
1 
5 

1 
1 
l. 
1 
1 
1 
1 
1 

10 
5 

1 
1 
2 
1 
1 
1 

1.3 

8 

l 
l 
l 
1 
1 
1 
3 
3 
8 

10 

Caldo Selenite o 
tetrationato 
E.M.B. 

Agar Mac Conkey 
Gelosa sangre 
Caldo thioglicola­
to 
Medio de Fletcher's 

Celosa sangre 
Agar Mycoplasma 
Agar S aboureaud 
Embrión de pollo 

Gel osa sangre 
Aerobia y anaer_2 
bia 
Caldo thioglicola• 
to 
Snboureaud 
Embri6n de pollo 
Medio Flotchor's 



Tipo de muestra 

16. Leche 

l. Tincl6n de Gram 
2. Tincl6n de Giemsa 
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Microorganismos 
probables presentes 

Strep., Staph. 
E. coli 
Klebsiella 
Pseudomonas 
Mycoplasma 
Corynebacterium 
Mycobacterimn 

3. Tincl6n peri6dica 4cida de Schift (PAS) 
4. Preparaci6n fresca con tinta china 
S. Ziehl Neelsen 
6. Kinyoun 
7. Preparaci6n fresca con KOH al 15% 
8. Maqulavel o 
9. No ee hace 

10. Campo obscuro 

Tinci6n o 
demostraci6n Medios a utilizar 

directa 

1 Gelosa sangre 
1 Prueba de Hotis 
1 Prueba CAMP. 
1 Agar Mycoplasma 
3 
1 
5 
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LOS 3 N)PECTOO BASICOS EN EL DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO so~: 

l. Demostraci6n 

2. Aislamiento 

3. Identificación 

l. Demostración. 

Tiene por objeto la visualizaci6n del agente patógeno o su efecto 
en el material biol6gico: Tejidos, secreciones, excresiones, exu­
dados, trasudados contenido estomacal, intestinal, etc. 

Ventajas. 

Se obtienen resultados inmediatos, 

Requerimientos mínimos de equipo, tiempo, técnicas de 
laboratorio, espacio de trabajo, material, etc. 

Puede ser el único método de diagnóstico viable, como 
en el caso de que los organismos problema no puedan ser cult,1 
vados in vitro (M. leprae), o poseer caracter1sticas de culti 
vo especiales (nutrientes: vitaminas, factores de crecimient~, 
etc). 

Nos puede orientar tentativamente a un diagnóstico y 
tratamiento rápido. 

En el caso de enfermedades relacionadas con la produc­
ci6n de toxinas potentes, la demostración de éstas es de mayor 
importancia que el aislamiento del microorganismo por ejemplo: 
en el caso de Clostridium perfringens. 

Nos puede dar una idea de la cantidad de gérmenes rel!_ 
cionados en el proceso de infección, forma, tamafto y disposi­
ción. 

Permite la observación de algunas reacciones tisulares 
y elementos que intervienen en el proceso de infecci6n (ejem­
plo: Fagocitosis, tipo de leucocitos asociados en el proceso, 
fibrina, destrucción o degeneración celular, etc.) 

Nos muestra sus características de Tinción. 

Limitaciones. 

Se requiere ln presencia de grm des canl' idndes de micr,2 
organismos para la obt:c11ci6n de resultados positivos. 

Se calcula que aproximadamente por cada bacteria que se obBC!, 
va al microscopio C()n el oh jet ivo de inmersión existen aprox.!, 
madamente 106 bacterias gor mililltro del fluido o substancia 
o aproximadamente 5 x 10 bnctcrias por ml. o gramo de muestra 
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para la observaci6n de una de ella• al microscopio. 

En la mayoria de loa ca•os no proporciona respuesta de 
la acci6n de toxinas, anticuerpos, etc. relacionados con el 
proceso "in vivo". Respuestas mis especifica• se pueden obt.!, 
ner con el uso de anticuerpos marcados (fluoreaceina, ferrit! 
na, enzimas, etc.) 

2. Aislamiento. 

La etapa de aislamiento consiste en el tran•porte ys_ambio de los 
microorganismos del medio natural donde se encuentran a un medio 
artificial (medios de cultivo y animales de experimentaci6n), para 
su propagación en cultivo puro. 

Ventajas. 

Es la forma mis convincente del diagn6stico etiológico 
de las enfermedades infecciosas. 

Prerrequisitos indispensables para la identificación de 
los agentes microbianos salvo algunas excepciones. 

Requerido para una determinación correcta de la sensi­
bilidad a los diferentes antibióticos y sulfas. 

Desventajas. 

Requiere de tiempo, equipo, conocimiento y experiencia. 

Puede ser peligroso para el personal de laboratorio. 

En algunas ocasiones se puede llegar al diagnóstico con 
técnicas menos laboriosas como examen cl1nico, cl1nico patoló­
gico, examen directo, etc. 

Métodos. 

Principios b4sicos. El objetivo es el de obtener el 
germen problema en cultivo puro para su posterior identifica­
ción. 

Recomendaciones~ 

Obtener una muestra del material 
sospechoso 11 examinar en condiciones estéri­
les y Bembrar en eotrin con objeto de aisla!, 
lo en cultivo puro (vedse técnica de aisla­
miento en cultivo puro). 

Si se sospecha de contaminaci6n de 
111 muestra, se recomienda el siguiente proce• 
dimiento para reducir al mllximo la posible 
contruninaci6n. 
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a) Esterilizar la superficie del órgano 
o muestra con una espátula caliente. 

b) Por medio de filtración selectiva como 
en el caso de purificación de muestras so~ 
pechosas de contener Vibrio o Leptospira. 
Se utiliza un filtro especial Swinney e 
una jeringa de 5 ml. éstos filtros poseen 
una membrana con una porosidad de 650 nan6 
metros o sea 6 500 Amstrongs. Cuidadosa-­
mente filtre el liquido problema depositán 
dolo en un tubo estéril. 

Precaución: El inóculo o substancia a fil­
trar debe estar libre de materia gruesa 
(contenido intestinal sin digerir, coágulos 
de fibrina, etc.), de otra manera se prod~ 
eirá la obliteración del filtro y la posi­
ble ruptura de éste por la presi6n produ­
ciendo peligrosos aerosoles para el perso­
nal del laboratorio. 

c) Por centrifugación selectiva como en 
el caso de Leptospira en exAmenes de ori­
na, centrifugar a 2 000 r.p.m./30 minutos 
a la cual se producirá la sedimentación de 
las bacterias quedando las leptospiras en · 
el sobrenadante. 

d) Desinfección selectiva. 

- Mycobacterium (ver página 
- Erysipelothrix (con fenol al 

0.25% durante 30 minutos) 
- Clostridium (a SOºC durante 30 mi­

nutos). 
- Virus (100 u de penicilina, 50 ug. 

de estreptomicina/rol del medio a 
utilizar en caso de que se sospeche 
de contaminaci6n bacteriana incubar 
a 37ºC/30 minutos. 

e) lnhibidores selectivos en los medios de 
cultivo. 

Como en el caso de gérmenes entéricos, est!. 
filococos, virus, micoplasmas, hongos, etc. 

f) Por medio de diluciones como en el caso 
de l.eptospirn. 

g) Inoculación a animales de laboratorio, 
como en el caso de Clostridi~n, Leptospira, 
Dacillus anthracis, Coccidioidomicosis, 
etc. 
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Los medios sólidos son utilizados preferen­
temente para el aislamiento de colonias individuales 
con objeto de estudiar su forma, tamaño, color, consi~ 
tencia, características de producir hemólisis, etc. 

Las técnicas de inoculación modificadas de­
penderán del número de microorganismos sospechosos de 
crecer. 

Esta técnica es muy importante puesto que de -
pendiendo del número de cuadrante de la caja que 
se observe crecimiento, se relacionará con la can 
tidad de gérmenes existentes en el caso problema-:-

La técnica a seguir es la siguiente: ];/ 

Se dividirá la caja de petri en cuatro cuadrantes 
imaginarios en los cuales se efectuarán cuatro 
siembras en estría con el cultivo problema se emp~ 
zara con una estría lo mas estrecha posible con 
objeto de obtener un mejor crecimiento de la mue~ 
tra original¡ se recomienda que esta primera estría 
se realice con la muestra de órgano o hisopo que 
contenga a la muestra problema, en seguida se pro­
cederá a flamear el asa de platino y se efectuará 
la segunda estría a partir de uno de los extremos 
de la primera, y así sucesivamente a manera de 
hacer "diluciones" de la muestra original. 

INTERPRETACION DE LA SIEMBRA J:./ 

crecimiento 
reporta como 

l + 
2 + 
3 + 
4 + 

1/ Técnica de siembra en cultivo puro: 
J.¡ Hoeprich, Infections disenses, p. 104 

llarper of Row, 1973 

Si se encuentran Si existen 
5 colonias por 5 colonias 
área por área 

l 11 fl 2 
2 11 (f 3 
3 11 11 4 
4 11 
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En ocasiones se utilizarán medios de enreque­
cirnien to como en el caso de Salmonella (selenite 
y tetrationate), o en caso de problemas de mastí 
tis en los cuales se utilizaran medios especia = 
les para el aislamiento de Staphylococcus y 
Streptococcus. 

Seleccion de medios de cultivo. 

Gelosa sangre al 5% (se puede utilizar sangre de 
bovino, ovino, equino, etc., dependiendo de la experiencia 
previa que se tenga o de situaciones especiales dependiendo 
de la especie animal mas comunmente presente en casos de 
diagnostico microbiológico). 

Este es un medio de cultivo universal utilizado en microbio 
logía. 

Caldo thioglicolato de Brewer, el cual es un medio 
de enriquecimiento con la característica de servir para ais 
lamiento de gérmenes anaerobios y aerobios dependiendo de -
la localización del crecimiento en el tubo de cultivo. 

Estos dos medios son utilizados en la mayoría de las muestras que 
llegan al laboratorio de diagnostico de microbiología con excep -
cion de muestras fecales y raspados de piel. 

Agar Saboureaud, utilizado cuando se sospecha de la 
presencia de hongos en el diagnóstico o patológico, o en oca 
siones cuando se observó al microscopio estructuras parecí = 
das a las esporas o micelios característicos de estos. Gene­
ralmente el medio es incubado a temperatura ambiente, en ca­
so de muestras altamente contaminadas como en el caso de ras 
pados de piel se utilizarán los medios de agar ciclohexamid; 
y cloranfenicol que inhibirán el crecimiento de bacterias 
indeseables o en caso de que se sospeche de Dermatofitos se 
utilizará el medio para dermntofitos que es un medio base de 
Saboureaud conteniendo ~lortetraciclina, gentamicina y rojo 
de fenal como indicador. 

Nota: No obstante ln utilizacion de medios de Snboureaud con 
teniendo antibióticos los cuales tienen un efecto principal 
en la inhibición de hacterins y hongos saprofitof_; se debe to 
mar Pn cuenta qu<' PXÜ>tPn hnn~',ns patogPnos que tnmbiL~n pueden 
ser inhibidos pur c•nt:o11 antihiótil'ns cnmo en l'l caso dt! 

Crir~~· AllL•sc·~·ria ~~!.cii.• As11~·rgillus HP.1!.•• cte. 

Por lo tanto ~a~ recnmiendn que no He ut i 1 icen medios selecti­
vos si no se requieren primordialmente, 
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Medios para Micoplasma. 

Inocular la muestra problema en el medio para Micoplasma 
cuando su orígen sea el siguiente: 

Tracto respiratorio, articulaciones, tracto genital, exuda­
do ocular, leche de casos de mastítis, tejido nervioso cen­
tral o líquido cefalorraquídeo. 

Para especímenes contaminados como por ejemplo torundas de 
nasofaringe y ojo se debe de utilizar agar Micoplasma con 
acetato de talio y penicilina. 

Medios selectivos 

(S.S., Verde Brillante, Mac Conkey, etc.). Para microorga­
nismos enteropatogenicos presentes en excremento, orina y 
otros materiales que puedan contener estos microorganismos. 

Condiciones de incubación. 

Atmósfera. 

Todos los cultivos primarios deberán ser incubados en una 
atmósfera de dióxido de carbonato al 5% o 10%, con excep­
ción de las cajas de agar Saboureaud. 

Todas las muestras originarias de material puru­
lento, tejido necrosado, etc., deberán ser sembradas en 
una segunda caja de gelosa sangre e incubarlos en condicio 
nes de anaerobiosis con un 95% de hidr6geno y un 5% de -
C02. 

Nuestro método: 

Colocar las cajas y tubos en la jarra para anaerobiosis. 

Cerrar la caja y eliminar el aire con una bomba de vacío. 

Agregar hidrogeno y conectar eléctricamente por medio de 
la extensión durante 15" (para eliminar el oxigeno res -
tante con la subsecuente formación de agua). 

En ocasiones se recomienda introducir junto con el Hz 
nproximndnmente 100 ml de COz en cada jarra. 

Un método m1iH conveniente c11 comprnr "Gaspnk" e inuicudoreB en 
"Unlt imore lHnlugical-LahorntoricB 11

• 

'l'cimpera tura. 

La temperatura de incubación de rutina es de 37ºC, 
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La temperatura de incubación para Leptospira es 
de 29-30ºC, 

La temperatura de incubación para los hongos es 
de 22-2SºC. 

La temperatura para la prueba <le sensibilidad a an 
tibioticos es de 3SºC, (para la preparación del inóc~ 
lo en la fase log,). 

Nota: La temperatura de incubación rutinaria de 37ºC, se 
recomienda también para algunas pruebas diferenciales como 
las de Voges Proskauer, desarrollo de flagelos, etc, 

Las muestras sospechosas del contenido de hongos (con exce_E, 
ci6n de los dermatofitos) deberán de ser sembrados en Agar 
Saboureaud (incubado a temparatura ambiente), y en gelosa 
sangre (incubado a 37°C). 

Medidas de seguridad. 

Los cultivos de microorganismos capaces de afectar al hombre 
por contacto en el laboratorio principalmente por la vía aérea 
deberán de ser manejados con el máximo de precuaciones con el 
fin de reducir los riesgos de infección. 

Los hongos causantes de las micosis sistémicas son de los agen­
tes mas peligrosos en el laboratorio, por esa razón se recomien 
da el uso de tubos de cultivo con tapón largo de algodón. 

Cuando el crecimiento ha sido abundante se puede cubrir con so­
lución salina fisiológica con una jeringa a través del tapón con 
objeto de evitar el riesgo de aspiración de esporas al trabajar 
la muestra. 

Muchos microorganismos importantes en medicina veterinaria pueden es­
tar bastante contaminados por otros hongos que su inoculación o siem­
bra en una superficie peque~a del ~e<lio de cultivo ofrecer& pocas po­
sibilidades de crecimiento, por esa ra~ón se acostumbra sellar las c~ 
jas con "maskíng tape",o utilizar cajas desechables de pl&stico a tr_!! 
ves de las cuales se puede rcaliznr ln inyección de soluciones sin p~ 
ligro de contaminaciones. 

El uso de cámaras o campanas de> aü;lamiento es indispemrnblc en un l~ 
boratorio para el mrnwjo de hongoH y otros microorgi.nismos importan -
tes en snlud pGblicn. 
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A. Inocular una colonia en: 
L TSI (triple azúcar hierro) 
2. UREA 
3. SlM o medio de motilidad de Gillies 

A) EL GRUPO ENTERICO Y SUS REACCIONES EN TSl* Ver Pags. 
Citrobacter inten::edius (#1,#3) 
Edwardsiella tarda (#2) 
Enterobacter aerogenes (iJ 1 y t!3) 
Enterobacter cloacae (#1 v #3) 
Erwinia herbicola 
Escherichia colí (i!I.;.13.#4) 
Hafnia (¡'i 3) 
Klebsiella oxvtoca (#1) 

" pneumoniae (#1 y #3) 
Proteus inconstans (#3) 

" morganii (i!3) 
" mirabilis (#2,#3,#4) 
" rettgerí (#1 v #3) 
" vulgaris (fi4) 

Salmonella arizonae (#2, #4) 
" SDD. (f!2. ft3) 

Serratia liguefaciens (#1 1 f6) 
" marcescens (fil. f/6) 

Shigella (#3) 
B) EL GRUPO NO E~TERICO Y SUS REACCIONES EN TSl 

Acinetabacter (~5)-1-11 
Actinobacillus equuli (#6) 

" lignieresii (#6) 
" SPP (!/6) 

" suís (t/6) 
Aero~onas spp (#1, #3) 

B.- Realizar prueba de oxidasa 
C.- Referenciasen tablas pags. 

EL GRUPO NO ENTERlCO Ver Pág. 
Alcaligenes ~aecalis (#5)-1 
Bordetella bronchiseptica (#5)-1 
Branhamella ovis (#5)-1 
Brucella canis (#5)-1-II 

" S'O'O (i/5)-1 
EF IV (1!3) 
Flavobacterium soo (#5)-1 
Francisella tularensis 
Haemophiluis 11 agni11 

11 hemoglobinuohilus 
11 gallinarum 
11 haemolvticus 
11 influenzae 
" 11oaklev11 

" paragallinarum 
" parainf luenzae 
" parasuís 
11 su is 

Moraxella bovis (#5)-1 

" lacunata (//5)-I 
11 spp (#5)-II 

Pasteurella haemolytica (#6) 
Neísseria spp (#5)-11 
Pasteurella multocida (#6) 

" pneumotrooica (#6) 
" snn (116) 

" ureae (//6) 
Plesiomonas shigelloides (#7) 
Pseudomonas aerugínosa (#5)-1 

" fluorescens (#5)-1 
" maltophilia (#5)-1 

S treptobacillus moniliformis 
Camovlobacter f etus 
Subest>. ieiuni (coli) 

Continúa 

1 

~ 
1 



Continuación 

Subesn. A!tus 
" intestinalis 

Camnvlobacter snutorum 
Subesn. bubulus 

" St>utorum 
" fecalis 

Yersinia enterobolitica (#6) 
" t>estis (113) 
" nseudotuberculosis (C3) 

* Ver medios 

** Si los organismos son variables en tinción de Gram, realizar la prueba de KOH. pag. d2] 

*** No agrupado con entéricos. 

Ver Págs. 

1\) 
(.{) 

1 



Bacilos y Cocobacilos Gram Negativos 

(TSI Reacción # 1) 

Fondo ácido, superficie ácida, gas y no H2S 

Serratia Enterobacter 

Erwinia Plesiomonas Klebsiella Cítrobacter proteus lique - marces 
E.coli pneumoniae intermedius rettgeri faciens cens aerogenes cloacae herhicola Aeromonas Shigelloides 

Ureasa 
lndol 
}!otilidad 
<r . .ddasa 
Citrato 
Ro}o de Metilo 
Voges Proskawe 
P.D. 

[" 

-
+ 
+l 
-
-
+ 

-
-

+ 
d 
-

1 -
' + 

-2 
+ 
-

d + 
+ + 
+ + 
- -
+ + 
+ + 

- -
- + 

Sorbitol 
Inositol 
Arabinosa 
Aldonitol 
Celobiosa 

Liq. de Gelatina{37 ºC) 

(+) 
d 
LD -
PD -

Acido, sin producción de gas 
Diferentes tipos 
Lisina descarboxilasa 
Fenil alanina deamiasa 

L.D. 
Esculina 

d d 
- -
+ + 
- -
+ + 
d d 
d + 
- --

(+) (+) 
+ (+) 
+ -
d d 
d (+) 
+ + 
d + 
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+ + d 
- - d 
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- - d 
+ d d 
+ (+) d 
+ + + 
+ d -
+ + d 
d3 d3 d 
+ - -
+ - d 

Red. Nitratos 
Cre.en Me Conkey 

-
+ 
+ 
+ 
d 
d 
d 
-
-
-
<l 
-
d 
+ 
d 
d 
+ 
+ 

-
+ 
+ 
+ 
-
+ 
-
-
-
+ 
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
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( TSI Reacción # ~ ) 

l. Existen cepas no móviles. Comprobar con el medio de motilidad de Gillies o por el método de gota suspendida. 

2. Existen cepas Rojo de Metílico positivas. 

J. Licuefacción retardada de la gelatina. O no en una forma total. 

4. Se presentan cepas con pigmento rojo y no pigmentadas también. Serratia ~· Son resistentes a Polimixina B, 
raientras que Enterobacter ~ son susceptibles. 

5. El genero Aeromonas tiene numerosas subespecies. Muchas cepas son hemolíticas y algunas pruebas bioquímicas son 
positivas solo en incubación a temperatura ambiente. Aislado principalmente como patógeno en animales inferio­
res (reptiles, peces). 

LA hydrophila 2.A Plmctata 
subesp. subesp. 

Producción de: hz:doEhila anaerogenes Eroteolytica Eunctata caviaes 

Gas cie glicerol + - - - -
Gas de glucosa + - - + -
LD (técnica de ~oller} - - + - -

Biotipos 

Voges-Proskauer +L +2- + - -
Prueba de oxidación de 

gluconato +- +- - -
Desdoblaniento Je: 

-Galactosa + + - + + 
-Suerosa d + - d + 
-!lanitol + + + d + 
-Arabinosa d + - d + 
-Esculina d d - d + 

a. + = positivo; - negativo; d = algunas cepas positivas, algunas negativas 

b. Puede ser una rEaccion positiva retardada 

c. Existen cepas aberrantes 

LD. = Lista descarboxilasa 

1.A salmonicida 
subesp. 

maso u-
Salmonicida achromogenes e ida 

+ - + 
+ - + 
- - + 

- - + 

- - + 

+ + + 
- + + 
+ - + 
+ - + 
+ - + 

w 
-" 



( TSI Reacción # 2 ) 

l. Se agrupan en oleadas en gelosa sangre. 

2. Hacer pruebas serologicas polivalentes para Salmonella (grupos A - I): 

a. Agregar una gota de solución salina a un portaobjetos limpio. 
b. Mezclar una asada de cultivo para hacer una suspensión. Agregar una gota pequeña de suero polivalente 

contra Salmonella (cubriendo los grupos A hasta I). 
c. Rotar el portaobjetos hacia adelante y atrás y observar agrupatliento o aglutinación. Una buena ilumina 

cien en forma oblicua ayuda bastante. ¡EVITE CONTAMINAR SUS DEDOS! -
d. Si la reaccion es positiva, repetir los pasas a, b, c, substituyendo el suero polivalente por el de ca 

da uno de los grupos específicos. -

3. Salrnonella gallinarum y Sal, pullorum no son móviles. 

4. Sal, cholerasuis y Sal typhisuis (grupo C I) son citrato negativos y pequeños productores de HzS. 

5. Reacción en TSI más frecuente: fondo ácido, superficie ácida. gas HzS (#4) (ver pág. ) 

NOTAS: 

a. Salmonella ~- son sensibles a la cloromicetina, furadantina y polymixina B y gentamicina. 

b. Sal.monella typhimurium (grupo B) es la especie mas común de este grupo encontrado en animales. 

c. Las infecciones del tracto urinario debidas a Proteus mirabilis han respondido en forma consistente al trata 
miento con niveles moderados o altos de penicilina. 

Ú) 
Ú) 
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Ureasa 

lndol 

Motilidad 

Citrato 

Rojo de }1etilo 

Voges-Proskauer 

O~PG 

L D 
Arabinosa 

Bacilos y Cocobacilos Gram Negativos 

( TSI Reacción U 2 ) 

Fondo acido, superficie alcalina, gas y H2S 

Proteus2 mirahilisl Salmonella spp2 

+ -
- -
+ +3 

(+) +4 

+ + 
d -
- -
- + 
- + 

Salmonella Edwardsiella 
Citrobacter freundiiS arizonae tarda 

-
-
+ 

+ 

+ 

-
+ 

+ 
+ 

- d 

+ -
+ + 

- + 

+ + 

- -
- + 

+ -
- -'-

d - Diferente~ tipos 

ONPG - 0-nitrofeinl-B-D-galactopiranosido 

L D - Lisina descarboxilasa 

(+) - Reacción retardada 

w 
l\J 
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-

Ureas a 

Indo! 

?1ot:i idad 

Oxidas a 

P.D 
Citrato 
Rojo de metilo 

Voges-Proska er 

d- dif 
PD- Fen 
LD- lis 
F- ferm 

(+)- aci 
*- ama 

-

+ 

+l 

-

-
-
+ 

-

Bacilos y cocobacilos Gram negativos 
Fondo &cido, superficie alcalina, gas variable y no H

2
s 

Kleb-
sie lla Vi brio 
pneu-

+ 

d 

-

-

-
+ 
-

+ 

parahemo mirab-
1 vticus - i lis 1 -

- + 

+ -
+ + 

+ -
- + 
+ + 
d + 

d -

PROTEUS 

mor-

+ 

+ 

+ 

-
+ 
-
+ 

-

( TSI Reacci6n # 3 ) 

Yersinia 

reti incon pseudo 
-2 tb.8-

+ - + -

+ + - -
+ + +7 -

- - - -
+ + - -
+ + - -
+ + + + 

- - - -
-- + + 

- -

Salmo- Haf 
lla3 nC 
- -
- -
+ + 

- -
- -
d + 
+ d10 

- + 
- + 
+ + 

Citro­
bacter 

Enterobacter 

ínter- Shi-4 Aero- Aero­
dius galla. monas6 
d - - -

+ d + -
+ - + + 

- - + -
- - - -
+ - + + 
+ + + -
d - - + 
d - - + 
- - d + 

1 
d 

-
+ 

-

-
+ 
d 

+ 
+ 
-

Liq.Gelatina(37ºC) d d5 d5 

Sorbitol + d 
Inositol + (+) 
Arabinosa + + 
Adonitol + d 

Celobiosa + + 
Esculina + -

Of (glucosa) 
Nitrato 
Pigmento 

'4 

w 
+:> 



( TSI Reacción /J 3 ) 

l. Existen cepas no móviles. 

2. Las subespecies del grupo A producen en la glucosa y fermentan el adonitol, las del grupo B no. 

3. Hacer prueba serológica polivalente para Salmonella (ver reacción# 2 en TSI). 

4. Hacer prueba serológica para Shigella. 

5. Licuef accion retardada de la gelatina, o no en una forma total. 

6. Para más pruebas ver la pág. (3J) 

7. Prueba a temperatura ambiente (aprox. a 25°C). 

S. Yersina pseudotuberculosis se debe diferenciar de Yersina enterocolitica (también en la pag.42 ). 

Y. pseudotuberculosis Y. enterocoll'.'.tica 

Esculina + 

Ramnosa + 

Suerosa + 

9. Confirmar por susceptibilidad a fagos y prueba de patogenicidad. 

10. Positiva si hay crecimiento a temperatura aI:?biente. 

11. Su.~arr.ente rara en esta categoría (ver reacción en TSI #2). 

NOTAS: 

a. Dos organismos incluídos en este grupo pero raramente encontrados en animales son: 

l. Shigella - confinada a primates; debe ser identificada serológicamente como miembro de este genero. 
2. Alkalescens-Dispar (grupo AD). No son productores de gas, no móviles, lactosa variables y que son 

considerados como E.Coli si otras características serológicas y bioquímicas concuerda con el grupo 
Escherichia. 

b. Aeromonas spp pueden crecer mejor a temperatura ambiente. 

c. E.F.-4 (Fermentadores Eugonicos) son incluidos porque se han aislado de tres pulmones de gato con lesiones 
similares al muerto. Ferme tan la glucosa por lo tanto causan una reacción de este tipo en TSI. 

L.l 
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Bacilos y Cocobacilos Gram Negativos 

(TSI Reacción # 4). 

Fondo ácido, superficie ácida, gas variable y H2s 

U: re asa 

Indo! 

!lotilidad 

E.coli3 

-
+ 

+1 

Citrato 
p D 

l. Existen cepas no móviles. 

Proteus 

mirabilis vulgaris 

+ + 

- + 

+2 +2 

d d 
+ + 

Rojo de Metilo 

Voges-Proskauer 

ONPG 

L D 

2. Crecimiento en oleadas en cajas de agar. 

Citrobacter freundii Salmonela arizonae4 

d -
- -
+ + 

+ + 
- -
+ + 
- -
+ + 

- + 

d. - Diferentes tipos 

3. Ext~emadamente raro ~ésta categoría (ver reacción #1 en-TSI) 
LD. - Lisina descarboxilasa 
PD. - Fenil alanina deaminasa 4. Extremadamente raro en ésta categaría (ver TSI reacción #2) 

Irregularmente y en forma tardía, fermentan la lactosa. 

1, 
(J 
01 
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NOTAS: 

a. La mayoría de las cepas de E. coli y Salmonella son sensibles a la colromicetina, gentamicina, 
furadantina y polymi.xina B. 

b. La mayoría de las cepas de Klebsiella son sensibles a la cefalotina, polymixina B y a la genta­
micina. 

c. La mayoría de las cepas de E. Colí, Proteus rettgerí y Proteus mirabilis de infecciones del tracto 
urinario son susceptibles de tratar con altos niveles de penicilina en vivo,por lo que los organis 
mos generalmente parecen ser resistentes a la sensibilidad de prueba en placa. -

w 
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Alcalig!. Bordetella 
nes bronchi-

fecalis septica 

Ureas a -

Indol -

Motilidad + 

Oxidas a + 

Citrato d 

Of ALK 

Hemolisis -

O - Oxidación 
d - diferentes tipos 
Alk-alcalina 
F- Fermentación 

+ 

-
+ 

dl 

+ 

ALK 

d 

Pig¡nento 

Bacilos, cocobacilos, filamentos gram negativos 

( TSI Reacción # 5) 

GRUPO NO ENTERICO 
Superficie alcalina, fondo alcalino, no gas y no H2S. 

GRUPO I 

Pseudomonas4 Brucella5 Moraxella 6 

1 l 1 1 1 l 1 IBranham-7 Flavo-8 Chromo-10 Acineto-
aeru- flour- malta- lactun ella bacteri bacteritun bacter 
ginosa escens philia canis spp bovis ata - sp ovis rtun sp- spp spp 

+ d - + d - - - - - - d 

- - - - - - - - - d - -
+2 + + - - - - - - d + -

+ + - + d + + + + + + -

+ - • - - - - - - d d d 

o o o - - - - - - 0/-9 O/F O/-

d - - - - + - - + - - d 

d3 + + - - - - - - + + -
red.Nitratos + d - + d + d ·+ -

Cree.en McConkey - d - - d - d d + 

Loeffler digest. + + - - - - -
Liq. Gelatina(37°C) .+ + - + d d 

w 
OJ 



( TSI Reacción H 5 ) 

l. Puede ser débilmente positiva. 

2. Existen cepas no móviles. 

3. Producen un pigmento soluble que puede ser extraído de un cultivo en caldo con abundante crecimiento 
(48 horas). Añadir 1 a 2 ce. de cloroformo, agitar bien y observar por la aparición de un color azul­
verdoso en la capa del cloroformo. 

4. Pseudomonas aeruginosa crecerá a temperatura de 42ºC y no a 5ºC. Pseudomonas fluorescens crecerá a 
5°C y no a 42°C. 

5. Debe ser confin:iado: serología, patogenicidad, susceptibilidad a fagos, tolerancia a la fucsina y 
thionína, producción de H2S, requerimientos de co2• 
Brucella ovis es un miembro del grupo que es negativo en ureasa, oxidasa y prueba de reduccion de ni­
tratos a nitritos. 

6. Xorfología: diplobacilos y cadenas, gram negativos, pleomórficos o filomentosos. 

7. Este organismo semeja a Moraxella bovis. Un importante criterio en el caso de Bramhamella ovis, agen­
te causal de queratoconjuntivitis en borregos, es que la morfología debe ser en forma de coco, dis -
puestos en pares con los lados adyacentes aplanados. 

8. Una temperatura de incubación abajo de 30°C es preferible. En la mayoría de las especies se observa 
un pigmento no soluble amarillo o café. 

9. Algunas cepas pueden ser ligeramente fermentativas. 

NOTAS: 

a. EY-isten ocasiones en que miembros de este grupo son referidos "como organismos", los cuales son gene­
ralmente de significación patogénica dudosa. 

10. La mayoría de las especies producen un pigmento violeta insoluble en agua o cloroformo y crecen a 
25ºC. 

w 
(!) 
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l* 

Crecimiento a SºC 

Crecimiento a 42ºC 

Pigmentos fluorescentes en luz UV 

Maltosa 

:·!anito! 

L iJ 

Pseudomonas maltophilia produce pigmento, pero no es fluorescente en luz U.V. 

2* Abortus melitensis su is neo toma e 

COz d - - -

H2S + - + + 

FucsÍita básica + + - -

Tionina - - + -

o vis 

+ 

+ 

+ 

ca nis 

+ 

. 1 
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Cocos, Diplococos y Cocobacilos Gram Negativos 

GRUPO NO ENTERICO 

Superficie alcalina, fondo_ alcalino, no gas, no HzS 

( TSI Reacción fr 5 ) 

GRUPO I! 

Todos los miembros de este grupo no son móviles, y son indol negativos 

Neisserial Branhamella Moraxella sp. Acinetobacter -
Gram negativo 
Morfología 

Cocos simples y Cocos comunmente Bacilos gruesos en pares De cocos a bacilos cortos y 
en pares en pares o cadenas cortas, fila - gruesos en pares y cadenas 

Catalasa 
Oxidas a 
Req. COz 

+ 
+ 
d2 

0/-

+ 
+ 
-
-

mentos 

d 
+ 
-
-OF 

Pigmento d d -
- - d Grec. ~fcConkey 

Glucosa 
Nitrato 

d - -
- - d 

HzS 
Nitratos 

d - -
d + 

l. Se requiere un ~uidadoso examen morfológico. 

2. N. gonorrheaíe (en especial) y N. meningitidis requiere COz adiciE_ 
ual para su aislamiento primario, no crecerán en agar nutritivo, 
TSI, o agar urea de Christensen, y se encuentran solamente en huma 
nos. 

d 

o 
d 

filamentos 

+ 
-
-
0/-
-
+ 
d 
d 
-
-

Oxidación 

diferentes tipos. 
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oxidas a 
ureas a 
indol 

motilidad 
hemólisis 

ONPG 
Cree ne. Conkey-

1 

1 

Gram Negativos 

GRUPO NO ENTERICO 

Fondo ácido, superficie ácida, no gas no H2s 

( TSI Reacción # 6) 

Pasteurella Actinobacillus4 Yersenia 6 Serratia7 

mult~ pneumo- haemol.x. lignie..E_ entero- Vibrio marce~ 
cidas tropica ureae tica 5 sp. sp. equuli suis esii colitica cholerae· cens liquefaci 

+ + + + + d d + d - + - -
- + + - - d + + + + - d d 
+l +1 - - - - - - - d +l - -
- - - - - - - - - +3 + + + 
- - + + - d - + - - d - -
-2 d - d - + + + + + + + + 
- - - + - d + + + + + + + 

Rafinosa + + - - - - d 

Trehalosa + + - + + + + 
Salicin d + - - - + + 

Hidrólisis Esculina - + - - - d d 

Reducción azul de metileno - - + 

- - + 
+ + + 

(37°C) 

d - diferentes tipos 

.¡::, 
1\) 



( TSI Reacción I 6 ) 

l. Si el indol no es producido en SIM, inocular un tubo de caldo triptosa. En 18 a 48 horas, hacer la prue 
ba de producción de indol, agregando el reactivo de Kovacs. -

2. Algunas cepas son positivas. 

3. Moviles a temperatura ambiente (22ºa 25ºC) 

4. Cultivos muy pegajosos o adheridos al medio especialmente en aislamiento primario. 

5. Inocular cultivos de origen bovino y ovino en trehalosa y arabinosa para la identificación de bio-tipos T 
(fermentadores de trehalosa) y A (fermentadores de arabinosa). 

6. Para diferencia posterior de Yersinia pseudotuberculosis (ver pag. 34). 
7. Para pruebas bioquímicas adicionales entre las dos especies (ver pag.JQ ). 

NOTAS: 

a. Muchos de los miembros del ·grupo Pasteurella - Actinobacillus son clasificados como "spp" y en general 
son no patógenos y sensibles a la penicilina. No hay una sola característica o conjunto de caracterís­
ticas para diferenciar el género Pasteurella y Actinobacillus de algún otro. 

b. Miembros del grupo heterogeneo Alkalescens - Dispar (A - D) darán ésta reacción en TSI (ver pag. ). 
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Bacilos pleomórficos, cocobacilos y filamentos. 

GRAM NEGATIVOS 
(TSI SIN CRECIMIENTO) 

GRUPO NO ENTERICO. 

24 horas. C.On frecuencia sin crecimiento o en colonias muy pequeaas en cultivo de gelosa sangre (mejor observación al 
microscopio de disección), observar por satelitismo a una temperatura de 37ºC en c:o2• Reincubar el cultivo. 

48 horas. Inocular Triple Azucar Hierro (TSI), y urea. 
Sembrar de colonias de gelosa sangre en agar triptosa, incubar a 37ºc. con co2 

72 horas. Si no existe crecimiento en TSI, urea y en las cajas de agar triptosa después de dos días de incubación, se!!! 
brar las colonias de gelosa sangre de una forma rectangular en cuatro cuadrantes en una caja de agar tripto­
sa. Con pinzas estériles colocar discos con los factores X, V, y XV en el centro de cada uno de los 3 cua -
drantes ( el 42 sirve como co~trol ), e incubar en co2• Observar por crecimiento el rededor del disco (2) y 
consultar el siguiente cuadro • 

Si no existe crecimiento con los discos, una prueba en tubo es hecha. Inocular 4 tubos con caldo triptosa con & 
el microorganismo problema y agregar suplementos X, V, y XV a los tres tubos respectivamente. Un cuarto tubo 
es utilizado como control sin suplemento. 
Observar por turbidez y consultar el siguiente cuadro. 

Especies de Haemophilus. 

7 4 6 
Satelitismo •oakley" Haemoglobi_!! 

1 
parain-

en triDtosa "astni" oohilus influenzae fluenza_ - --- ------- ------- ----- - ----- -- --
agar con 

Staph. + + + + + + .+ + + + 
Requerimiento 
de factor X - + + - + - + - + -
Factor V - - + + .+ + + + + + 
Indol d5 + d d - - d - - -co, + - - - - - - - + + 
Hem6lisis - - - - - - + + - -
Suero - - - - + + - - + + 

d - Diferentes tipos 



1. Haemophilus "oakley" (".!!': somnus. Organismo de la meningo encefalitis en bovinos) y H. "agni" ··(ovinos) 
así como Haemophilus - "like spp" pueden crecer en agar triptosa ctiando se siembran ·a partir de gelo­
sa sangre. El procedimiento es subcultivar al organismo en sospecha· a otra caja de agar triptosa y ob­
servar crecimiento. (Si se sospecha firmemente de Haemophilus pasarlo una tercera vez). 

2. Ocasionalmente Haemophilus spp mostrara inhibición alrededor del disco (contiene bacitracina) como 
ocurre en el caso Haemophilus haemoglobinophilus. 

3. Si no existe crecimiento en la caja de triptosa agar, resembrar en agar de suero enriquecido (medio 
PPLO) o en gelosa sangre. Un organismo que debe ser considerado especialmente de animales salvajes es 
Francisella tularensis¡ el aislamiento es oxidasa y catalasa negativo, indentificado por prueba de 
aglutinación en placa, inmunofluorescencia y posible inoculación en ratones o cuyes. 

4. 

5. 

Factor X 
Factor V : 

H. "oakley" 

l,u.g. hemina/ml de medio. 
1 u.g. NAD/ml de medio (ver pag. 

("H. somnus", "H. somnifer") produce indol "H.agni" no produce indol. 

NOTAS: 

a. H. "oakley" o H. "agni" pueden mostrar satelitismo en gelosa sangre, el cual es mas intenso en 
agar triptosa con su apropiado "alimentador" (la mayoría de los Staphylococcus son recomendables). 

b. Haemophilus spp son organismos gastidiosos. Mantener incubados en COz siempre hasta su identifi­
cación final. Subcultivarlos por lo menos una vez a la semana. 

~ 
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Subespecies 

Morfología 

Oxidaxa 

Catalasa 

H2S (papel aceta 
to de plomo) 

TSI 

Crecimiento en­
tiol al 1% 

Reducción de Ni 
tratos 

Requerinú.entos 
de C02 1 

Grupo no Ent&rico 

Sin crecimiento en TSI 

Crecimiento en agar sangre a 37ºC. C02 (3-15%) 
después de 48 horas 

Campylobacter 

fe tus sputorum 

Gram negativos, forma de coma, curva o de "S", espirales largas 

+ + + + + + 

+ + + - - + 

+ - +3 + + + 

- - - + + + 

- - - + + + 

+ + + + d + 

S treptobacillus 

Bastones delgados en 
cadenas o filamentos 
largos irregularmente 
fragmentados o con fo.!. 
ma de hueso (1) 

-
-

-
-

-

+ 

d - diferentes tipos u.a. - no aplicable 

l. La tincion por el método de Giemsa demuestra mejor a este organismo. 

2. Inocular en caldo de suero y agar suero (PPLO): 

1 

~ 
1 

a) Observar los crecimientos como "migaja de pan" en el fondo y en las paredes del caldo suero dejando fluido claro. 
b) Buscar después de 48-72 horas en el agar suero colonias pequeñitas, teñirlas con el método de Dienes de 

acuerdo a la técnica para MyCOplasma. 
c) Inocular 0.5 ce de caldo de cultivo, intraperitoneal a ratones y observar inflamaciones articulares. Culti­

var las articulaciones infectadas para buscar Streptobacillus. 
¡ 



Bacilos Gram Negativos Anaerobios no Formadores de Esporas 

Bacteroides Fusobacterium 

Vibrio melanina Sphaerophorus 2 vari- corro-
V • 1 

·-- --- -- - r -· - --- - - ----- - - ---- - - - - - - ----- - ;e- r- ~ - ----- ---- - ~ ~ ------,,;:-------

Cocos forma de Células con terminaciones redondas Células con extre Bacilos largos 

Morfología coma mos delgados o en pleomorficos y 
forma de perilla filamentos con 

apariencia de 
rosario 

Pigmento Café 
negro de - - - - - - - -
5-7 días 

Indol - + - - - + - + 
Nitrato Red. 

1 

- - - + d - - -
Aesculina + + - ? - - d ? 

Hemolisis + - + 
Crecimiento e11 
el fondo del - - + 
tubo 

l. Fusiformes nodosus: Asociado con la pododermatitis ovina es generalmente demostrable en el frotis directo 
de la lesión. 

2. Se puede inocular un cultivo en un conejo por vía subcutanea. Observar por muerte y reacción de necrosis 
en el sitio o periferia del lugar de inoculación durante un período de 5 días a una semana. 

~ 
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DETERMINACION DE SALMONELLA. 

2.1 Generalidades. 

Se tomarAn muestras a las becerras por medio de hisopos rectales y 
bucales, los cuales serán obtenidos en el momento en el que la 
becerras sea muestreada para determinación de Igs. 

Los hisopos obtenidos ·serán introducidos en tubos de ensaye de 150 
x 60 con tapón de baquelita conteniendo 10 ml de Caldo Selenite. 
Los tubos serán enviados al laboratorio. 

Los tubos de Caldo Selenite y/o tetrationato serán proporcionados 
por el laboratorio al recolector. 

Material. 

- Tubos con Caldo Selenita y/o tetratiomato inoculados con 
hisopos tomados a partir de heces y saliva da las becerras. 

- Medio de Agar verde brillante!./ 

- Antisuero Salmonella o poli A-1 

Portaobjetos 

- Asa bacteriológica 

M6todo. 

Los tubos con Caldo Selenite (medio de enriquecimiento para Saloma 
lla) previamente inoculados con los hisopos, se incuban durante -
18 ha. a 37°C. Transcurrida la incubaci6n se hará una resiembra a 
partir de estos tubos, en medio de Agar verde brillante (máximo 4 
muestras por placa da Agar), el cual se mantendrá en incubación de 
24 a 48 hs. a 37ºC. El tiempo de incubación dependerá del creci­
miento obtenido a las 24 ha., ya que si 6ste se considera poco, la 
caja será reincubada 24 ha. m4s. 

A continuaci6n se seleccionarán las colonias que presenten las si­
guientes caracter1sticas: 

Crecimiento en colonias aisladas de color rosado, con tCJtla~o entra 
l y 3 nun, transparentes y que hayan cambiado el medio a color rojo~o 

fermentación de la lectosa). 

!/ Los medios do cultivo se prepararán de acuerdo a las indicaciones 
del fabricante. 
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Las colonias consideradas como sospechosas (de acuerdo a las carac­
teristicas anteriormente mencionadas), ser&n idmtificadas serol6gi 
camen~e por medio de reacciones de aglutinación, enfrentando la -
colonia problema con el Antisuero Salmonella o Poli A-1. 

Las colonias que produzcan una alutinaci6n de tipo gisoso, en llll la~ 
so no mayor de 3 minutos, se considerar6n como colonias de Salmone­
lla!/, con lo cual la becerra quedaré rechazada. 

l/ La tip1ficaci6n de Salmonolla se harll a solicitud del cU.nico reepo!!_ 
sable de lactaci6n do los recoloctoros. 
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GRUPOS DE SALMONELLA. 

GRUPO A + Salmonella paratyphi A 

GRUPO B Salmonella schottmulleri 

+ Salmonella typhimurium 
Salmonella abortus equi 

+ Salmonella paratyphi B 

+ Salmonella abortus bovis 
Salmonella abortus avis 

+ Salmonella ches ter 

+ Salmonella derby 

GRUPO C Salmonella paratyphi el 

Salmonella cholerasuis el 

+ Salmonella montevideo el 

+ Salmonella newport 

Salrnonella typhisuis 

GRUPO O Salrnonella typhi 

+ Salrnonella enteritidis 

Salmonella pollorum 

Salmonella gallinarum 

+ Salmonella dublin 

+ Salmonelas de importancia en bovinos. 

REFERENCIAS : 

Manual de Bergey Ed. 1974 

Kauffmann 1966 

Van Oye 1964 

Kilterborn 1967 



Organismos aerobios Gram Positivos }:_/ 

Primeros pasos para su identificación 

l. Descripción morfológica 
2. Prueba de catalasa 
3. Ver tablas en pags. 

COCOS CATALASA POSITIVOS (C) BACILOS CATALASA POSITIVOS 

l. No ramificados: 
Micrococcus spp, Bacillus anthracis 
Staphylococcus aureus Bacillus spp. 
Staphylococcus epidermis Corynebacterimn equi 
Corynebacteriu:m equi__ __ _____ _____ _ _ " pseudotuberculosis 

" renal e 
COCOS CATALASA NEGATIVOS __ __ _ __ _ _ _ " spp. 

" ulcerans 
Diplococcus pneumoniae Listeria 
Enterococcus spp. (otros aprte de Mycobacterium 

S.faecalis v S. faecium 
II. Ramificados: 

Streptococcus agalactiae Dermatophilus 
11 can is Mycobacterium 
" dygalactiae Nocardia .. equi__ _ _ _ __ _ Streptom_yces 
" equisimilis__ _ _____ Corynebacterium spp. 
11 faecalis (D) BACILOS CATALASA NEGATIVOS 
ti faecium Actinomyces spp. 
ti pyogeneE______ ______ __ ___ ____ ___ _____ Corynebacterium pyogenes 
" suis Corynepacterium haemolyticum 

Ver 
pagina 

" uberis Erysipelothrix _ ----------------.. zooepidemicus Lactobacillus 
11 viridans 
" zymogenes 

Corynebacterium pyo~enes 

];_/ Si los organismos se tiñen en forma variable con la coloración de Gram, realizar la prueba KOH. pag.121 

01 
[\) 
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Cocos Gram Positivos 

(solos - pares - tetradas - racimos) 

Catalasa (1) 

Coagulasa (2,3) 

Of (glucosa) (4) 

l. Prueba de la catalasa (HzOz-3%) 

+ 
+ 
F 

~aph 

idermidb Mº 

+ 
-
F 

a) Poner una gota de Hz02 en un portaobjetos limpio. 
b) Mezclar el organismo en el a2o2 y observar las burbujas. 

2. Ej ecuciiJn de la Coagulasa en placa. 

a) Poner una gota soluci6n salina en la mitad del portaobjetos. 
b) Hacer en ella una suspensión con los organismos o probar. 

+ 
-

0/-

e) Agregar una gota de plasma de conejo, observar los grupos; si es negativa hacer la prueba de coagul.!!; 
sa en tubo. 

d) Hacer un control en la otra mitad de la laminilla como en a) y en b) omitiendo el plasma. 

3. Coagulasa en tubo. 

a) Inocular una asada de cultivo en caldo infusión de cerebro y corazón e incubar toda la noche a 37ºC, 
b) Agregar 0.5 ce del cultivo a 0.5 ce de plasma, incubar a 37ºC y observar la coagulaci6n a las 4 horas. 
e) Si no hay coagulaci6n a las 4 horas incubar el tubo a temperatura ambiente y observar a la mañana si­

guiente. 

4. Medio para oxidación - fermentación. 

a) Picar dos tubos hasta la mitad aproximadamente. 

(JJ 
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b) Ponerle a un tubo aproximadamente l ce de aceite mineral (fermentación) y dejar el otro expuesto al 
aire (oxidación}. 

NOTAS: 

a) Las cepas de Staph.aureus han sido susceptibles a cloromicetina, furadantina, cefalotina. 

b) Cubrir uno de los tubos con (vaselina-parafina), glicerina o aceite mineral 1 ce (fermentación. 
Dejar el otro tubo expuesto al aire (oxidación). 

5. Las cepas Staph aureus son susceptibles a cloromicetina, fudadantina, cefalatina, meticilina y gen­
tamicina en el 95 a 100% de los casos. 

1 
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Str. pyogenes 
Str. zooepidemicus 
Str. canis 
Str. equi 
Str. equisimilis 
Str. suis7 
Str. viridans 
Str. faecalis 
Str. faecium 
Str. zymogenes 
Str. pneumoniae6 
Enterococcus sp 

Cocos Gram Positivos 

(Singulares, en pares, cadenas y conglomerados) 

1--~~~~~~~~~--Catalasa + 
Staphylococcus 

Micrococcus 

Catalasa1 - Streptococcus 

1 
Inocular un ~ubo de 
caldo sangre 

Después de 18 a 24 horas, inocular con una pipeta Pasteur estéril, 3 gotas del cultivo de 
caldo sangre en los diferentes carbohidratos enlistados en el cuadro inferior con excepcion 
de suerosa y arabinosa 3,4. 

leche 
Hemolisina 6.5% tgrnasolada 
soluble NaCL Lactosa* Sorbitol* Trehalosa* R A C Suerosa Arabinosa 

+ - +5 - + - + d + -
+ - + + - - + d + -
+ - + - - - + - + -
+ - - - - - - - + -
+ - dS - + - + - + -
+ - + - + - - - + -
- - d d d + + + + -
- + + + + + + + + -
- + + d + + + + d d 
- + + + + d -
- - + - + - + + + d 

- + + - + + + + + -

tn 
tn 
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d diferentes tipos R - reducción A acidificación 

* - contienen suero de caballo C - coagulación 

l. Colocar una asada del organismo problema en una gota de agua oxigenada al 3% en un portaobjetos limpio 
observar por burbujas (oxígeno). 

2. Caldo sangre (caldo triptosa mas 3 gotas de sangre de bovino). 

a) Beta hemolisis: zona clara alrededor de las colonias; glóbulos rojos lisados. 
b) Alfa hemólisis: también llamada hemólisis incompleta, zona verdosa alrededor de las colonias; glob_!! 

los rojos no lisados en caldo. 
c) No hel:lolisis: alrededor de las colonias glóbulos rojos no lisados en el caldo. 

3. Suerosa y arabinosa son inoculados al día siguiente si es indicado. 

4. Cuando se sospecha de Streptococcus hemolítico causantes de mastítis se deberá inocular en los medios de 
hipurato de sodio y aesculina aparte de los carbohidratos enlistados. Una prueba de C.Af.1P es hecha (ino­
cular en estría la toxina de Staph. E-hemolítico en una caja de gelosa sangre preparada con eritrocitos 
lavados y sembrar el organismo problema cruzando la estría de la ). Cuando se sospecha de Strepto­
coccus agalectiae o Strepuberis se debe observar una amplia zona hemolítica donde la toxina y el organi~ 
mo cruzan. El cultivo en caldo de hipurato de sodio se incuba por una semana al final de la cual se agre 
garán 2 ~1 de solución de Fec13 (ver pag. ). -

Hemolisina 6.5% leche Hidrólisis 
soluble NaCl lactosa sorbitol trehalosa Tornasolada de hipurato esculina Reacción 

Str. agalactiae d - + - + RAC + - + 
Str. dysgalactiae - - + - + (¡) 
Str. uberis - - + + + RAC + + d 

(¡) Coagulación y reducción son variables. d - diferentes tipos. 

5. Inocular glicerol y utilizar un disco Beta-A (Bacitracina) para los Streptococcus hemolíticos que ferme_!! 
ten la lactosa y trehalosa, inocular en forma rectangular en una caja de gelosa sangre y colocar el dis-
co en el centro del rectángulo. ' 
Una zona de inhibición alrededor del disco sera sugestivo de ser Str. pvogenes, Str.eguisemilis,fermenta 
el glicerol, Str. pyogenes no. 

rn 
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6. Utilizar un disco de Optoquina (hidroclorhidrato de etilhidrocupreina) cuando se sospecha de D. plococcus 
pneumoniae, de la misma forma que la técnica usada con el disco de Bacitracina (5) D. pneumoniae es inhi­
bido por la Optoquina. 

7. Str. suis fermenta el manitol. Ninguno de los otros Streptococcus B-hemolíticos de los animales lo hace • 

.SOTAS: 

a) Str. B-hecolíticos son generalmente a la Penicilina. Otros Streptococcus no siempre lo son. 

b) Si una colonia sospechosa de Streptococcus lisa los glóbulos rojos y digiere la leche tornasolada puede 
tratarse de Corynebacterium pyogenes. 

c) Un método para aislar Strep. hemolíticos de una caja invadida por Proteus consiste en resembrar en medio 
PEA (Agar Feniletil Alcohol). 

rn 
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Bacillus 

1 

Bacilos Gram Positivos 

(Bacilos - pleomorf icos - dif teroides) 

Catalasa Positivos 

Corynebacterium 
1 

,-- ---- - - - - -- -T-- - - - ---i-- - -- -¡ 

Listeria 10 A 
• 9 ctinomyces 

anthracis spp spp equi renale pseudotuberculosis kutscheri ulce~a,gs_monQcitogenes viscosus 

Esporas +l 
Motilidad -
Ureas a -
Caldo sangre 

(hemólisis) 
Glucosa 3 + 
Rt:d. Nitratos + 
Trehalosa 
Liq.Gelatina + 

l. Bacillus anthracis 
bada en 10% de co2 
mal huésped. 

+ 
+2 - - - - - - + 

- + +5 + + + 

- - - + - + + 
- +6 + + + + + 

d8 - - - + 
+ + + d 
- + - -

Esculina + 
d - diferentes tipos HzS(TSI) + 

se encuentra en forma encapsulada en los tejidos o en gelosa sangre de ovino al 7% inc~ 
y es patógeno para los animales de laboratorio. No es hemolítico y no esporula en el ani 

2. Bacillus cereus var.mycoides y otras variantes no rizoidales no son moviles generalmente. 
Bacillus spp. son generalmente hemolíticos. 

3. La fermentacíon de los carbohidratos por Corynebacterium son generalmente variables. La identificacion genéri. 
ca en el laboratorio como Corynebacterium es basada principalmente en sus características morfológicas. 

4. Corynebacterium equí formar colonias largas y mucoides aparentando "olas" en gelosa sangre. En el medio de 
Loeffler producen un crecimiento rosado. 

(JJ 
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5. C. renale muestra signos de hidrolizar la urea generalmente después de 2 horas, en ocasiones después de 
algunos minutos (5 a 10) de su inoculaci5n. Muchas cepas hidrolizan la caseína en el medio de leche des­
cremada al 10% en agar. 

6. Algunas colonias son negativas. 

7. Corynebacterium pseudotuberculosis crece característicamente después de 48 horas como colonias hemlíti­
cas blanquizcas y rugosas, las cuales pueden ser desplazadas a lo largo de la superficie del agar en for 
ma intacta. Crepitan a la flama. 

8. La reducción de nitratos a nitritos por Corynebacterium pseudotuberculosis se observará en la mayoría de 
las cepas de origen bovino y equino pero no es así en las de origen ovino y caprino. 

9. Actinocyces viscosus es pleomórfico, ocasionalmente filamentoso y ramificado, catalasa positivo, y micro­
aerofílico. Miembro de la familia Actinomycetas originalmente aislados de hamsters se ha encontrado con 
frecuencia en perros con abscesos {subcutáneos y hepáticos). Se aisla también con frecuencia de la cavi­
dad oral de los humanos. Puede ser confundido con Corynebacterium sp. 

10. Cuando son cultivados por el método de la placa vertida (ver en aislamiento pag. ). Las colonias de 
Listeria tendrán una forma como "balen de futbol americano" rodeadas por una zona de hemolisis. La identi 
ficación de Listeria puede ser confirmada con una instilación de una gota de cultivo en caldo en el saco 
conjuntiva! de un cuye. Observar por queratoconjuntivitis a partir de las 24 horas después. 
La movilidad es aumentada si incuban los cultivos a temperatura ambiente 21 6 a 24ºC. 

NOTAS: 

a) Algunas bacterias especialmente Actinomyces spp. dan una reacción positiva cuando proceden de gelosa sa~ 
gre, pero no así cuando proceden del medio sin hemina. Cuando se sospeche de Actinomyces repetir la prue 
ha después de un pase en agar infusi5n de cerebro y corazón. -

b) C. oyogenes es catalasa (-) miembro del grupo Corynebacterium. 

e) La sensibilidad a los antibióticos no es rutinariamente beche para Corynebacterium debido a su suscepti_ 
bilidad a la penicilina. Una excepción es Corynebacterium equi el cual es sensible a la eritromicina, 
gentamicina, tetraciclinas, sulfas y cloranfenicol. 

(Jl 
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d) El grupo Bacillus, con excepción de Bacillus anthracis son considerados como sin importancia diagnosti­
ca en la mayoría de los casos. Existen 2 especies de Bacillus de interés en vertebrados: B. cerus rela­
cionado en intexicaciones por alimento y B. subtilis asociado con infecciones oculares. Sus caracterís­
ticas bioquímicas son únicas para estos 2 organismos entre todos los Bacillus spp no patógenos y son: 

B.cereus 

B.subtilis 

Anaerobio facultativo VP arabinosa Xilosa manito! 
crecimiento 
en NaCL al 7% 

,-mu =- -] : 1 : f : 1 : 1 : 1 
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Bacilos Gram Positivos 

(Pleomorficos, difteriodes, irregulares, filamentosos) 

Catalasa negativos 

18 a 48 horas: Si se sospecha de Actinomyces, inocular un tubl de caldo de infusión de corazón (añadir 3 gotas de 
suero de caballo), también inocular una caja de LBS. (Lactobacillus Selective Agar), agar almid6n 
y agar infusión de corazon. De otra forma inocular los medios que se enlistan en el cuadro siguiente: 

Corynebacterium 

-pyogenes haemoliticum Erysipelotrhix Lactobacillus 

Licuefacción del 
Agar suero de + - - sin crecimiento 
Loeffler 

Caldo sangre + + - -hemolisina 

Color verdosa en - d d -Gelosa sangre 

Si se sospecha de Actinomyces después de 24 a 48 horas inocular a partir de caldo infusión de corazón los azúcares 
con caseitona como base: glucosa, almidón, manitol, manosa, xilosa, rafinosa y nitratol. (Añadir 3 gotas de suero 
de caballo de cada tubo). 

Si se sospecha de Corynebacteriun pyogenes o C. haemolitium, inocular a partir del caldo sangre glucosa, maltosa, 
lactosa y leche tornasolada. 

E - -~- - -loth · bacill 

LBS caja - +4 

Sembrar por pie!!_ 
+3 dura en TSI para -

H2S 

.9? 



l. El grupo Actinomyces es variable en relación a la fermentación e hidrólisis del almidón. 
Actinomyces bovis no reduce los nitratos, hidrolisa y fermenta el almidón, y es la única especie recono 
cida constantemente aislada de animales. 

2. Corynebacterium pyogenes fermenta regularmente la lactosa y glucosa y en ocasiones la maltosa, ademas 
digiere la leche tornasolada. 
Corynebacterium haemoliticum no produce digestión en la leche tornasolada. 

3. La confirmación de identificación de Erysipelothrix es hecha mediante la protección del ratón. 

a) Inocular un tubo con caldo triptosa e incubar durante la noche. 
b) Inyectar O.SO, 0.1 y 0.2 ce., subcut~neamente respectivamente en dos grupos de 3 ratones c/u. 
c) Inyectar un grupo de ratones con 0.5 ce. de antisuero comercial contra Erysipela intraperitoneal -

mente en cada uno. 
d) Observar por muerte de los ratones en un período de 2 a 5 días; los ratones inyectados con el anti­

suero deben sobrevivir; los ratones inyectados con el cultivo solo deben morir. 

4. LBS (Lactobacillus selective agar) tiene un pH de 5.5 y algunos Lactobacillus tardarán hasta 4 días en 
formar colonias visibles. 

NOTAS: 

a) Algunos Actinomyces son estrictamente anaerobios. Algunos son hemolíticos en gelosa sangre. 

b) Existen ciertos organismos que pueden ser identificados "como -Lactobacillus" o "como -Actinomyces" 
después de la lectura de las pruebas bioquímicas. 

e) La prueba de sensibilidad a los antibióticos para Actinomyces no es recomendable por el método de 
Kirby-Bauer, generalmente la droga a escoger es la Penicilina. 

Ol 
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Lecitinasa 
Lipasa 
Indol 

bifer-
----- -

+ 
-
+ 

haemo-1 
- ----

+ 
-
+ 

Bacilos Gram Positivos Anaerobios Formadores de Esporas 

botuli sporo- Sorde 
r -- ---- ----

- - + 
+ + -
- - + 

Ureasa5 + 

Nitratos red. 
Glucosa 

Clostridiun 

3 
capi_! histo- chau septi-

- - -

- - - ? - -
- - - ? - -
+ + - - - -

- - - - - -

- - - - + d 
- + - + + + 

Suerosa + -

Lec!le hierro 

d - Diferentes tipos 
s - Fermentación tormentosa 

l. Enfermedaü específica en bovinos y ovinos. Ver procedimientos de aislamiento pag. 

perfr'.Í_!! 
~ 

+ + 
- -
- -

- -
+ + 
+ + 

- + 

sin s 
cambio 

2. Basada en la demostración de la toxina, se debe realizar la prueba de neutralización de tonxina-antitoxina. 
3. Esporas redondas en la parte terminal "como bastos de cartas". Los organismos pueden ser muy móviles y pue­

den crecer en oleadas sobre toda la superficie del agar. 
4. Fon:iando cadenas largas de células generalmente de téilllaño desigual. 
5. El caldo urea (Difco) 31 gr con 100 ml de agua destilada se filtra en un filtro Seitz y se le agrega de 1 

a 8 !lll de tioglicolato líquido sin glucosa. 

Ver bibliografía: Smith Holdman. 

f!l 
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Peptostreptococcus 

Morfología Usualmente en cade-
nas largas 

Organismos Anaerobios Gram Positivos 
No formadores de Esporas 

Peptococcus Corynebacterium 

Usualmente en pa- Pleomorficos, an-
res cadenas o chos y ovoides, 
agrupaciones únicos, en pares 

o conglomerados 

Gelatina licue 
facc + 

Ca talas a d 

Propionibacterium 

Pleomorficos, an-
chos y ovoides, 
únicos en pares 
conglomerados en 
cades cortas 

-
d 

d - Diferentes 

Actinomycesl 

Pleomorf icos úni-
cos, en pares co~ 
glomerados fila -
mentes 

-
-

l. Ver identificación de Actinomyces spp. pag. 

La identificación es complementada de una mejor forma por cromatografía de los productos de la fer- • 
aentación de la glucosa. 

(Ver Holdeman y Moore}. 

m 
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' 

Bacilos Gram Positivos Filamentosos 

{Irregulares, en forma de rosario, ramificados, redondos) 

Catalasa + 

Catalasa -
Actinomyces 

18 horas. Generalmente no es visible el crecimiento en gelosa sangre o saboureadu a 37ºC. 

48 horas. Hacer tinciones de Gram y Kinyoun para ácido resistentes. 
Este grupo en particular es distinto en cultivo y morfología. Observar por las características en 
el siguiente cuadro. 

! 

{ Acido resistencia de algunas cepas, colonias 
gisosas, filamentos ramificados, en forma de 

1 rosario no esporulados • 
• 
1 Acido resistencia especialmente de las espo-

ras, colonias opacas, olor rancio, filamen -
1 tos ranificados, esporas en cadenas. 
i 

f No acido resistentes, esporas y filamentos 
fuertemente teñidas de Gram positivo, colo-
nias cafés y hemolíticas, ramificaciones 

! cuy irregulares, hifas con septo transverso. 

Dificultad para demostrar ácido resistencia 
colonias blancas, filamentosas y menos ram.!_ 
ficadas, no esporas y buen crecimiento a 
teI::peratura ambiente. 

Streptomyces Nocardia 

- +2 

+1 -

- -

- -

Mycobacterium 
atípicos 

-

-

-

+3 

Dermatophilus 

-

-

+4 

-

8l 



l. El grupo Streptomyces se identificará sólo por su apariencia 

2. Las especies ácido resistentes de Nocardia con interés médico se. identifican con los medios que se indi 
can en el siguiente cuadro. 

N. asteroides 

N. brasiliensis 

N. caviae 

S treptomyces 

Caseína 

-
+ 

-
+ 

Diges tion de 

Xantina 

-
-
+ 

+ 

Tirosina 

-
+ 

-
+ 

Incubar a temperatura ambiente y observar por una clarificación de la zona alrede 
dor de las colonias de un período de 5 a 14 días. 

3. Muchos de los Hvcobacterium spp. atípicos que crecen en cajas de gelosa sangre están solo Kinyoun ácido 
resistentes (no alcohol ácido). Estos son generalmente aislados en reptíles. 

4. Dennatophilus produce digestion del medio de Loeffler y leche tornasolada, causa hemólisis en gelosa san­
gre. La reacción de los carbohidratos es considerada variable, los nitratos no son reducidos. Dermatophi­
lus debe ser considerado cuando el aislamiento problema es originario de una lesión de piel posiblemente 
r~lacionada con Streptothricosis. 

NOTAS: 

a) La cayoría de los Streptomyces no son considerados de importancia patógena. Aparentemente.algunos 
autores los relacionan con los micetomas actinomicóticos. Algunos investigadores los llaman 
Nocardia, algunos otros Streptomyces. 

b) La droga escogida generalmente para Nocardia han sido las sulfonamidas. 
c) Existen algunas Nocardias spp. que son hemolíticas en cajas de gelosa sangre. N. caviae puede prE_ 

<lucir una hemolisina soluble. 

Ol 
Ol 

1 



Morfología 

1 

Pityrospor1111 
canis 

Ovales o esféricas 
en gemación única 
por división hori 
zontal 

Ureasa 
Crec:ú:tiento 37°C 

Patogenicidad 
ratón 

Crecú:liento en 
c-e6 en caja 

IDENTIFICACION DE ALGUNAS LEVADURAS COMUNES 

Cryptococcus 
neoformans sp. 

Trichosporon 
Geotrich\Sll cutaneum 

ovales o esféricas células rec Ovales u 
elípticas, gemacien tangulares oblongas, 
única en capsulas o en forma gemación 
con pared gruesa de barril, única mi 

hifas rami- ceverda-
ficadas dero 

+2 +3 - + 
+ _3 + + 

+4 - - -

- - + d 

Presencia de clamidiosporas 
AHM5 a temperatura ambiente -
Crecimiento de micelios 
(EMB a 37ªC en co2) + 

Glucosa -
Maltosa -
Suerosa -
Lactosa -

Candi da 

tropi pseudo 
albicans cali¡ tropicalis spp 

ovales elípticas con cuello como de 
botella, gemación única por gemación 
ovoide a formación de micelio o pseu-
domicelio. 

- - - -
+ + + + 

+ - - -

+ d d d 

+ - - -

+ - - -
AG AG AG d 

AG AG - d 

A/- AG - d 

- - AG d 

d - Diferentes tipos 

01 
--J 
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Principales 
especies afee 
tadas 

Superficie de 
la colonia 

Base de la 
colonia 

Macroconidia6 

Microconidia6 

Buen creci­
miento en: 

I'ficrorporuml 

r 1 
--

perro perro 
gato 
caballo 

-:.edosa empolvada 
apariencia 

algodonosa 

brillante amarilla 
=rilla opaca 
naranja café 

nw::ierosas muy numer~ 
en forma sas, cortas 
de uso 2 forma de pu-

ro 2 

pocas o niE_ pocas guna 

5 Invasión del peli in 
vitro 

Aumento de crecí.míen 
to a 37ºC 

Medio libre de vita-
mi.nas 

ln.sitol y tiamina 
Ti.amina 
Acido nicotínico 

h 
~ . -

perro, anima-
les de lab. 
caballo 

vellosa o apa-
riencia algod2 
nos a 

bronceada o 

café 

raras o abun -
dantes en 
ciertas cepas 

numerosas 

+ 

-
+ 

+ 

. 

caballo 

esponjosa 
y 

aterciopelada 

rojiza 
café o 
roja 

raras 

pocas o ab~ 
dantes 

-

-

+ 

Trichophyton3 

4 

vaca 
caballo 

empolvada o 
vellosa 

blanca o 
blanca amari -
llenta 

raras 

raras en medio 
no enriquecido 
con tiamina 

-

+ 

+ 
d 

reptíles humanos 

empolvada esponjosa 

granular algodonosa 

amarilla 
o rojo intenso 

rojiza 

numerosas 2 raras ffi 
1 

comúnes de for 
numerosas ma granular, 

raras esponjo-
sas 

+ -
- -

+ 

+ 



l. Encontrado en perros y gatos como causante de otítis externas y problemas de la piel. 

2. Incubar a temperatura ambiente. 

3. Puede crecer pobremente a 37ºC. 

4. Inocular 0.03 ce - 0.04 ce de una suspensión intracerebralmente a un ratón. Revisar hasta por 
30 días. 

5. AHM - Agar Harina de Maíz. 

6. C-C - Agar cíclohexamida y cloranfenicol. 

1 

m 
CD 
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l. Crece de 2 a 4 días. 

2. Puede ser observado con un microscopio de disección en cultivos intactos sin abrir en placa. 

3. Crecimiento de 4 a 5 días. 

4. Forma abundantes Chlamydiosporas en micelio vegetativo. 

5. a) Colocar un pelo no pigmentado (cana) de orígen humano en una caja de petri estéril con agua. 
b) Inocular Tricthophyton spp. en la preparación de pelo. 
c) Añadir 5 gotas de extracto de levadura a la preparación. 
d) Incubar a temperatura ambiente durante un período de 10 a 14 días, y observar con el coloran­

te azul de algodón el pelo afectado en apariencia de perforaciones en forma de cuña. 

6. Ver la tecníca de cultivo en portaobjetos (en las siguientes páginas: 71, 72). 

Para su ilustración y descripción consultar Rebell y Taplin. 

....:¡ 
o 
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TECNICA PARA EL MICROCULTIVO DE HONG()) EN EL LABORATORIO 

Medio base de Agar Saboureaud 
para el microcultivo 

Incubaci6n <lcl microcultivo en una caja de Petri sobre 
un tubo de vidrio y ngun destilada estéril para evitar 
la deshidrntaci6n del agnr. (8 dios) 
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o 
Colocaci6n del bloque de Agar sobre 
un portaobjetos, siembra de la mues 
tra fungal, colocación del cubreob=' 
jetos e incubaci6n. 

Colocaci6n del cubreobjetos con el 
crecimiento en sus bordes y cara interna 

Crecimiento del hongo 

Tinci6n con el lactofenol azul de algo­
d6n y obscrvaci6n al microscopio. 

~ 
1-=.::J 

Difcrcnclaci6n e Ldentiíicaci6n de hifas, 
macro y microconidins, conidi6fora cspor!!n_ 
giosporaa, etc, ütc, 
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MICOLOGIA DIAGNOSTICA 

Principales estructuras y fonnas de presentación de la; esporas de 
los hongos, Acción ectótrica y endótrica 

Macroconidia 
Microsporum canis 

/ 

Acción Ectótrica 
M. canis 

Acción end6trica 
Trichophton tonsurans 



.... 

o o 
o o o 

o 

o 

Macroconidias de 
Microsporurn sypseum 

• \\ 

Macroconidia 
M. amazinicum 

Conidi6fora (cuerpo frutal) 
conteniendo conidiosporas 

Aspergillus fumigatus 

Macroconidia de 
T. men.tagrophytes 

Microconidias 
T. mentasroehxtes 

Clamidiosporas de 
Trichophyton verrucosum 



o o 
o . o 

Macroconidias de 
Microsporum &ypseum 

o 
o 

o 

Macroconidia 
M. amazinicum 

Conidl6forn (cuurpo frutal) 
conteniendo coni<liosporas 

Mncroconl<lia <le 
T. mantnurophytcs 

Microconidias 
T. mentagrophyt:'es 

Clamidiooporas de 
Trichophyton vcrrucosum 



Hongos 

Histoplasma 
capsulatuci 

Blastcoyces 
decartit id is 

Coccidioides 
i=itis 

Sporothrix 
schenckii 

Medio 

Saboureaud 

Agar inf usion 
de corazón 

Gelosa san -
gre 

Saboureaud 

Agar infusión 
de corazón 
Celosa sangre 

Saboureadu 
Agar inf usion 
de corazón 
Celosa sangre 

Saboureadu 
Agar infusión 
de corazón 
Celosa sangre 

Ver demostración pagina 

Temp. 

25°C 

25ºC 

25ºG 

25°C 

Fase de micelio 
distinguible 

2 esporas asexuales 
1) Macroconidias 

tuberculada 
12 u diámetro 

2} Microconidias 
esférica 3 u 
diámetro 

Presentación de 1 
espora asexual de 
forma esférica, 
ovoide o piriforme 
12 u diámetro 

Las artrosporas son 
de pared gruesa, 
forma de barril de 
2 X 10 u diámetro 
alternándose con 
células vacías 

2 esporas asexuales 
1) Son pigmentadas, 
nacen en forma única 
sobre las hifas con 
un corto estigma. 
2) Agrupadas en for 
ma de pétalos de mar 
garita en la conidi5° 
fora 

l. Hemolítica en caja de gelosa sangre de bovino al 5% después 
de 4 días. 

Medio 

Celosa 
sangre 

con y sin 
glucosa y 
cistina 

Ge losa 
sangre 
Agar inf. 
de cere­
bro y co 
razon 

(37°C) 
Fase de levadura 

distinguible 

Gemacion con las 
células en forma 
de lagrima u ova-
les, con un tama-
ño de 2-X 4 micras 

Gemación con célu­
las únicas, largas 
y de pared gruesa, 
de 8 a 15 u diáme­
tro 

Pueden pro Esporangios largos 
ducirse - (esférulas) de 20 
"in vitro", a 200 u de diámetro 
pero no se conteniendo endosp2_ 
recomienda ras de 2 a 5 u de 
para su diámetro 
diagnostico 

Agar infu 
sii5n de -
cerebro y 
corazón 

Gemación con célu­
las alargadas en 
forma de "puro", 
de 2 X 7 u de diá­
metro 

2. Hacer tinción de Gram. 
3. Preparación fresca con KOH 15% 
4. Hacer tinci6n de Giemsa o Wright 

Inoculacion 
animal 

Raton por vía 
intraperitoneal 
Muerte en 2 a 
4 semanas. 4 

Ratón por vía 
intraperitoneal 
Muerte en 4 
semanas. 3 

Raton por vía 
intraperitoneal 
o cuye intrate~ 
ticular. 
Observar de 2 
a 4 semanas. 

Ratón por vía 
intratesticu­
lar. Examinar 
en 3 semanas. 2 

' ,,_./ 

¡jl 
1 
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MEDIOS EN TUBOS 

Todos los medios son incubados a 37°C, salvo excepciones que se señala­
ran. 

l. Triple Azucar Hierro (TSI) Triple Sugar Iron. 

2 

3 

SEMBRAR POR PICADURA EN EL FONDO, SEMBRAR SOBRE LA SUPERFICIE EN 
ESTRIA. 

UtilizadO' para la identificación presuntiva de los microorganismos 
Gran negativos y como base para pruebas adicionales. 

Reacción: 

l 

INTERPRETACION 

TSI /1 

Fondo ltcido 
Superficie ácida 
Gas en el fondo 
Sin color negro 

Fondo ácido 
Superficie alcalina 
Variable en ¡;ns 
Color negro en fondo 

Fondo áci dn 
s~perficc alcalino 
Variable en ~aH 
Sin color negro 

Rojo-naranja - Tubo sin inocular (control) 

Amarillo 
(acido) 

- Fermentación de glucosa, S,!! 
crosa o lactosa 

Rojo intenso - No fermentación de glucosa, 
suerosa o lactosa 

Negro en el 
fondo 

Burbujas de 

- Producción de ácido su Sul­
fhidrico n2s 

gas en el fon - Organismo aerobio 
do del tubo 

Reacción 

Fermentación de glucosa, suerosa 
o lactosa con formación de ácido 
y gas 

Fermentación de glucosa, con la fo.r 
mación de 5cido y variable en nas. 
Suerosa y lnctosn no fcrmcntndns. 
P ro1lucci ón de l!2S. 

Ft•rnwnt;1t'ÍÓ11 dl' gluconn con l,n for­
mat· ión cll• g;w. Sur. rrnrn y lncto1rn no 
fertN'ntndaH. :in pruducd6n de HzS. 
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TSI /1 Reacción 

4 Fondo ácido 
Superficie ácida 
Variable en gas 
Color negro 

Fermentación de glucosa. suerosa o 
lactosa con formación de ácido y v~ 
riable en gas. Producción de H2S• 

5 Fondo alcalino 
Superficie alcalina 
No gas 
Sin coÍor negro 

No fermentación de glucosa. suerosa 
o lactosa. No producción de gas. 
No producción de H2S • 

6 Fondo ácido 
Superficie ácida 
No gas 
Variable en color negro 

Fermentación de glucosa. suerosa o 
lactosa con formación solamente de 
ácido. No gas. Variable en la produc 
ción de H2S. -

Los tubos con triple azucar hierro deben de ser examinados a las 24 
horas. si se prolonga el pertodo de incubación las reacciones ácidas 
pueden revertir a alcalinas 1/. La pequeña cantidad de ácido produci­
do de la glucosa es oxidado rápidamente en el tubo el cual puede re -
gresar a alcalino. Cuando existe una tensión baja de oxígeno en el 
fondo del tubo. la reacción ácida debida a la fermentación de la glu­
cosa es mantenida. 

Ingredientes principales: a) Glucosa. lactosa y suerosa. La concen­
tración de la glucosa es de 1/10 en re 
lación a la lactosa o suerosa. 

Referencia: 

b) Rojo de fenol como indicador para el pH, 
Amarillo - acidez 
Rojo - alcalinidad 

c) Sulfato ferroso. para detectar H2S• 
FeS - precipitado negro. 

Bailey and Scott. Diagnostic Microbiology. 
Págs. 14-149 

·2, Citrato de Sirnrnons. agar, 

Sembrar en l~str'Í.a, 

Debido a lu tei=minación de los carbohidratos fermentables con el sub­
secuente ataqu.:.: de 111~ peptonas a partir de lns cuales substancias a,!. 
calinas son producidas (amon1nco. etc.). 



Principio: 

Prueba: 
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Utilización del citrato por las bacterias 
como única fuente de carbón. 

Positivo - azul 
Negativo - verde (sin cambio). 

Ingredientes principales: a) Citrato de sodio 

Referencia: 

3. Urea de Christensen,agar. 

Sembrar en estría. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Rofor(lncin: 

b) Azul de bromotimol, colorante indicador 
Amarillo - ácido 
Azul - alcalino 

c) Sulfato de magnesio 

d) Fosfato de monoamínio 

e) Fosfato dipotásico 

El metabolismo de los organismos en creci­
miento liberan subsrancias alcalinas produ­
ciendo una reacción básica (azul). Los or­
ganismos que no crecen no afectan el color 
del medio. 

Difco. Pág. 182 

Determina la habilidad de los microorganis 
mos de hidrolizar la urca con producción -
de amoniaco. 

Positivo - rojo 
Negativo - amarillo (o sin cambio) 

a) Rojo de fenal 

b) Glucm;a 

e) llreil 

d) Fosfato 1,Hmnpnt.iisico 

(') l'l'Jll111\il 

llna moléc11l <1 de llrea es <lescompucstn en 2 
moll-cula~; de nmoniaco y una <le dióxido <le 
cnrbono. Esta rcncciGn produce un viraje 
hacía 111 nlcaliniua<l prouucicndo en el me­
dio un color rojo. 

Difco, PlÍf\• 171 
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4. SIM (Acido sulhidr1co, indol y movilidad) 

Sembrar por picadura a la mitad del tubo. 

Principio: 

Prueba: 

Es un medio triple para la detección del 
ácido sulhidrico, producción de indol y 
movilidad de las bacterias 

Acido sulfhídrico - negro 
Indol - color rojo cuando se agrega el 

reactivo de Kovacs 
. Movilidad - opacidad del medio 

Negativo - color amarillo claro 

ingre<li#ntes principales: a) Sulfa~o ferroso de amonio 

Referencia: 

S. Carbohidratos 

b) Tiosulf ato de sodio 

c) Agar al 0.3% 

d) Peptona 

La producciop de H2S produce la formación de 
sulfato de hierro, un precipitado negro. La 
peptona contiene el triptofano a partir del 
cual el indol es producido. El agar a.tan b.!!, 
ja concentración les permite a los organismos 
móviles el extenderse a través del medio pro­
duciendo opacidad en éste, 

Ver reactivo de Kovacs, págs. 

Cuando se utiliza púrpura de bromocresol son de color azul-rojizo. 

Principio: 

Prueba: 

Tubo de Durhum: 

Detenninar las características de fermenta­
ción de los microorganismos, 

Positivo - al'larillo (ácido) 
Negativo - púrpura (sin cambio) 
Cfirnara de aire con el tubo de Durham -

producción de gas 

EH 1m tubo pcqucfio que so coloca en posición 
invertida en el tubo Rrnndc <lcl cnrbohidra­
t.o, <¡Ul' sirve pnra demostrar ln formac i6n 
<le r,1rn 11 partí r <le 111 fermentación del cnrb~ 
hídrnto, !'ara considerarse como positivo se 
debe de>i;plni:nr por lo menos 1/4 del volumen 
totnl del tubo por In acumulnci6n de gas en 
ln pnrt~· s11¡H~rior de éste. 
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Ingredientes principales: a) Púrpura de bromocresol 

b) Peptona 

Referencia: 

6. Lisina descarboxilasa (LD) 

En caldo, de color púrpura. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Re fe rene in: 

e) El carbohidrato específico a utilizar 
como sustrato, (Glucosa, lactosa, suero 
sa~ etc.). -

d) En ocasiones se pueden utilizar varios 
suplementos como: suero, caseitona, extrae 
to de carne, etc. 

Cowan and Steele, Pág. 108 

Después de la inoculación, el medio toma un 
color amarillo debido a la produccion de áci­
do a partir de la glucosa, en caso de que la 
descarboxilacion ocurra el medio vira a un c.!!. 
lar púrpura debido a la producción de cadaveri 
na y otros productos altamente alcalinos (ami­
nas) de ln lisino. 

Positivo - pÚrpurn 
Negativo - amorillo 

11) L - lisina 

b) Púrpura de bromocresol 

e) Peptona 

d) Extracto de levadura 

e) Glucosn 

Suplemento Oifco. Pág. 68 

NOTA: l~xistt• un ml'dio sírnil:ir 11tilizndo para la detección de ornitina 
(actividad de dcscarboxílación), 

Scmbtnr lm cHt.r'\'n, 

Principio: L11 fcnilalnninP. es convcrticln por dcsamina 
ción m:id:itiv11 v11 1iddo fl•nil pivúvico, el 
cnn 1 e,·~: i1k11t i 1 icado con Li incorporncifln 
d1• dor11r11 rr.rrfro, (l'íig. ) • 
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Positiva - verde (debido a la quelación 
de Fe +++ con la forma enólica 
del ácido fenil pirúvico. 

Negativo - amarillo. 

Ingredientes principales: a) D-L fenilalanina 

Referencia: 

b) Extracto de levadura 

c) Fosfato disodico 

Suplemento de Difco. Pág. 280 
Para las pruebas y reactivos consultar 
Pág. 79 

8. ONPG (0-nitrofenil - B-D-galactopiranosido). 

Medio líquido. 

Principio: 

Prueba: 

Para la detección de los fermentadores tar 
dios de la lactosa que hidrolizan el medio­
de ONPG, el cual es de apariencia incolora 
y se transforma de color amarillo cuando 
se forma la O-galactosa y el 0-nitrofenol. 

Positivo - amarillo 
Negativo - sin color, transparente 

Ingredientes princiaples: a) Agua de peptona 

b) ONPG 

Referencia: Cowan and Steele, pág. 122 

9. MRVP en caldo. (Rojo de Metilo y Voges Proskauer) 

Medio líquido. 

Principio: 

Prueba: Para el MH 

Para el VP 

Para la detección <le la producción <le aci 
do a partir <le la glucosa (MR). Para la -
forrnnción de acetil-metil carbinol por des 
carboxilación y condensación del ácido p_i­
ríÍvico (VP). 

Positivo - rojo (pll <le'•·'• o inforior) 
Negativo - amarillo (sin cambio, pH 5.3 o 

mayor) 

Color rojo-rodado (~olor debido n ln rcac­
ci5n y con<lensncian entre el producto fi -
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nal de la oxidación de la glucosa diace­
til) y algunos ingredientes del medio, Es 
ta condensación es incrementada por la al 
calinización del cultivo al agregar el 
reactivo de alfa-naftol, 
Positivo - rojo-rosado 
Negativo - amarillo (sin cambio) 

Ingredientes principales: a) Glucosa 

Referencia~ 

10. Nitrato en caldo 

Principio: 

Prueba: 

b) Peptona 

c) Fosfato diapotásico 

Difco. Pág. 54 

Demostrar la reducción de nitratos a nitri­
tos. 

Positivo - rojo 
Negativo - amarillo 

Ingredientes principales: a) KN03 

Re{erencia: 

11. Gelatina nutritiva, 

Sembrar por picadura. 

Principio: 

Prueba: 

b) Peptona 

c) Extracto de carne 

Difco. Pag. 184 
Para reactivos y procedimientos ver Pág. 

Determinar la licuefacción de la gelatina 
por la acción protcolítica de las bacte -
rías. 

Positivo - licuefacción 
Negativo - no licuefacción 

NOTA: Sj la incubación He rcnlün a una tcm 
peraturn superior al punto de liLuefnccilin­
de la gelntina (2Jº- 24°C), refrigerar los 
tubos inoculados después de la incubacHSn 
durnntc 15' n una temp(~ratura de 4ºC, Ln ge­
latina licuada, no solidifica n ésta tcmper! 
tura. 
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Ingredientes principales: a) Gelatina 

b) Peptona 

c) Extracto de carne 

Referencia: Difco. Pág. 32 

12. Oxidación/ Fermentación. Medio de 0/F. 

Sembrar por picadura en 2 tubos, cubrir uno de ellos con aceite mine 
ral. 

Princi pío: , 

Prueba: 

Determinar si el ataque de las bacterias a 
un carbohidrato (glucosa), se realiza por 
oxidación o fermentación. 

Amarillo en el tubo abierto - oxidación 
Amarillo en el tubo cubier 
to o ambos 
Verde o azul 

- fermentación 
- no oxidación, no 

fermentación 
(Alcalinidad debido al rompimiento (ataque) 
de las substacinas nitrogenadas y a la libera 
ción de compuestos básicos). -

Ingredientes principales: a) Azul de bromotimol 

Referencia: 

13. Leche Tornasolada. 

Principio: 

Prucbn: 

b) Triptona 

c) Glucosa (u otro azúcar) 

Suplemento de Difco. Pág. 255 

Determinar la acción de las bacterias sobre 
la leche. 
Es un substrato diferencial para las bacte­
rias para detectar: fermentación de la lac­
tosa, acción cascol!tica, propiedades de 
coagulación de la caseína y las actividades 
de reducción, 

No rcacci6n - gris-azul 
Produce ión de íicido - rosa 
Producción alcalino - azul 
Reducción - blanco 
Coagulación ácida - coagula rosa, firme 
l'cptonizacié'in o di - clarificación del me-

gestión dio con sedimento amor 
fo en el fondo, caseó-
lisis -
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Ingredientes principales: a) Leche descremada 

b) Tornasol 

Referencia: Difco. Pág. 192 

14. Loeffler, coagulaci6n del medio mas suero. 

Medio s6lido que se siembra por estría única en el centro. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Determinación de la producción de pigmento 
por las bacterias y su habilidad de ata -
car las proteínas. 

Pigmento - f ormacion de un color amarillo 
dorado, rosa, etc. 

Digestión o licuefacción - formación de un 
surco a lo largo de la estría sobre la su­
perficie del medio, con la acumulación de 
líquido en el fondo de la superficie incli 
nada del medio. -
(Para evitar falsos positivos, remover an 
tes de la inoculación el líquido que exi-;­
ta en el fondo del tubo). 

a) Glucosa 

b) Caldo de infusión 

c) Suero de caballo 

Cowan and Steele. Pág. 117 
BBL. Pag. 118 

15. Thioglicolato de Brewer, caldo. 

Principio: 

Prueba: 

Sirve como un medio de enriquecimiento pa 
ra fluidos, pus, tejidos, etc, Cuando se­
sospecha de tener anaerobios facultativos, 
o aerobios. 

Bacterias aerobias - crecimiento en la 
parte superior del medio seguido por un 
r&pido enturbiamiento de los t1~os. 

Bnctcrias annarobins - crecimiento cerca 
del fondo del medio o n alguna distancia 
considerable de la parte superior. 
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Ingredientes principales: 
a) L - cistina 

b) Peptona tripticasa 

c) Fitona peptona 

d) Glucosa 

e) 0.1% Agar 

f) Thioglicolato de sodio 

g) Sulfito de sodio 

Referencia: BBL. Pag. 145 

16. 6.5% Cloruro de Sodio, caldo. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

17. Triptosa en caldo, 

Principio: 

Prueba: 

Utilizado para la identificación de ente­
rococos por su tolerancia al NaCL al 6.5% 

Crecimiento - color amarillo 
Sin crecimiento - púrpura 

NOTA: Como los Streptococcus producen ácido 
a partir de la glucosa, un cambio de color 
del púrpura al amarillo indica (acidez), 
crecimiento. 

a) NaCL (6.5%) 

b) Peptona 

c) Extracto de carne 

d) Glucosa 

Cowan and Steele, Pág. 98, 123 y 157 

Me<lio <le uso genenü en el laboratorio para_ 

1) Cultivo de bacterias 
2) La producción de pigmentos solubles por 

PHcudomonas 
3) Producción <le indol 
4) Prueba de suplcmcntoH pura llnemophilus 

Extracción de pi¡,tttH!nto, Pñr,. 
Producción de in<lol. Pág. 



Ingredientes principales: 

18. Sangre, caldo. 

Principio: , 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 
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Para probar requerimientos X o V de Hae­
mophilus, Pag. 

a) Triptosa 

b) Glucosa 

c) Hidroclorhidrato de tiamina 

Prueba para detectar la accion hemolítica 
de las bacterias por una hemolisis (toxi­
na soluble). De gran importancia en la di­
ferenciación de hemólisis alfa de la beta. 
También para propagación de bacterias fas­
tidiosas en su cultivo. 

Hemolisina soluble los glóbulos en el 
fondo del tubo liberan/hemoglobina en el me 
dio (sobrenadante) en 24 horas 

No hemolisina soluble los glóbulos rojos 
no son atacados, no hemoglobina soluble 
en el sobrenadante. 

a) Sangre de bovino 

b) Glucosa 

c) Triptosa 

d) NaCL 

e) Hidroclorhidrato de tiamina 

Difco. Pag, 102 

19. Gillies, medio semisolido para movilidad. 

P incipio: 

Prueba: 

Para la detección de movilidad y la pro­
ducción de indol (es un medio mas sensi­
ble indicador de movilidad que el de SIM) 

Crecimiento 
Motilidad 

No móvil 

- rojo 
enturbiamiento del medio, 

color rojo 
- claro con color rojo en si­

tio de inoculación 
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NOTA: Cuando las bacterias se desplazan 
por el medio el cual es de consisten -
cía semisólida por fenómenos de oxida -
cían que producen una reducción y cam -
bio a color rojo, La detección de indol 
se hace como de rutina. 

Ingredientes principales: a) Triptona 

b) Peptona 

Referencia: 

20. Selenita, en caldo. 

Principio: 

Prueba: 

r.) CTT (2,3,5 Cloruro de Trifenil - Te 
trazolio) 

d) Agar al (0.3%) 

Applied Microbiology: VOL, 16, 1968 
Pág. 668 

Es un medio de enriquecimiento para el ais 
lamiento de los miembros del grupo Salmo -:­
nella y para la inhibición de las bacterias 
fecales normales, También permite el crecí 
miento de Salmonella a partir de un inoculo 
pequeño. El tiempo de incubación para Salmo 
nella es de 16 a 18 horas a 37°C. 

Crecimiento - color anaranjado opaco u 
obscuro 

No crecimiento- color anaranjado claro o 
brillante 

Ingredientes principales: a) Triptona 

b) Lactosa 

Referencia: 

21. Esculina. 

Principio: 

e) Fosfato disodico 

d) Selenita de Sodio 

Difco. Piíg. 158 

Prueba para la identificación de Strepto­
coccus causantes de mastitis, y Bacteria -
des .!!.e.P.., El g l icós ido es incorporado a la 
base nutritiva junto con la sal f6rrica. 
Un color caf6 ec debe a la reacción del 
glicósido con el hierro, 



Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

22. Hipurato, , 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

23. Thiol al 0.1% y 0.5% 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principalcH: 
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Hidrólisis 
No hidr1.isis 

a) Esculina 

- café 
- color azul-verdoso cerca 

de la superficie del medio 

b) Citrato férrico 

c) Agua peptonada 

Cowan and Steele, pág. 112 

Prueba para la identificación de Strepto­
coccus causantes de mastitis. Eh hipurato 
es hidrolizado a glicina y benzoato de so­
dio. El cloruro férrico precipita el hipu­
rato y el benzoato, pero el hipurato es 
mas rápidamente solubre e- exceso. 

Hidrólisis precipitado color café-ro -
sado el cual es salubre en 
exceso de reactivo 

No hidrólisis - sin precipitado color café 
claro 

a) Hipurato de Sodio 

b) Caldo de infusión 

Cowan and Steele. Pág. 117 
Para la prueba y procedimiento, ver bajo 
reactivos en la pág. 

Medio utilizado para el aislamiento, culti 
vo y mantenimiento de Vibrio foetus y -
Vibrio ~· (Campylobacter). 

Vibrio foetus - crecimiento en la subsupe! 
ficie 

Vibricsno pat.§. - crecimiento en todo el rne-
genos dio 

a) Thiol 

b) Agnr nl 0.1 - 0.5% 

e) Acido pnrn amino benzoico 

el) ca ucosn 

e) Proteosn peptona 
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Referencia: Difco, Pág. 82 a 83 

24. Stuart, medio de transporte. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Utilizado para el transporte y mantenimie.!!. 
to de las muestras clínicas para diagnosti 
co bacteriológico. -
Es un medio nutritivo, semisolido, medio 
altamente reductor que inhibe la autodes -
truccion enzimática y previene los efectos 
letales de la oxidación manteniendo a los 
microorganismos en las muetras de un esta­
do "quieto". 

Muy viable - en 24 horas 
Menos viable - después de 72 horas 

a) Thioglicolato de sodio 

b) Glicerofosfato de sodio 

c) Cloruro de calcio 

d) Azul de metileno 

e) Agar 

Suplemento de Difco, Pag. 414 

25. Leche Hierro. Utilizada para aislar Clostridium 

Principio: 

Prueba 

Ingre<lientns principalt•i;: 

Referencia: 

Medio utilizado para observar la producción 
de HzS a partir del hierro, principalmen­
te por algunos Clostridium 

H2S 
Acido 
Coar,ulo 
Di¡~estión 

negro 
rosa 

solido sin retracción 
- fluido claro con se<limien­

to ar.iorf o 
Gas - orificios en el co5gulo 
Fermentación - t•xp11lsion del coagulo por 

torncntn!:a l;1 procl11cción de gus 

h) líierro 

Srni th. l'atllgf'lllC Anaerobic nnctc!rin, 
Piir.. S'l 
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26. Fletcher, medio para Leptospira. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Se utiliza para el aislamiento, cultivo 
y mantenimiento de Leptospira, 

Exámenes periódicos al microscopio de 
campo obscuro para demostrar la presencia 
de las Leptospiras. 

a) Peptosa 

b) Extracto de carne 

c) Agar 

d) Suero de conejo 

Suplemento Difco, PAg. 199 

27. Stuart, medio para Leptospira. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Utilizada para el cultivo de Leptospira. 
especialmente a utilizar como antígenos 
en la prueba de aglutinación lisis. ver 
Pág. 

Ex'1uenes periódicos para demostrar la 
viabilidad en el microscopio de campo ob.!!, 
curo 

a) Asparagina 

b) Cloruro de amonio 

c) Cloruro de magnesio 

d) Fosfato de sodio dibasico 

e) Fosfato de potasio monobásico 

f) Glicerol 

g) Suero de conejo 

Suplemento de Difco, Pfin. 200 

28. Infusión de Cerebro y Cor:izon, ~· 

Principio: Utilizado para la "Remilla" de cultivo en 
la prueba de Kirby-Bnuer de sensibilidad 
a los ontibi5ticon y ¡iarn ln prueba de con 
gulasn en tubo de Staph, nurcus. 



Prueba: 

Ingredientes principales: 

Ref erenc':i.a: 
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Referirse a la prueba de sensibilidad de 
antibióticos en las Pags. 

a) Cerebro de ternera, en infusión 

b) Corazón de bovino, en infusión 

c) Peptona 

d) Fosfato disódico 

e) Glucosa 

Difco, Pag. 77 

29. Carne en trozo con glucosa, medio, 

Principio: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Utilizado como medio de rutina para 
Clostridium .!!ll· 
Medio excelente para la producción de toxi 
nas por ClostridiU11, la carne absorbe las 
enzimas proteolíticas bacterianas que pue­
den inactivar algunas de las toxinas. 
Con el tiempo. la carne y la glucosa tienen 
actividad reductora y decrecen las corrien­
tes de convección en las particulas de car­
ne, de ésta forma se mantienen las condicio 
nes de anaerobiosis. 

a) Carne de bovino 

b) Peptona 

c) Glucosa 

Smith, Pathogenic Anaerobic Bacteria. 
Págs. 55, 195 

30. PPLO, caldo con penicilina y acetato de talio. 

Principio: Medio 11quido utilizado para el aislamien­
to selectivo de Mycoplasma a partir de 
muestras clínicas y para la purificación 
de las colonias de PPLO contaminadas con 
otros microorganismos. Se utiliza también 
para el cultivo y mantenimiento de Myco­
plasma, 



Ingredientes especiales: 

Referencia: 

31. Trichophyton, agar. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes especiales: 

Referencia: 
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a) Corazón de bovino en infusión 

b) Peptona 

c) Suero de caballo 

d) Autolisado de levadura 

e) Agregar 5 gotas de Penicilina (1000 
unidades/ml) y acetato de talio al 
1: 4 000 al caldo PPLO 

Difco, Pág. 82 
Suplemento de Difco, Pág. 269 

Para la identificación de Trichophyton 
2.EE.•• por contener algunos requerimientos 
nutritivos especiales. 

Los tubos con crecimiento abundante son 
anotados como 4; los otros tubos son leí­
dos por comparación (se debe tener cuida­
do de no permitir el excesivo crecimiento 
en los tubos o de no utilizar medios para 
cultivo primario para las pruebas difere.!!. 
ciales, pues el INOCULO DEBE DE SER PEQUE­
~O). 

a) Vitamina libre de íicido casamínico 

b) Inosi tol 

c) Inositol y Tiamina 

d) Tiamina 

e) Acido Nicotínico 

f) Nitrato de amonio, glucosa, sulfato 
de magnesio, fosfato monopotasico, 

g) Histidina. 

Ver Demotaf itas en las p!igs, 

Suplemento de Difco, Pi'igs. 75-76 

32. Sangre, cultivo en botella con Thioglicolato al vacío en C02• 

Principio: Recomendado para el cultivo de sangre y 



Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 
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otros flu1dos del cuerpo (cerebroespin­
nal, pleural, sinovial, etc.) para aero 
bios y microorganismos anaerobios poco­
fastidiosos. 

Positivo - turbidez, cambio de color de 
la sangre, hemolisis de ésta 
con burbujas en el caldo. 
Debe ser subcultivado periodi 
camente. Ver aislamiento en -
la Pag. 24 

Negativo - sin cambio, después de una in 
cubacion prolongada los glob~ 
los rojos pueden desintegrar­
se causando la turbidez y cam 
bio de color del medio. 

a) Medio de Thioglicolato, 
Ver Piig. 

Literatura ue Difco. 

33, Tubos para el cultivo de Sangre Pre-reducida. (VACUTAINER) 

Los tubos de Vacutainer son suplementados con caldo peptona y co 2 • 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Es un método mas barato de colectar san­
gre con un dispositivo de salidn adicio­
nal que permite aumentar el Cciz en los 
tubos, Un medio mucho mejor para el cul­
tivo de microorganismos anaerobios conte 
niendo penicilinasa, per~itiendo el cui=­
tivo de pacientes con tratamiento de Pe­
nicilina. 

(Ver Piig. ) . 

a) Peptona 

b) Gelatina 

c) Glucosa 

d) Sul fonato de sodio polianetol 

e) l'onicil in11s11 

Se pueden incluir nminoficidos y vitami­
nas, 

Becton-Dick i ni;on 



34. Petragnani, medio solido. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

35, Glicerol, medio solido. 

Principio: 

Prueba: 

Ingredientes princi~nlcs: 

Reforcncin: 
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Recomendado para el uso paralelo con 
otros medios para el aislamiento de Myco­
bacterium tuberculosis, en éste medio, el 
verde malaquita se encuentra en mayores 
concentraciones que en los otros medios 
lo cual lo hace mas selectivo para Mycobac­
terium e inhibe mas bacterias contaminantes. 

Crecimiento de colonias amarillentas típi -
cas de Hycobacterium, en la superficie del 
medio. 

a) Almidón de papa 

b) Asparagina 

c) Leche descremada 

d) Huevos completos 

e) Yema de huevo 

f) Glicerina 

g) Papa 

h) Verde malaquita 

BBL, Pag. 166 
Bailey and Scott, Diagnostic Microbiolo­
gy, Pag, 299 

Es un medio que se utili~a para el aislnmien 
to de Mycobactcrium tuberculosis. 

El glicerol es bacteriostático a concentra­
ciones mayores del 50%. Mycobacterium crece 
en medios simples con glicerol u otros com­
ponentes como Gnicn fuente de carbono, prin 
cipnlmente ?l. tuberculosis. -

:i) Agar inf11B Hin di.• corazón 

b) Glicerol 

Cowan nml St•teclc~. PÍtg. lot~. 

36. Medio prueba ~ara dermntCJfitou. (En form11 ('()mt•rcinl en tubo» Píig. 102, 
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MEDIOS DE CULTIVO EN CAJA 

En la siguiente descripción se señalan exclusivamente los medios y cons­
tituyentes de éstos que poseen función específica. Los ingredientes se · 
omiten. Ejemplo: cloruro de sodio, agua, etc. 

Las cajas con agar son incubadas a una temperatura de 37°C generalmente 
salvo algunas excepciones, 

1. Gelosa sangre. 

Es un medib de rutina utilizado para el cultivo y aislamiento de mi­
croorganismos patógenos "fastidiosos" para su crecimiento. 
Detecta ademas actividad hemolítica de los diversos gérmenes, 

Ingredientes principales: a) Sangre de bovino, ovino o equino. 

b) Extracto de carne. 

c) Triptosa 

Referencia: Difco. Pllg. 88 

2. Triptosa agar. 

Es un medio de cultivo general para los microorganismos, sirve como me 
dio de prueba para la prueba de la catnlasa y la identificación de 
Haemophiluis. 

Ingredientes principales: a) Triptosa 

b) Clucosn, 

c) Hidroclorhi<lrato de tiamina 

Referencia: Difco. Píig. 111 

3. Mnc Conkcy agar. 

Es un medio selectivo parn la detccririn y ainlamicnto tic bacterias C!). 
téricas en hcccB v orina. Es 1111 mcdi.o diferencial parn la Íltantificn­
ción de algunos 111Ícroorgnnismm; r.rnm nL•g;1tivn~; no ent0ricoH cnn•o: 
P:rntcurella, Ycrsini:~, f>ctinohacilJ.!.!.:!· 

Los fermentadores de ln lacto!la forman un color rojo ladrillo 
(color 8cido del rojo neutro). 
Los no fermentadores de lactonn - no ti cncn color, 

El color rojo ladrillo es debido a loH ficidon qua se producen por la 
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Fermentaci6n de la lactosa, la acción sobre las sales biliares y la 
subsecuente absorci6n del rojo neutro. 

Ingredientes principales: a) Lactosa 

b) Sales biliares N~ 3 

e) Rojo neutro 

d) Cristal violeta 

e) Peptona 

f) Proteosa peptona 

Referencia: Difco. PAg. 131 
Cowan - Steele. P6g. 106 

4. s.s. agar (Salmonella Shigella). 

Es un medio selectivo para el cultivo de Salmonella y Shigella a par­
tir de heces fecales u otro material sospechoso de estar contaminado, 

Prueba: Los fermentadores de lactosa - prcxiucen un 
color rojo o rosa (color écido del rojo ne,!! 
tro). 
Los no fermentadores de la lactosa - sin C.Q. 
lor. 

Producción de H2S - medio incoloro con colo­
nias con el centro negro. 

Ingredientes principales: a) Lactosa 

b) Citrato de sodio 

e) Tiosulfato de sodio 

d) Citrato férrico 

e) Verde brillante 

f) Rojo neutro 

Referencia: Difco. Pllg. 135 

5. V.B. agar. (Verde Brillante). 

Es un medio altamente selectivo para el aislamiento de Salmonella espe­
cialmente a partir de heces. 

Prueba: Los fermentadores de suerosa o lactosa verde 
amarillo. 
Los no fermentadores - rosa o rojo. 
Principio: los microorganismos incapaces de 
fermentar la lactosa y suerosa metnbolizanlos 
constituyentes de nitr6geno del medio produ­
ciendo una reacción alcalina que produce un 
cambio en el indicador rojo de fenal o rosa o 
rojo. 
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Ingredientes principales: a) Lactosa 

b) Suerosa 

c) Rojo de fenol 

d) Verde brillante 

e) Extracto de levadura 

f) Peptona No. J 

Referencia: Difco. Pag. 144 

6. Levine E.M.B. agar. (Eosina Azul de Metileno). 

Es un medio para el aislamiento del grupo coliforme. Un buen medio p~ 
ra la diferenciación de Escherichia coli y para la identificación de 
Candida albicans. 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

7. Saboureaud agar. 

Los fermentadores de lactosa - .§. coli pro­
ducen un color negro en ocasiones con ref l~ 
jo verde metálico corno "lápiz tinta". 

a) Lactosa 

b) Fosfato dipotásico 

e) Eosina 

d) Azul de metileno 

En incubaciones de 10% de C02 Candida albi­
~ produce fase de micelio. 

Difco. Pag. 35 

Recomendado para el aislamiento y propagación de hongos y levaduras. 
Desde la introducci5n del medio e - e (# 8), y del agar micofil, ha 
disminuido un poco su utilización. 

Ingredientes principales: a) Neopeptonn 

b) Glucosa 

Referencia: 

e) ligar 

d) pll 5-6 

Ln ncopcptonn sirve como una buena fuente 
de nitrógeno para el desarrollo del hongo, 
el pll bojo inhibe algunas bacterias. 

Difco. Piig. 238 
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8. f - f agar. (Ciclohexamida y Cloranfenicol). 

Es un medio selectivo para el aislamiento de hongos pat6genos. 
Recomendado para el aislamiento de Dermatofitos y otros hongos asocia 
dos con procesos de infección de piel. Buen medio para el aislamiento 
de Coccidioides imrnitis a partir de una área contaminada. No muy con­
veniente para el aislamiento de Cryptococcus 2.P.· Alescheria boydii y 
Aspergillus. Para las micosis sistemáticas las muestras deben ser cul 
tivadas en Saboureaud y C-C. 

Ingredientes principales: a) Soytona 

b) Glucosa 

c) Actidiona (ciclohexamida) 

d) Cloromicetina 

Referencia: Suplemento Difco. Pág. 251 

9. Harina de Maíz agar. 

Recomendado para la producción de clamidiosporas por Gandida albicans 
y la producción de pigmento y esporas por hongos patógenos. 

Ingredientes principales: a) Harina de maíz en infusión 

b) Agar 

Referencia: Difco. Pág. 246 

10. Agar infusión de Cerebro y Corazón 

Es un medio de cultivo utilizado para el cultivo de organismos patóg~ 
nos fastidiosos, y las formas de levadura de Histoplasma capsulatum. 
Utilizado para la demostración de apariencia de colonias sobre todo 
Actinomyces E.E.E.•• también utilizado como medio para la prueba de la 
catalasa. 

Ingredientes principales: 

Rcfcrenda: 

a) Infusión de cerebro de ternero 

b) Infus ion de corazón de ternero. 

e) l'rotcoi;a peptona 

d) Clucoi>a 

Para ln fn!W ,le ll'va<lura dL' lliRtoplnsma 
~EJrnuL~!• incluir sangre de caballo de_!! 
f ibrndn. 

Difco. Píig. 90 11 91 
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11. Caseitona almidón agar. 

Para la determinación de la hidrólisis del almidón por Actinomyces 
!!il· 

Ingredientes principales: a) Caldo infusión de corazón 

Referencia: 

Pruebas: 

b) Caseitona 

c) Extracto de levadura 

d) Almidón soluble 

CDC (Centro de Control de Diagnóstico) ma­
nual de diagnóstico, Pág. GSS 

Ver reactivos de prueba en l.a pág. 

12. LBS agar (Agar Selectivo para Lactobacillus). 

Para el aislamiento e identif icaci~n de Lactobacillus 

Ingredientes principales: a) Peptona tripticasa 

b) Extracto de levadura 

c) Glucosa 

d) Moneoleato de sorbitol 

e) Acetato de sodio hidratado 

f) Fosfato monopotásico 

g) Sulfato de magnesio 

h) Sulfato de manganeso 

i) Sulfato ferroso 

j) Citrato <le amonio 

k) ptl s.s 

Referencia: BBL, pág. 16 

13. Tirosina, C<1seina, Xnntina nga~. 

P11ra la identi ficncion de Nocardin ~~· y ln sepnrnción de Nocnrdia 
de Streptomyces .'ll1.E.• pnr la hidról iHÜ> de la cuseina. 

Pruebas: Ver en lri identificación tle Nocardin ~· 
Pógs. 
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Ingredientes principales: a) Caseina 

Referencia': 

l. Leche descremada 
2. Agar 

b) Xantina mas 
l. Extraeto d~ carne 
2. Peptona 

e) Tirosina mas 
i; Extracto de carne 
2. Peptona 

Gordon y Mihm, Journal of Bacteriology, 
69: 147. 1955. 

14. Yema de huevo agar. (Me Clung). 

Se utiliza para la determinación de la reacción de lecitinasa y lipasa 
producida por Clostridium ~· 

Prueba: Lecitinasa -

Lipasa 

zona de precipitación alrededor de las 
colonias debido a la acción bacteriana 
de producción de lecitinasa atacando a 
la lecitina de la yema de huevo producien 
do un diglicerido de fosforil clorina. -

Formación de una zona de irridisencia 
"aperlada" sobre y alrededor de las colo 
nias a lo mismo que una zona de opacidad 
debajo de las colonias debido a la insa­
lubridad de los ácidos grasos liberados 
o formados por la lipasa. 

Ingredientes principales: a) Proteosa peptona 

Referencia: 

b) Sulfato de magnesio 

e) Glucosa 

d) Huevos libres de antibióticos. 

Smíth y Holdemun, Putogenic Anaerobic Bac­
teria. Pag, 29 - 56, 183 - 184. 

15, PPLO agar (Pleuropneurnonia like organism), modificada. 

Para el aislamiento y cultivo de Micoplasma !!E.E· 
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Prueba: Ver tinciones, págs. 1 09 y 11 O 

Ingredientes principales: a) Caldo PPLO sin cristal violeta 

b) Autolisado de levadura 

c) Suero de caballo 

d) Agar 

Referencia: BBL. Pág. 128 

16. T.P. PPLO agar. (Acetato de Talio - Penicilina). 

Recomendada para el aislamiento de Micoplasma ~· de muestras conta­
minadas o mezcladas con otros tipos de bacterias. 

Prueba: Ver tinciones, págs. 

Ingredientes principales: a) PPLO ingredientes U 15, más 

Referencia: 

17. Muller - Hinton agar. 

l. 5 ml de una solución de acetato de 
talio al 2.5% (2.5 gr/100 ml de agua 
destilada) a 500 ml de medio de PPLO 

2, 1 000 unidades de penicilina G/ml 

BBL. Pag. 128 

Para pruebas de sensibilidad a los antibi6ticos de los microorganis­
mos. 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Rcf ercncin: 

18. Cistinn Cornzon ogn~. 

Ver sensibilidad a los antibi6ticos, 
Págs, 

n) Infusión de carne 

b) Acido cnsamínico 

c) Almidón 

d) Agnr 

Suplemento Difco. P5g. 250 

Recomendado pnrn el cultivo de Frnncisclln tulnrensis. 
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Ingredientes principales: a) Infusi6n de carne de corazón 

b) Proteos a peptona 

c) Glucosa 

d) L - cystina. 

Referencia: Difco. Pág. 91 

19. Glucosa cistina en gelosa sangre. 

Medio uti~izado para transferencia de Histoplasma capsulatum en su fa 
se de levadura y para el aislamiento de Francisella tularensis. 

Ingredientes principales: a) Extracto de carne 

Referencia: 

b) Peptona o gelisato pancreático digerí -
ble 

c) L cisteina 

d) Hidróxido de sodio, SN 

e) Eritrocitos 

f) Glucosa 

Blair, J.E. Lennette, E.H. and Truant, J.P. 
Manual of r.linical Microbiology, Pág. 651 

20. Medio para Dermatofitos, (DTM). 

Utilizado para el diagnostico y aislamiento de Dermatifitos. 
Es un medio selectivo que excluye a la mayoría de las bacterias y hon­
gos contaminados, existe un indicador que puede variar a rojo o amari­
llo que es afectado por los derrnatofitos. 

Prueba: Dcrmatofitos: rojo 
Saprófitos amarillo 

NOTA: Alrededor de los 4 días los hongos sa 
prof itos cambian el medio de amarillo a ver 
de rojizo. 

Ingredientes principales: n) Fitonn 
b) Gl11cmrn 

Re [e rene in: 

e) Sol, de rojo de fcnol 

<l) llCI. al O.B N 

e) Cic lohcxnminn 

f) Sul.L1to de gent;1micin11 
g) Cl.ortl'trnciclina 

Rdw 11 nn(I Tnp 1 in, Dcm11 tophy tes Thei r Rece.a, 
nition nnd ldcntificntíon, P&g. 106 
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fermentación de la lactosa, la acción sobre las sales biliares y la 
subsecuente absorción del rojo neutro. 

Ingredientes principales: a) Lactosa 

b) Sales biliares No. 3 

c) Rojo neutro 

d) Cristal violeta 

e) Peptona 

f) Pro teosa peptona 

Referencia: Difco. Pag. 131 
Cowan - Steele. Pag. 106 

4. S.S. agar (Salmonella Shigella). 

Es un r.iedio selectivo para el r.ultivo de Salmonella y Shigella a par­
tir de heces fecales u otro 1'11Aterial sospechoso de estár contaminado. 

Prueba: 

Ingredientes principales: 

Referencia: 

Los fermentadores de lactosa' - producen un 
color rojo o rosa (color ácido del rojo neu 
tro). 
Los no fermentadores de la lactosa - sin C.9_ 
lor. 
Producción de H2s - medio incoloro con colo 
nias con el centro negro. 

a) Lactosa 

b) Citrato de sodio 

c) Tiosulfato de sodio 

d) Citrato férrico 

e) Verde hri llan te 

f) Rojo neutro 

Difco. Pág. 135 

5. V. B. agar. (Verde Brillante). 

Es un medio altamente selectivo pnra el nislamicnto de Salmonella es 
pecialmcntc a partir de heccn. 

Prueba: Los fermentadores de sueroso o lactosa -
verde amarillo. 
Los no fermentadores - rosa o rojo. 
Principio: los rnicroorgnniHmos incapnces de 
fermentar In lnctosn y suerosa mctabolizan 
los conHti tuyl•nten d(• ni trogPnci del medio 
produc ÍPndo 11na rPac C' ión a len 1i nn qnr prod!!_ 
ce un cnrnhio Pn el indicador rojo de fenol 
n ron11 o rojo, 
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TINCIONES 

A. Antes de la tinción, los frotis deben ser secados al aire y fijados 
suavemente .pasándolos por la flama lentamente de 2 a 3 veces. 

l. GRAM, modificación de Hucker para tinción de bacterias y levaduras·. 

Procedimiento: 

a) Cubrir el frotis con cristal violeta por 1 minuto. 

b) Lavar en agua corriente y aftadir lugol durante 1 
minuto. 

c) Lavar y decorar con alcohol etílico por 5 a 10 se­
gundos. 

d) Lavar y contrastar con safranina durante 30 segun­
dos, 

e) Lavar, secar y observar al microscopio. 

2. Modificaci6n de la tinción de Hucker. 

Reactivos: 

a) Cubrir frotis con cristal violeta por 1 minuto, 

b) Agregar lugol directamente al frotis (sin lavar) 
por 1 minuto, 

c) Lavar en agua corriente y decolorar con alcohol ac~ 
tona. 

d) Lavar y contrastar con safranina por 3· segundos. 

e) Lavar, secar y observar al microscopio. 

Resultado de la tinci6n: 
azul - gram positivo 
rojo - gram negativo 

a) Cristal violeta (1% en solución) 

b) Lugol 

c) Decolorantes 

1 gm/100 ce de agua destilada, 

10 gramos de cristales de yodo 
20 gramos de yoduro de potasio 
1 000 ml <le nguo destilada 

- Paro Huckcr: alcohol ct1lico 
al 957, 

• Hodificación: 2 parten do alcohol 
etílico nl 95% por una partu de 
acetona. 
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d) Safranina (1% en solución) 
l gn/100 ce de agua destilada. 

3. Kinyoun, tincion para ácido resistentes principalmente Nocardia );/ 
~cobacterium. 

Procedimiento: 

Reactivos: 

a) Cubrir el frotis con Fucsina fenicada por 3 minu­
tos. 

b) Lavar con agua corriente y decolorar con ácido sul 
fúrico has ta que el agua corra clrn ;~mente. 

c) Lavar y contrastar con azul de metileno por 30 s~ 
gundos. 

d) Lavar, secar y observar al microscopio. 

Tincion: rojo - ácido resistente 
azul - no ácido resistente 

a) Fucsina fenicada 
Fucsina básica 
Fenol en cristales 
Alcohol (95%) 
Agua destilada 

b) Decolorantes 

4.0 grm 
B.O gnn 

za.o ml 
100.0 mil 

Acido sulfúrico sol. acuosa al 1% 

e) Azul de metileno 
Azul de metileno 
Agua destilada 

0.3 grm 
100,0 ml 

4. Ziehl-Neelsen, tincion para ácido resistentes, principalmente para: 

Procedimiento: 

Mycobacterium l/ y Nocardia 

a) Cubrir el frotis con Fucsina fenicada, en placa 
caliente emitiendo vapores durante 5 minutos, añadir 
mas colorante si es necesario para no dejar secar el 
frotis. 

b) Lavar y decolorar con alcohol Scido hasta que el 
colorante rojo se elimine. 

!/ Tinci6n elemental. 
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c) Lavar en agua y contrastar con azul de metileno 
de Loeffler durante 30 segundos. 

d) Lavar, secar y observar al microscopio. 

Tincion: rojo - ácido resistente 
zaul - no ácido resistente 

a) Fucsina fenicada 
Fuscina básica 0.3 grm 
Alcohol etílico al 95% 10.0 ml 
Fenol en cristales 5.0 ml 
Agua destilada 95.0 ml 

b) Alcohol ácido 
Alcohol etílico, 95% 97 .o ml 
HCL concentrado 3.0 ml 

e) Azul de metileno de Loef f ler 
Ver reactivos utilizados para la tincion azul de 
metileno de Loeffi~r. 

5. Azul de metileno de Loeffler, tincion para demostración de capsula, 
ejemplo Corynebacterium. 

Procedimiento: 

Reactivos: 

a) Cubrir el frotis con azul de metileno de Loeff ler 
por 1 minuto, 

b) Lavar con agua corriente, 

c) Secar y observar al microscopio. 

Tinci5n: Azul - gránulos de Corynebacterium 
Azul rodeado por un halo - presencia de cápsula. 

a) Azul de mctileno 
Alcohol etílico (95%) 
Solución snturn<lu 
So 1 11 l l % de KOll 
Agun <leH t ilndn 
Rcnctivo (n), azul de 
mctileno etílico 

1. O grm 
100.0 ml 

1.0 ml 
99.0 ml 

10.0 ml 

Ln tincion mcjorn denpuéii de un corto período de tiempo. 
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6. Macchiavello, tinción para Chlamydia J/, Rickettsia l/, Coxiella l/ 
y Brucella. 

Procedimiento: 

Reactivos: 

a) Hacer un frotis delgado, secarlo al aire y calen 
tarlo levemente a la flama, 

b) Agregar fuscina básica por 5 minutos (filtrada por 
un papel filtro), 

c) Lavar rápidamente en ácido cítrico. 

d) Lavar rápidamente en agua corriente. 

e) Contrastar con azul de metileno durante 5 minutos. 

f) Lavar, secar y observar al microscopio. 

Tincion: Rojo - Chlamydias maduras, Rickettsia, 
Coxiella, Micoplasmas maduros, 
Brucella ~· y otras bacterias. 

Azul - Bacterias y formas inmaduras de 
Chlamydia y Micoplasma 

a) Fuscina básica (0,25%) 
Disolver 0.25 grm en 100 ml de agua buferada y 
destilada con un pH de 7.4 y agitar vigorosamente, 
Dejarla 3 días a temperatura ambiente y despu~s 
guardarla en el refrigerador. 

b) Acido cítrico en solución acuosa al 0.25%. 

e) Azul de metileno, 
Ver reactivos utilizados para la tincion de 
Kinyoun para ácido resistentes, 

7, Wirtz, tincion para esporas. 

Procedimiento: 

a) Prepnrnr [ratio, secar y fijar. 

b) Cubrir el frotis con verde malaquita en placa ca­
liente hasta la emisión de vapores durante 2 a 3 min,!! 
tos. 

e) Lnvnr en agua corriente durante 15 n 30 segundos, 

ll Tinci6n elamcntal 
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d) Contrastar con safranina por 30 segundos. 

e) Lavar, secar y observar al microscopio, 

Tincion: Verde brillante - esporas 
Rojo naranja - el resto del microorganismo. 

Reactivos: 

a) Solución /1 1 

Verde malaquita en sol. acuosa al 5% 

b) Solución /1 2 

Safranina en sol. acuosa al 5%. 

8. Hiss, tinción de capsula. 

Procedimiento: 

Reactivos: 

a) Preparar frotis y fijar al calor. 

b) Cubrir el frotis con solución 11 l. 

e) Calentar por algunos segundos hasta la emisión 
de vapores. 

d) Lavar en solución /1 2. 

e) Secar sin lavar cuidadosamente. 

Tincion: capsulas - pálidos halos color azul cuer­
po celular - rojo intenso. 

a) Solución 1 

5 ce de solución alcalina saturada de violeta de 
genciana y 95 ce de agua destilada. 

b) Solución acuosa de Cuso4 al 20% 
(20 gr / 100 ml de H20 

ll, PARA LAS SIGUIENTES TINClONES LOS FROTrS DEBEN SER SECADOS Y FIJADOS 
CON SOLUCIONES QUlMICAS FIJADORAS. 

l. Giemsa, tinción para ciertos hongoB, levaduras, C!Spiroquetas, ~­
.n_lasma, corpíisculos elemcntnlcs de .9.!.!!imydin y Micoplasma. 
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a) Fijar el frotis en alcohol metílico por 6 minu­
tos. 

b) Secar al aire. 

c) Teñir con Giemsa por 30 minutos, 

d) Lavar con agua destilada, secar y observar al 
microscopio. 

Tincion: Azul - núcleo 
rosa - eritrocitos 
rosa intenso - tejido 
violeta o rojo - Ricketts:ia, Micoplasma y 

Chlamydia 
azul pálido citoplasma de Toxoplasma 
rojo núcleo de Toxoplasma. 

a) Colorante comercial de Giemsa. 
Agregar una gota de colorante de Giemsa a un ml 
de agua destilada. 

b) Substancia fijadora. 
Alcohol metílico anhídrico (reactivo analítico). 

2. Klieneberger - Nobel, tincion para Micoplasmas. 

Procedimiento: 

a) Preparar un frotis delgado. 

b) Secar al aire y fijar con alcohol metílico o con 
el medio de Bouin durante 10 minutos. 

c) Lavar cuidadosamente y secar nl aire. 

el.) Teñir con Giemsa durante 30 a 45 minutos. 

e) Lavar con agua destilada, secar y observar al mi­
croscopio. 

J. Diencs, tinción para Micoplasmas. 

Procedimiento: 

a) Cortar un cuadrado de ngnr conteniendo las colo -



Reactivos: 
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nías sospechosas de Micoplasma y colocarlo sobre un 
portaobjetos (el crecimiento debe de estar en la ca 
ra superior). 

b) Colocar un cubreobjetos conteniendo el colorante 
de Dienes (deshidratado), sobre la superficie de las 
colonias. 

c) Dejarlo reposar por algunos minutos (3 a 5), y 
observar al microscopio. 

Tincion: azul brillante - Micoplasma 
Las colonias densamente pobladas generalmen 
te toman un color rosado en el centro de la 
colonia con aspecto de "huevo frito". 
Las colonias de bacterias se tiñen de azul 
brillante pero se decoloran después de un 
corto tiempo. 

a) Colorante de Dienes •. 
Azul de metileno 
Azure II 
Maltosa 
Carbonato de sodio 
Acido benzoico 
Agua destilada 

2.50 grs 
1.25 grs 

10.00 grs 
0.25 grs 
0.20 grs 

100.00 ml 

Utilizando un hisopo con algodon cubrir los cubreobjetos de 22 mm 
de superficie con una delgada capa de colorante y secarlos. Guardar 
el cubreobjetos impregnarlos en una caja de Pe tri es teril. 

4. Wright y Leishman, tincion para demostrar la bipolaridad de Pasteu-
~ 2J?.l!.• y Toxoplasma. 

Procedimiento: 

a) Preparar un frotis delgado y fijarlo en alcohol 
met11ico durante 5 minutos. 

b) Secar lll nire y teñir con Wright-Lcishman por 
3 minutos. 

e) Sin lnvnr, colocar el frntis en nnlución buffer 
durante 6 minutos. 

d) Lnvnr el frotiR dos veces en ngun destilada, se 
car y observar nl microscopio, 
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Tincion: azul obscuro -

citoplasma azul 
rojo 

bipolaridad de 
Pasteurella 
palido y núcleo 
Toxoplasma 

Nota. Para la información de los reactivos utiliz!!_ 
dos en la tincion Wright y Leishman, consul­
tar: 
Schalm, o.w. Hematología Veterinaria. Pág. 

5. Schorr, tinción para distemper o moquillo canino. 

Procedimiento: 

Reactivos: 

a) Preparar frotis por impresión y fijar por 1 ó 2 
minutos en una solución de partes iguales de alco­
hol absoluto y éter, en seguida pasarlo 1 minuto 
en alcohol absoluto al 80%, y 1 minuto en alcohol 
absoluto al 66%. 

b) Lavar con agua destilada durante 10 segundos y 
teñir con una solución A (hematoxilina de Harris) 
durante 2 minutos. Lavar en agua corriente por 5 
minutos y cubrirlo con la solución B (colorante de 
Schorr) por 2 minutos. 

c) Lavar en soluciones de alcohol al 66% y 80%, 3 
veces en cada uno respectivamente. Pasarlo a alco­
hol absoluto al 100% por 1 minuto. Aclarar con xilol 
durante 2 minutos. 

d) Observar al microscopio. 

Tinción: Los corpúsculos de inclusión aparecen en 
el citoplasma de los neutrófilos como unos 
cuerpos redondos, ovoides o forma irregu -
lar de color rojo, que varían en diámetro 
de 1 a 4 micras. 

a) Hematoxilina de Harris (comercial). 

b) Colorante de Schorr (comercial). 



- 112 -

6. Tinción Periódica Acida de Schiff (PAS), para la observación de han 
gos en frotis directos. 

Procedimiento: 

Reactivos: 

a) Preparar el frotis y fijar calentándolo gentil­
mente a la flama (2 ó 3 veces). 

b) Lavar con agua destilada. 

c) Colocarlo en una solución de (PAS) al 1% por 
5 minutos. 

d) Lavar con agua destilada 3 veces. 

e) Colocarlo en una solución reductora de NaHS03 
en sal acuosa al 2%, durante 3 minutos. 

f) Lavar en agua destilada. 

g) Agragar reactivo de Schiff hasta la aparición de 
áreas de color rosa (aproximadamente 5 minutos). 

h) Colocarlo en agua corriente durante 15 minutos. 

i) Lavar en agua destilada. 

j) Colocarlo en Hematoxilina de Mayer durante 5 a 
10 minutos. Lavar en agua corriente por 5 minutos, y 
observar al microscopio; si el color es claro, pasa!:_ 
lo de nuevo en la hematoxilina, si al contrario es 
obscuro, decolorar con alcohol ácido por unos segu.!!. 
dos, lavar. 

k) Añadir naranja "G" durante 7 segundos. 

1) Lavar con agua destilada varias veces (3), agre­
gar alcohol etílico rápidamente y clarificar con 
alcohol al 100%. Sumergirlo en xilol 2 veces y mon­
tarlo para su observación. 

Tincion: Las estructuras fungales se tifien de un 
color rojizo. 

n) Soluci6n Pori6dicn Acidn al 1%. 

b) Reactivo de Schiff, 
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e) Solución acuosa al 2% de Ha HS03 

d) Hematoxilina de Mayer. 

e) Naranja "G". 
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TINSION DE NEISSER 

(Para gránulos metacromáticos o de volutina o corpúsculos de 
Baliest-Ernst). 

I 

II 

Azul de metileno 
95% Etanol 
Acido ~cético glacial 
Agua destilada 

Cristal violeta 
95% Etanol 
Agua destilada 

1.0 gr 
20. O ml 
50.0 r.11 

950.0 ml 

1.0 gr 
10.0 ml 

300.0 ml 

III Crisoidina 2.0 ml 
Agua destilada caliente 300.0 ml 
enfriar. filtrar y dejar reposar antes de usarse. 

Preparar un frotis como de costrumbre 

Teñir por 10 segundos con una mezcla de 2 partes de la solución 1 
y. parte de la solución II 

Agitar el colorante soplando suavemente y sin lavar agregar la 
solución III durante 10 segundos, dejar secar sin lavar. 

Resultado: Gránulos azul 
Organismo - café 
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l. Catalasa 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

2. Coagulasa 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

3. Oxidasa 

Procedimiento: 

Rencción: 

Reactivos: 
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REACTIVOS DE PRUEBAS 

Colocar una asada del cultivo problema, en una go­
ta de agua oxigenada al 3%. (Ver identificación de 
Staphylococcus y Streptococcus). 

Positiva - formación de burbujas de gas (02)• 

Solución de peróxido de hidrógeno, reactivo analí­
tico. (30%). 
Precaución: es muy caustico. 
Preparar una solución acuosa al 3% para la prueba 
y guardar en refrigeración. 

Prueba para la identificación de Staph. aureus. 

Ver bajo la identificación de Staphylococcus. 

Positiva: prueba en laminilla 
prueba en tubo - coagulación 

Plasma heparinizada u oxalatado de conejo. (Se pue­
de obtener sangrando un conejo o en forma comercial). 
Plasma humano desecado en ampolletas (7.5 ml de 
agua destilada por ampolleta). 
Diagnostic Plasma Warner-Chilcott Nonnal Range 
Oxalate Control. (Mantener congelado después de re­
constituido). 

Colocar una [..Sada <le cultivo en el reactivo de oxid!!, 
sa (en tubo o impregnado en papel filtro). 

Positivo - color azul intenso en un lapso de 10 seg. 
Negativo - color amarillento o aparición retardada 

del color azul despu~s de 10 seg. 

Tetrametil-p- fenilendiamina dihidroclorhídrica 
(Eastman Organic Chemicals) 
Preparar una solución acuosa al 17. 
Guardar en frascos obscuros en el congelador. 
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Cortar trozos de papel filtro y bañarlos en el 
reactivo de oxidasa, secarlos y guardar en el refri 
gerador en una caja de Petri estéril. -
Prepararlo cada semana, de preferencia diario. El 
Reactivo puede ser viable hasta por 3 ó 4 días. 

4. Rojo de Metilo y Voges Proskauer 

Rojo de Metilo: 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Voges - Proskauer 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Prueba para organismos entéricos. 
De un cultivo abundante del organismo problema en el 
medio de (MRVP) Rojo de Metilo y Voges Proskauer, s~ 
parados con una pipeta Pasteur 1 ml de medio por tu­
bo en dos tubos. 

Agregar 5 gotas del reactivo de Rojo de Metilo a 
uno de los tubos con el medio de abundante crecí -
miento (48 a 72 horas de incubación), Si existe du­
da repita la prueba 3 ó 4 días después, 

Positivo -
Negativo -

rojo brillante 
amarillo 

Rojo de metilo 
Alcohol etílico (95%) 

0.1 gr 
300 ml 

Disolver el colorante en alcohol y agregar agua des 
tilada hasta aforar a 500 ml. 

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE. 

Agregar 12 gotas de sol. A de reactivo VP. (alfa­
naftol), y 4 ó 5 gotas de hidróxido de Potasio 
(sol B) al otro de los tubos con el medio. Agitar 
bien. 

Positivo - rojo de 5 a 10 minutos 
Negativo - café o amarillento 

u) Solución A 

a-naftol 
Alcohol et!lico absoluto 

b) Solución ll 

HidrGxido de Potasio 
Agua destilada 

5 gra 
100 ml 

40 grs 
100 ml 
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5. Kovacs 

Prueba para la detección de indol 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

6. Nitratos 

Procedimiento: 

Reacción: 

Agregar reactivo de Kovacs a un tubo de SIM inocu 
lado después de 24-48 horas. Si es posible agreg°ir 
O.Sml. de cloroformo antes del reactivo este favo 
recerá la extracción del indol y fácil detección 
por el reactivo. 

Esta prueba también se puede hacer en un tubo con 
caldo triptosa o medio de motilidad de Gilles 

Positivo - rojo intenso 
Negativo - café amarillento 

a) Reactivo de Kovac 
Alcohol amílico o isoamílico 
p-Dietilamino benzaldehido 
HCL concentrado 

150 ml 
10 gr 
50 ml 

Disolver el aldehído en el alcohol y añadir 
el ácido lentamente. 

b) Cloroformo, reactivo analítico. 

GUARDAR A TEMPERATURA'AMBIENTE. 

Agregar a un cultivo abundante en caldo nitrato 5 
gotas de cada una delas soluciones A Y B. 

Positivo - rojo 
Negativo - amarillo 

Si la prueba es negativa, confirmar añadiendo una 
pequeña cantidad de polvo de zinc al caldo nitrato. 
Si aparece un color rojo indicara la presencia de 
nitratos sin reducir, por lo tanto se confirmará 
como negativa, La ausencia de un color rojo indica 
ra la reducción de nitratos a nitritos a nitrógeno 
por lo tanto se confirmará como positiva. 

Reactivos: n) Solución A 
Acido eulfnntliro 8 gr 
Ac ido acit ico, 5N 1 litro 

b) Solución B 
Alfo naftilnminn e gr 
Acido nc~tico, SN 1 litro 
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El ácido acético 5 normal consiste en una parte 
ácido acético glacial por 2.5 partes de agua desti 
lada. 

GUARDAR EN REFRIGERACION 

Precaución: Alfa naftilamina tiene propiedades car­
cinogénic as, 

7. ~3• para determinación Fenilalanina deaminosa 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Colocar 0.2 ml de una solución al 10% de FeCL3 so -
bre la superficie del medio par Fenilalanina deami-· 
nosa en tubo, de un cultivo .\ncubado 24 horas a 37°C. 

Positiva - verde 
Negativa - amarillo 

Sol acuosa de FeCL3 al 100% 

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE. 

8. FeCL3, para la determinación de hidrólisis del Hipurato. 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Inocular e incubar el medio de Hipurato de Na duran­
te 4 a 7 días a una temperatura de 37ºC. 
Agregar varias cantidades de FeCL3 ácido en solución 
(0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ml) a 1 ml de medio de caldo Hi­
purato de sodio sin inocular (control). 

La última cantidad de FeCL~ que presente un color 
amarillo claro, sin precipitado es añadida a 1 ml del 
sobrenadante del cultivo en caldo, (Cowan an Steele, 
p. 157-158). 

Positivo - precipitado abundante de color café o 
rosado 

Negativo - ausencia de precipitado, líquido color 
café claro. 

FeCL3 6H20 
HCL concentrado 
Agua dm1 ti lada 

12 gr 
2.5 ml 

100.0 ml 

Diluir el ácido en 75 ml de agua, disolver el clor}.!_ 
ro férrico calentando y ajustando volumen con aguo. 

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE. 
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9. Lugol de Gram, para demostrar la hidrólisis del almidón 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Incubar el medio de agar caseitona almidón inocula­
do en estría con el cultivo problema durante 24 a 
48 horas a 37ºC con co2• 
Cubrir la caja con lugo, eliminar el exceso y obser 
var la reacción. 

Positivo - amplio halo amarillento a los lados de la 
estría sembrada. (El almidón ha sido hi -
drolizado). 

Negativo - halo de color café o azul obscuro 
(El almidón no fue hidrolizado). 

Lugol de Gram 
Ver tinción de Gram pag. 

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE 

10. Cloroformo, para la extracción de pigmento (Pseudomonas aeruginosa) 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Agregar de 2 a 3 ml de cloroformo a un cultivo ino­
culado de caldo triptosa e incubado por 3 a 5 días. 
Agitar vigorosamente y dejar sedimentar el clorofor 
mo. 

Positivo - apar1c1on de un colorverde amarillento 
en la capa de cloroformo 

Negativo - sin cambio de color en el cloroformo 

Cloroformo - reactivo analítico. 

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE 

¡¡; Acetato de plomo, para la detección de H2s (ácido sulfrídico), en 
cantidades pequeñas. 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Inocular un tubo de caldo triptosa y colocar el 
reactivo de acetato de plomo sobre la superficie 
del medio. 

Positivo - negro 
Negativo - blanco 

Solución acuosa suturada de acetato de plomo. 

GUARDAR A TEMPERATURA AHBI ENTb 
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12. Acido oxálico, para la detección de organismos productores de poca 
cantidad de indol. 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Similar al método del aceta to de plomo. 

Positivo - rosa 
Negativo blanco 

Solución acuosa saturada de ácido oxálico caliente. 

Se pueden impregnar tiras de papel filtro y guar -
dar en el refrigerador. 

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE. 

13. Factores W y y, para la identificación de llaemophilus 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Sembrar en estría el medio con el organismo alimen­
tador. (Staph. aureus). 

Método del disco: Ver haemphilus .!!E.E.• Pág. 45 
Método en tubo : Inocular 4 tubos de caldo tripto­
sa conteniendo hemina, dinucleotido de niacina y 
adenina, hemina mas DNA y el último como control 
respectivamente. 

Positivo - crecimiento alrededor del disco. 
Negativo - sin crecimiento alrede<lor del disco 

X - Cristales de hemina: disolver 1 mg/l ml de tri!:_ 
tanolamina; diluir en 100 ml de agua destilada. Es­
terilizar por filtración. Utilizar 0.1 ml/lml de 
caldo triptosa. Guardar la solución en el congela -
dor. 

V - (m~) Dinuclcotido de Niacina y Adenina: disol -
ver DNA en agua destilada en una proporción de 
1 mg/100 ml de agua destilada. Esterilizar por fil -
tración. Guardar ~ -20°C. Utilizar 0.1 ml/ml de cal­
do triptosn. 

Ver paginas 

NOTA: Los organismos rcci~n aislados del grupo 
"como llnemophilun" (11. somnus, 11. ngni), no crecen 
bien en rnudios con triptosn. 
Se requier~ un medio nutritivo mas los factores su­
plemcntnr ios de crecimiento como son ln Hemina y el 
DNA. 

MANTENER LOS Il.EACTIVOS EN CONGl:LACION. 



- 121 -

14. Hidróxido de Potasio KOH al 3%, para la identificación de bacterias 
Gram Positivas de Gram Negativas sin necesidad de tincion. 

Procedimiento: 

Reacción: 

Reactivos: 

Referencia: 

a) Mezclar una asada de cultivo puro del germen 
problema en una gota de KOH al 3% en un port,!!_ 
objetos. 

b) Mezclar bien por movimientos rotacionales y 
con el asa tratar de ver "elasticidad". 

Gram negativas si ¡a muestra se transforma vis­
cosa o gelatinosa en 5 a 60 se -
gundos. "elástica". 

Gram positivas - no se observa viscosidad 

Solución acuosa de KOH al 3%. (3 gr de KOH en 
100 ml de agua destilada). 

American Journal of Veterinary Clinical Pathology 
1:31 - 35. 1967. 
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3. Prueba de sensibilidad a los antibióticos. 

Requiere una técnica cuantitativa. 

l. Los discos de difusión impregnados con antibióticos son de suficie,!! 
te confianza si se siguen los procedimientos estándares. 

2. Bajo condiciones de estandarización, e1 tamaño de la zona de inhib! 
ci6n alrededor del disco en una medida exacta de la eficacia de la 
acción antimicrobiana de la droga. 

3. Las condiciones de estandarización incluyen: tipo y cantidad de me­
dio, tamaño y concentración del inóculo, temperatura y atmósfera de 
incubación y concentración de la droga en el disco. 

J 

4. Es la evaluación y utilización de los resultados es necesario el co 
nocer la difusibilidad de la droga en el medio asi como la posibil! 
dad de alcanzar niveles terapéuticos adecuados en el cuerpo del an! 
mal sin peligro de alcanzar niveles tóxicos. 

5. El método de KIRBY-BAUER modificado por BARRY que a continuación se 
describe está diseñada primariamente para bacterias de rápido cree!, 
miento. 

3.1 Material. 

(a) Cajas de Petri: de gran tamaño (150 mm diámetro) porque 
as1 se pueden acomodar más discos. Si se utilizan las ca­
jas de tamaño estándar (utilizadas para todos los medios 
de cultivo (100 mm.), la escala de interpretación debe de 
reducirse a la mitad. 

(b) El medio de Agar Muller-Hinton. Reconstituirlo de acuer­
do a las indicaciones y verter 70 ml (ó 35) dentro de las 
cajas de petri, las cuales pueden guardarse hasta 4 dias 
en el refrigerador. Sangre puede ser incluida en el agar 
en caso de que se trate de organismos de lento crecimien­
to como por ejemplo: Pasteurella, Bordetella, Hemophilus 
y Streptococcus. 

(3) Los discos de sensibilidad de antibióticos con un contenido especifico 
se puede ver en la tabla. 
Observar por la fecha de expiración, guardarlos en refrigeración con 
excepción de las penicilinas semisintéticns que deben ser mantenidas a 
baja temperatura ( - 20°C ) 

(4) Asas de platino, cnlibrndns en 0.001 ml. 

(5) Un molde pnrn el depóuito de discos. (Difco, UDL, Pfizer), utilizado, 
pero no de una fonnn obligatoriu. Si no se tiene uno, con un par de 
pinz11s de disección y un rccipientf~ con alcohol se puede trabajar, 

(6) 10 ml de l\gar Mullcr-llinton a una temperat11rn aproximada de 52ºC, la 
cual se puede mantener depositando los tubos de agar en haf\o maria a 
esa temperatura. 
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(7) o.os ml. de caldo de infusion de cerebro y corazon en condiciones esté­
riles en tubos de 13 x 100 mm. 

3.2 Procedimiento 

NOTAS: 

(1) Colectar de 5 a 6 colonias del cultivo problema y colocarlas 
en un tubo que contenga 0.5 ml. de caldo inf. C y c. (7). El 
proposito de colectar diferentes colonias es el de evitar al 
máximo la posibilidad de escoger una colonia mutante con un 
cuadro no representativo de susceptibilidad. 

(2) Incubar a 37°C por 4 horas. 

(3) Ll final Jel período de incubacion colocar las cajas de Agar 
Huller-Hinton en la estufa por 3 - 5 minutos con el proposito 
de secar y calentar ligeramente el medio. 

(4) A un tubo con 10 ml de Agar Nuller-Hinton líquido a tempera­
tura de SOºC, agregar 0.001 ml (asa de platino) del cultivo 
inadecuado por 4 horas (1 ml de sangre estéril puede ser añ~ 
dida en este instante si se requiere), mezclar bien por mov.!_ 
mientas rotacionales y rápidamente vertirlo sobre la superf.!_ 
cíe del medio de Agar Huller-Hinton en caja. 
Tenga la seguridad de que toda la superficie de la caja haya 
quedado cubierta con el cultivo. 

ESTA ETAPA REQUIERE RAPIDEZ PUESTO QUE EL AGAR 
PUEDE SOLIDIFICAR DURANTE EL PROCESO 

(S) Permitir la solidificacion del cultivo durante 5 a 10 minutos 
y a continuacion coloque los discos a iguales intervalos de 
distancia. 
Las cajas grandes permiten hasta 12 discos sin zonas sobre­
puestas de inhibicion. Discos extras pueden ser colocados en 
el centro del medio 
Los discos deben de ser presionados con pinzas para asegura!_ 
se de su buen contacto con el agar. 

(6) Incubar durante un período de 18 horas (no es necesario C02 
para el crecimiento de los microorganismos a menoR de que &s­
tos ln requieran ns'Ío Para efectuar la mcdidn exacta de las 
zonas dC' inhihiciéin se utiliza una rC'~ln o cnlibrndor. Tnter 
prctnr la sensihi liclnd en ln tabla dr la 

l. El crecimiento en oleadas de Prot:ous sobre ln zona de inhibi-­
cion puede sor ip,norada. 

2
0 

La presencia de sanp,ro en el ngar neutral iza la acci15n de lns -
sulfonamidas 
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3. Las sulfonamidas efectivas no suprimen el crecimiento de una forma 
instantánea. Las áreas de disminución de crecimiento dentro de la 
zona de inhibición son descartadas en la medicion. 

3.1.3 Ventajas del procedimiento 

l. 
2. 

M~todo repetible de medicion de susceptibilidad in vitro 
Relacionado con las concentraciones posibles de alcanzar 
en los fluidos del cuerpo. 
Facil de realizar con un mínimo equipo y tiempo. 

3.1.4 Limitaciones y desventajas de las pruebas de sensibilidad 

i. No es útil para bacterias de crecimiento lento y anaero­
bias. 

2. Tiene todas las limitaciones da las pruebas in vitro: no 
toma en cuenta la actividad bajo diferentes tipos de pH, 
metabolitos corporales, presencia de enzimas, estructu-~ 
ras de obstáculos cono por ejemplo: lesion vascular, ne­
crosis, fibrosis, etc. 

3. Necesita de una estandarización rigurosa, incluyendo pru.!:_ 
bas periódicas (semanales), de control de microorganismos. 
(Staph. aureus y E. coli) 

4. Corto período de vida del (Inoculo) vertido en el medio. 
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TABLA DE INTERPRETACION DE LA ZONA DE INHIBICION POR EL 
METODO DE KIRBY - BAUER 

Agentes quimioterapéuticos Potencia del Diametro de la zona de inhibici6n 
Disco 

Bacir.racina 10 u 
Cefaloridina 30 ug 
Cef alotina 1 30 ug 
Cloranfenicol 30 ug 
Colistina 10 ug 
Er itromicina 15 ug 
Gentamicina 10 ug 
Kanamicina 30 ug 
Lincomicina 2 ug 
Meticilina 5 ug 
Nafcilina y Oxacilina 1 ug 
Acido nalidtxico 30 ug 
Neomicina 30 ug 
Novobiocina 30 ug 
Nitrofurantoina 300 ug 
Oleandomicina 15 ug 
Po limixina-B 300 u 
Estreptomicina 10 ug 
Sulfonamidas 300 ug 
Te t racicl ina 30 ug 
Vancomicina 30 ug 

Gram-negativos 10 ug 
y Enterococcus 

Staphylococcus 
y organismos 10 ug 

Ampicilina sensibles a ln 
penicilina 

llemophilus -
Stnphylococcus 10 u 

Penicilina 
G Otros microor 

10 u gnnismon 

en milímetros 

Resistente Intermedio Sensible 

8 menos 9-12 12 mb 
11 menos 12-15 16 más 
14 menos 15-17 18 más 
12 menos 13-17 18 más 
8 menos 9-10 11 más 

13 menos 14-17 18 mas 
- - 13 más 

13 menos 14-17 18 más 
9 menos 10-14 15 más 
9 menos 10-13 14 mls 

10 menos 11-12 13 mas 
13 menos 14-18 19 mas 
12 menos 13-16 17 mas 
17 menos 18-21 22 mas 
14 menos 15-16 17 mas 
11 menos 12-16 17 mas 

8 menos 9-11 12 más 
11 menos 12-14 15 mlis 
12 menos 13-16 17 mas 
14 menos 15-18 19 mas 

9 menos 10-11 12 mas 

11 o menos 12-13 14 o mas 

20 o menos 21-28 29 o mas 

- - 20 o mas 

20 o menos 21-28 29 o más 

11 o mí'nos 12-21 22 o m1is 

Ryan, J.K. Schocnknecbt, F.D. 
~irby, W.M.M. Disc, Scnsitivity 
Tcsting. Uoapital Practice. pp. 
91-100 (Fobrunry 1970) + 
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ANTIBIOTICOO PROBADOO EN VARIOO GRUPOO DE BACTERIAS 

B- a- Msc. 
Antibi6tico Staph. Strep. Strep. Enterococcus Gm.+ Entéricos 

Penicilina !/ + + ¡. + + 
Ampicilina 'J:.l + + + + 
Meticilina 3/ + + + 
Cloranfenicol l./ + + + + + + 
Tetraciclina 1/ + + + + + + 
Cefalotina 1/ + + + + + 
Edtromicina 1./ + + + + + 
Estreptomicina !/ + + + + + 
Neomfoina !/ + + + + + + 
Lincomicina 1/ + 
Kanamicina + + + + 
Vancomicina 
Gentamicina 1/ + + + 
Sulfaa 'Ji -
F11radantina !/ + + + + + 
Polimixina B 1:./ + 
Carbenicil ina 
Bacitracina 

Mayormente utilizados 

rairente utilizados 

ll Discos de rutina utilizados para organismos Gram positivos y negativos 

1:..1 Disco• de rutina adicionales incluidos para organismos Gram negativos 

1../ Discos de rutina adicionales incluidos para organismos Gram positivos 

Pseud,2 Msc. 
monas Gm.-

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ + 

+ 
+ + 

... 
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a) Estándares tentativos. 

b) Solo en infecciones del tracto urinario. 

c) No se utiliza en medios que contengan sangre. 

d) Cualquiera de los discos de sulfonamidas viables comercialmente de 250 ug 
a 300 ug pueden ser utilizados con los mismos estándares de esta tabla. 

e) Esta categoría incluye algunos organismos cano los Enterococcos que pue -
den causar infecciones sistemáticas, tratables con al tas dosis de penici• 
lina-G 
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BACTERlOLOGlA DE LOO ALIMENTOO 

Sustituto de leche, ensilado, concentrado, melaza, forraje fresco y achicalado. 

Se mencionarán una técnica cualitativa y una cuantitativa para determinar la 

presencia de contarninaci6n bacteriana en los alimentos. 

L~l técnica cualitativa servirá para determinar fundamentalmente la presencia 

de coliformes (contaminaci6n fecal) en el concentrado y el sustituto, por ser 

utilizado en la alimentaci6n de becerras menores de 35 d1as de edad en las cua-
' 

les pueden llegar a causar problemas de diarrea. 

La técnica cuantitativa proporcionará el número de colonias por ml. de alimen -

to. Aunque a este respecto no existe un dato preciso en cuanto a la cantidad 

de colonias permitidas o que se consideran que no causan problema, corno en el 

caso de la legislación para determinar si una agua es potable o no lo es. 

TOMA DE LAS MUESTRAS. 

La tana de las muestras se hará a diferentes niveles de los sacos de substitut~ 

concentrado y del ensilaje y otros, con el objeto de obtener una muestra repr~ 

sentativa. En el caso del ensilaje se tomarán aproximadamente 500 gr. de cada 

uho de los niveles (fondo, parte media y superficie), las muestras serán cole~ 

tadas en bolsas de plástico limpias. 

En el caso de sustituto y del concentrado la muestra tomada será de aproximad~ 

mente 100 gr. por nivel. Las muestras serán depositadas en frascos estériles 

o en su defecto perfectamente limpios y secos. 

ANALISIS CUANUTATIVO. 

Material, 

5 tubos de 150 x 15 con tap6n de baquelita con 9 ml cada una de soluci6n salina 

fisiol6gica o agua bidcstilada cst6rilcs por muestra, 
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1 tubo aforado a 10 ml estéril por muestra, 

Cajas de Gelosa sangre. 

Pipeta Ependróff calibrada a 0.02 ml. 

Pipetas estériles de 1 ml • 

. Cánulas para pipeta Ependroff estériles. 

Se deposita un gramo de la muestra problema en un tubo aforado a 10 ml, estéril 

aforando con agua bidestilada estéril o soluci6n salina fisiol6gica, obteniendo 

una diluci6n de
1

10-1 , a partir de este tubo se harán diluciones decuples utili-

zando los 5 tubos con 9 ml de solución salina fisiol6gica o agua bidestilada 

estéril, hasta llegar a una dilución de 10-6 , a continuaci6n se siembran medias 

cajas de ge losa sangre (una mitad para cada diluc i6n) con la pipeta Ependroff 

calibrada a 0.02 ml con cada una de las diluciones obtenidas, depositando 4 

gotas de 0.02 ml en cada media caja. Se meten a incubar durante 24 horas a 

37ºC, 

El cálculo del número total de colonias por mililitro de muestra se efectúa de 

la siguiente manera: 

Se selecciona la siembra de la diluci6n en la cual las colonias son conta­

bles con facilidad (partiendo de 10-1 a 10-6 ). Se suman el número de colo-

nias contadas en las cuatro gotas y se divide entre cuatro, con el fin de 

obtener el promedio por gota. Este promedio se multiplica por 50 para obt!t 

ner la cantidad en un mililitro y la cantidad obtenida se multiplica por la 

dilución en la cual se renliz6 el conteo, teniendo como resultado la cifra 

real del número de colonias por ml de muestra. 

Ejemplo: Después de haber sembrado las medias cajas de gelosa sangre y de 

haber incubado las cujas por 24 horas a 37ºC se observa el crecimiento obt_! 

1 2 3 4 nido y ec encuentra que en lns diluciones 10- , 10- , 10- , 10- las colo· 

niae son fácilmente contables, pero en lu dilución 10-5 si lo son, obteniendo 
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do una cuenta de 5, 3, 6, 9 en las gotas, entonces se efectuan las siguientes 

operaciones: 

Se suman las colonias obtenidas en las 4 gotas y se dividen entre 4,10 que nos 

da el promedio en 0.02 ml, para obtener la cantidad en un mililitro es necesa-

rio multiplicarlo por 50 y por la dilución en la que se efectuó el conteo, que 

en este caso es de 10 000. 

Número total de aolonias= 5+3+6+9 23 

4 
5, 75 X 50 287.5 X 10 000 = 

2,875,000.00 por ml. 6 gm. 
=====-====·=·= 

ANALISIS CUALITATIVO. 

Material. 

Tubo con la dilución 10-1 del análisis cuantitativo. 

Cajas de medio selectivo para enterobacterias (Me. Conkey, EMB, ENDO) una caja 

de cualquiera de los tres por muestra. 

Tubos de Agar Verde Brillante., una por muestra. 

Pipetas de un mililitro estériles. 

Se toma mililitro de la dilución 10-1 con una pipeta estéril y se deposita un 

en el tubo que contiene 9 rnl. de caldo selenite o caldo terationato, se incu-

ba durante 18 horas a 37° c.' (cultivo o siembra primaria), para ser resembr!_ 

do después de este tiempo en una caja de agar Verde Brillante, la cual se in-

cuba 24 hrs a 37º c. Este cultivo es para determinar fundamentalmente la pr~ 

sencia de Salmonella, por lo cual, las colonias obtenidas en este cultivo se 

trabajan en forma de cultivo tipo para llegar a determinar el género y la es-

pecie de estas. 

Para la det1~rrninnción de colí formes en general. se toma una 'anda de la muestra 

de la dilución 10-
1 y AC ~icmbra en la caja de medio selectivo para coliformes 

seleccionada, Se incuba durante 24 horas n 37ºC., deapuGR de este tiempo se -

sugiere 11 rutina indicada para la tipificnciGn de lns bacterias de acuerdo -

- J -
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una cuenta de 5, 3, 6, .9 e~ las gotas, entonces se efectúan las siguientes 

operaciones: 

Se suman las colonias obtenidas en las 4 gotas y se dividen entre 4,10 que 

nos da el promedio en 0.02 ml, para obtener la cantidad en un mililitro es 

necesario multiplicarlo por 50 y por la diluci6n en la que se efectuó el 

conteo, que en este caso es de 10,000. 

Número total de colonias = 5+3+6+9 

ANALISIS CUALITATIVO. 

Material. 

23 = 5 • ] 5 X 50 = 287 • 5 X 10, QQQ = 
4 

Tubo con la dilución 10-1 del análisis cuantitativo. 

Cajas de medio selectivo para enterobacterias (Me. Conkey, EMB, ENDO) una caja 

de cualquiera de los tres por muestra. 

Tubos de Agar Verde Brillante, una por muestra. 

Pipetas de un mililitro estériles. 

Se toma un mililitro de la dilución 10-1 con una pipeta estéril y se deposita 

en el tubo que contiene 9 ml. de caldo selenite o caldo terationato, se incu-

ba durante 18 horas a 37ºC, (cultivo o siembra primaria), para ser resembrado 

después de este tiempo en una caja de Agar Verde Brillante, la cual se incuba 

24 hs. a 37ºC. Este cultivo es para determinar fundamentalmente la presencia 

de Salmonella, por lo cual, las colonias obtenidas en este cultivo se trabajan 

en forma de cultivo tipo para llegar a determinar el género y la especie de 

éstas. 

Para la determinación de coliformes en general se toma una nsada de la muestra 

de la dilución 10~1 y ee siembra en la caja de medio selectivo para coliformes 

seleccionada. Se incuba durante 24 horas a 37°C, después de este tiempo se 

, 
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sugiere la rutina indicada para la tipificación de las bacterias de acuerdo a 

sus características de tensión utilizando para ello las tablas de referencia 

diagn6stica. 
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ANALlSlS BAGrERlOLOGlCO DEL AGUA. 

Objetivo : Revisar la potabilidad del agua, desde el punto de vista sanitario. 

Requisitos de la S,S.A, para conciderar potable el agua: 

- no contener más de 20,coliformes por litro. 
- no contener más de 200 colonias por ml. 
- estar libre de bacterias que produzcan mal olor, pigmento y licuefac-

ción de ~a gelatina. 

Se realiza un análisis cualitativo y un cuantitativo. 

El análisis cualitativo consta de 3 fases: 

a). Prueva Presuntiva. 

Material: 
5 tubos de ensaye con 10 ml. de Caldo Lactosado a concentración doble, 
con tubo de Durham. 

1 pipeta de 10 ml. ésteril 

Se inocula cada uno de los tubos de caldo lactosado a concentración doble con 

10 ml. de la muestra. 

Se incuba a 37ºc. durante 24 horas. 

Lectura: turbidez del medio y presencia de burbújas de gas en el tubo de durham 

sugieren el crecimiento de coliformes. 

No. aproximado de coliformes por litro, de acuerdo al n!mero de tubos en los -

que haya habido turbidez y producci6n de gas: 

- 1 tubo 20 coliformes/litro 

- 2 tubos 50 " " 
- 3 tubos 90 " ti 

- 4 tubos 160 " " 
- 5 tubos +160 ti " 

b). Prueba Confirmativa. 
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Material: 
Medios de cultivo diferenciales y selectivos para Enterobacterias. 
(Mac. Conkey, ENDO, EMB, Agar Verde Brillante) 

asa bacterio16gica 

Se siembra con el asa una caja de uno de los medios mencionados anteriormente l 

a partir del tubo de r.aldo lactosado de la prueba anterior, en el cual haya ha-

bido la ma.yor producción de gas. 

Se incuba la caja, de agar a 37ºC. durante 24 horas, 

Lectura: crecimiento de colonias características. Tinci6n de Gram para observa-

ción de bacilos Gram (-). Aseveración de que hay col iformas. 

c). Prueba Completa. 

Material: 
Tubo de ensaye con 10 ml. de caldo lactosado a concentración sencilla 

asa bacteriológica 

Se inocula el tubo de caldo lactosado con una colonia de las obtenidas a partir 

de la prueba confirmativa. 

Se incuba a 37ºC. durante 24 horas. 

Lectura: turbidez del medio y producción de gas. El agua presenta contaminación 

con materias fecales. 

Prueba de la Gelatina, 

Natcrial: 
1 caja de pctri éstcril 

1 pipeta do 1 ml. dtcril 

15 n 20 ml, de ge la ti.na licuada (45ºc.) 

So deposita en la caja <\ntcri 1 l ml de la muestra, se adicionan de 1511 20 ml. de 

gelatina licuada (45°C) y ne mciclll con movimientos auavcs, para formar una mez-

cln homogénon con t1l ngull. 
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Se incuba a 37ºc. durante 24 horas. 

Lectura: transcurridas las 24 horas de incubaci6n, se mete al refrigerador du­

rante 10 minutos, se retira y se determina sí solidifico. Si no hay solidific~ 

ci6n posee germenes que licuan la gelatina. 

Por medio del olfato se determina si hay mal olor. Se observa si hay producci6n 

de pigmentos (coloraciones) en la gelatina. 

Análisis Cuantitativo. 

Objetivo : determinar la cantidad de colonias por mililitro de muestra, 

Material: 
Caja de Petri ésteril 

1 pipeta de 1 ml. ésteril 

15 a 20 ml. de Agar Tripticasa Soya licuado (45ºC) 

Se deposita en la caja ésteril 1 ml. de la muestra, se adicionan de 15 a 20 ml 0 

de agar Tripticasa soya licuado y se mezcla con movimientos rotatorios suaves 

para homogenizar la muestra con el agar. 

Se incuba a 37°C durante 24 horas. 

Lectura: cuantificación de las colonias presentes en el agar. 



• 

IV. PARASITOLOGIA. 
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I N T R o D u e e I o N . 

La presentación y frecuencia de las enfermedades parasitarias varia notable -
mente de una región a otra, esto dependiendo de la importancia relativa de mu 
chos factores como son: el microclima y macroclima del medio, volúmen y altu~ 
ra de los pastos, hábitos de pastoreo, estado nutricional e irununológico del­
huésped, la presencia de vectores y/o huéspedes intermediarios, el número de 
huevecillos y larvas infectantes en el medio,( 15, 20, 37 ) 

Las parasitósis'de acuerdo a su localización en el huésped definitivo se cla­
sifican en : 

a), Parasitósis Internas o Endoparasitósis. 

En estas los parásitos se van a encontrar habitando los diferentes or­
ganos y s!stemas del huésped afectado. Ejemplo: Fasciola hepatica en hígado, 
Moniezia ~xpansa en intestino, Anaplasma marginale en sangre, etc, 

b), Parasitósis Externas o Ectoparasitósis, 

Son aquellas en las cuales los parásitos se van a localizar en la supe~ 
ficie externa del huésped, como son : la piel, pelo y tejido subcutáneo, Ej~ 
plo: garrapatas, piojos, ácaros, larvas de mosca etc. ( 7, 15, 20) 

a), PARASITOSIS INTERNAS o ENDOPARASITOSIS, 

PARASITOS SANGUINEOS, 

Las enfermedades causadas por hemoparásitos generalmente se caracterizan por­
fiebre, la cual puede ser persistente o recurrente, debilidad, adelgazamiento 
e ictericia, hemoglobinemia y/o hemoglobinuria, causando un síndrome anémico, 
Lo anterior no significa que todas las enfermedades causadas por hemoparási -
tos presenten estos signoa, sino que estos varian de acuerdo al agente causal, 
inclisive será necesario establecer un diagnóstico diferencial con otras en -
fermedades, generalmente de tipo bacteriano. 

En bovinos los hemoparásitos que se encuentran con más frecuencia en nuestro -
país son : ~a~esia ~emina, Babesi.!!_ bovis, Anaplasm..~ rnarginale y en menor i~ 
cidencia Eperythrozoon weyoni. ( 7, 20, 21, 24 ) 

Métodos para el exámcn de paní:iitos :.wnguíncos. 

La muestra debe ser tomada preferentemente de la sangre periférica que corre .. 
a través de los capilares, porque en estos existe una mayor concentración de -
células infectadas, debido a c¡uü el voltímen circulante es menor que en los v~ 
sos de tnllyor calibre, Tomando en cuenta la aclaración anterior, se hará la -­
descripción di.! un¡¡ <ll! las formas más usual.en de preparar un frotis sangu!neo­
para determinación de hcmoparúaitos, 
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Los portaobjetos deben estar limpios y desengrasados perfectamente, esto se -
logra manteniendo los portaobjetos en una solución de alcohol - éter, el éter 
en una proporción del 3% en relación con el alcohol; los portaobjetos son re­
tirados y secados al aire momentos antes de realizar el frotis. Solo se mane­
jan por los bordes. Deben usarse dos portaobjetos por preparación. 
Se rasura el borde de la oreja , se limpian las costras de mugre, polvo y re­
siduos de pelo. No debe aplicarse ningún líquido, ( 7, 24, 39) 

Se punciona el borde de la oreja con una lanceta o aguja, o se hace un peque­
no corte con las tijeras a nivel de la epidermis. Se exprime ~na gota de san­
gre y se recoge en un extremo del portaobjetos. Se coloca el otro portaobje -
tos sobre el primero formando un ángulo de 45ºa nivel de la gota de sangre -­
(ver técnica pag. 173) se deja que la sangre corra a lo largo del portaobje-
superioor y con una suave presión se desliza hacia el extremo contrario del­

portaobjetos inferior, teniendo cuidado de que la película formada sea delga­
da y transparante. ( 7, 24, 39 ) 
Una vez extendida la sangre en el portaobjetos, se seca al aire quedando lista 
para ser tenida. 

Coloración de Wright. 

Colorante de Wright en polvo 
Alcohol Metílico absoluto 

0.1 gr. 
60 ce, 

Moler el polvo del colorante con el alcohol en un mortero. Colocarlo en un 
frasco oscuro con tapón hermético y dejar en reposo durante 24 horas, filtrar 
y conservar en el frasco por espacio de una semana con el fin de que madure. 

Solución Amortiguadora. 

Fosfáto de potasio 
Fosfáto de sodio 
Agua destilada 

6.63 gr. 
3,20 gr. 

1 000 ml. 

El agua destilada sola puede ser utilizada como amortiguador. 

Técnica de tinción. 

Cubrir el frotis sanguíneo con el colorante contando las gotas. 
Evitar la evaporación (colocarlo dentro de una caja de petri ), 
Esperar 5 minutos con el fin de que actue el colorante. 
Sin escurrir el colorante, agregar una cantidad igual de solución amortigua -
dora, 
Dejar reposar ln mezcla de 7 n 15 minutos. Sobre la superficie aparecerá una -
nata de color bronceado, 
Lavar con agua corriente ( sin escurrir el colorante ) por 30 segundos m!nim~ 
Colocarla sobre uno de sus extremos en papel secante. 
Se observa al microscopio con el objetivo de inmersión, ( 6, 7, 24, 39 

Coloración de Giemsa, 

Debida nlno dificultades que se llegan a encontrar en ou preparación, se roe~ 
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mienda la adquisición de la solución de Giemsa ya preparada en forma comercial. 
(Productos Sigma, Merck, y Reactivos Monterrey).l. 

Técnica de Tinción. 

Se fijan las extensiones de sangre en alcohol metílico absoluto durante 3 a 5 
minutos, Se deja secar. 
Se llena un frasco de Coplin con la solución colorante de Giemsa, preparada -
con una gota de colorante por cada mililitro de agua destilada neutra. El fr~ 
co debe tener suficiente colorante para cubrir completamente el portaobjetos. 
La preparación fijada y seca se deja en el colorante durante 30 minutos. 
Se retira del frasco y se lava con agua destilada neutra y se deja que se se­
que al aire. 
Se observa con el objetivo de inmersión. (6, 7, 24; 39 ) 

Método de la Gota Gruesa. 

Este método se usa pa investigar pequeilas cantidades de parásitos sanguíneos -
y garnulocitos eosinófilos, se pueden examinar simultaneamente varias capas d! 
sangre con este método. 
Se toman una o dos gotas de sangre. 
Se extienden las gotas en una depresión del tamailo de 5 cm. en un portaobje -
tos. 
Secar al aire varias horas o en estufa de cultivo ( 37ºC. ), sin fijar ni fol."­
zar la desecación soplando, por calor directo o rayos del sol. 
Adicionar gota a gota agua destilada dejandola hasta que la mancha se ponga -
de aspecto turbio lechoso ( 3 a 5 minutos), después de esto solo se ven los­
globulos blancos y algunos parásitos, de los globulos rojos se ve el estroma. 
Se tira el agua coloreada de rojo ( sin lavar ) y se deja que seque sola la -
preparación. 
Se tine por el método de Giemsa. 
La. tinción estará bien hecha si el centro se tiilc de azul y los margenes vio­
leta, 

Esta tinción sirve para la identificación de Plasmodium, y la observación de­
filarias ( 30 ) , 

!/ Estos productos se pueden encontrar en las diferentes casas distribuidoras 
de lllllterial y equipo para lulwratori.o. 
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BABESIA. 
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Especies bovinas de Babesia en eritrocitos. 

A, B, C, D. Babesia bigemina 

E, F, G, 

H, t. Bavesi~ dlvergens 

( , ... 
. , I\ 

e' 

... 
( . 

1 

Lovine D. Norman, 
Protoaoan ParHites of Domes • 
tic Animals and oí Man. 
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EXAMEN MACROSCOPICO DEI.AS HECES. 

Consiste en hacer un análisis a simple vista del contenido de la materia fecal 
con el propósito de identificar o detectar la presencia de parásitos adultos. 
También dentro de este exámen se tomaran en cuenta color, olor, consistencia­
y contenidos extraños. 

Método. 

Consiste en desmenuzar perfectamente la materia fecal sobre una charola de 
fondo oscuro, con el fin de que contrasten los vermes que pudieran estar pre­
sentes. Si la materia fecal se encuentra muy compacta se podrá adicionar una -
pequeña cantidad de agua, con el fin de suavizarla y lograr un mayor esparci -
miento de las heces. ( 7, 30, 39) 

EXAMEN MICROSCOPICO DE IAS HECES. 

Existen diferentes técnicas microscópicas para la observación de huevecillos 
de diversos parásitos, de diferentes clasificaciones como son: Nemátodos, He! 
mintos, Tremátodos y algunos protozoarios. 

Técnicas Cualitativas, 

Una de las técnicas más rápidas y sencillas consiste en colocar una cantidad­
pequeña de heces, del tamaño de un grano de trigo, en un portaobjetos, se a -
gregan dos gotas de agua, se mezclan y se quitan los fragmentos gruesos de ~ 
terial vegetal y se coloca un cubreobjetos, procurando que la preparación qu~ 
de transparente. 
Este método tiene el inconveniente de que por ser tan pequeña la cantidad de­
heces se puede obtener un resultado parcial. ( 6, 7, 24, 39) 

Técnica de la solución saturada de azucaro glucosa. 

Se toma un gramo de heces y se coloca en un vaso de precipitados. Agregar a -
gua tibia hasta obtener una mezcla homogénea; se filtra en un sedazo o colade­
ra de malla fina. 
Se llena 1/3 de un tubo de centrífuga con las heces diluidas; agregar las 2/3 
partes restantes del tubo con la soluci6n saturada de azucaro de glucosa. 
Centrifugar a 1 500 r.p.m. durante 3 minutos, 
Dejar que repose <le J a 5 minutos. Tom .. -ir con un gotero o 11gitador de vidrio, -
de la parte superficial del l(quidn <fol tubo, colocar unan gota11 en un porta­
objetos y aplicar un cubre. 
Se ob11arva ln prepar•tción L\l microucopio con el objetivo 110 X. (ú, 7, JO, 39) 

T6cnicaa Cuantitativas. 

Método dl! Stoll. 

Sci pe uan 4 gramos de hcc e A y uc e o loen n en un mLl t ra z que tenga una mLl.rca de • 
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60 e.e.; se agrega una solución 0.1 N de NaOH, hasta la marca, se introducen­
algunas pequefl.as perlas de vidrio, se tapa el recipiente y se agita el conte -
nido hasta que la materia fecal quede homogenizada. 
Se toman 0.15 e.e. de la suspención con una pipeta y se llevan a un portaobje­
tos, se cierra con un cubreobjetos y se cuentan los huevos en esta porción de 
la muestra, el nímero total se multiplica por 100 para obtener el número de -
huevos por gramo de heces. (7, 24, 30, 39) 

Método de Me. Master. 

Para realizar esta tecnica se debe de contar con un recipiente de vidrio o 
plástico con tapa (generalmente cilíndrico), que contenga una marca al nivel -
de 42 ml., y otra en el nivel de 45 ml. 
Se coloca solución saturada de glucosa o cloruro de sodio en el recipiente 
hasta la marca de 42 ml. 
Se pesan 3 gramos de heces y se colocan en el mismo recipiente, se agregan -
unas perlas de vidrio y se agita con el fin de homogenizar la muestra. 
Irunediatamente tomar con un gotero muestrasde diferent~s profundidades y co­
locarlos en los dos cuadros de la cámara de Me. Master • Contar todos los huc 
vos y quistes de los dos cuadrantes de la cámara. Para obtener el número de ~ 
huevos por gramo, se multiplica la cantidad de huevecillos obtenidos en el -­
conteo por 100. 

Este método solo será Útil cuando en número de huevos en la materia fecal sea 
mayor a 100 huevos por gramo. ( 7, 24, 30, 39 ) 

Técnicas para detenninación de Fasciola hepat1~· 

Los métodos más usados son los de flotación y sedimentación, además existen -
otras pruebas como las serológicas, irununológicas y fluorescentes. Entre es -
tas se pueden mencionar: 

Prueba de precipitación en gel, en sus diferentes variedades, la de Oudin 
Oakley-Fulthorpe y la de Ouchterlony. ( 10 ) 
Prueba de anticuerpos fluorescentes, que puede ser directa o indirecta. ( 10) 
Prueba de intradermo reacción. ( 10, 18 ) 

Prueba de sedimentación cualitativa. 

Se toman dos gramos de heces y se disuelven en 40 e.e, de agua tibia, se ha -
cen pasar a través de un sednzo de 0.1 a 0,3 mm. en la malla; se dan tres la 
vados a la muestra y se observa en caja de petri al microscopio estereoscópi: 
co. ( 6, 7. 10, 39 ) 

11 1.a cámara de Me. Master consta de un portaobjetos y un cubreobjetos, unid~ 
formando dos cá!llllrao de un centímetro cuadrado cada una, cotas áreas es tan 
mat'cadas con una cuadricula. La profundidad de la cámara es de 1.5 mm. 
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e o e e I D I A s E N B o V I N o s . 

A B e D 
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A. Eimeri~ subsphcrica, B. ~la ~..!!.. C. Eimcrll! ellipsoldalis, D, Eimeria 
cylindrica, E. Eimeria alahamensis, F. Elmcria bukidnonens.!,i;_, G. Eimcria ~!!.. 
11. Umcria canadlcnsis, l. Elmeria auburncsi~, J. Isospora Jll?.· 

Lev in e D. No rman 
Protozoan Parasitce of Domes -
tic Animala and of Man. 
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Sedimentación y Flotación Cuantitativas. 

Técnica de Sewell. 

Se coloca 1 gr. de heces en agua suficiente para llenar un tubo de centrífuga; 
se centrifuga a baja velocidad y se tira el sobrenadante, el sedi~ento se re-­
suspende con una solución saturada de cloruro de sodio, se vuelve a centrifu-­
gar Y se tira el sobrenadante, se suspende nuevamente el sedimento en una so-­
lución de sulfato de zinc con densidad de 1.30 a 1.35, se llena perfectamente­
el tubo y se coloca un papel de celulosa, se centrifuga a 1 500 r.p.m. durante 
3 minutos, se retira el papel, se coloca sobre un portaobjetos y se observa al 
microscopio. 

Esta técnica tiene una efectividad del 82 %. ( 18 ) 

Larvas de Nemátodos. 

Método de Bermann. 

Las heces se depositan en un embudo de vidrio de tamano mediano, en cuyo inte­
rior hay una coladera de malla fina o una bolsa de gasa. El embudo adaptado p~ 
ra este fin se llena con agua destilada o solución salina fisiológica a 20-25° 
C., de manera que la masa de heces se cubra en la mitad de su altura. El extr~ 
mo del embudo termina en un tubo de goma, cuyo diámetro se regula con un~s pi~ 
?as metálicas. Las larvas se reunen al cabo de 3 a 6 horas ( en ocaciones pre­
cisan de 12 a 24 horas), en el agua que se encuentra en el tubo de goma por -
encima de la pin?a metálica; abriendo esta llave se depositan 2 O 3 got~s en -
un vidrio de reloj o caja de petri y se observa al microscopio 

Una modificación que se puede reali1ar, es colectar el agua ~ue se encuentra -
por encima de la pinza metálica en un tubo de centrifuga, se centrifuga a baja 
velocidad de 1 a 2 minutos, se decanta el sobrenadante, se toma una got~ del -
sedimento con una pipeta Pasteur, se coloca entre un porta y un cubre y se ob­
serva al microscopio. ( 6, 7, 39) 

CULTIVO DE LARVAS. 

Técnica de Komilla. 

Las heces con huevos o larvas de nemátodos que se desean cultival· se me!lclan -
con un 10 7. de su volumén de carbón vegetal o animal en polvo. 
Se hace una mezcla pastosn ( sl las heces catan 11uy secos 110 adiciona una pe­
quena cantidad de agua destilada). 
La mezcala se coloca sobre un disco de barro previamente humedecido, 
Se coloca el disco con las heces en el centro de una caja de petri de 2 cm. de 
profundidad y 10 cm. de diámetro. 
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Se adiciona una pequeña cantidad de agua en la caja de petri, con el fin de -­
mantener húmedo el medio de cultivo. 
Se coloca la caja de petri en cámara húmeda, se incuba a temperatura ambiente­
º bien en estufa a 25 - 30°C. 

Las larvas al nacer emigran hacia el agua periférica, de donde .pueden ser to-­
madas con una pipeta Pasteur. 

. . 
Para su observación, el material pipeteado se coloca en un vÍ.drÍ.o de reloj y -
se observa al microscopio estereoscópico. ( 6, 7, 39 

Técnica de Lammíer. 

En un vaso de plástico se colocan aproximadamente 5 grs. de heces con dos cu -
che.radas de serrón ésteril. 
Se mezclan· perfectamen.t·e ( se puede agregar agua destilada si la consistencia­
de las heces es dura),: procurando que la mezcla quede de consistencia pastosa. 
El vaso se coloca en una charola de plástico de unos 20 o 25 cms. de alto, a -
la que se pone agua hasta cubrir perfectamente el fondo de ésta, la cual se t!, 
pa con una placa de vidrio, se coloca en la estufa de cultivo a 27ºC. 
Durante 10 a 12 d!as los cultivos se deben mover diariamente para ver que no -
les falte húmedad y a la vez para que se oxigenen, ya que para el desarrollo ~ 

de la tercera larva es necesario que el cultivo tenga húmedad, temperatura y -
oxigeno. 

En este medio de cultivo se usa serrín ésteril para evitar el desarrollo de -­
gusanos de vida libre que se pudieran hallar en él, además porque absorbe hú -
medad y conserva la temperatura, as{ como por su testura permite la penetra 
ción de ox{geno hasta el fondo del vaso. Se deja el cultivo el tiempo señala -
do para que alcancen todas las larvas su tercer estado o puedan eclosionar las 
que alcanzan este estado dentro del huevo. ( 10 ) 

b). PARASlTOSlS EXTERNAS o ECTOPARASlTOSlS. 

como ya se menciono anteriormente estas se van a localizar principalmente en -
el pelo, piel y tejido subcutáneo. Estos problemas estan causados generalmente 
por los artrópodos que a continuación se mencionan: 

Acaros. 
En los bovinos se pueden encontrar cuatro géncro!l difrrcntcs de iicnros: PRorop 
t.e.S ,ChodopteR, §..f!!.CQP~. y IJt~rnodex ( lnminn par,. 147). 
cuando se sospecha de una purnsit6A is causada por ácaros, se procede R tomar -
una muestra de ll\ l'icl, a través de un rn!lpado con una ho.)n <le bi.stur{ con gl!. 
cerina o aceite mineral, este raspado debe ser profundo, hnsta que brote san -
grc, se dcpoai.tn en unn lnminilln y ~e ohricr.vn directamente, o se procede n P2. 
ner las costras en unn soluci6n de h{droxido de sodio o de potasiJ al 2 % para 
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HUEVECILLOS DE PARASITOS GASTROENTERICOS EN BOVINOS. 

-
E S T R O N G I L I D O T R I C O S T R O N G I L O 

S T R O N G I L O I D E S 

Nematodirus 

Moniezia sp. 

Fasciola hepatica 

Trichut'is sp. 

Pa nmph i tomum 

NO'U\. Para conocer el g6nero y especie de los parásitos gastroentericoa, 
ser6 necesario realizar el cultivo de larvas ( pag. 143 ) 

Coffin D. L. 
Lab. Cl1nico en M6di • 
cina Veterinaria 
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desquitinizarlos. Se observan al microscopio con el objetivo panorámico o el -
seco débil. ( 6, 7, 24, 39 ) 

Garrapatas. 
Son distinguibles fácilmente en el animal cuando se encuentran en la superfi -
cie ( el género Otubius se encuentra en la cara interna del. pabellón de la ore 
ja). Su colección se puede realizar por medio de unas pinzas· de 'di'sección o _-:_ 
por' acción digital, procurando que al desprenderlas las piezas buc.ales no que­
den en la piel. Se colocan en un frasco con un papel filtro impregnado en so -
lución salina para conservar la húmedad. ( lamina pag. 148) ( 6, 7, 24, 39 }_ 

Piojos. 
Muchas especies de piojos y sus huevecillos son lo suficientemente volumino -­
sos para ser observados a simple vista, aunque una lupa puede ayudar a su de~­
cubrimiento. Los piojos pueden observarse al microscopio con varios aumentos;­
montados en agua, glicerina, aceite o un agente clarificador como el indicado -
para ácaros ( lamina pag. 149 ) . ( 6, 7, 24, 39 ) 

Larvas de moscas. 
La mayor parte de estas larvas se encuentran en casos de miasis. Estas se ob -
tienen directamente de las heridas, se colocan en solución salina y se llevan -
con el Entomólogo para realizar la identificación; otros tipos de larvas se -­
pueden encontrar formando nódulos en el tejido subcutáneo ( '!:!.YE.!2.d~ ~ ) , 
en este caso es necesario realizar la disección de los nódulos para obtener las 
larvas. 
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A~AROO CA!.SAJ.~·J.·w DE LA SARNA EN LOS BOVINOS, 
( vistas ventrales de las hembras ) 

2. 

3. 

4, 

l. Psoroptes communis 

Se hallan en la cola y ubre de la vaca. 
Se localizan superficialmente wn la piel,vi­
viendo en los surcos formados por su activi­
dad en el huésped. 
Es el mayor de los Acaros cauaantes de sarna 
encontrado en mam1feros.Presenta succionado­
res tarsales, originado• en ped1ct1los segmen 
tados. 
Su cuerpo mide de 300 a 600 micras, 

2. ~horioptes ~· 

e encuentra en la pata y base de la cola 
del ,;anado vacuno. 

a localizaci6n de esLe parisito en la piel 
ea semejante a Psoroptes • 
. 111 elementos de succi6n se encuentran en 
ped1culos cortos no segmentados • 
. caro de mediano tamafto, mide de 180 a 400 

micra&, 

3,Sarcoptes scabiei 

le halla casi en la totalidad de los mam1f~ 
roa, 
Habita en las ;:onas del cuerpo con e•caso pe 
lo, en lu capas profundas de la piel donde­
la hembra ahre sus túneles , 
Lo• •nccionadores tarsales se encuentran en 
el primero ,. segundo pares de patas de la hem 
bra , y en el primero, segundo y cuarto parei 
del macho, 
.!ide de 150 a 100 micras de lonuitud, 

4, Demode~ -~ 

Se p11ede enco11trar en al.Jscesos cut&neos y der 
matiLi& eacamosa del ganado vacuno ocauanndo 
la •arna demod~ctica. 
,;t~ localiza profundamente en los fol1culoe pi• 
loaoa y gllndulas seblceas, 
'J'iene forma de f\u&ano con patas apenas e•hoza­
dae, Mide de 200 a 300 micras de longitud, 

Co[fin ll,l.. Lah, Cltnico en t!cd. Vct. 
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VISTA VENTRAL DE LAS GARRAPATAS MAS COMUNES EN EL GANADO VACUNO. 

Boophilus Ixodes 

Rh,ipicephalus Domacontor 
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P I O J O S D E B O V I N O • 

Selenoptes capillatus, 

Hematopinus eurysternus. 

Damali.na ~· Linognatue vituli. 



V. SEROLOGIA • 
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1. PRUEBAS DE AGLUTINA.CION PARA DETERMINACION DE BRUCELOS IS. 

INTRODUCCION. 

Las pruebas serológicas son de fundamental importancia en la determinación 
de algunas enfermedades infecciosas, tal es el caso de la bruc¿lo~is. Son 
ampliamente conocidas las pruebas de seroaglutinación ·empleadas por los 
programas de control y erradicación de esta enfermedad, las cuales tienen 
algunas limitaciones como son: dificultad para detectar la enfermedad en 
el periodo de incubación. 

En estados crónicos de la enfermedad, los títulos de anticuerpos, frecuen­
temente son irregulares. ya que caen a niveles bajos y fluctúan durante un 
periodo de tiempo. 

Particularmente en brucelosis, se presenta .la dificultad para distinguir 
anticuerpos producidos por la infección natural de aquellos anticuerpos 
producidos por reciente vacunación. 

As1 tenemos que las pruebas serológicas más utilizadas en ·e1 diagnóstico 
de brucelosis son las siguientes: 

l. Prueba de aglutinación lenta en tubo. 

Presenta limitaciones como son la de no poder diferenciar anticuerpos vac~ 
nales (Cepa 19) de aquellos producidos por la infección natural, tampoco 
permite detectar anticuerpos de infecciones recientes o estados de cronici 
dad, en ocasiones de reacciones cruzadas con anticuerpos de otros microor­
ganismos, tales como: Yersinia enterocolitica serotipo IX • 

• 2 Prueba de fijación de complemento, 

Es más exacta y sensible, detecta anticuerpos producidos por la vacuna 
Cepa 19 hasta seis meses después de la vacunación, en estados de infección 
crónica los anticuerpos persisten durante mucho tiempo. La ccxnbinación de 
estas dos pruebas no permite una identificación más eficiente de los anim.!! 
les infectados • 

• 3 Prueba del antígeno acidificado tamponado, 

Esta prueba recibe diferentes nombres, tales como: 11Buffered Brucella 
Antigen 11 : "Rose llengal l'late Test"; L' Epreuve a L' Antigene Tamponne y en 
México se conoce con el nombre inadecuado de Prueba de la Tnrjeta o "Card 
Test". 

Esta prueba tuvo su origen en In pruebo do ln plncu con Antígeno AcidificA 
do, inlroducid<I por Ro1rn y Rocpke (1957) que consistia en una mezcla del 
antígeno de plncn con tres diferentes ficidoa: ácido ac6tico glacial caneen 
trado, ácido láctico conccntrndo y ácidc> tnrtl\rico al 60%, el pll bajo (3.6) 
de este nntlgono no crn estable y tenin que ser preparado dinrinmontc. 
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Estos autores observaron que con ese pH se destru1a la actividad de las 
aglutininas no especificas (IgM), dejando sin afectar las especificas (IgG). 
Por lo tanto se concluyó que esta prueba es de gran valor como prueba com­
plementaria para determinar solo aglutininas especificas (IgG). 

En 1967 Pietz D.E. y Schilf, E.A., desarrollaron el antígeno acidificado 
tamponado estable que consiste en una suspensi6n de Brucella abortus Cepa 
1119-3 en una concentración de 8% bufferada a un pH de 3.65 = 0.05 y teñi­
da con Rosa de Bengala. 

Metcrial. 

- Suero problema, 

- Ant1geno de tarjeta (I.N.I.P.) 

- Placa de vidrio de fondo blanco. 

- Pipetas de Bang. 

- o pipetas automáticas (Eppendroff). 

- o pipetas de 1 ml calibradas en centécimas. 

- Palillos. 

Método. 

Sacar los sueros problema, sueros control y ant1geno del refrigerador y de­
jarlos a temperatura ambiente durante 1/2 - 1 hora antes de realizar la 
prueba. 

Depositar 0.03 ml del suero problema sobre la placa de vidrio. 

Depositar una gota de 0.03 ml del antígeno acidificado tamponado a un lado 
de la gota de suero (no dentro de ella). 

Mezclar perfectamente el antígeno con el suero utilizando para cada muestra 
el extremo de un aplicador de madera o un palillo. 

Después de mezclarlo, se imprime al soporte un ligero movimiento de vaivén 
o bien utilizando un aparato mezclador, durante 4 minutos. 

Pasados los 4 minutos so procede de inmediato a efectuar la lectura. 

Kcnuttadon. 

(•) No aglutlnnci6n. 

(+} Cualquier grndo de nglutinaci6n. 



- 152 -

l. Equipo y reactivos para prueba de aglutinación lenta en tubo. 

Antígeno Brucella abortus cepa 1119-3 para prueba en tubo 
(I.N.I.P.) 

Tubos de vidrio Pyrex de 13 X 100 nun 

Gradilla para tubos 13 X 100 mm con capacidad para 24 tubos 

Pipetas de Bang O. 2 ml, para el método .de dilución decimal 

Pipetas serológicas de 2.0 y 0.2 ml graduadas en décimas p~ 
~a el método de dilución múltiple 

Jeringa automática de 2.0 ml 

Estufa incubadora 37.5ºC 

Lámpara de luz fluorescente con fondo negro 

Pipetas automáticas de 2.0 m1 

Dilución del antígeno para la prueba en tubo. 

El ant1geno ha sido estandarizado parn poseer una concentración celu 
lar equivalente al 4.5%, para realizar la prueba es necesario diluir 
el ant1geno a una concentración celular equivalente a 0.045%. 

La dilución deberi realizarse cuando menos 12 horas antes de utili -
zarse y conservarse en refrigeración. 

Dilución del antígeno. 

El antígeno deber& diluirse con una solución salina fenolada 
al 0.5%, la cual deber& prepararse de la siguiente ~anera: 

Cloruro de sodio 
Fenal 
Agua destilada 

Proporciones: 

25.5 g 
15.0 A 
3000 ml 

Antí~eno para la prueba en tubo estandarizado 30.0 ml 
Solución salina fenolad¡\ 2 970 rnl 

Procl•d im í l'llt o~; 

a) ~této<lo de di l 111· i Í>11 del' im:tl. 

Pnra <'adn m1wi;trn d1•lwrñn utili:-;arse 5 tuhos que.• correspon, 
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den a las diluciones 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400. 

Antes de realizar la prueba sacar el suero y el antígeno 
del refrigerador y exponer a temperatura ambiente de 30 
a 60 minutos. 

Identificación de los tubos, generalmente se identifica 
solo el primer tubo de la serie de cinco, pero se habra 
de tenér cuidado de no revolver estos tubos con las se­
ries de otras muestras que se estén trabajando a la vez. 

En el primer tubo se depositan 0.08 ml de suero, en el se 
' gundo 0.04 ml, en el tercero 0.02 ml, en el cuarto 0.01 

ml, en el quinto 0.005 ml. 

Con una jeringa automática se depositan 2.0 ml del antíg~ 
no diluido dentro de cada tubo que contiene el suero pro­
blema. 

Los tubos son agitados durante 30 segundos para lograr 
la homogenizacion de las muestras. 

Incubar los tubos a 37.5°C durante 48 horas y leer la reac 
ción. 

b) Método de dilución múltiple. 

Sacar el suero y el antígeno del refrigerador de 30 a 60 
minu~os antes de efectuar la prueba. 

Identificación de los tubos. 

Con la pipeta serologica de 0.2 ml se obtiene el suero pro 
blema y se depositan en el fondo del primer tubo 0.16 ml,­
a esto se adicionan 4.0 rnl de antígeno diluido. 

En los tubos siguientes colocar exclusivamente 2.0 ml de 
antígeno diluido . Con una pipeta automática con capaci­
dad de 2.0 ml, se traslada sucesivamente 2.0 ml del prim~ 
ro al quinto tubo, 

Diluciones obtenidas: 1 
1 : 400. 

25, l 50, l 100, l 200, 

Se incuba n 37, SºG durante 1.s horas. Hacer ln lectura. 

e) M~todo alterno de <liluci5n mGltiplc. 

Para efectuar esta prueba se utilizar& el antígeno de 
Brucelln nbortus cepn 1119-3 utilizando una concentrnci6n 
de doble conccntrnci6n, la cunl se prepara de la siguien­
te manera: 

• 
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Cloruro de sodio 
Fenol 
Agua destilada 

12.25 g 
7.50 g 

1 500 ml 

Se ·utilizarán 5 o más tubos por cada rnt.e stra. 

Sacar el antigeno y el suero del refrigerador de 30 a 60 
minutos antes de realizar la prueba. 

Identificaci6n de los tubos. 

Con una pipeta serol6gica de 0,2 ml. se obtiene el suero 
problema. En el fondo del primer tubo de 1 a serie se dep~ 
sitan 0.16 ml del suero problema, 

Con una jeringa o pipeta automática se depositan en el pr! 
mer tubo 2.0 ml de solución salina fenolada al 0.5% 

Con una pipeta serol6gica de 1.0 ml se deposita 1 ml de 
solución salina fenolada al 5%. 

Con una pipeta serol6gica de un mililitro se mezcla perfec 
tamente el contenido del 22 tubo y se traslada un milili-­
tro al tercero y as1 sucesivamente. El mililitro restante 
del último tubo se tira. 

Con una pipeta o jeringa automática se coloca un mililitro 
de ant!geno a concentración doble en cada uno de los tubos. 

Se incuban a 37.5ºC durante 48 horas. 

Resultados. 

Para observación de la lectura de la prueba, deberá utilizarse luz 
fluorescente indirecta con fondo negro. La utilización de otro 
tipo de luz reduce la capacidad de observación de los resultados. 
Antes de realizar la lectura agitar para observar los grumos en 
suspensión. 

Reacci6n positiva. 

Los tubos se observan claros antes de ser agitados. Los 
grwnos en suspensión no se disuelven al agitar. 

Reacción incompleta. 

Parcialmente clnru, nl agitarse se observan ¡,>rtm10A que no 
so disuelven. 
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Reacción negativa. 

Es turbia y al agitar no se encuentran grumos en suspen­
sión. 

NOTA: La muestra de sangre para realizar cualquier estudio in 
munologico referente a Brucella, se tomara 15 días después de­
r¡ue el animal haya sufrido el aborto, y se har~n muestreos pos 
teriores con una periodicidad de 30 días en animales sospeclo::­
sos, de resultar estos positivos en el segundo muestreo se eli 
minan. 

Prueba rápida en placa (Huddlesson). 

Es la mas utilizada, pero es inespecíf ica ya que al igual que la pru~ 
ba lenta en tubo no elimina anticuerpos vacunales. En esta prueba la 
cantidad de antígeno es constante y el suero es el que se diluye. 

Material 

Suero problema 

Antígeno (I.N.I.P.) 

Placa de vidrio 

Pipetas de 0.2 ml 

o pipetas de 1 ml graduadas en centécimas 

Aplicado res 

Fuente de luz indirecta (aglutinoscopio). 

Método 

Colocar con ln pipeta de 0.2 ml sobre la placa de vidrio las 
siguientes cantidades de suero: .OB, .04, .02, .01, .005 (las 
cuales corresponden a las siguientes diluciones: 1:25, 1:50, 
1:100, 1:200 y 1:400 respectivamente). 

Agregnr una ROta de nnt!geno (I.N.I.P.) de .03 ml. 

Mezclnr las e.Ion gotnfl con 1111 nplicndor, empezando por ln dilu­
ción menor (e.Ir .005 n .08), una vez efectuado esto se imprimi­
r&n n ln plncn ligeros movimientos de rotación hacia el lndo 
derecho y hncin el ln<lo izquierdo, cuidando que éstos sean en 
igual número. 

Se dejo repoaar la prueba durante 5 minutos, después de lo 
cunl se hnrí1 ln primera lcct11rn pnrn V(~r como van evoluciona,!! 
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do las aglutinaciones. La placa se volverá a rotar en forma. 
semejante a la inicial y se dejará reposar 3 minutos m~s; 

Pasado este lapso se hará la lectura por medio de la fuente 
de luz indirecta. 

1.8.3 Resultados!/ 

BOVINOS NO VACUNADOS O VACUNADOS A UNA EDAD HAYOR Df. 8 MESES 

1/25 1/50 1/100 1/200 INTERPRETACION 

Negativo 
I Negativo 
+ ·Negativo 
+ I Negativo 
+ + Sospechoso 
+ + I Sospechoso 

·+ + + Positivo 
+ + + I Positivo 

BOVINOS DE 30 MESES O MAS VACUNADOS A LA EDAD DE 4 - 8 MESES 

1/25 1/50 1/100 1/200 INTERPRETACION 

Negativo 
I Negativo 
+ Negativo 
+ I Negativo 
+ + Negativo 
+ + I Sospechoso 
+ + + Sospechoso 
+ + + I Sospechoso 
+ + + + Positivo 

l/'"CCntro Pnnnmcricuno do Zoo nos ifl, Técnica de Scro-Ag lut innc ión 
- OrguniznciGn Pnnnmcricnnn de Salud, OMS. 



- 157 -

2, PRUEBAS DE AGLUTINACION PARA DETERMINACION DE LEPTOSPIROSIS. 

IntroduccH>n. 

La leptospirosis es una enfermedad causada por gérmenes del género 
Leptospira, que afecta a numerosas especies animales y al hombre. 

En México los primeros casos de Leptospirosis fueron señalados por 
Gaste1um y Castañeda en 1928, aislaron leptospiras en Rattus norver­
gicus en Veracruz; según Varela y Roch. En 1930 en una exploración 
serologica, Varela y Vazquez encontraron sueros positivos. La mayo­
ría de estos estudios serologicos se llevaron a cabo utilizando so­
lo tres antígenos, .!:.· icterohemorragica, _h. pomona y ~ canícola; 
M~ndez (1963) utilizo 980 sueros de bovinos y con antígenos de 
h· pomona no observti reacciones positivos. Muria ( 1965) obtuvo resuJ.:. 
tados similares; Kcken (1967) en un estudio de 574 sueros de bovi -
nos encontró el 19.8% de sueros positivos a.!:.· hardjo, el 24% a 
1_.hyos, el 19% a.!:.• icterohemrragica y el 16% en otros serotipos; 
Rodriguez (1969) present6 resultados similares utilizando 160 sue­
ros de bovinos con historia Je abortos, el 20% resulto positivo y 
en orden de import1Ecia fueron: .!:.· wolff ii, .!:.• javanica, h· medanen­
sis, L. pomona, .!:.· hardjo, _h. hebdornadis, .!!_. hyos, h· batavie, 
h· ba1lum, h· icterohemorragiai ~ y .!!_, .!!_. camcola, h· gryphotyphosa 
y L, borincana; en estudio de rutina diagnostica Ortega y Gonzfilez 
(1972) han obtenido resultados similares, 

En México sólo existe un biológico para la prevenci5n de Leptospira 
y éste es el preparado con .!:.· pornona, serotipo que según los estu -
dios realizados por Dikken (1967) no es tan importante como _h. ~­
ffii, _!:. serjoe, y _h. hardjo en bovinos de México. 

Técnica. 

Leptospirosis, prueba de A~lutinacion-lisis. 

La prueba se puede realizar con suero u orinn del animal sos­
pechoso. Antes de efectuar la prueba se debe comprobar la 
viabilidad del antígeno vivo (Leptospirn), en el medio de 
Stunrt, su densidnd y ausencia de nutonglutinnci&n. 

n) Diluir el suero o la orina 1:20 

b) Util iznndn una pl;1ca para rnicrPt ítulo <ll' fondo pl11no 
ngregnr une. gotn Je i>nlución Billinn con unn piprt;1 c.1libr!!_ 
<ln .1 ().025 por gota a enda 11nn d~· la~~ cavidadeH ( l 1 en to 
tnl). 

e) Agregar 2 gotnR de ln tnLH'!lt. rn diluída 1: 20 11 la prim~ 
rn cavidad. 
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d) Comprobar· la eficacia de las asas de dilucion antes 
y después de la prueba. 

e) Utilizando las asas para microdilución calibradas ~ 
0.025, hacer diluciones en forma seriada de 1:40 hasta 
1:960. 

f) Agregar una gota del antígeno de Leptospira con un 
gotero calibrado a 0.025 a cada cavidad, de la segun.da a 
la doceava. 

g) Incubar a 37°C durante 1/2 hora. 

h) Controles positivos y negativos deben de ser inclui­
dos siempre en la prueba. 

Resultado. 

La lectura se puede hacer mejor en gota en portaobjetos con 
el microscopio de cari1po oscuro con el objetivo del seco fuer­
te y sin cubreobjetos, lo ideal es utilizar la misma caja de 
plástico de dilucion que por su fondo plano nos facilita el 
manejo y observación de todas las diluciones. 

Positivo, 

Aglutinacion de las leptsopiras, siendo el punto "N" la 
dilución máxima en la cual se observa aglutinación en 
una proporción de la mitad de las Leptospiras que se ob­
servan en el control. 

Negativo. 

No existe aglutinacion y se observan las Leptospiras li­
bres en el medio, 

Material. 

a) Placas para microtítulo dP.sechables con 96 cavidades 
Lab. Limbo Chemical Co. U.S.A. 

b) Asas de dilución para microtítulo, Cooke Engineering 
Company, Alexandria, Virginia. 

e) Antíp,enoii vivos a utili~ar l'n t•l laborntorío. 

NOTA: Los tipos de antígeno dcpcn<ler5n de la especie y 
eerotipo que se presente con mayor frecuencia en el &rea 
dü trabajo. 
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Serotipos com6nmente utilizados en los laboratorios 

- 1• canicola 

- 1• icterohemorrhagiae 

- 1• pomona 

- 1· bard1o 

- 1• grippotyphosa 
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NIVELES SERICOS DE Ig. (Método da turbidez del ZnS04 ) 

Generalidades. 

Se muestrearán becerras entre el 22 y 3er. dia de nacidas~. tomándose 
una muestra de sangre de 7 ml aproximadamente por punción en la vena 
yugular, con aguja calibre 18. La sangre será colectada en tubo de 
ensaye 100 x 60, estéril, sin anticoagulante. 

Material. 

- Muestra de sangre da 7 ml aprox. sin anticoagulante 

- Pipetm de 10 ml 10: l 

- Pipetas de 1 ml 1:10 

- Tubos de ensaye 150 x 60 

- Soluci6n de znso4 (0.208 g de znso4 para l 000 ml de agua 
bidestilada) 

- Espectrofet6metro (500) 

- Centrifuga 

Método. 

Se retira el coágulo formado an la muestra y se centrifuga a 1 500 
r.p.m. durante 5 minutos. 

Se procede a colocar 6 ml de solución Znso4 en un tubo de ensaye 
de 150 x 60 y en otro tubo igual se colocan 6 ml de agua bidestila 
da (tubo ajustador). 

A cada uno de los tubos mencionados, se les adiciona 0.1 ml del su!! 
ro obtenido por centrifugación. Se agitan, se dejan reposar los 
tubos un tiempo minimo de 20 minutos; transcurrido este lapso se 
hace la lectura en el aspectrofot6metro 

La lectura real so obtendrá de acJerdo a las tablas previamente el!_ 
horadas y a los ajustes que se hagan con el tubo ajustador, 

Resultados. 

La interprotaci6n do las lecturas de niveles de inmunoglobulinas se 
har6 en base a lu tnbla que 11 continuaci6n su presenta, la cual fue 
elaborado du acuerdo a las cnracter!eticas del espectómetro CORNING 
EEL, Modelo 197 Spectra. 

• 



Lectura del tubo con 
Suero ZnS04 

3.31 
6 .62 
9.93 

13.24 
16.55 
19.86 
23.17 
26.48 
29.79 
33.10 
36.41 
39. 72 
43.03 
46.34 
49.65 
52.96 
56.27 
59 .65 
62.89 
66.20 
69.51 
72.82 
76.13 
79.44 
82.75 
86.06 
89.37 
92.68 
95.99 
99.30 

102.00 
105.00 
109,.00 
112.00 
115.00 
119.00 
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Equivalente en 
Unidades de znso4 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 

Para hacer más clara y objetiva la forma en la que se llega a obtener 
la lectura real do los niveles de inmunoglobulinns, se describir.& un 
ejemplo: 

La lectura del tuho que contiene suero ZnSOt+ da la lectura do 81 en 
escala del espectrofot6mctro, se huscn este namoro en la columna do 
la izquierda que corresponde a la lectura del tubo con suero mlis 
Znso4 , de no coincidir oxnctamonto se tomarli el número inferior in· 
mediato, que en este caso corrosponderin al níunoro 79 .44 el cunl 
equivale a 24 unidades de ZnS04, a este namoro ae lo resta la lec tu• 
ra obtenida a partir del tubo njuatndor, el cual, en este caso, ten· 
drA un valor de 2 unidades; estas 2 unidades se le restan a las 24 
anteriormente ohtcnidaR llagando nsl n ln lectura real, que en este 
cuso os de J.2 unidndos do ZnSOt1 
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l. RECOLECCION DE LA MUESTRA DE SANGRE 

El procedimiento mas común en los animales mayores, es obtener la san­
gre directamente en un tubo o matraz, los cuales contengan anticoagu -
lante en la proporción conveniente, ( 5 ml de sangre es suficiente 
para la mayor parte de los exámenes hematológicos). 

La sangre t9mbién se puede obtener por medio de succión con una jerin­
ga, la cual deberá estar cubierta en su pared por anticoagulante, pero 
hay que tomar en cuenta que la fuerza de succión no sea demasiada, ya 
que esta puede causar destrucción celular. 

Las técnicas de punción varian en las diferentes especies; pero en bo­
vinos las más usuales son: por punción en la vena yugular, en la vena 
mamaria y en la vena caudal. 

La sangre deberá ser transportada al laboratorio en el menor tiempo PE. 
sible y en condiciones de refrigeración. 

2. ANTICO/,m.'LAl<'l'ES. 

Son substancias que inhiben la coagulación de la sangre al combinar­
se con diversos factores que intervienten en ésta. Los mas usuales son: 

a) EDTA (Sales bipotasicns y bisódicas del ácido etileno diamino 
tetraácentico). 

Actuan como agentes quelados, por lo cual evitan la coagulación de 
la sancre al combinarse con el calcio. No produce alteraciones en 
el tamaño ni en las características de tinción, con facilidad de 
emplearse en fonnn líquidn o solida. En forma líquida, una gota 
al 10% es suficiente para evitar la coagulación de 5 ml de sangre. 
En forma de polvo puede cmpleanie a la concentración de 1 mg por 
1 ml. 

b) OXALATOS. !:vitan la coagulación de la sangre al cor.ibinarse con 
el calcio. 

Preparación oxiílica de llellPr y f'a11l (193/t) 

l. 2 gr de cn;a l ;i ln dt? 
... amnn10 

o.e gr de cn:iil ato í1 <>t ifoico 
100 tr.l de ngua 

.. 
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Un milímetro de esta soluci6n se deposita en un tubo de ensaye y se 
deja secar en la estufa de aire seco a 60ºC, as1 ~e evita la coagu­
laci6n de 10 ml de sangre. 

Después de una hora de obtenida la muestra sufre alteraciones, lo 
que hace que las interpretaciones no sean tan precisas. Estas mues 
tras no podrAn ser empleadas para las detertl)inaciones de Nitr6geno-; 
debido a la presencia de amoniAco. 

c) HEPARWA. 

Interfiere la conversi6n de la protrombina, por lo tanto evita la 
coagulaci6n de la sangre. Se puede emplear en forma liquida o en 
polvo. Se coloca en tubos de ensaye en los cuales se vierte la san 
gre. 

Perturba las afinidades tintoriales de los leucocitos, es el más 
caro de los anticoagulantes, su eficacia se extiende de 10 a 12 
horas. 

d) FLUORURO SODICO. 

A la concentraci6n de 10 mg por cada 100 ml de sangre, también actGa 
como conservador de la glucosa. 

e) CITRATOO • 

Los citratos s6dicos y potásicos pueden utilizarse como antigoagu­
lantes, pero no se adaptan a la conservaci6n de la sangre destinada 
a las determinaciones hematol6gicas. 

3. MICROHEMATOCRITO. 

Para esta determinaci6n se recomiendan capilares de hematocrito de 7 cm 
de longitud y de un calibre aproximado de 1 mm. 

Técnica. 

Los tubos se llenan por capilaridad, la porción externa se limpia 
hasta que la terminal de la colUI1U1a de sangre coincida con la marca 
que sct'lala el otro extremo del tubo, este extremo se sella en la 
centrifuga, con el extremo sellado hacia la parte externa. Para 
evitar roturas, será conveniente dar unas vueltas manualmente; se 
coloca la cubierta metálica y se procede a centrifugar el tiempo r~ 
comendado por ol fabricante (Clay Adms 1,200 rpm durante 5 minutos), 
ol cual cstA culculado para la mAxima aglomeración, Después de la 
centrifugación so hnrl\ la adaptnci6n del tubo a la escala que se º!l 
cuent ra en el fondo, la linea inferior de la colunma de sangre del 
tubo capilar deber11 coincidir con el nmnero O de ln escala. 
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Limitaciones y causas de error. 

El motivo de· error m~s importante es que, debido a la centrifuga­
ción, leucocitos, plaquetas y plasma se encuentran prendidos en -
tre los glóbulos rojos, Este error aumenta si la fuerza de centri 
fugacion es baja o si el tiempo es menor, incluso en muestras co­
rrectamente centrifugadas el error se calcula entre 2.25% y 8.5%. 
Ha sido aceptado un factor de corrección del 5% para la determin..§_ 
ción en perro y oveja, en tanto que éste es de un 6% en la vaca. 

Ventajas. 

a) , La sangre necesaria es mínima (O. 065 ml). 

b) Menor tiempo en la operación (comparado con el método 
de Wintrobe). 

c) Los resultados obtenidos son mas precisos. 

Desventajas. 

a) Se requiere un fondo de lectura especial. 

b) No es posible determinar sedimentación, 

c) Es difícil apreciar la capa de glóbulos blancos. 

4, CUENTA DE ERITROCITOS. 

Material 

Sangre con anticoagulante (preferencia EDTA o a libre 
elección. 

Hemocitómctro ll 

Pipeta de Thoma.,; para g1úbulos rojos 

Tubo de liu.k 

Líquido diluente 

Con t mlor uunrna 1 

Mic ro~wópill 

ll El hcmocitt'>metro conninte en un portnobjl!ton gruc!no que tiene dos 
plntnform:w eh·vadnn. :;obre la Bupcrfici~ dl' lnr. plat<lformns se cn­
cuontrnn du~1 ~rl·nn marc:ndm;. llon dl'V.'.H'ÍOnNJ d, .. vidrio nonticnen un 
cubr<whj(•tnfl dP vidrio gnwrrn O.l mm 11rrih11 di' .Jan íircna mnrcmlas, 
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EQUIPO NECESARIO PARA EFECTUAR RECUENTa:> TOTALES DE ERITRO 
CITOS Y LEUCOCITOS. 

Pipetas de Th·:ima: 

El 1 1 •• 1 1 ~ gg, ;) 

l:>ipeta para dilución de eritrocitos. 

-· 1 • 1 , 1 :=:;::: 7 

Pipeta par<1 dilucif>n de leucocitos, 

e :1'} 
~dnguera de hule para succi6n 

Cam11ra cuenta globulos ( Hemacitómetro) 

Ccmtndor manual 
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CUENTA DE ERITROCITOS Y LEUCOCITOS 

\ J\ J ) \ 

\/ V \/ V . 

R l{ 

R 

R 

\ ¡ \ J ) \ J 

V V V \/ . . 
o.os o.: 0.25 

-----1 mm.---· -----1 mm.---·1-----1 mm.----

Dimensiones del rayado de Neubauer para una plataforma de hemoci­
t6metro. 

W ~ Areae para cuanta de leucocitos. 
R = lreae para cuenta de eritrocitos. 

Dirección n seguir en el conLeo, Se cuentan las c6lula1 obscuras, 
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Procedimiento 

Ensamble el tubo de hule a la pipeta de '1'homa 

Aspire sangre mezclada con anticoagulante hasta la marca 
0.5. Limpie cualquier exceso de sangre de la superficie 
exterior de la pipeta con un papel absorbente o algodon. 
Si se absorbe sangre arriba de la marca, esta puede vol -
verse a la marca tocando la punta de la pipeta con papel 
absorbente o algodón. 

Abosorba líquido diluente hjsta la marca 101. La dilucion 
•inicial debe ser rápida, ayudada por rotación de la pipe­
ta entre el pulgar y el Índice. A medida que el diluente 
se acerca a la marca 101 la succión debe ser cuidadosa pa 
ra evitar llenar arriba de la marca. -

Remueva la pipeta del diluente, coloquela en pos1c1on ho­
rizontal y tape el orificio de la punta con el dedo 1ndi­
ce. Remueva el tubo de hule y sostenga la pipeta entre el 
dedo pulgar y el índice, agite haciendo círculos en el 
aíre. 

Inmediatamente después de mezclar deseche 3 gotas, Limpie 
la punta de la pipeta con algodón y aplique la punta de la 
pipeta al área entre el cubreobjetos y la plataforma. El 
líquido de la pipeta debe fluir debajo del cubreobjetos 
por capilaridad, Remueva la punta de la pipeta cuando la 
solución alcanza el borde de la plataforma y no mas. 

Cuenta. 

Permita sedimentar las células por 3 minútos. Mas de 3 minutos pue­
de elevar la cuenta por evaporación, Después de esperar que sedíMen 
ten las células, localice el cuadro secundario central (dividido eñ 
25 terciarios y 400 cuaternarios) con el objetivo seco débil, pasar 
después al seco fuerto y cuente las células de 5 cuadros terciarios 
(80 cuaternarios en total), los cuatro cuadros de las esquinas y el 
central. 

El vol~men contado es: 0.2 X 0.2 X 0.1 = 0.004 mm2 
0.004 X 5 = 0.02 mm3 6 1/50 de 1 rrun3 y debido a que la dilución es 
1/200 entonces 200 X 50 = 10 000. 

El factor para convertir la!• células contadas a células por rnm 3 es 
agregar cuatro clH<Hl. 

NOTA: En el conteo deberli tomnrsc en consideración la siguiente in­
dicación: Cn<la ct>lula que toca la parte superior e izquierda de los 
cuadros se c1wnta11 y las que tocan las partes derecha e inferior no 
se cuentan. 
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5. CUENTA DE LEUCOCITOO • 

Material, 

Sangre con anticoagulante (preferencia EDTA o libre elec­
ción). 

Hemocit6metro. 

Pipeta de thoma para glóbulos blancos. 

Tubo de hule. 

Liquido diluente. 

Microsc6pio. 

Contador manual. 

Procedimiento. 

El procedimiento es semejante al que se sigue para la cuenta de er! 
trocitos. La pipeta es llenada con sangre hasta la marca 0.5 y se 
llena con diluente hasta la marca 1.1 

El proceso para el llenado del hemocit6metro es semejante al que se 
sigue con los eritrocitos. 

Cuenta. 

Los leucocitos se cuentan en los cuadros secundarios, situados en 
las esquinas del área marcada 4 mm (16 cuadros terciarios) con el 
objetivo seco débil y poca iluminación. 

El volí.Ímen contado es: 1 X 1 X .1 = 0.1 mm3 en un cuadro de 0.4 m3. 

Se requiere un factor de 2.5 para convertir la cuenta en 0.4 mm3 a 
uno por un mm3. 

Ya que la dilución es de 1/20, 20 X 2.5 = 50 que es el factor que 
se toma en cuenta para llegar a la cifra total de leucocitos. 

CORRr:CCION DE LA CUENTA DE LEUCOCITOS. 

Corrocción do la cuenta <le loucocit:oo <lohido u la pre-
8encia <le critrocltos nuclea<los. 

El error admitido en el recuento total de leucocitos es de 10%, 
mlts o menon. Entu corrccci6n se lleva a cabo si en ol momento 
do efectuar el conteo diferencial de leucocitos se observan er,! 
trocitos nucloadoa. 
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Número de eritrocitos nucleados 
Número absoluto de Eritrocitos contados en la cuenta diferen-
nucleados. = cial de 100 leucocitos 

100 más número de eritrocitos 
nucleados contados en la cuen­
ta diferencial de 100 leucoci­
tos. 

Cuenta corregida de Leucocitos. Cuenta de leucocitos por mmc. menos 
cuenta de eritrocitos nucleados por nnnc. 

Ejemplo: En la cuenta diferencial de 100 leucocitos se encuentran 25 
eritrocitos nucleados. La cuenta total de leucocitos es de 10,000 por 
mmc. 

Eritrocitos nucleados 25 X 10 000 
125 ' = 2,000 por mmc. 

Leucocitos cuenta corregida 10000 - 2000 = 8,000 

Causas más comunes de error en los procedimientos de recuento de Eritr~ 
citos y leucocitos son las siguientes: 

Errores en la diluci6n 
Errores al contar. 
Calibraci6n defectuosa de las pipetas y de las cámaras de recuento 
Falta de agitaci6n del contenido de la pipeta después de haber pro­
cedido a la mezcla. 
Contaminaci6n del liquido de dilución con levaduras, mohos y otras 
células. 
Olvido de quitar el exceso de sangre de la punta de la pipeta. 
Desecaci6n de la muestra antes del conteo o en el curso del mismo. 
Inundaci6n de los fosos por el líquido de la muestra. 
Mala iluminaci6n del compo microsc6pico, lo que causa dificultad en 
la observaci6n de los leucocitos. 
Falta de sedimentación y colocaci6n de los gl6bulos en planos dife­
rentes, lo que impide su recuento preciso. 
Falta de limpieza de los instrumentos de cristal. 
Falta de eliminación del liquido de dilución antes de llenar la cá­
mara. 
Empleo de pipetas rotas. 
Falta de buen enfoque mientras se procede al recuento. 
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PREPARACION DE FROTIS SANGUINEOS O EXTENSIONES DE SANGRE. 

El examen de un frotis de la sangre periférica es uno de los procedimien­
tos de laboratorio más informativo, en el caso de ciertas enfermedades de 
la sangre (Leucemia), identificación de hemoparásitos (piroplasma, ana--­
plasma, dirofilaria, etc.) también ayuda en los juicios de diagn6stico y 
pronóstico de algunas enfermedades agudas generalizadas y aún en las loe~ 
lizadas. 

La extensi6n de sangre debe hacerse tan pronto como sea posibl·e después 
de la obtención de la muestra, puesto que los leucocitos y otros elemen-­
tos celulares tienden a degenerarse rápidamente. Si se emplea EDTA como 
anticoagulaúte, la muestra se puede conservar por más tiempo. 

Las extensiones de sangre pueden efectuarse en portaobjetos o en cubreob­
jetos, siendo más prácticos los primeros.; 

Respecto a la tinci6n de éstos, se conocen muchos colorantes y diferentes 
técnicas de tinci6n, pero la mayoría son del tipo Romanowsky, en las cua­
les están incorporadas anilinas ácidas, con lo que se consiguen tonos de 
contraste en azul y rojo. 

En esta variedad, los colorantes más conocidos y más empleados son los de 
Wright y Giemsa, los cuales pueden ser adquiridos comercialmente en forma 
de polvo o líquido. (preparación y técnicas \ter Wright, Giemsa Tinci6n) 

Técnica de extensi6n sanguínea en portaobjetos. 

Los portaobjetos deben estar limpios y desengrasados, se coloca en una S!!_ 

perficie horizontal o simplemente se sostiene por los bordes entre el de­
do índice y el pulgar (Fig, 1). Se deposita una pequena gota de sangre -
en uno de sus extremos, mediante una barrita de vidrio, palillo o del tu­
bo capilar del microhemat6crito. Se toma otro portaobjetos entre el dedo 
índice y el pulgar de la otra mano, éste actuará como extensor, por lo 
tanto deberá poseer un borde perfectamente regular. El extensor se colo­
ca frente a la gota de sangre, formando un ángulo de aproximadamente 30º, 
se acerca hasta que la gota de sangre por acción capilar corra a lo largo 
del borde del extensor; en este momento conservando el mismo ángulo se h.!!_ 
ce correr el extensor y la sangre es extendida sobre el otro portaobjetos 
con regularidad, No debe ejercerse presión con el portaobjetos extensor, 
su mismo peso es suficiente. 

Unn vez extendida la sangre, el port11objcto11 se ;1git.a al aire pura c¡uc !le 
seque el mnterinl, 

Unn buena extcnsi6n deberfl tener como :rnpcclo ser ¡_;rucsa en uno de sus ex 
tremos y desvnnec ida en d otro, Los lados deberán Pstar a lcjndos de loa 
del borde del cristal por lo menos unos 2 mm. 1.n f!Xtcnsi6n debe tener na 
pl!cto regular y uniforme. lJébc cv Lt:1rsc :;;oplnr nobrc la prcparnci6n frcs 
en o colocnr cerca de 1111 ven t. i lndor, ya que oc puede cnu:rnr ln hémolit1ill­
de los eritrocitos, 
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Técnica de extensi6n sanguínea en cubreobjetos. 

Se efectúa cuando se requiere de más cuidado en la observaci6n de loe el~·· 
mentos celulares de la sangre. En este tipo de preparaci6n los leucoci-­
tos se observan en mayor concentraci6n y mejor distribuidos, en general 
hay mejor definición de los elementos. 

Los cubreobjetos deben estar perfectamente limpios y desengrasados (al--­
cohol de 96º). Se emplean piezas de 22 nnn. x 22 nnn. y un grueso del No. 
l. Sosteniendo el cubreobjetos con el dedo pulgar y el índice de una ma­
no se deposita con la otra una pequeffa gota de sangre en el centro. La 
gota debe ser lo bastante reducida para que en ningún caso llegue a los -
bordes del cubreobjetos al ser extendida. Se coloca el segundo cubreobj~ 
tos en posici6n diagonal sobre el primero, de tal manera que se forme una 
figura de Úna estrella de ocho puntas (Fig. 2), la sangre se extiende in­
mediatamente por capilaridad. Se sujeta el cubreobjetos superior por sus 
ángulos y se separa suavemente con un movimiento lateral. 
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DIAGRAMA DE TRES TECNICAS DIFERENTES DE EXTENSIONES DE SANGRE PA 
RA CONTEO LEUCOCITARIO DIFERENCIAL Y EXAMEN PARA HEMOPARASITCS -: 

A Técnica del portoobjeto6 longitudinal, 

1i T6cnica de loo cuhreubjlitll!l, 

f T6cnica del porta"hjet(111 t ranr.veraal, 

... 

A 
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CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITCS. 

Se examina el frotis con objetivo .seco fuerte para tener una. idea general 
del número de células, distribución, agregación celular y presencia de P.! 
rásitos. 

El resto de la observación se hace con el objetivo de inmersión, 

El examen debe canenzar por el lado fino de la preparación, se sigue una 
linea ondulada, con lo que se evita contar dos veces el mismo campo. 
(Fig. 1), 

Se seleccionan los campos en los cuales los eritrocitos se encuentran bien 
separados~ 110 que indica que los leucocitos tambHin tienen una buena sep_! 
ración. 

El conteo diferencial de leucocitos se hace contando un m1nimo de 100 le~ 
cocitos por cada 10,000 de la cuenta total. 

Si se descubre la presencia de elementos anonnales, de células destruidas 
o se sospecha de alguna discrasia hemática el número que se cuenta es de 
un minimo de 200 leucocitos. 
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DIAGRAMA DE TRES DIFERENTES SISTEMAS PARA EFECTUAR EL CONTEO 
LEUCOCITARIO DIFERENCIAL. 

Camino ondulante cerrado. 

Camino ond~lante a~ierto. 

Camino transversal abierto 
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ESTADC6 E\'OLl'Tl\'CS DE LCS DIFERE~TES TIPCS DE LEUCOCITOS • 
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·:.; :t>~ : ·~·. ·:-i· º"-';. ·=-· ... · 

....~ .. _ ... _.·:·~.= ....J 

Segmentado 01 

1 
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VALORES. NORMALES EN LA MORFOLOGIA SANGUINEA DE LOS BOVINOS. 

RANGO 

Hemoglobina B.O - 15.0 

PVC 24.0 - 46.0 

MCV 40.0 - 60.0 

Eritrocitos 5.0 - 10.0 mill. 

Leucocitos 4 000 - 12 000 

Neutrofilos (banda) o - 120 

Neutrofilos (maduros) 600 - 4 000 

Linfocitos 2 500 - 7 500 

Monocitos 25 - 840 

Eosin6f ilos o - 2 400 

Bas6filos o - 200 

Distribuci6n de Leucocitos en porcentaje. 

Neutrofilos (banda) o - 2.0 

Neutrofilos (maduros) 15 - 45 

Linfocitos 45 - 75 

Monocitos 2 - 7 

Eosin6filos 2 - 20 

Bas6filos o - 2 

Osear w. Schalrn 
Veterinary Hernatology. 

ME D I A 

11. o 
35.0 

52.0 

7.0 mill. 
8 000 

20.0 

2 000 

4 500 

400 

700 

500 

0.5 

28.0 

58.0 

4.0 

9.0 

o.s 
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DETERMINACION DE HEMOGLOBINA. 

Existen tres métodos para la determinación de hemoglobina: 

l. Método de Shali (menos exacto) 

2. Método de la Oxihemoglobina con el hemoglobinómetro de Spencer 

3. Método de la Cianometahemoglotina, la cual requiere de un espectro­
fotómetro. 

l. Método de Shali• 

Se toman 20'mm3 de sangre con la pipeta de Shali, se añaden 5 gotas de 
ácido clorh1drico al 0.1 Nen un tubo especial. Antes de agregar la 
sangre al tubo se retiran los excesos de sangre de las paredes externas 
de la pipeta, una vez que se ha lavado la pipeta se lava tres veces con 
agua destilada y el producto de los lavados se deposita en la mezcla 
ácida de la sangre, después de cinco minutos se diluye la muestra poco 
a poco (de preferencia con una varilla de vidrio), hasta que el color 
en el tubo sea igual al de los dos tubos patrones que lo acanpañan. 

La raya en la que la graduación del tubo enrasa con la superficie del 
liquido indican en g/100 ml. de sangre la cantidad de hemoglobina. 

Esta lectura se basa en el supuesto de que 14,5 g/100 ml. son el 100% 
de hemoglobina, este método tiene un error aproximado de más o menos el 
15%. 

2. Método del Hemoglobinómetro de Spencer. 

Se coloca una gota de sangre en la plataforma del hemoglobinómetro, se 
mezcla perfectamente con un palillo el cual contiene saponina, esto 
aproximadamente durante un minuto, hasta que la hemólisis de la sangre 
sea completa. Se empuja la platafonna bajo ol cubreobjetos. Se obser­
va la cámara con luz transmitida, para ver que la gota cubra toda la 
plataforma y llene el espacio entre 6sta y el cubreobjetos. El 11'.quido 
debe tener un color rojo vino, ser transparente, no debe haber burbujas 
sobre el tirea de la plataforma. Su irrnertn el instrumento en la abras!! 
<lera y la cámara montada, se compara l!l L~olor do la cfunara con un pris­
ma de vidrio que puede moverse en diruccíoncs opuestas. Se forman dos 
campos vurdcs cont1nuon, quu dcb1m de njust<H5e hasta nu igualación. S<! 
doben obtener lor. vnlon•n de Lnw n¡u:lll!~;. l~I resultado 1.1c expresa en 
g/ 100 1111. <le nangre, 

El error es do 111{1:; l) 11w11<1i; L'I '.i/,. Los crronrn p11t.Hle11 dohursc n: 

A. :·lal mezclado dn la mtH'HLra ante:; do llenar 111 clímara. 

JI, llemól.isís irn.:omplct.ct, ln c1ial provu~:ll leclurm.i nltns. 

c. Errores del Jnst r1rnwnt ,1, 
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3. Método de la Cianometahemoglobina. 

Es el método m&s recomendado, el espectrofot6metro o color1metro debe 
ser nonnalizado por medio de una hemoglobina normal, la cual se encuen 
tra en el comercio. Si no se sigue escrupulosamente la técnica, puede 
tenerse un error hasta del 2%. 
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PREPARACION DE SOLUCIONES, REACTIVOS. Y COLORANTES 

- Solución de Hayem - (Cuenta de eritrocitos) 

Cloruro Mercúrico 0.5 g • 

• Sulfato de Sodio 5.0 g. 

Cloruro de Sodio 1.0 g . 

• Agua destilada 200 ce. 

Filtrar periódicamente , 

- Solución de Gower - (cuenta de eritrocitos) 

• Sulfato de Sodio (Q.P. anhidro) 12.S g. 

• Acido Acético Glacial 33.3 ce • 

, Agua destilada 200 ce. 

- Solución de Acido Clorhídrico - (determinación de hemoglobina y cuenta de 
leucocitos) 

• Acido clorhídrico concentrado l. O ce • 

, Agua destilada 99 ce. 

- Solución de Acido Ac~tico Glacial - (cuenta de leucocitos) 

• Acido Acético Glacial 2.0 ml. 

• Agua destilada 100 ml. 

, Violeta de Genciana 1% en solución 
acuosa 1 ml. 

- Colorante de Wright 

, Colorante de Wrighl en polvo (certificado) 0,1 mg. 

, Alcohol Metílico Absoluto (libre de acetona) 60 ce. 

Filtrar y conservar en fras bien tapado por una semana con objeto de que 
madure. 
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- Colorante de Giemsa - (Solución madre) 

Azur II eosina 3.0 gr • 

• Azur II 0.8 gr. 

Glicerina q.p. 200 ml. (250 gr) 

• Alcohol metilico absoluto 312 ml. (250 gr) 

Preparación: 

En un matraz erlenmeyer, disolver el azur II eosina y al azur II en la 
glicerina caliente a 60ºC., agitando bien durante 15 minutos. 

' 

Agregar el alcohol met1lico y agitar otros 10 minutos, se deja la sol~ 
ci6n en reposo en el matraz tapado, durante 24 horas. 

Filtrar a través de papel de grado intermedio, descartando el residuo 
que queda en el papel, conservar el filtrado (solución madre) en fras­

co bien tapado. 

- Colorante de Giemsa - (Dilución) 

• Colorante de Giemsa (Solución madre) 1 ml. 

Agua Destilada 10 ml. 



• 

VII. QUIMIC!', SANGUINEA • 



- 182 -

Q U I M I C A S A N G U I N E A , 

INTRODUCCION, 

La determinación de los componentes químicos de la sangre, son importantes de~ 

de el punto de vista clínico, ya que puede proporcionar un cuadro de los cam -
, 

bias patol6gicos y fisiol6gicos de un organismo por estar en contacto con to -

das las células del mismo. 

La concentración de estos componentes en la matriz fluida de la sangre (suero 

y plasma) esta oscilando constantemente; estas oscilaciones relacionadas dire~ 

tamente con el estado de salud de las células. 

En la interpretación de los análisis quimicos de la sangre deberán tomarse en 

cuenta los siguientes puntos: 

1). Estado fisiológico del animal. 

2). Especie 

3). Edad 

4). Sexo 

5). Lugar del cual fuétomada la muestra. La sangre arterial de una arteria a -

otra es casi la misma, pero la sangre venosa difiere de la sangre arterial, 

dependiendo de ln actividad metnbólicn de la región drenada. 

6). Deberá tomarse una muestra con anticoagulante y otra Hin anticongulante, 

7). La composición de la sangre puede cambiar "in vitro" , dependiendo del tipo 

de anticoagulantc usado. 

B). I.as valoraciones en el laborntorl.o dobcr1ín hacer lle por duplicado pnrn detc! 
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minar la extensi6n de los errores intrínsecos los cuales varian de un método a 

otro. Métodos diferentes elaborados para la misma determinación, generalmente 

darán diferentes resultados. 



- 184 -

VAIDRES NORMALES DE QUIMICA SANGUINEA EN BOVINOS, 

PRUEBA 

Volúmen sanguíneo ml/k.g. 

Volúmen plasmático ml/Kg. 

volúmen de eritrocitos 
merados 

pH 

Gravedad específica en 
gre total 

Plisma 

Pruebas de coagulación: 

Tiempo de sangrado min. 
Tiempo de coagulación: 
Capilar min. 

agl9_ 

san-

Tubo min. 
Tiempo de protrombina seg. 

Fragilidad osmótica hemólisis 

J .J. Kanek.o Lab. Pat. Clinica. 
Universidad de California, Davis. 

R A N G O 

57 - 63 

36 - 41 

24 - 43 

7.3 7.5 

1.046 - l. 061 

1.023 - l. 029 

1 - 5 

3 - 15 
4 - 15 

18.5- 27.5 

M E D I A 

65 

38.S 

35 

7.42 

1.052 

1.027 

23 ± 4.4 

inicial% Sol. Salina 0.62 

Hemólisis completa 0.48 

Potasio me.¡/L 3.9- 5.8 4.8 

Sodio meq/L 132- 152 142 

Proteína Total g/ 100 ml. 7.1- 8.1 7 .6 ± • 5 

Albúmilla g/ 100 ml. 3.1- 3.7 3.4 ± .28 

Calcio mg/ 100 ml. 9.7- 12.4 11.0 ± .67 

Cobre mg/ 100 ml. 32.8- 35.2 

Eeter mg/ 100 ml. 58- 88 73. o ± 15 
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VAU>RES NORMALES DE QUIMICA SANGUINEA EN BOVINOS, 

P R U E B A RANGO_ ME DI A 

Colesterol Total mg/ 100 ml. 80 - 120 

Nitrógeno úreico mg/ 100 ml. 20 - 30 

Acido úrico mg/ 100 ml. o - 2 

Bilirrubina total mg/ 100 ml. • 01 - 0.47 0.21 

Bilirrubina indi-
recta mg/ 100 ml. • 04 - 0.44 0.18 

Transaminasa GO Sigma Frankel 42 - 70 56 ± 14 

Transaminasa GP SF m/ ml. 8 - 24 16 ± 8 

Cloro meq/ L 97 111 104 

colesterol libre mg/ 100 ml. 22 - 52 37 ± 15 

Globulina gm/ 100 ml. 3.7 - 4,4 

alfa 1 .8 - • 9 .85 ± 0.6 

beta 1.0 - 1.1 1.0 ±o. 5 

gamma 1.9 - 2.4 2.16 ± 28 

Glucosa mg/ 100 ml. 30 - 60 
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DETERMINACION.DE CREATININA EN SUERO 
(METODO JAFFE) 

TUBOS .X s B 

SUERO 0.2 

ESTANDAR º· 2 

AGUA 2.s 2.s 2.7 

PICRATO ALCALINO i.o i.o 1.0 

REPOSAR 15 MINUTOS • 

LECTURA DE X y S CONTRA B a 490 run. 

REACTIVO 

PICRATO ALCALINO 

ESTANDAR 
2 mg. / dl de Creatin:Lna 

CALCULO 
( D,0, ) X X 2mg,/ dl • 

( º·º· ) s 
Concentraci6n de creat:Lnina. 
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CALCIO FERRO - HAM MODIFICADO 

SUERO 

ESTANDAR 

AGUA DESTILADA 

CLORANILATO DE SODIO 

AGITAR 

REPOSO 30 1 A 
TEMPERATURA AMBIENTE 

CENTRIFUGACION 10' A 
1800 rpm. 

DECANTAR Y ESCURRIR 

ALCOHOL ISOPROPIONICO 

CENTRIFUGAR 10' A 
1800 rpm. 

DECANTAR Y ESCURRIR 

AGUA DESTILADA 

DESBARATAR EL PAQUETE 

E D TA - NAY SO % 

LECTURA DE X y S 

CALCULO 
( D,O, ~ X 
( º·º· s 

X s 

o.so ml 

o.so ml. 

o.2s ml. o. 2S ml. 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

l.7S ml. l.7S ml. 

+ + 

+ + 

o.2s ml. o.2s ml. 

+ + 

o.so ml. o.so ml. 

CONTRA B a 2SO nm. 

X 10 • mg/ <ll. 

B 

o.so ml. 

o.2s ml. 

+ 

+ 

+ 

+ 

l.7S ml. 

+ 

+ 

o.2s ml. 

+ 

o.so ml. 
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CALCIO ( DIEHL ) 

X s 

SUERO o.os ml. 

ESTANDAR o.os ml. 

KOH I.2S o.2s ml. o. 25 ml. 

CALCEINA 0.02 ml. 0.02 ml. 

TITULAR CON E D T A 00 0008 M 

BAJO LUZ ULTAVIOLETA DE ONDA LARGA HASTA DESAPARICION DE FLUORESCENCIA. 

mg Ca % = 

REACTIVOS. 

EDTA gastados en X X 10 = mg ca/dl. 
EDTA GASTADOS EN S 

HIDROXIDO DE POTASIO : disuelva 50 mg KCN puro en 100 ml. de KOH l. 25 N , 

almacene en botella obscura. 

CALCEINA : disuelva 25.0 mg de calceina en NaOH 0.25 N , hasta hacer 100 ml. 

almacene en botella obscura. 

E D T A pesar 290 mg de EDTA y llenar a 1000 ml. con agua destilada. 
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COLINESTERASA 

Muestra 
Nonnal 

Azul de Bromotimal 

al 0.0135% 1.0 ml. 

NaCl al 0.8.5% 2.4 ml. 

Acetil colina 
Roche ' 3 gotas 

Leer contra agua a 600 nm. a O' y 20' 

incubando en ba~o de agua a 37°C 

Ec. 1 - A o' A 20 

A o' Ao' 

Ec. 2 • (A A / A o Desconocido 

(A A / A o muestra normal 

Muestra 
Desconocida 

1.0 ml. 

2.4 ml. 

3 gotas 

x 100 = % de actividad de coli.§. 

terass 
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BILIRRUBINA (MERCKOTEST) 

TECNICA 
BILIRRUBINA DE REACCION DIRECTA. 

X .B 

ACIDO SULFANIL1CO 0.2 ml. 0.2 ml. 

NITRITO DE SODIO 0.02 ml. 

SOLUCION FISIOLOGICA 
DE Na el , 2.0 ml. 2.0 ml. 

SUERO 0.2 ml. 00 2 ml. 

Mezclar al momento y dejar en reposo a temperatura ambiente y comparar a 

los 5 minutos EXACTAMENTE DESPUES DE AGREGAR EL SUERO, las extinciones de 

la muestra y el blanco. 

CALCULO 
Contenido de bilirrub:Lna directa= E x 14.6 mg/100 ml. 

NORMAL EN BOVINOS: o.o - 0.03 mg/100 ml. 
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BILIRRUBINA (MERCKOTEST) 

TECNICA: 
BIURRUBINA TOTAL. 
Solo con sueros turbios se necesita muestra en blanco. 

X B 

ACIDO SULFANILICO 0.2 ml. 0.2 ml. 
, 

NITRITO DE SODIO 0.02 ml. 

ACTIVAOOR l.o ml. l.o ml. 

SUElt.O 0.2 ml 0.2 ml. 

Mezclar y dejar 10 a 60 minutos en reposo a temperatura de 20 - 30ºc. 

SOLUCION DE FEHLING II 1.0 ml. 

Mezclar y al cabo de 5 - 30 minutos, comparar la extinci6n con agua des -

tilada, o en su caso, con la muestra en blanco. 

En extinciones de más de l.O, diluir el suero 1-4 con soluci6n fisiológica 

de cloruro de sodio; multiplicar por 5 el resultado. 

CALCULO 
BILIRRUBINA TOTAL • ( E - 0.015 ) x 11.3 mg/lOOml. 
o bien, comparando con tmll muestra en blanco: 
BILIRRUBINA TOTAL • E x 11.3 rng./100 ml. 

NORMAL EN BOVINOS 0.01 - 0.47 ( 0.21 ) mg/100 rnl. 
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DETERMINACION DE BD..URRIBINA DIRECTA 

X B s 

SUERO ml O.I O.I 

ESTANDAR O.I 

MEZCLAR + + + 

ACIDO SULFANILICO 0.1% - 0.3 

DIAZO REACTIVO 0,3 0.3 

REPOSO 30 1 T.A. 

LECTURA X Y S CONTRA B a 540 nm 

CALCULO: 
D.O.X. X 2,5 = mg DE BILIRUBINA INDRECTA /dl 

n.o.s. 

BILURUBINA DIRECTA mg dl = BILIRRUBINA INDIRECTA 
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BILIRRUBINA TOTAL Y CONJUGADA 

X B 

SUERO ml O.I O.I 

AGUA DESTILADA I.O I.O 

AC S trLFAMILICO I.O 

REACTIVO DIAZO ml I.O 

ESTANDAR ml 

REPOSO 5 1 A TEMPERATURA AMBIENTE 

CALCULO 

B, DIRECTA = - n.o. "X" x 2.s = mg/dl 

D.O. "S" X 2 

"X" 

METANOL 5.0 

REPOSO 30 1 A TEMPERATURA AMBIENTE 

LECTURA "X Y "S 11 CONTRA "B" A 540 nm 

CALCULO 

n. TOTAL= D.O."X" X so= mg / dl 

D.O. "S" 

REACTIVOS: 

l METANOL RA FRESCO 

"B" 

s.o 

s 

2.0 

2 REACTIVO DIAZO: MEZCLAR 0.3 ml. DE NITRITO DE SODIO AL 0.5% + 

10 ml. DE AC SULFANlLICD Al, 0.1% 

--
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Fa:iFORO INORGANICO (HYCEL) 

Molibdato de amonio 0.19 % ( P/p ) 

Sulfato amónico ferroso 0.39 % ( P/p 

H2 so4 5.32 % ( P/p ) 

Eter pol ioxiet ileno 1.45 % ( P/p ) 

P R O C E D I M I E N T O 

X 

Reactivo ml 6.0 

Suero 0,2 

Estandar 

tt2o dest, 

Mezclar + 

Reposo T.A 30 1 + 

Lectura x. y 5 contra B a 655 nm 

Cálculo DO "X" x 8 mg .. mg/dl 

DO ''X" 

s 

6.0 

0,2 

+ 

·+ 

B 

6.0 

0.2 

+ 

+ 
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DEMOSTRACION DE TGPS 

X B 

Reactivo 3 Substrato TGP o.s o.s 

Incubar S' 37° e 
0.1 

Suero 
0.1 

Agua 

Incubar 30' - 37° e 

Reactivo 2 ( Desarrollador color ) o.s 0.5 

Reposo 20' Temperatura ambiente 

Na OH 0.4 N 
s.o s.o 

Lectura X contra B a SOS nm % T 

Cálculo Leer % T contra unidades en curva. 
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DETERMINACION DE TGOS • 

X B 

- Reactivo 1 Sustrato ml. 0.5 0.5 

lncubaci6n 5' 37° e 

Agua 0,1 

Suero 0.1 

Incubación 60' - 37° e 

Reactivo 2 ( Desarrollador de color ) 0.5 0.5 

Reposo 20' Temperatura ambiente 

Na OH 0.4 N s.o s.o 

Lectura de X contra B a SOS ron en % T 

Cálculo leer % T en curva contra unidades en curva Reifman Frankel. 
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DETERMINACION DE UREA ( DAM ) 

Suero 

Agua 

Standar 

Catalizador 

D.A.M. 

Incubar a 

Agua 

Lectura 

Cálculo 

10oºc por 

a 520 nm. 

e n.o. ) x 
( n.o. ) s X 

Solución Patron de Urea 

X s 

0.02 

0.02 

0.2 0.2 

0,2 0.2 

6 minutos 

2.0 2.0 

e (s) = mg % 

40 mg/ 100 ml. 

B 

ml. 

0.02 ml. 

ml. 

0.2 ml. 

0.2 ml. 

2.0 ml. 



- 198 -

DETERMINACION DE DESHIDROGENASA DE SORBITOL SERICA 

Tubos X B 

BUFFER TRIS 2.3 2.6 ml 

NADHR 0.2 0.2 ml 

PLASMA O SUERO 0.2 0.2 ml 

INCUBAR 10 MINUTCS A 25 

FRUCTUCSA 0.3 

Leer a 340 nm. la D. Optica de X centra el blanco cada minuto durante 5 6 
7 minutos, 

CAlculo: Sumas de las diferencias en 5 1 de D.O. 

v.r. de DHS/ 

REACTIVOS 

l. Buffer trs. - 0.05 M pH = 7.4 

A.D,()/MIN X 

2410 = VI/min/l 

pesar 6.057 gr/lt aforar con agua hasta casi 1 litro ajustar al pH a 7,4 

2, Fructuosa 3.3 m 
pesar 5.9 gr de D-fructuosa y aforar a 10 ml con agua guardar en refri~ 
raci6n. 

3. Sol, NaOh 0.01 N - hacer lOOml de NaOH 0.1 N tomar 10 ml y 90 ml de 
H20 dest. 

4. NADH2 - Disolver 1 mg de NADH2 en l ml de NaOH 0.01 N (Sol. 3) 

BOVINO: 0.5 ,l.A 
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DETERMINACION DE CLORUROS EN SUERO O PLASMA 

(método Richtench) 

Tubos X s B 

Acido sulfúrico 2.0 2.0 2.0 

Suero 0.02 

Agua destilada 0.02 

Estandar 0.02 

Reactivo 1.0 1.0 1.0 

Agítese por tres segundos y centrifugue por 10 min. a 1.200 rpm lea la 
absorbancia o densidad optica del sobrenadante a 500 nm. contra el blag 
co. 

CAlculo: m Eq/ 1 = O.O. X 
X 100 

o.o. s. 

Reactivos: 

Acido sulfúrico: 0.1 N 

Estandar: Pesar 7.455 g de Cloruro de Potasio y disolver en agua dest! 
lada a un litro, Guardar en congelación; tiene 100 meq/lt. 0,lN 

Reactivo de cloruros; pesar 1.0 g de Cloramilato de Mercurio y suspende.!. 
lo en 100 ml. de H2S04 O.lN 

Agitar bien antes de usarlo 
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DETERMINACION DE GLUCOSA ( por Orto-Toluidina ), 

X s B 

Reactivo 2.0 2.0 2.0 ml. 

Plasma o Suero 0.02 ml. 

Estandar 0.02 ml, 

Incubar 5 min. 100º e 

Leer a 650 nm X y S contra B 

Cálculo 

Reactivos 

( D.O. ) X X WO =Glucosa mgldl 
( D.O. ) S 

1, Reactivo de Orto - Toluidina 

En un matraz aforado de 1000 rnl. poner 2 gr, de Tiourea, 60 ml 
de agua, 60 rnl. de orto - toluidina y 300 rnl. de ácido ácetico 
glacial, agitar hasta disolver y aforar a 1000 rnl. con ácido! 
cetico glacial, 

2. Estandar 

Pesar 1.0 gr. de glucosa y 1.0 gr. de ácido benzóico, aforar a 
1000 rnl. con agun destilada, este estandar contiene 100 rng/dl. 
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FOSFORO INORGANICO - ITAYA 

l. Tween 20 1.5% 

Reactivos 2. Molibato de amonio 4. 2% en HCL 5.0 N 

(422 ml de HCL cbp 1000 ml de H2o destilada) 

3. Verde de malaquita 0.2% 

Reactivo desarrollador de color, 1 volumen de molidbato de amonio, y 3 
volúmenes de verde de malaquita, dejar reposar 30 1

: filtrar antes de usar 

Procedimiento: 

X B s 

l. Reactivo desarrollador ml s.o 5.0 s.o 
de color 

2. Tween 1.5% ml 0.2 0.2 0.2 

3. Suero ml 0.02 

4. Agua desmineralizada 0.02 

s. Estandar 0.02 

6. Reposo 15 minutos X X X 

7. Lectura de X y S contra B 
a 660 nm 

8. Cálculo 
D O X X 8.0 mg/dl 
o.o.s. 
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PROTEINAS TOTALES (METODO BIRUET) (RICHTERICH) 

Reactivos: 

Solución de almacenamiento: 4.5 g de tartrato de sodio y potasio se disuel 
ven en 40 ml de hidróxido de sodio al 0.2 N y más tarde 1.5 g de sulfato -
de cobre es añadido con movimiento vigoroso, luego 0.5 de ioduro de pota­
sio es añadido a la mezcla y esta se diluye a 100 ml con una solución de 
Hidróxido de sodio al 0.2 H. 

Solución de Dilución: 5 g de ioduro de potasio se disuelven en una solu­
ción de Hidróxido de sodio al 0.2 N hasta formar 1 litro. 

Reactivo de Biureto: 20.0 ml de la solución de almacenamiento es diluida 
a 100 ml con la solución de dilución. Estable unas 4 semans. 

Estandar: Se puede adquirir uno comercial. 

Procedimiento: 

Reactivo de Biureto ml, 

NaCl al 0.9% ml 

Suero o Plasma ml 

T 
1.0 

0.02 

TB 

1.0 

0.02 

RB 
1.0 

0.02 

s 
1.0 

Estandar ml 0.02 

Esperar 30 minutos y leer la extinción contra agua a 546 nm. 

Cálculo 

Prote1na A (T) A (TB) - A (RB) x e (S) g/100 ml 
a (S) A (RB) 

T = Test RB = Reactivo + Blanco 

TB = Tubo Blanco s Standar 
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FOOFATASA ALCALINA (HYVEL) 

Especificidad de la reacción, 

Es para la actividad de la FAS en suero, la reacción puede alterarse con 
elevación de la cantidad si existe hem6lisis o si se deja el suero a te.!!! 
peratura ambiente por mucho tiempo. Puede alterarse con una baja de la 
cantidad si se usó EDTA, oxalato, fluoruro. 

Técnica X 

Sustrato (ml) 4.0 

Incubar por 5 min. a 37°C 

Estandar de Tymoftaleina(ml) -

Suero (ml 0.1 

Mezclar el tubo X y B vigo• 
rozamente y regresar a la i~ 
cubaci6n rápidamente por 
10 min. a 37ºC 

Alcali (ml) 

Agua 

Cálculo. 

2.0 

s 

4.0 

0.1 

2.0 

Lectura a 590 nm, contra el reactivo solo +Hz) (B) 

n.o. X X 70 = U.I. 
n.o. s 

Reactivos 

.!!:.1. = U.B. 
7.75 

B 

4.0 

2.0 

0.1 

Sustrato; Monofosfato de timolftaleina 0.58% en 0.25 m de amortiguador 
de 3-propandiol-HCL 
Estandnr; 0.0307, c2aH3oo4 en 93.57. cn2 (CH2) 2011 
Reactivo¡ 0.4% NaO!I en 2.5% Naco3 

Niveles 

Normales 

Equino 
Ilovino 
Ovino 
Porcino 
Cllnino 
Felino 

6- 22U.B./ml 
J - 114 u.n./1111 

14 - 1.21 u.n./ml 

O - 4 U.B./ml 
O• 7.1 U,11./ml 
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GLUCO OXIDASA. 

Solución de trabajo 

Suero 

Standar 

Reposo 30' Temperatura 
ambiente 

Acido Sulfurico 9.3 N 

X 

2.0 

0,04 

2,0 

Lectura X y S contra B a 510 nm. 

Cálculo 

Reactivos 

! x c(s) = mg % 
s 

s 

2.0 

0.04 

2,0 

Glucostat ( Worthington Biochemicals ) 

B 

2.0 ml. 

ml. 

ml, 

0.04 ml. 

2.0 ml. 

Disolver el cromógeno y glucostat en 100 ml, de agua y 100 ml, 
de glicerol ( soluci6n madre). 

Solución de trabajo; 
una parte de solución madre y una de Trietanolamina, 

Trietanolamina 9.28 g 

UCl 2 M 15 ml. 

Agua csp 1000 ml. 

Acido Sulfurico 9,3 N : 64 ml. do ácido sulfurico concentrado 
en 36 ml. de ngun y completar a 100 ml, 

llCl 2M 180 ml. de llCl al 36% en agua csp 1000 ml. 
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DIAGNOSTICO DE INTOJi.I';ACION. 

Para llegar al diagnóstico de una intoxicaci6n deberán tomarse en cuenta los 
siguientes pasos: 

a). Obtención de la historia clínica completa, Esta deberá contener la siguien­
te informaci6n básica: 
1). Confiabilidad del material obtenido: naturaleza y origen del t6xico. 
2), Acceso del animal al material tóxico. 
3). Cantidad suficiente de material para causar signos clínicos o la muerte. 
4). Evidencia de que la planta fué ingerida, en caso de intoxicación por 

plantas. 

b). Exámen Clínico. En la realización del exámen clínico deberan tomarse en cuen 
ta las siguientes observaciones: 

• 

c). 

1), Hay pocos signos patognom6nicos de intoxicación. 
2). Es importante un exámen sistemático. 
En cuanto a los signos generales de intoxicación se presentan: 

- anorexia 
- deshidrataci6n 
- depresión 
- emaciación 
- disnea 
- muerte rápida 

3), Los sístemas más comunmente afectados son: 
- Sistema Nervioso Central, en el cual se observan convulsiones, parálisis, 

temblores musculares, movimientos o posiciones anormales e hiperexitabi­
lidad. 

- Aparato Digestivo, en este se presentan : v6mito, diarrea, constipación -
cólico, lesiones en el higado ( ictericia y alteraciones del funcionamien 
to hépatico ). 

- Aparato Cardio Vascular, hay cardioglicolisis y dano en los vasos. 
- S!stema Henuitopoyético, se presenta destrucción de la médula 6sea (bence-

no), metahemoglobinemia. 
- Sís tema Urinario, hay uremia. 

Exámen Patológico. 
Raramente se encuentran signos patognomónicas, aunque debe hacerse para e­
liminar la probabilidad de otras causas de muerte, algunas lesiones son muy 
sugestivas las que asociadas con otros hallazgos pueden arrojar un diagn6s 
tico. En este exámen deben detectarse ciertos olores o colores de los te : 
jidos; por otra parte si no se encuentra una leai6n específica, esto no 
significa que no pudo haber intoxicación, 

PRINCIPIOS GENEHALES EN LA RECOLECCtoN DE MUESTHAS. 

1). Se debe tener unn i<lcn de lo que se vn n analizar, 
2).0btencr muestras odccuadns de los tejidos de acuerdo al agente sospechoso. 

Tomar una muestra rcprcscntntivn. 
3),0btonor 1n1ficientc mnterinl. El mntcrinl debed mnntcncrsc en congclaci6n 6 
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T O X I C O L O G I A • 

I N T R o D u e e I o N . 

Intoxicación: 
Estado de enferme.dad causado por cualquier substancia o material 

(sólido, líquido o gas) que aplicados exteriormente al cuerpo o de cualquier -
manera introducidos a él, pueden causar destrucción de la vida,por medio de -­
sus cualidades inherentes. 

Las intoxicaciones pueden ser de dos tipos: 

a). Crónicas. Generalmente son subclínicas, 
b), Agudas. Pueden no ser visibles clínicamente por la rápidez con que se pre­

senta la muerte. 

Acción de los Tóxicos, 

Los tóxicos pueden tener acción sobre diferentes sistemas y tejidos: 
a). Pueden causar lesion local de los tejidos debido a: 

- acidez 
- alcalinidad 
- metales pesados 

b). Necrosis de las células epiteliales: 
Esta puede ser causada por cierto tipo de plantas tóxicas (alcaloides de la 
pirrolizidina) y por efecto de las alteraciones mencionadas en el grupo an­
terior, en concentraciones bajas. 

c).Pueden causar efectos en el funcionamiento del Sísterna Nervioso Central, sin 
lesiones del mismo como en el caso de intoxicación con estricnina, ácido 
cianhídrico y la cicuta, 

d),Las lesiones en sangre y sístema vascular principalmente son hemólisis, al­
teraciones de médula ósea, lesiones en el endotelio vascular y alteraciones 
en la oxigenación de la sangre, 

e),La acción que tienen sobre el sistema enzimatico, es probablemente uno de 
los más importantes métodos de acción, atacan principalmente a los grupos 
sulfhídrilo, a la colinesterasa y al sístema citocromo-oxidasa, esto depen • 
diendo del tipo del tóxico, 

Otros factores que nfccton la acción de los toxicas son: 
a), Do11in, Relncionado comunmcnte con la talla del animnl. 
b), Naturaleza física y química del tóxico, 
e), Origen del tóxico, 
d). Exposicldn ~nica o repetido, 
e). Especie, Se tomaran en cuenta lan variaciones anatómicas y fisiológicas, 
f). Edad del animal. 
g). Sexo, Existe succptibil.ida<l de acuerdo a cntn carnctcrístir.n. 
h), t~stndo de ualud del .1n imal. 
i), Expooici6n o otroo ngcntes t~xlcoe o drogne. 
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refrigeraci6n hasta que sea recibido en el laboratorio. Tomar en cuenta los 
dias festivos y fines de semana. 
4). Uso de recipientes adecuados: que no se perforen, inherentes químicamente 

Poner cada tejido o muestra en recipientes separados, sellar cada recipien­
te. 

5). Identificaci6n correcta de los especimenes. 
6). Llevar el material directamente al laboratorio si es posible. 
7). Todas las muestras entregadas al laboratorio deben ir acompañadas de: 

a). Historia completa, cuadro sintomatológico y patológico, 
b). Especificación de que tipo de tóxico se desea que se busque. 
c). Se debe mencionar si se realiza una acción legal con estas. 

ESPECIMENES SUGERIDOS PARA EXAMENES TOXICOLOGICOS, 

~----T_ó_xico Muestra requerida en orden de importancia 

Arsénico (agudo) hígado, riñones, contenido estomacal, estomago. 

Arsénico (crónico) cabello, orina e higado 

Tetracloruro de ca! 
bono contenido estomacal y vísceras parenquímatosas, 

Queroseno contenido ruminal, higado, y porciones de intesti­
no delgado 

Plomo riñones, higado, sangre y contenido estomacal, 

Mércurio riñones, higado y contenido estomacal. 

Acidos y alcalis minerales estomago y contenido, higado, riñones y orina. 

Selenio higado, riñones y pelo. 

tloruro de sodio plasma 6 suero, contenido estomacal. 

Nitrato de sodio estomago y contenido, higado y orina, 

Estricnina estomago y contenido, hígado y orina. 

Urea sangre completa u oxalatada, alimento. 

Se recomienda enviar m~u de una mucatra al laboratorio pnra cada determinación. 
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CANTIDADES DE MUESTRA SUGERIDAS PARA EXAMEN TOXICOLOGICO, 

Muestra 

Sangre 

Hueso 

Alimento 

Pelo 

Riflones 

Hígado 

Plasma 6 suero 

Contenido estomacal 

Orina 

Cantidad mínima requerida. 

10 a 30 c. e, 

25 gramos 

500 gramos a 20 5 kilos 

5 gramos 

2 riflones 

animales grandes 
animales pequeños 

10 c. c. 

animales grandes 
animales pequeños 

1 Kg. 
todo el material disponible 

l Kg, 
todo el material disponible 

todo el material disponible ( 500 c,c. ) 
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A R S E N 1 C O • 

Reacci6n de Reinsch. (arsénico y otros metales pesados) 

Muestra: materias fecales ó hígado. 

25 gramos de muestra en un matraz 

10 ml. de ácido clorhídrico concentrado 

90 ml. de agua destilada ( 6 en una relaci6n de 1 a 4 de ácido y agua) 

Se deposita un trozo de alambre de cobre, l!mezcla se hierve a fuego lento de 

15 a 30 minutos, la pieza de cobre se lava y se seca. 

Resultado: Un deposito negro u obscuro en la pieza de cobre, hace suponer la pre­

sencia de metales pesados como arsénico, antimonio, mércurio 6 plata. 

Prueba negativa: color vivo de cobre o rojizo. 

Prueba de Gutzeit. (arsénico) 

Se hace una destrucció'n de la materia por"vía húmeda'; usando HN03 , n2so4 y HC14 • 

El líquido claro proveniente del proceso anterior se coloca en el congelador, con 

el fin de congelar la grasa. Se filtra, 

Se colocan aproximadamente 10 ml. del filtrado en el generador de arsinia. 

Se at"laden 5 ml, de soluci6n de yoduro de potasio al 15 /. y 4 gotas de solución 

de cloruro estanoso. 

Dejar el conjunto en reposo en el congelador durante 15 minutos. 

Preparar de 5 a 10 granallas de zinc en un vaso de precipitados, anadiendolc á­

cido clorhídrico al 10 % y unas gotas de solución <le cloruro estanoso • El depo­

sito de estm'o aobrc la lluperíicle de los bandas de zinc l11s nctiva. So lavan lu~ 

go con agua. 

Se anndcn las granallas de zlnc n la solución y se tnpn con la parte superior del 

aparato, que tiene una guon impregnada con sol11ci6n de acetato de plomo y un trozo 

de papel i.mprcgnado con nolución ele bromuro dC> mércurio que indica la prancncifl do 

orsónico en la mucstrn, 
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Material: 

- ácido nitrico concentrado 

- ácido sulfúrico concentrado 

- ácido clorhídrico concentrado 

- ácido perclórico 

- granallas de zinc, excentas de arsénico 

- solución de cloruro estañoso, Disolver 40 gr, de cloruro estañoso ~n 100 ml. 
de ácido clorhídrico. 

- solución de acetato de plomo al 9,59 % 

- solución de yoduro de potasio al 15 % 

- papel de bromuro de mércurio al 2.5 % en alcohol 95 % 
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P L O M O. 

Prueba de Greenwald. (plomo en tejidos, estomago, hígado y riffón) 

Se realiza un raspado de la pared del estomago 6 se pica una pequeffa porción 

de corteza de tejido renal, aproximadamente 1 cm2 • 

Se coloca el tejido en un pequefto matraz y se affaden unas gotas de ácido nítrico 

concentrado, se calienta o se expone al aire hasta la sequedad completa.· 

Se affaden de 8 a 10 gotas de agua. 

Se affaden 2 gotas de una solución de yoduro de potasio al 10%'. 

Resultados: 
Positivo 

Negativo 

si hay una fuerte coloración amarilla. 

sin cambio. 
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C I A N U R O • 

Prueba del Acido Pícrico, ( estomago, contenido ruminal y vegetales) 

Reactivo: 

Bicarbonato sódico 

Acido Picrico 

Agua 

o.s g 

o.s g 

100 ml 0 

Se impregna una tira de papel filtro en la soluci6n. 

Las materias sospechosas se trituran y se mezclan con agua. Este material se 

deposita en un frasco que no debe quedar llano más de una cuarta parte: se ~ 

naden de 5 a 10 gotas de cloroformo. 

Se fija el papel reactivo en la embocadura del frasco y se pone el conjunto 

en la incubadora o en un lugar caliente. 

Resultado: 
El gas cianhídrico hace virar el papel a un color violeta intenso. 

Sí las cantidades de cianuro son pequenas, el color serd rosado 6 

rojo. 

Negativo. El papel reactivo no presenta cambios. 



NITRATOS. 

Prueba de Campo Cualitativa. 

Reactivos: 

Difenilalan ina 

Agua destilada 

o.s g. 

20 ce. 
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Acido Sulfúrico hasta completar 100 ml 0 

La difenilalanina se disuelve en los 20 ce. de agua destilada. Se adiciona áci­

do sulfúrico hasta completar 100 ml. La soluci6n se vierte y se guarda en un re 

cipiente color ambar, esta es una soluci6n saturada. Para una soluci6n medio sa 

turada se ponen partes iguales de la primera solución y se adiciona ácido sul -

fúrico al 80%. 

Prueba en el material sospechoso: se coloca una gota en la superficie de corte 

de la planta. 

Resultados: sí el rango de coloraci6n es del verde al azul, se considera positivo. 

La reacci6n del verde al azul con una solución medio saturada, indica la presencia 

de 2% de nitratos, por lo tanto hay posibilidades de que al alimento sea peligroso. 

Negativo. si no se presenta cambio da coloración. 

NITRITOS, 

Prueba de Cnmpo cunlitativ11. 

Para esta prueba son necesarios 2 reactivos: 

Soluci6n I 

So diauclvcn 0.5 g. de Jcido s11lfdnilico an 150 ce. do dcido acético glacial nt 

20%. 
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Soluci6n II 

Se disuelve ( por ebullición ) 0.2 g de hidrocloruro de alfanaftilamina en 

ácido acético glacial al 20%. 

Prueba: se colocan 2 e.e. de una substancia desccnocida en un tubo de ensaye 

limpio, se anaden primero 2c.c. de la solución de ácido sulfanilico y después 

2c.c, de la alfanaftilamina ( control : sin cambio ) 

En el tallo de maíz forrajero agregue de 3 a 4 gotas de la solución I a un cor 

te que se haga en la corteza, luego adicione 3 a 4 gotas de la solución II. 

Resultados: 
Positiva, sí la coloración va del rosa al rojo. 

Negativa, sin cambio. 

.. 



IX. ESTERILIZACION DE MATERIAL , 
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ESTERILIZACION DE MATERIAL 

PREPARACION DEL t1ATERIAL A ESTERILIZAR 

El material a esterilizar deberá ser preparado de acuerdo a la utilidad que 
se le vaya a dar, o dependiendo del tipo de material de que se trate, así 
tenemos: 

Los medios de cultivo serán preparados en matraces (Erlenmeyer , redondos, 
etc.), y de acuerdo a las instrucciones del fabricante, las cuales por lo 
general se encuentran impresas en la caja o frasco, en estas se incluyen 
las indicaciones en cuanto a cantidad de medio deshidratado, mililitros de 
agua bidestilada para su dilución y constantes de esterilizacion, las cua­
les son generalmente uniformes para la mayoría de los medios. Los medios 
de cultivo deberán ser esterilizados por medio de presion de vapor y tempe 
ratura (autoclave), esto para evitar la ebullicion, desecación o alteracio-: 
ncs en los diversos componentes de los medios. 

Material de cristalería. Se incluyen cajas de petri, pipetas, probetas, t!!_ 
bos de ensaye (con y sin tapan de baquelita), frascos, matracas y asitado-­
res de vidrio. 

Las cajas de petri sera- depositadas en un porta cajas (metálicas) o en-­
vueltas en papel manila ó papel revolucion, esto Último en ~rupos no mayo-­
res de 4 cajas, con el fin de evitar se contaminen varias cajas al abrir 
los paquetes. Se utilizará la esterilización por calor seco (horno Pas---­
tcur) la cual es la mas eficaz en este tipo de material, pudiendose usar la 
esterilizacion en la autoclave. 

Pipetasº Se tapan en un extremo superior con una torunda de algodon, la 
cual deberá Ber introducida con una presión que perr.iita la succión de los 
matcrialei> sin ninguna dificultad, el exceso del algodón se elimina por 
flameado, seguidamente se depositnn en un porta pipeta (met5licos) o se en­
vuelven cm papel manila, indicnnclo la graduación correspondiente. Ln este­
rilizacilin ee realiza por medio ele calor seco o en el autoclave. 

Tubos dl~ ensaye• (con ll sin t;ipon), fnrncos, rn.1traccs, agitadores, instrumcn 
ta 1 ( t i jera!;, pin ::ns , t> :; p:Í tu 1 ;1 !>, h i !i t.11 r í, etc • ) • 

Lon tubnn .¡,, t!Tlll.lY•' :;i11 rp:;l';t, p111•d<'n tap:ulo:; con torundaH dl! olgodlin o ta­
ponP:i dl' liulv, ln:; tulio:: ('1>11 t;1p0n de baque! ita :;e cierran con fuerza, pero 
nin muclta pri.,;iíin. ~;I' c(l]11c.in ('11 .-t•::ti!L1:; de alambre o ne hacen paquetes 
pec¡u1.•1ln:1 eon pa¡wl n:111iL1. '.;,. c•::t•·rilí<"'.;111 <'11 Pl autoclave. Parn los frns-
con sp ~;i1 1,t1< 1 11 L1~• rni!111a~1 í11dic.'.tcinnPf';(\ 



- 216 -

Matraces. Sí los matraces no tienen tap6n de rosca, se hace un tap6n 
con gasa y algodón, el cual quede suficientemente presionado y resista 
el peso del matraz vacio al levantarlo. Se esterilizan por medio de -
calor húmedo(autoclave) 

Instrumental y agitadores. Se envuelven individualmente o por paque­
tes en papel manila, de acuerdo a su empleo, se esterilizan en el aut~ 
clave. 

PRCX:::ESO DE ESTERILIZACION. 

Se puede realizar a través de las siguientesccf,ormas: 

Calor húmero (autoclave) 

Calor seco (horno) 

Flameado directo (mechero) 

Esterilización por calor hl1medo. Se realiza por medio de tres factores: 

Temperatura, presi6n de vapor y tiempo. 

Se llena de agua el autoclave hasta el nivel indicado, se introduce el 
material a esterilizar y se cierra la tapa herméticamente para evitar 
fugas de vapor, se dejo abierta la vlilvula, la cual se encuentra general 
mente en la parte superior junto con el man6metro, se aplica la fuente 
de calor (llama o electricidad). Se deja purgar (término que se aplica 
a la salida constante de vapor, lo cual indica que este ha desplazado el 
aire contenido en el interior, este se alcanza entre las 3 y 5 lbs. de -
presión) y se cierra la vlilvula, a partir de lo cual la presión y la te~ 
peratura empiezan a ascender, en el momento en que el manómetro indique 
15 lbs. de presión la temperatura es de 121ºC., constantes a las cuales 
se debe mantener durante 15 minutos. Est'Oli'C controla regulando las 
fuentes de calor en algunos modelos y en otros sucede de manera automlit_!:. 
ca. Es importante que lns constantes se mantengan, ya que si se ven di.!!_ 
minuidas cualquiera de las tres, la esterilización no es efectiva. 

Precaución. L;1 tapa no debcr.1 ser rctirad.:i hasta que la presión indica­
da en el man6metro sea de cero, se abre la vfilvula y se libera la pre-­
s i6n que haya quedado. 

ESTERILI7./\CION !'DI\ CAUJJ( SECO. 

Esta se realiza en el horno l'nstcur, el cual posee una fuente de calor 
ellictrica ;1 través de una acrl.c de rcsistcncia11, 



- 216 A -

Se introduce el material a esterilizar en el horno, se cierra perfecta­
mente la puerta, se acciona el interruptor y se verifica que la temper~ 
tura ascienda a 160ºC., se mantiene esta temperatura por un mínimo de 
60 minutos. La temperatura se revisa constantemente con un termómetro 
el que se introduce en un orificio que se encuentra en la parte superior. 
Existen otros modelo que regulan el calor automáticamente, pero también 
es necesario revisar su correcto funcionamiento por medio de lecturas 
per!odicas con el térmometro. 

ESTERILIZACION A LA FLAMA 

Esta se realiza en el instrumental para toma de muestras, boquillas de 
frascos y matraces, llaves para toma de agua, asas bacteriológicas, etc. 
en el momento de tomar las diferentes muestras. 

En el caso del flameado de instrumental se deberá contar con un recipieg 
te el cual contenga alcoh61, dentro del cual se deposita el instrumental, 
se retira del recipiente y se coloca en la flama del mechero, dejando que 
el alcoh61 adherido se consuma, se permite que la temperatura disminuya 
antes de ser utilizado, con el fin de no causar la muerte de los microor~ 
ganismos a muestrear en el caso de muestras para siembras. 

Cuando se trate de esterilizaci6n de superficies en organos, se aplicará 
lo más caliente posible. 

Precauci6n. Esta práctica se deberá realizar con cuidado debido a la fl,2 
mabilidad del alcoh61. 
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