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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 elabor8 en base a las experiencias adqui -
ridas durante 3 afios en el Centro de Recrfa de Tepotzotlén,
Estado de México y en el Centro de Recrfa del Complejo A -
groindustrial Tizayuca, del Estado de Hidalgo, pertenecien
tes al fideicomiso: "Programa Descentralizacién de las Ex-
plotaciones Lecheras del Distrito Federal."del Banco Nacio
nal de Cr&dito Rural. Las t8cnicas y actividades a las que

se hace referencia se realizan en el laboratorio para re -
solver la problemdtica clfnico preventiva gue mds comunmen
te se pregenta en este tipo de explotaciones ( crianza in

tensiva a destete precoz). Las &reas incluidas son: Bacte

riologfa y Micologia,Parasitologfa,Serologfa, Hematoclogfa,
guimica Sanguinea, Toxicologifia, Preparacién y esteriliza =~
cién del material del laboratorio.



INTRODUCCION,
La produccidn animal representa uno de los mds importantes retos que se pre-
sentan a nivel mundial, El mayor incremento en la poblacidén humana, en rela-
cidn a los nutrientes que puede obtener a partir de vegetales y animales, in-
dispensable la integracién y coordinacidén de grupos de profesionales que en una
forma interdiciplinaria, realicen investigacidén que repercuta en la produccidn,
El médico veterinario zootecnista como integrante y responsable del logro de
ésos objetivos en los aspectos pecuarios, requiere de una superacidn constante
para producir carne, leche, huevo y otros subproductos de origen animal, asi
como evitar la transmisién de enfermedades de los animales al hombre,
La planeacidén en los aspectos de produccidn animal se han venido desarrollan-
do bajo pardmetros establecidos que actualmente requieren de un ajuste, dada

la gran taza de incremento de la poblacién humana,en México es crftica la

)
problemdtica de que dfa a dfa, las mejores tierras posibles de ser explotadas
para la produccidén son cublertas con asfalto, quedando reducidas las superfi=-
cies cultivables, Esto ha motivado entre otros, la necesidad de maximizar la
crfa 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 ple de crfa y produccién de carne, leche y sus derivados,

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

ganado bovino productor de leche, con un valor aproximade de 2,212,221,882 pe-
508, lo cual representa una considerable fuga de divisas para el pafs, (8,19,22)
No obstante esta situacldn en México, en la actualidad se producen aproximada-
mente 6,746 millones de litros de leche anuales, siendo la produccidn de leche

de vaca de 6,475 millones de litros, y de cabra de 270.4 millones de litros para
satinfaier ln demandn de una poblacidn de 66' 768,000 habitantes, dando un prome=-
dio de 120,4 litros de leche de consumo per cdpita, nin embargo csto no satisface

la recomendacidn de la Orpganizacidn Mundial de la Salud, que schala un consumo



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

Por otra parte, es notoria la creciente introduccidn de leche en polvo, que para
1978 ascenderd a 90,000 toneladas provenientes del extranjero, lo cual origina

al pafs una fuga de divisas del orden de los 879' 750,000,00 pesos,{ 22 )

La produccién lictea en México tiene gran importancia econdémica, 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 problemitica serfa:. la implantacidén de programas

de crianza, los cuales contemplen una tecnologfa adecuada adaptada a los recursos
existentes y a las condiciones reales de la ganaderfa en el pafs; siendo uno de
estos recursos la crianza de vaquillas para reposicidén de los hatos, que evite

la pérdida de capitales,

Es evidente que existe inquietud para la produccién de ganado en el pafs, por este
motivo es necesario considerar que en la Gltima d§cada, se han creado centros de
recrfa en diferentes estados de la Repiblica, entre los que se encuentran:

Centro de Recria del Estado de Coahuila, perteneciente al FIRA (Fondos Institui-
dos en Relacidén con la Agricultura) Banco de México, creado en el afio de 1969,(36)
Centro de Recrfa de Calamanda, Queretaro: perteneclente al Fideilcomiso 87 de la
Secretarfa de Agricultura y Recursos Hidr4ulicos, formado en 1974, (13)

Centro de Recria de Tepotzotldn Edo, de México, Fidelcomiso: Programa Descentras
lizaciSn de las Explotaciones Lecheras del Distrito Federal, Banco Naclonal de
trédito Rural, creado en 1974, (11,30)

Centro de Recrfa del Estado de Aguascalientes (privado), formado en el afio de 1975
(11 ).

Centro de Recrfa del complejo Agro-Industrial Tizayuca, Uidalgo, Fideicomiso:
Programa Descentrallzacidn de las Explotaclones Lecheras del Distrito Federal,

Banco Nacional de Crédito Rural, 1977 ( ll':3q



Este ultimo. centro aloja una poblacién mayor a la que se habfa manejado en otros
centros (apfox{madamente 14 800 animales); contando con una tecnologia apropiada,
altamente calificada en los aspectos médico veterinarios, administrativos, econd-
micos y financieros, con un plan de produccidn intensivo,
Este centro consta de las siguientes etapas:

LACTACTON

DESARROLLO I

DESARROLLO IT

GESTACTION

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO
Es importante la integraciénm de un laboratorio de Diagndstico, que cuente con
elementos para el diagnéstico bdsico, ya que a traves de este se emitirdn elemen-
tos de decisidn para aceptacién de becerras, asf como para la integracién de diag
nosticos clinicos por parte de los médicos,
Concluyendo: asi surgié la idea de crear este manual, que contiene informacidén 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 ectapas de
vida en un Centro de Recria,
Este manual se integrd en base a la experiencia obtenida durante los afios 1975~
1976, en el Centro de Recria de Becerras llolstein I'riesian de Tepotzotldn, Edo, de
México y en el Centro de Recria del Complejo Agro-Industrial, Tizayuca lHidalgo, en
los aftos 1977 - 1978; ambos centros pertenccientes al Fldelcomiso @ Programa Dese
centralizacién de las Explotaciones Lecheras del Distrito Pederal, Banco Naclonal

de Crédito Rural,



OBJETIUVOS,

1+ Elaborar un documento que reuna la informacidn sobre 1as
pruebas de laboratorio, para realizar diagnéstigos bactg
riolégicos,,micoléqicds, parasitoldgicos, hematolég;cos,
quimicos vy toxicolégicés, de 165 padecimientos que ;fec-

tan alos bovinos Hglstein en un Centreo de Recria.

2. Mediante esta informacidn se pretende minimizar el tiem-
Po Yy material necesarios para emitir diagné&sticos confia

bles con precisidn y aun costo aceptable,




MATERTI

Méterial
Material
Material
Material
Material
Material
Material

Material

AL Y METODOS,

de Bacteriologia y Micologia.
de Parasitologia,

de Serologia,

de Hematologia,

de Quimica,

de Toxicologia,

de Esterilizacién,

complementario que se incluye en el

texto,



II. SOLICITUD DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.
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SOLICITUD DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS =
Esta se realizard a través de una forma impresa la cual serd proporcionada
por el laboratorio, en la que estardn incluidos los datos bdsicos en cuanto

a identificacion del animal, asi como los datos clinicos referentes al caso,

La solicitud deberd contener como minimo los datos siguientes:

N2 Caso -

Fecha

N2 de identificacidén del animal _ Etapa

Clinico que remite la muestra

Muestra

Condicidén o conservador en los que se envia la muestra

Raza Sexo ‘ Edad

Historia Clinica

Diagnéstico Presuntivo

Exdmen solicitado

Tratamiento con antibidticos Si No Cudles

Fecha del dltimo tratamiento 1/

Técnico que trabaja la muestra 2/

1/ Importante en aislamientos bacterioldgicos, ya que debido a la presencila
de antibioticos en la muestra, sc puede estar inhibiende el creclimiento en
el cultivo,

2/ Se inscribird el nombre del responsable del drea a la que va la muestra,

para cualquicr comentario del diagndstico obtenldo,
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La  solicitud también se podr4 mane jar en forma préctica utilizando formas
como la que a continuacidén se muestra,

Laboratorio de andlisis clinicos,

N2 de

identificacion . N2 caso Etapa

Fecha de . Fecha reporte Fecha reporte
recibido preliminax final
Bacteridlogo Clinico Patélogo
Muestra Condicién

Raza ' Sexo Edad

Historia clinica

_ Tipo de
Diagnéstico presuntivo exdmen
Tratamiento con antibidticos Si No Cuéles

EXAMEN MICROSCOPLCO DIRECTO
IDENTIFICACION PRELIMINAR

SENSIBILIDAD A LOS ANTIBLOTICOS

. Penicilina Texrramicina Polimixina
.Estreptomicina Tetraciclina Bacitracina
" Cloranfenicol Furadantina
Eritromicina Kanamicina
IDENTIFICACION FINAL
COMENTARIOS
Solo para uso del laboratorio
Aerobiosis Anaerobiosis Hongos Micoplasma___
G.S. _ G.s. Sab.____ PPLO.As
Thioglicolato Dexm, PPLO.C,
§.5., V.B, Mc, Conkey Sel, Tet, c.C.
N2 cepario N2 liofilizacidn

Laboratorio de Bacteriologfa. F.M.V.%2, U.N.A.M.
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LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS

Fecha

No.

Identificacidn

No. caso

MUESTRA

Tincién Gram

Medio

Colonia

Tamario

Descripcidn

Hem6lisis

Nimeros

Sensibilidad

Subcultivo

Reincubacidn

Coagulasa (placa)

Coagulasa (tubo)

Catalasa

Manitol Sal Agar

Caldo sangre

NaCl (6.5%)

Trealosa

Sorbitol

Lactosa

Leche tornasolada

Arabinosa

loeffler

Urea

TSI

Citrato

SIM

MR/VP

o/F

Oxidasa

Motilidad en gota

Red. Nitratos

Ligq. Gelatina

Dextrosa

Manitol

Maltosa

sucrosa

Inositol

huleitol

L,.D,.(1lis,Descarboxi)

. A, (Fenil Alanina)

ONPG

PPLO (caja)

PPLO (transferencia)

PPLO (caldo)

PRUEBAS ESPECIALES Y COMUENTARLOS
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Las solicitudes de procesamiento podrdn ser‘almacenadas en una carpeta y fun=-

clonar 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 recopilacién 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 serd mecesario anotar la totalidad de los datos recabados
en la hoja de solicitud de procesamiento, a continuacién se presentan dos for-
mas de registro que funcionan en forma eficaz:

- en libreta de registro, con hojas foliadas

Fecha N2 caso Etapa N2 identificacién del animal
Muestra Exdmen solicitado
Resultado:

- otra forma de registro se puede realizar medlante la creacidn de un cuaderno
de registro, el cual se imprimen las hojas y se encuadernan:




REGISTRO DE MUESTRAS

Resultado

Muestra ExAmen Solicitado -

N= de Fecha Identificacifn Etapa

caso

-ob -




Fecha

Técnico

Ganadero

REGIHTRO DE HISOPOS PARA DETERMINACION DE SAIMONELLA .

DPia y Hora de la

Dia y Hora de la

siembra

lectura

RESULTADOS
. coli Salmonella

Observaciones

= 1] -
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REGISTRO DE, NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS,

Fecha

No., Arete

Ganadero

ZnS0y4

Comentarios




IIT. BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA.
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IMPORTANCIA DE LAS TECNICAS DE RECOLECCION DE MUESTRAS PARA AISLAMLENTOS

BACTERIOLOGICOS Y MICOLOGICOS

La importancia de las técnicas de recoleccidn radica en que estén direc-
tamente relacionadas con el resultado que se espera obtener en los estu-
dios solicitados. Existen un gran nlmero 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 necesario cong
cer esta flora para poder apreciar si realmente los microorganismos obte
nidos a través del cultivo son los causantes del problema.

En el caso de la toma de muestras a partir de un cadiver, esta préactica
deberd realizarse bajo condiciones de asepsia adecuadas y en un corto
tiempo posterior a la muerte, ya que existen fendmenos de migracidén bac-
teriana (de intestino hacia todo el organismo) y autdlisis, las cuales

pueden alterar o dificultar el aislamiento de gérmenes realmente patbge-
nos.

Otras consideraciones a tomar en cuenta son:

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

- Al tomar la muestra debe hacerse bajo las mejores condiciones de asep

sia, evitando la contaminacién con pelos, heces, polvo y suciedad en
general,

- Si la enfermedad o problema representa un problema de hato, se selec-

cionan para muestreo los animales que presenten la fase mis adelanta-
da de la enfermedad.

- La muestra debe ir acompafada con la informacibén completa de los ante
cedentes clinicos del caso, de una buena identificacién y con la soli

citud especifica de los estudios que se pretende se realicen a la
muestra.

Datos minimos que deben acompanar una muestra:
- Fecha,
- Nombre y dirveccién del propietario,
- Especie, raza, edad y sexo del animal,
- Historia clinica:
. Duracion de la enfermedad.

. Namero de animales afectados.
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. Signos clfinicos.

. Mortalidad.

o« Tipo de alimento suministrado.

« Hallazgos a la necropsia.

. Tratamientos y Gltima fecha de aplicacién.
- Diagnéstico presuntivo.

- Tipo de conservador utilizado en la muestra antes de su envio al labo
ratorio. '

- kTipo de estudio que solicita.

- (Clinico responsable del caso, direccién y teléfono.

Las muestras més comunmente tomadas se clasifican en 7 grupos y depen-
diendo éstos, son las técnicas a seguir:

-~ Tejidos.

- Organos,

~ Orina,

- Sangre.

- Exudados.

- Fluidos.

~ Raspados de piel.

-~ QOrganos y tejidos.

Generalmente se obtienen por procesos quirGrgicos o a la necropsia, debe
de realizarse en condiclones 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 portétiles (diffcil en
casos de campo) e instrumental debidamente esterilizado (flameado).

Las mueatras se obtienen del Area que presenta la lesién mls amplia y
caracterfstica de la enfermedad y en cantidad suficiente que permita la
toma de muestras subsecuentes en el laboratorio, Se colocarfin preferen-
temente en frascos o cajas de petri estériles,
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= Orina,
Las muestras de orina se pueden obtener por: <

« Estimacién mecénica de la miccién, por masaje alrededor del clito-
ris o de la v@lva, por compresidn de la vejiga via rectal. Se eli
minan los primeros chorros de orina y el resto se colecta en fras-
cos estériles,

» Aplicacién sistémica de compuestos diuréticos. La coleccidn se
efectGa igual que en el caso anterior,

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

. Por puncidén directa de la vejiga a través de la piel (percuténea),
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 seradn enviadas al laboratorio lo antes posible y
en condiciones de refrigeracidén., El tiempo transcurrido entre 1la toma
de la muestra, la observacidn de ésta y su cultivo de ser posible no
deberd ser mayor de 3 horas, debido a que algunos compuestos de la ori-
na sufren procesos de degradacidén (amoniaco) y llegan a ser téxicos para
algunos microorganismos.,

-~ Sangre.

Se obtiene por puncién directa de algin vaso (caudal y/o vena yugular),
por medio de aguja estéril y jeringa tratada con algGn anticoagulante
(EDTA, heparina, oxalatos, etc.), y esterilizada., Se desinfecta la zona
de puncidn 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 csté-
riless si la cantidad y localizacidén lo permitan. En el caso de flufi -
dos se pueden obtener con jeringa y aguja estériles por medio de puncidn
directa, la z na de puncién se desinfecta en forma similar a la que se
slgue para la obtencidn de muestras de sangre.

Cuando 1a muestra ha sido obtenida por medio de hisopos, éstos son intrg
ducidos en un medio de transporte (de los que se hablard wmis adelante) o
en frascos cstériles y enviados al laboratorio ripidamente, ya que los

hisopos sufren procesos de desecacidn que causan la muerte de gran nime=~
ro de glrmenes. Los hisopos no deben ser transportados en cualquier me=
dio de cultivo (caldo nutritivo) de los mis usados comunmente, ya que se
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puede favorecer el crecimiento de saprofitos indeseables, los cuales inhi
'ben por competencia el crecimliento de gérmenes patbgenos.

- Raspados de piel.

Por lo general la toma de estas muestras se efectGa para la realizaciém
de estudios micolégicos, por lo cual la técnica varia:

. Seleccién de la zona para la toma de muestras. Debe ser la que repre
sente la lesién més amplia y caracteristica (zonas alopésicas, de for
ma irregular, de aspecto asbestoso y reseco, generalmente localizado
en cabeza y cuello de animales jévenes).

« S5e lava la zona lesionada con jabém y agua, se aplica un solvente de
la grasa (alcohol o éter), se espera a que los residuos del desengra=
sante Be evaporen y se procede a tomar la muestra,

. E1 raspado se efectia de la periferia de la lesiédn (nunca del centro),
debido a que en esta zona se encuentra una mayor ploliferaciédn de mi=-
celios y presencia de conidias, (por medio de los cuales se realiza
la identificacién se toma también pelos arrancados desde su rafz para
apreciar el tipo de lesidn que presentan, lo cual contribuye a la
identificacién.

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

MEDIOS DE TRANSPORTE AL LABORATORIO,

La generalidad de las muestras para estudios bacteriolbgicos y micolégl ==
cos deben ser enviadas en condiciones de esterilidad y refrigeracitén (nun
ca congeladas, debido a que hay destruccién célular excepto L, monocith =
genes) y lo mis ripidamente posible.

En el caso de 1a toma de muestras por medio de hisopos se pueden utilizar
medios de transporte como el de Stuart 1/, el cual mantiene las muestras
en condiciones viables (no es un medio de enriquecimiento), medio semish=
1ido altamente reductor que inhibe la autodestruccidn enzimitica, previe=
ne los efectos letales de la oxidacién, manteniendo a los microorganismos
de la muestra en estado '"quieto". Viene en presentaciones tanto para gér
menes aérobios como anaérobilos.

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

PARA BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA

Tipo de muestra

Tincidbn o
demostracién
directa

Microorganismos
probables presentes

Medios a utilizar

1.

2.

Se

Torunda nasal

Lavado traqueal

Torunda de oido

Torundas y liquido
sinovial

Raspados de plel

Staphylococcus
Streptococcus
Pasteurella
Haemophilus
Corynebacterium
Mycoplasma

E. coli
Klebsiella
Bordetella
Pseudomonas
Aspergillus
Cryptococcus

P b

H
Do HiEp PR

3

Los mismos que N2 1 més:
Mycobacterium

Nocardia

Coccidioides

o

-~
w

Staph., Strep
Paseudomonas
Protaus
Klebsiella

E. coli
Corynebacterium
Aspergillus

s P

-

3

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

N

Dermatofitos
Microsporum
Trichophyton

-1 ~J

Gelosa sangre Agar
Mycoplasma con pe-
nicilina y acetato
de talio.

Caldo thiogliocola
to ‘

Los mismos que N2l
Procedimientos es-
peciales cuando se
trata de Mycobac-
terium '

Gelosa sangre
Caldo thioglico-
lato

Gelosa sangre
Caldo thioglico-
lato

Agar mycoplasma
P-T

Embrién de pollo

Saboureaud con
ciclohaxamida y
cloranfenicol o
medio prueba de
Dermatofitos
(DT™)
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Klabsiella
Erypelothrix
Staph
Bacillus

I i

Tincibn o
' Tipo de muestra Microorganismos demostracién Medios a utilizar
. probables presentas directa
6. PGstulas y cos- Staph, aureus 1 Gelosa sangre
tras de piel Dermatophilus 1 Caldo Thioglicola
B-Strep 1 to
7. Pus y liquidos Staph., Strep 1 Gelosa sangre en
pleurales y peri Corymebacterium 1 condiciones &ero-
toneales Pasteurella 1 bias
Actynomyces 1 Caldo Thioglicola
Actinobacillus 1 to
E. coli 1
Haemophilus 1
Pseudomonas 1
Bacteroidas 1
Clostridium 1
Nocardia 1.6
Coccidioides 3.7
'8+ Liquido cerebro- Staph., Strep 1 Gelosa sangre
espinal Corynebacterium 1 Caldo thioglicola
Haemophilus 1 to
Listeria 1 Agar Mycoplasma
E. coli 1 P-T
Cryptococcus 4
Mycoplasma 2
9. Organos perenqui La mayoria de los Gelosa sangre cal
matosos organismos ya mencio do thioglicolato
nados mds: Agar Mycoplasma
Salmonella (intestino) 1 2 Aerobio y Anae-
Mycoplasmas, hongos 3.7 robio
(pulmén) Medio de Fletcher
Clostridium (higado) 1
Bacteroides (Fusobac~ 1
terium)
y Clostridium (tej. 1
necxrbtico)
Haemophilus (cerebro Bo 1
vinos)
Leptospira (rifibn) 9
10, Sangre Strep,, E. coll

Caldo thioglicolato

o caldo peptona
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Tipo de muestra

Microorganismos
probables presentes

Tineibn o
demostracibdn

Medios a utilizar

11, Exudados de fis
tulas

12, Materia fecal

13. Orina

14, Exudado ocular

15. Fetos abortados

Actinomyces
Staph
Bacteroides
Corynebacterium
Coccidioides
Nocardia

E. coli
Salmonella
Klebsiella
Pseudomonas
Proteus
Enterococcus
Mycobacterium

E. coli

Proteus

Pseudomonas

Staph., Strep
Klebsiella

organismos entéricos
miceléneos
Corynebacterium renale
Leptospira
Mycobacterium

Staph., Strep
Pseudomonas
Neisseria
Mycoplasma
Moraxella
Haemophilus
Aspergillus y otros
hongos

Chlamidias

Brucella
Campylobacter
Strep.

E. coli
Kliebsiella
Salmonel la
Mucor

Abaidia
Chlamydia
Leptospira

e e el

-

-
el el N Al R ¥, W~ NS ol ol ol el ol Uy b :o

Fony
-
W

oo

O G0 L LI P het b e o

ot

Gelosa sangre
Aerobia y anaerob
Caldo thioglicola
to

Saboureaud con C
y C

Agar Mac Conkey
Agar verde brillan
te

Caldo Selenite o
tetrationato
E.M.B.

Agar Mac Conkey
Gelosa sangre

Caldo thioglicola-
to

Medio de Fletcher's

Gelosa sangre
Agar Mycoplasma
Agar Saboureaud
Embri6n de pollo

Gelosa sangre
Aerobia y anaerg
bia

Caldo thioglicola=-
to

Saboureaud

Embriftn de pollo
Medio Fletcher's
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_ ‘ ‘ Tincién o -
‘ Tipo de muestra Microorganismos demostracién Medios a utilizar
’ probables presentes directa '
16. Leche Strep., Staph. 1 Gelosa sangre
= E. coli 1 Prueba de Hotis
Klebsiella 1 Prueba CAMP,
Pseudomonas 1 Agar Mycoplasma
Mycoplasma 3
Corynebacterium 1 )
Mycobacterium 5

Tincibén de Gram

Tincib6tn de Giemsa

Tinci8n periddica Acida de Schift (PAS)
Preparacibn frasca con tinta china
Ziehl Neelsen

Kinyoun

Preparacién fresca con KOH al 15%
Maquiavelo

No se hace

Campo obscuro
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,LOSAB ASPECTOS BASICOS EN EL DTAGNOSTICO MICROBIOLOGICO SON:
1. Demostracidn
2. Aislahiénto
3. Identifiéacién

i. Demostracidn.

Tiene por.objeto la visualizacidén del agente patbgeno o su efecto
_en el material biolégico: Tejidos, secreciones, excresiomes, exu-
dados, trasudados contenido estomacal, intestinal, etc.
Ventajas.

Se obtienen resultados inmedi atos.

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

Puede ser el Gnico método de diagndstico viable, como
en el caso de que los organismos problema no puedan ser culti
vados in vitro (M. leprae), o poseer caracteristicas de culti

vo especiales (nutrientes: vitaminas, factores de crecimiento,
etc).

Nos puede orientar tentativamente a un diagnbdstico y
tratamiento répido,

En el caso de enfermedades relacionadas con la produc-
cibén de toxinas potentes, ia demostracidén de éstas es de mayor
importancia que el afslamiento del microorganismo por ejemplo:
en el caso de Clostridium perfringens.

Nos puede dar una idea de la cantidad de gérmenes rela
cionados en el proceso de infeccién, forma, tamafio y disposi-
Cién- '

Permite la observacién de algunas reacciones tisulares
y elementos que intervienen en el proceso de infeccidn (ejem~
plo: Fagocitosis, tipo de leucocitos asociados en el proceso,
fibrina, destruccidn o degeneracidn celular, etc.)

Nos muestra sus caracterfsticas de Tincidn.
Limitaciones.

Se requiecre la presencia de grandes cantidades de micro
organismos para la obtencidn de resultados positivos.

Se calcula que aproximadamente por cada bacteria que se obser
va al microscoplo con el objetivo de inmersién existen aproxi
madamente 10° bacterias Bor mililitro del fluldo o substancia
o aproximadamente 5 x 10" bacterias por ml. o gramo de muestra
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para la observaciétn de una de ellas al microscopio.

En la mayoria de los casos no proporciona respuesta de
la accién de toxinas, anticuerpos, etc. relacionados con el
proceso "in vivo'. Respuestas més especificas se pueden obte
ner con el uso de anticuerpos marcados (fluoresceina, ferriti
na, enzimas, etc.)

Aislamiento.

La etapa de aislamiento consiste en el transporte ycambio de los
microorganismos del medio natural donde se encuentran a un medio
artificial (medios de cultivo y animales de experimentacibn), para
su propagacién en cultivo puro.

Ventajas.

Es la forma mfs convincente del diagn6éstico etiolégico
de las enfermedades infecciosas.

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

Requerido para una determinacidn correcta de la sensi-
bilidad a los diferentes antibiéticos 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 diagnéstico con
técnicas menos laboriosas como examen clinico, clinico patolé-
gico, examen directo, etc.

Métodos.

Principios bAsicos, El objetivo es el de obtener el
germen problema en cultivo puro para su posterior identifica-
cidn,

Recomendaciones:

Obtener una muestra del material
sospechoso a examinar en condiciones estéri-
les y sembrar en estrfa con objeto de aislar
lo en cultivo puro (velse técnica de aisla-
miento en cultivo puro).

31 se sospecha de contaminacidn de
la muestra, se recomienda el siguiente proce~
dimiento para reducir al mAximo la posible
contaminacién,
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a) Esterilizar la superficie del 6rgano
o muestra con una espltula caliente,

b) Por medio de filtracidén selectiva como
en el caso de purificacién de muestras sos
pechosas de contener Vibrio o Leptospira.
Se utiliza un filtro especial Swinney e
una jeringa de 5 ml., é&stos filtros poseen
una membrana con una porosidad de 650 nand
metros o sea 6 500 Amstrongs. Cuidadosa-
mente filtre el lfiquido problema depositdn
dolo en un tubo estéril.

Precaucibn: El inéculo o substancia a fil-
trar debe estar libre de materia gruesa
(contenido intestinal sin digerir, cofgulos
de fibrina, etc.), de otra manera se produ
ciréd la obliteracidén del filtro y la posi-
ble ruptura de éste por la presién produ-
ciendo peligrosos aerosoles para el perso=
nal del laboratorio.

c) Por centrifugacibn selectiva como en
el caso de Leptospira en exlmenes de ori-
na, centrifugar a 2 000 r.p.m./30 minutos
a la cual se producird la sedimentacitn de
las bacterias quedando las leptospiras en
el sobrenadante.

d) Desinfeccibn selectiva.

=~ Mycobacterium (ver pégina

- Erysipelothrix (con fenol al
0.25% durante 30 minutos)

- Clostridium (a 80°C durante 30 mi-
nutos).

- Virus (100 u de penicilina, 50 ug.
de estreptomicina/ml del medio a
utilizar en caso de que se sospeche
de contaminacién bacteriana incubar
a 37°C/30 minutos,

e) Inhibidores selectivos en los medios de
cultivo.

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

£) Por medio de diluciones como en el caso
de Leptospira.

g) Inoculacién a animales de laboratorio,
como en el casgo de Clostridiuwn, Leptospira,
Bacillus anthracis, Coccidioidomicosis,
etc,
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Los medios s6lidos son utilizados preferen-
temente para el aislamiento de colonias individuales
con objeto de estudiar su forma, tamafio, color, consis
tencia, caracteristicas de producir hemdlisis, etc.

Las técnicas de inoculacidn modificadas de-
-penderdn del nimero de microorganismos sospechosos de
crecer.

- ©Esta técnica es muy importante puesto que de -
pendiendo del niimero de cuadrante de la caja que

se observe crecimiento, se relacionari con la can
tidad de gérmenes existentes en el caso problema.

- La t&cnica a seguir es la siguiente: l/

Se dividird la caja de petri en cuatro cuadrantes
imaginarios en los cuales se efectuardn cuatro
siembras en estria con el cultivo problema se empe
zard con una estria lo mas estrecha posible con
objeto de obtener un mejor crecimiento de la mues
tra original; se recomienda que &sta primera estria
se realice con la muestra de Srgano o hisopo que
contenga a la muestra problema, en seguida se pro-
cederid a flamear el asa de platino y se efectuara
la segunda estria a partir de uno de los extremos
de la primera, y asi sucesivamente a manera de
hacer "diluciones" de la muestra original,

INTERPRETACION DE LA SIEMBRA 2/

El crecimiento Si se encuentran Si existen
se reporta como 5 colonias por 5 colonias

Area por &rea
1 + 1 # #2
2 + 2 # 3
3+ KO 4
4 + 4 -

1/ Técnica de siembra en cultivo puro:
2/ Hoeprich, Infections diseases, p. 104
Harper of Row, 1973
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-~ En ocasiones se utilizara@n medios de enreque-
cimiento como en el caso de Salmonella (selenite
y tetrationate), o en caso de problemas de masti
tis en los cuales se utilizarin medios especia -
les para el aislamiento de Staphylococcus y
Streptococcus.

Seleccidn 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 mds comunmente presente en casos de
diagndstico microbiolégico).

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

Caldo thioglicolato de Brewer, el cual es un medio
de enriquecimiento con la caracteristica de servir para ais
lamiento de gérmenes anaerobios y aercbios dependiendo de
la localizacifn del crecimiento en el tubo de cultivo.

Estos dos medios son utilizados en la mayoria de las muestras que
llegan al laboratorio de diagndstico de microbiologla con excep -
cidn de muestras fecales y raspados de piel.

Agar Saboureaud, utilizado cuando se sospecha de la
presencia de hongos en el diagndstico o patoldgico, o en oca
siones cuando se observd al microscopio estructuras pareci -
das a las esporas o micelios caracteristicos de &stos. Gene-
ralmente el medio es incubado a temperatura ambiente, en ca-
s0 de muestras altamente contaminadas como en el caso de ras
pados de piel se utilizardn los medios de agar ciclohexamida
y cloranfenicol que inhibir@n el crecimiento de bacterias
indeseables o en caso de que se sospeche de Dermatofitos se
utilizard el medio para dermatofitos que es un medio base de
Saboureaud conteniendo «lortetraciclina, gentamicina y rojo
de fenol come indicador.

Nota: No obstante la utilizacidn de medios de Saboureaud con
teniendo antibidticos los cuales tienen un efecto principal
en la inhibicidn de bacterias y hongos saprofitos se debe to
mar en cuenta que existen hongos patdgenos que tambidn pueden
ser inhibidos por estos antibidticos como en el caso de
Criptococcus, Allescheria boydii, Aspergillus spp., ete.

Por lo tanto se recomienda que no se utilicen medios selecti-
vos si no se requieren primordialmente,
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Medios para Micoplasma.

Inocular la muestra problema en el medioc para Micoplasma
cuando su origen sea el siguiente:

Tracto respiratorio, articulaciones, tracto genital, exuda-~
do ocular, leche de casos de mastitis, tejido nervioso cen-
tral o liquido cefalorraquideo.

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

Medios selectivos
(5.8., Verde Brillante, Mac Conkey, etc.). Para microorga-
nismos entercpatog@nicos presentes en excremento, orina y
otros materiales que puedan contener estos microorganismos.

Condiciones de incubacién.

Atmosfera.

Todos los cultivos primarios deber@n ser incubados en una
atmbsfera de didxido de carbonato al 5% G 10%, con excep-
cidn de las cajas de agar Saboureaud.

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

Nuestro método:
~ Colocar las cajas y tubos en la jarra para anaerobiosis.
- Cerrar la caja y eliminar el aire con una bomba de vacio.
- Agregar hidrdgeno y conectar el@ctricamente por medio de
la extensidn durante 15" {para eliminar el oxigeno res -

tante con la subsecuente formacidn de agua).

- En ocasiones se recomienda introducir junto con el Hp
aproximadamente 100 ml de COp en cada jarra.

Un mitodo mfs conveniente e¢s comprar "Gaspak' e indicadores en
"Baltimore Biolopical-Laboratories".

Temperatura.

-« La temperatura de incubacidn de rvutina es de 37°C.
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- La temperatura de incubacidn para Leptospira es
de 29-30°C.

La temperatura de incubacidn para los hongos es
de 22-25°C.

La temperatura para la prueba de sensibilidad a an
tibidticos es de 35°C. (para la preparacidn del indcu
lo en la fase log.). ’

Nota: La temperatura de incubacidn rutinaria de 37°C, se
recomienda tambi&n para algunas pruebas diferenciales como
las de Voges Proskauver, desarrollo de flagelos, etc.

Las muestras sospechosas del contenido de hongos (con excep
cidn de los dermatofitos) deberan 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 via a@rea

deberdn de ser manelados con el miximo de precuaciones con el
fin de reducir los riesgos de infeccidn.

Los hongos causantes de las micosis sist@micas son de los agen-
tes mas peligrosos en el laboratorio, por esa razdn se recomien
da el uso de tubos de cultivo con tapdn largo de algoddn.

Cuando el crecimiento ha sido abundante se puede cubrir con so-
lucidn salina fisioldgica con una jeringa a través del tapdn con

objeto de evitar el riesgo de aspiracidn de esporas al trabajar
la muestra.

Muchos microorganismos importantes en medicina veterinaria pueden es-
tar bastante contaminados por otros hongos que su inoculacidn o siem-

bra en una superficie pequena del wedic de cultivo ofrecerd pocas po-
sibilidades de crecimiento, por esa razdn sc acostumbra sellar las ca
jas con "masking tape",o utilizar cajas desechables de pldstico a tra

vés de las cuales se puede realizar la inyeccidn de soluciones sin pe
ligro de contaminaciones.

El uso de clmaras o campanas de aislamicnto es indispensable en un la
boratorio para el mancjo de hongos v otras microonrganismos importan -
tes en salud piiblica.



IDENTIFICACTION,



A)

B)

Inocular una colonia en:

1. TSI (triple azucar hierro)

2. UREA

3. SIM o medio de motilidad de Gillies

EL GRUPO ENTERICO Y SUS REACCIONES EN TSI*

Ver Pags.

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

EL GRUPO NO ENTERICO Ver Pag.

Alcaligenes gaecalis (#5)-1

Bordetella bronchiseptica (#5)-1

Branhamella ovis (#5)-1

Citrobacter interrcedius (#1,#3)

Brucella canis (#5)~1-I1

Edwardsiella tarda (#2)

! spp (#5)-1

Enterobacter aerogenes (#1 v #3)

EF IV (i#3)

Enterobacter cloacae (#1 y #3)

Flavobacterium spp (#5)-1

Erwinia herbicola

Francisella tularensis

Escherichia coli (#1,#3,#4)

Haemophiluis "agni"

Hafnia (#3) " hemoglobinuphilus
Klebsiella oxvtoca (#1) N gallinarum
' pneumoniae {(#1 y #3) " haemolyticus

Proteus inconstans (#3) " influenzae
" morganii (#3) " "oakley" !
" mirabilis (#2,#3,#4) " paragallinarum 3
" rettgeri (#1 y #3) " parainfluenzae o
" vulgaris (#4) " parasuis

Salmonella arizonae (#2, #4) " suis

" spp. (#2, #3)

Moraxella bovis (#5)-1

Serratia liquefaciens (#1, #6)

" lacunata (#5)-1

marcescens (#7, #6)

" spp (#5)-1IT

Shigella (#3)

Pasteurella haemolytica (#6)

£l GRUPO NO ENTERICO Y SUS REACCIONES EN TSI

Neisseria spp (#5)-I1

Acinetabacter (#5)-I-11

Pasteurella multocida ({6)

Actinobacillus equuli (#6) B pneumotropica (#6)
g lignieresii (#6) " spp (#6)
" spp_(#6) v ureae (#6)
" suis (#6) Plesiomonas shigelloides {(#7)
Aercmonas spp (#1, #3) Pseudomonas aeruginosa (#5)-1
" fluorescens (#5)-1
v maltophilia (#5)-1

Streptobacillus moniliformis

Campylobacter fetus

Subesp. jejuni (coli)

Continta



Continuacidn

Ver Pags.

Subesp. fetus

" intestinalis
Campylobacter sputorum

Subesp. bubulus
" sputorum
" fecalis

Yersinia enterobolitica (#6)
" pestis (#3)
" pseudotuberculosis (#3)

* Ver medios »
** Si los organismos son variables en tincidn de Gram, realizar la prueba de KOH. pag. 123

*** No agrupado con entéricos.



Bacilos y Cocobacilos Gram Negativos

(TSI Reacci®n # 1)

Fondo 3cido, superficie &cida, gas y no HpS

Kiebsiella Citrobacter proteus

Serratia

lique - marces
E.coli pneumoniae intermedius rettgeri faciens cens

Enterobacter

Plesiomonas

aerogenes cloacae herbicola Aeromonas Shigelloides

Ureasa - + d +
Indol + d + +
Motilidad +1 - + +
Oxidasa - - - =
Citrato - + + +
Kejo de Metilo + -2 + +
Voges Proskawer - + - -
P.D. - - - +
Sorbitol
Inositol
Arabinosa
Aldonitol
Celobiosa
Liq. de Gelatina(37 °C)
L.D.
Esculina
(+) - Acido, sin produccidn de gas

d - Diferentes tipos

LD - Lisina descarboxilasa
PD -~ Fenil alanina deamiasa

A+ oo+ 4—25 b+ 1o+ 1 oo

4+ 1 o

+ o+

+)
)

C))

+ 1+

+ 1

- E R

Erwinia
d d
+ +
+ d
- d
+ d
- d
4 d
)] d
+ +
d -
+ d
d3 d
- d

Red. Nitratos
Cre.en Mc Conkey

N

+ 4+ onmn o oAl

b+

+

BTSN




1.
2.
3.
4.

a.

( TSI Reaccidn # 1 )

Existen cepas no mdviles. Comprobar con el medioc de motilidad de Gillies o por el método de gota suspendida.

Existen cepas Rojo de Metflico positivas.

Licuefaccidn retardada de la gelatina. O no en una forma total.

Se presentan cepas con pigmento rojo y no pigmentadas también. Serratia Sp. Son resistentes a Polimixina B,

mientras que Entercbacter sp son susceptibles.

El género Aeromonas tiene numerosas subespecies. Muchas cepas son hemoliticas y algunas pruebas bioquimicas son
positivas s€lo en incubacidn a temperatura ambiente. Aislado principalmente como patdgeno en animales inferio-

res (reptiles, peces).

1.A hydrophila

2.A punctata ‘

3.A salmonicida

subesp. subesp. subesp.
masou-
Produccion de: hydophila anaerogenes proteolytica punctata caviaes Salmonicida achromogenes cida
Gas de glicerol + - - - - + +
Gas de glucosa + - - + - + +
LD (técnica de Moller) - - + - - - + ;
Biotipos @
Voges-Proskauer +1- +2- + - - - +oo
Prueba de oxidacidn de
gluconato + - + - - - - +
Desdoblamiento de:
—Galactosa + + - + + + +
~Sucrosa d + - d + - +
-Manitol + + + d + + +
—Arabinosa d + - 4 + + +
-Esculina d d - d + + +
+ = positivo; ~ = negativo; d = algunas cepas positivas, algunas negativas

Y. Puede ser una reaccidn positiva retardada

Ca.

LD. = Lista descarboxilasa

Existen cepas aberrantes



( TSI Reaccidn # 2 )

1. Se agrupan en oleadas en gelosa sangre.

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

a. Agregar una gota de solucidn salina a un portaobjetos llmplo.
b. Mezclar una asada de cultivo para hacer una suspensidn. Agregar una gota pequefia de suero pollvalente

contra Salmonella (cubriendo los grupos A hasta I).

c. Rotar el portacbjetos hacia adelante y atr3ds y observar agrupamiento o aglutinacidn. Una buena ilumina
cidn en forma oblicua ayuda bastante. jEVITE CONTAMINAR SUS DEDOS!

d. Si la reaccidn es positiva, repetir los pasas a, b, ¢, substituyendo el suero pollvalente por el de ca

da uno de los grupos especificos.

3. Salmonella gallinarum y Sal, pullorum no son moviles.

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

5. Reaccidn en TSI mis frecuente: fondo 3cido, superficie acida, gas H2S (#4) (ver pag. )

NOTAS:
a. Salmonella sp. son sensibles a la cloromicetina, furadantina y polymixina B y gentamicina.

b. Salmonella typhimurium (grupo B) es la especie mis comiin 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. :



Ureasa

Indol

Motilidad

Citrato

Rojo de Metilo

Voges~Proskauer
ONPG

LD
Arsbinosa

Bacilos y Cocobacilos Gram Wegativos
( TSI Reaccidn # 2 )

Fondo Acido, superficie alcalina, gas y HZS

Salmonella Edwardsiella

Proteus? mirabilis!  Salmonella SPPZ arizonae tarda Citrobacter freundii?
+ - - - d
- - - + -
+ +3 + + +
(+) +4 + - +
+ + + + + .
‘ - - - - s
- - + - + 1
- + + + -
- + _i_ - +
d - Diferentes tipos
ONPG - O-nitrofeinl-B-D-galactopiranosido
LD - Lisina descarboxilasa

(+) - Reaccidn retardada



Ureasa
Indol
Moti idad
Oxidasa
B.D
Citrato

Rojo de metilo

Voges=Proska er

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

( 18T Reacgién #3)

F- fermentacién

Kieb- PROTEUS Yersinia Citro- Enterobacter
siella Vibrio bacter o
pneu- parahemo mirab- mor- reti incon pseudo Salmo~ Haf inter- Shi-, Aero- Aero-
E.coli moniae lyticus ilisll ganii geri stans2 tb.8 pestis9 nellal nia medius palla monasé genes cloacae EF4
- + - + + + [ - + - - - d - - - d -
+ d + - + + | + - - - - + d + - - -
+1 - + + + + | + +7 - + + + - + + + -
- - + - - -1 - - - - - - - + - - +
- - - + + + | + - - - - - - - - - -
- + + - + | + - - d + + - + + -
+ - d + + + | + + + + dyg| + + + - d -1
I
- + d - - -] - - - - + d - - + + -
ONPG + + - + d - - + + -
LD - - + |4 - - d + - -
Lig.Gelatina(37°C) d d5 d5 -
Sorbitolj + d -
Inositol | + ) -
Arabinosal + o+ -
Adonitol + d -
d- diferentes tipos Celobiosa | + | + -
ig— I-l"e_am:.l-a(}ianina‘ de,:;:inasa Esculina + - _
- sina descarboxilasa
i 0f (glucosa) F
(+)- acidez, sin produccién de gas Nitrato +
x Pigmento i

*- amarillento.




( TSI Reaccidn # 3 )

1. Existen cepas no moviles.

2. Las subespecies del grupo A producen en la glucosa y fermentan el adonitol, las del grupo B no.
3. Hacer prueba seroldgica polivalente para Salmonella (ver reaccitn # 2 en TSI).

4. Hacer prueba seroldgica para Shigella.

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

6. Para m3s pruebas ver la pig. (1)

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

8. Yersina pseudotuberculosis se debe diferenciar de Yersina enterocolitica (también en la p3ag.42 ).

Y. pseudotuberculosis Y. enterocolitica
Esculina + - -
Ramnosa + - -
Sucrosa - +

9. Confirmar por susceptibilidad a fagos y prueba de patogenicidad.
10. Positiva si hay crecimiento a temperatura arcbiente.

1I. Sumamente rara en esta categoria (ver reaccidn en TSI #2).
NOTAS:

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

1. Shigella - confinada a primates; debe ser identificada seroldgicamente como miembro de este gémero.
2. Alkalescens-Dispar (grupo AD). No son productores de gas, no mdviles, lactosa variables y que son
considerados como E.Coli si otras caracteristicas seroldgicas y bioquimicas concuerda con el grupo

Escherichia.

b. Aeromonas spp pueden crecer mejor a temperatura ambiente.

¢. E.F.-4 (Fermentadores Eugdnicos) 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 reaccidn de este tipo en TSI.



1.
2.
3.
4.

Creasa
Indol
Hotilidad

Bacilos y Cocobacilos Gram Negativos

(TSI Reaccidn # 4).

Fondo dcido, superficie Acida, gas variable y HZS

Proteus )
E.coli3 mirabilis vulgaris Citrobacter freundii Salmonela arizonae’

- + d -
+ - - -
+1 +2 +2 + +
Citrato d d + +
PD + + - -
Rojo de Metilo + +
Voges—Proskauer - -

ONPG +

LD -

Existen cepas no mdviles.
Crecimiento en oleadas en cajas de agar. ,
raro <=n ésta categoria (ver reaccidon #1 en TSI)

Extremadamente

Extremadamente raro en esta categaria (ver TSI reaccidn #2)

Irregularmente

y en forma tardia, fermentan la lactosa.

d. - Diferentes tipos
LD. - Lisina descarboxilasa
PD. - Fenil alanina deaminasa

-9 -~ .



NOTAS:

La mayoria de las cepas de E. coli y Salmonella son sensibles a la colromicetina, gentam1c1na,
furadantina y polymixina B.

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

La mayoria de las cepas de E. Coli, Proteus rettgeri y Proteus mirabilis de infecciones del tracto
urinario son susceptibles de tratar con altos niveles de penicilina en vivo,por lo que los organls

mos generalmente parecen ser resistentes a la sensibilidad de prueba en placa.




Bacilos, cocobacilos, filamentos gram negativos
( TSI Reaccibn # 5)
GRUPO NO ENTERICO
Superficie alcalina, fondo alcalino, no gas y no H,S.
GRUPO 1
Pseudomonasé Brucella Moraxella 6

I ] l l I l ' IBr_anham-‘l Fiavo-B Chromo-10 Acineto-
lacum ella bacteri bacterium bacter

Alcalige Bordetella
nes bronchi- aeru- flour- malto-

fecalis septica ginosa escens philia canis spp bovis ata sp ovis rum Sp 8pp Spp
Ureasa - + + d - + d - - -] - - - d
Indol - - - - - - - - - -] - d - -
Motilidad + + +2 + + - |- - - -1 - d + -
Oxidasa + di + + - + d + + +| + + + - [;)
Citrato d + t+ - = I B B -1 -1 - d d a !
of AIX ALK 0 0 0 - - - - -1 - 0/-9 | O/F 0/-
Bemolisis - d d - - - - + - -1 + - - d
Pigmento d3 + + - - - - - - + + -
red.Nitratos | + |d |- | + | a| + 1 a 4 -
Crec.en McConkey - d - - d| - d d +
loeffler digest. + + -1 - 1 - - -
Liq. Gelatina(37°C) 1t + | - " +
0 - Oxidacién

d - diferentes tipos

Alk-alcalina

F- Fermentacién



( TSI Reaccidn # 5 )

1. Puede ser débilmente positiva.

2. Existen cepas no mbviles.

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

4, Pseudomonas aeruginosa crecerd a temperatura de 42°C y no a 5°C. Pseudomonas fluorescens crecerd a
5°C y no a 42°C.

5. Debe ser confirmado: serologia, patogenicidad, susceptibilidad a fagos, tolerancia a la fucsina y
thionina, produccidn de HyS, requerimientos de C0,.

Brucella ovis es un miembro del grupo que es megativo en ureasa, oxidasa y prueba de reduccifn de ni-
tratos a nitritos.

6. Morfologia: diplobacilos y cadenas, gram negativos, pleomdérficos 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 morfologia debe ser en forma de coco, dis =~
puestos en pares con los lados adyacentes aplanados,

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

§. Algunas cepas pueden ser ligeramente fermentativas.

NOTAS:

a. Existen ccasiones en que miembros de &ste grupo son referidos "como organismos", los cuales son gene-
ralmente de significacidn patogénica dudosa. '

10. La mayoria de las especles producen un pigmento violeta insoluble en agua o cloroformo y crecen a

25°C.

- 6€ -
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Crecimiento a 5°C
Crecinmiento a 42°C

Pigmentos fluorescentes en luz UV

Maltosa
Manitol

LD

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

2% Abortus
CO2 d
st +

Fucsina basica ' +

Tionina -

aeruginosa

4.

+
(pyocianina)

melitensis

fluorescens

suis

+

+
(fluorescina)

neotomae

 maltophilia

~amarillo*

+

+
ovis canis
+ -
. -
3 .

_017 | B



Neisserial Branhamella Moraxella sp. Acinetobacter
Granm negativo Cocos simples y Cocos comunmente | Bacilos gruesos en pares | De cocos a bacilos cortos y
Morfologia en pares en pares o cadenas cortas, fila - | gruesos en pares y cadenas
mentos filamentos

Catalasa + + d +
Oxidasa + + + -
Reg. CO, a2 - - -

OF 0/- - - 0/-
Pigmento d d - -
Grec. McConkey - - d +
Glucosa d - - d
Nitrato - - d d

st d - - -

Nitratos d + d -

1. Se requiere un cuidadoso examen morfoldgico. 0 - Oxidacidn
2. N. ponorrheafe {en especial) y N. meningitidis requiere COp adicio d . —~ diferentes tipos.

Cocos, Diplococos y Cocobacilos Gram Negativos

GRUPO NO ENTERICO
Superficie alcalina, fondo alcalino, no gas, no HyS

( TSI Reaccibn # 5 )

GRUPO II

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

nal para su aislamiento primario, no creceran en agar nutritivo,
TSI, o agar urea de Christensen, y se encuentran solamente en huma

nos,



Gram Negativos

GRUPO NO ENTERICO

Fondo acido,

superficie &cida, no gas no H,S

{ TSI Reaccidn # 6)

Pasteurella Act:inobacillus4 Yersenia 6 Serratia’
multo pneumo- haemoly lignier entero- Vibrio marces .
cidas tropica ureae tica 5 sp. sp. equuli suis- -esii = colitica cholerae  cens liquefaci
oxidasa + + + + + | d d + d - + - -
areasa - + + - - d + + + + - d d
indol +1 +1 - - - - - - - d +1 - -
motilidad - - - - - - - - - +3 + + + 1
hemdlisis - - + - d - + - - d - - s
ONPG -2 d - d - + + + + + + + + n
1€ conkey--L—= = = ha -1 d + + + ol * + + !
Rafinosa + + - - - - d
Trehalosa + + - + + + +
Salicin d + - - - + +
Hidrdlisis Esculina - + - - - d d
Reduccidn azul de metileno - - +
Arabinosa’ - - +
Lig. gelatina + + +
(37°C)

d -

diferentes tipos



( TSI Reaccidn # 6 )‘

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

2. Algunas cepas son positivas,
3. Moviles a temperatura ambiente (22°a 25°C)
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 identificacisn 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 bioquimicas adicionales entre las dos especies (ver p3g.30 ).

NOTAS:

a. Muchos de los miembros del grupo Pasteurella — Actinobacillus son clasificados como "spp" y en general
son no patdgenos y sensibles a la penicilina. No hay una sola caracteristica o conjunto de caracteris-
ticas para diferenciar el género Pasteurella y Actinobacillus de algiin otro.

b. Miembros del grupo heterogeneo Alkalescens - Dispar (A - D) daran ésta reaccidn en TSI (ver pag. ).
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24 horas, Con frecuencia sin crecimiento o en colonias muy pequeflas en cultivo de gélosa sangre (mejor observacidn al
microscopio de diseccidn), observar por satelitismo 2 una temperatura de 37°C en 00;. Reincubar el cultivo,

RPacilos pleomdrficos, cocobacilos y filamentos.

GRAM NEGATIVOS
(TSI SIN CRECIMIENTO)

48 horas. Inocular Triple Azucar Hierro (T1SI), y urea,

Sembrar de colonias de gelosa sangre en agar triptosa, incubar a 37°C, con (O

72 horas. Si no existe crecimiento en TSI, urea y en las cajas de agar triptosa después de dos dias de incubacidn, sem
brar las colonias de gelosa sangre de una forma rectangular en cuatro cuadrantes
sa, Con pinzas estériles colocar discos con los factores X, V, y XV en el centro
drantes ( el 42 sirve como cogtrol ), e incubar en (0p. Observar por crecimiento

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,

GRUPO NO ENTERICO,

Especies de Haemophilus,

2

en una caja de agar tripto-
de cada uno de los 3 cua -
el rededor del disco (2) y

Satelitismo "oakley" Haemoglob§g7 parain-4 3 pgrahqu gallina paragallina
en triptosa "agni" ophilus influenzae! fluenzae sufs pargsuis haemolyticus lyticus rum Tum
agar con

Straph, + + + + + + + + + +
Requerimiento
de factor X - + + - + - + - + -
Factor V - - + + + + + +
Indol d5 + d d - - d - - -
109) + - - - - - - - + +
hemblisis - - - - - - + + - -
Suero - - - - + + - - + +

d - Diferentes tipos




1. Haemqphllus 'oakley" ("HY somnus. Organismo de la meningo encefalitis en bovinos) y H "agni" (ov1nos)
asi como Haemophilus - ike spp" pueden crecer en agar triptosa cuando se siembran a partlr de gelo- -
sa sangre. El procedimiento es subcultivar al organismo en sospecha a otra caja de agar trlptosa y ob—
servar crecimiento. (51 se sospecha firmemente de Haemophilus pasarlo una tercera vez).

2. Ocasionalmente Haemophilus spp mostrarid inhibicidn 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 enriquecido4(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
aglutinacidén en placa, inmunofluorescencia y posible inoculacifn en ratones o cuyes.

4, Factor X : 1l,u.g. hemina/ml de medio.

Factor V : 1 u.g. NAD/ml de medio (ver pag.
5. H. "oakley" ("H. somnus", "H. somnifer") produce indol "H.agni" no produce indol.
NOTAS:

=9 =

a. H. "oakley" o H. "agni" pueden mostrar satelitismo en gelosa sangre, el cual es m3s intenso en
agar triptosa con sv apropiado "alimentador" (la mayoria de los Staphylococcus son recomendables).

b. Haemophllus spp son organismos gastidiosos, Mantener incubados en C02 siempre hasta su- 1dent1f1—
cacidn final. Subcultivarlos por lo menos una vez a la semana. e



Grupo no Entérico
Sin crecimiento en TSI

Crecimiento en agar sangre a 37°C. COp (3-15%)
después de 48 horas

Campylobacter
fetus sputor -
. p? orum Streptobacillus

Subespecies Jejuni (coli) fetus intestinalis bubulus sputorum fecalis moniliformis

Bastones delgados en

cadenas o filamentos

largos irregularmente
Morfologia Gram negativos, forma de coma, curva o de "S", espirales largas fragmentados o con for

ma de hueso (1)
Oxidaxa + + + + + + -
Catalasa + + + - - + -
H,S (papel aceta A :
to de plomo) + - +3 + + + - 8
151 - - - + + + - i
Crecimiento en~
tiol al 1%
Reduccidn de Ni
tratos - - - + + + -
Requerimientos
de COy + + + + d + +

d - diferentes tipos n.a, - no aplicable

1. La tincidn por el método de Giemsa demuestra mejor a este organismo.

2. Inocular em caldo de suero y agar suero (PPLO):
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 pequefiitas, tefiirlas con el método de Dienes de

acuerdo a la técnica para Mycoplasma.
¢) Inocular 0.5 cc de caldo de cultivo, intraperitoneal a ratones y observar inflamaciones articulares. Culti-

var las articulaciones infectadas para buscar Streptobacillus.

/
i



Bacilos Gram Negativos Anaerobios no Formadores de Esporas

Bacteroides Fusobacterium
Vibrio melanino vari- corro- Sphaerophorus2
Veillonella spp. . genicus fragilis obilis nodosus! dens spp. , fusiformis spp nearophorus
Cocos Forma de Células con terminaciones redondas Células con extre |Bacilos largos
Morfologia coma lmos delgados}o en p%eomorflcos y
forma de perilla | filamentos con
apariencia de
{rosario
Pigmento Cafe
negro de - - - - - - - -
5-7 dias
Indol - + - - - + - +
Nitrato Red. - - - + d - - -
Aesculina + + - ? - - d ?
Hemdlisis + - +
Crecimiento en
el fondo del - - o+
tubo 1 -

1. Fusiformes nodosus: Asociado con la pododermatitis ovina es generalmente demostrable en el frotis directo
de la lesidn. ' : .

2. Se puede inocular um cultivo en un conejo por via subcutanea. Observar por muerte y reaccidon de necrosis
en el sitio o periferia del lugar de inoculacifn durante un periodo de 5 dias a una semana.
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DETERMINACION DE SALMONELLA.

2.1 Generalidades.

Se tomarln muestras a las bacerras pof medio de hisopos rectales y
bucales, los cuales serin obtenidos en el momento en el que la
becerras sea muestreada para determinacién de Igs.

Los hisopos obtenidos serén introducidos en tubos de ensaye de 150

x 60 con tapdn de baquelita conteniendo 10 ml de Caldo Selenite.
Los tubos ser&n enviados al laboratorio.

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

Material.

- Tubos con Caldo Selenite y/o tetratiomato inoculados con
hisopos tomados a partir de heces y saliva de las bacerras.

- Medio de Agar verde brillantel/
- Antisuero Salmonella o poli A-I
- Portaobjetos

- Asa bacterioldgica

Método.

Los tubos con Caldo Selenite (medio de enriquecimiento para Salome
1la) previamente inoculados con los hisopos, se incuban durante

18 hs, a 37°C. Transcurrida la incubacibn se harh una resiembra a
partir de estos tubos, en medio de Agar verde brillante (méximo 4
muestras por placa de Agar), el cual se mantendrid en incubacién de
24 a 48 hs. a 37°C. El tiempo de incubacién dependerd del creci-
miento obtenido a las 24 hs,, ya que sl &ste se considera poco, la
caja serd reincubada 24 hs. més,

A continuacidén se seleccionarén las colonias que presenten las si-
gulentes caracteristicas:

Crecimiento en colonias aisladas de color rosado, con tomafio entre

1 y 3 mm, transparentes y que hayan cambiado el medlo a color rojoho
farmentacibén de la lectosa).

1/ Los medios da cultivo se prepararfn de acuardo a las indicaciones
dal fabricante,
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Las colonias consideradas como sospechosas (de acuerdo a las carac-
terfsticas anteriormente mencionadas), serfn identificadas serolégi
camente por medio de reacciones de aglutinacién, enfrentando la
colonia problema con el Antisuero Salmonella o Poli A-T.

Las colonias que produzcan una alutinacién de tipo gisoso, en un lap
so no mayor de 3 minutos, se considerarfn como colonias de Salmone-
11al. » con lo cual la becerra quadari rechazada.

1/ La tipificacibén de Salmonella se hard a solicitud del clinico respon
sable de lactacién de los recolectores.



GRUPO A

+

GRUPO B

GRUPO C :

GRUPO D

+
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GRUPOS DE SALMONELLA.

Salmonella

Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella

Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella

Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella
Salmonella

paratyphi A

schottmulleri
typhimurium
abortus equi
paratyphi B
abortus bovis
abortus ovis
chester

derby

paratyphi Cq
cholerasuis Cq
montevideo Cq
newport
typhisuis

typhi
enteritidis
pollorum
gallinarum
dublin

+ Salmonelas de

REFERENCIAS :
Manual de Bergey
Kauffmann 1966
Van Qye 1964

Kilterborn 1967

importancia en bovinos.

Ed. 1974



Organismos aerobios Gram Positivos 1/

Primeros pasos para su identificacidn

1. Descripcidn morfoldgica

2. Prueba de catalasa
3. Ver tablas en pags.

BACILOS CATALASA POSITIVQS

COCOS CATALASA POSITIVOS ()
1. No ramificados:
Micrococcus spp. Bacillus anthracis
Staphvlococcus aureus Bacillus spp.
Staphylococcus epidermis Corynebacterium equi
Corynebacterium equi " pseudotuberculosis
" renale
COCOS_CATALASA NEGATIVOS " Spp.
" ulcerans

Diplococcus pneumoniae Listeria
Enterococcus spp. (otros aprte de Mycobacterium

.faecalis v 5. faecium

II. Ramificados:

Streptococcus agalactiae Dermatophilus

v canis Mycobacterium

" dygalactiae Nocardia

" equi Streptomyces

Y equisimilis Corynebacterium spp.

" faecalis (D) BACILOS CATALASA NEGATIVOS

! faecium Actinomyces spp.

" pyogenes Corynebacterium pyogenes

" suis Corynebacterium haemolyticum

" uberis Erysipelothrix

" zooepidemicus Lactobacillus

" viridans

v zymogenes

Corynebacterium pyogenes

1/ Si los organismos se tifien en forma variable con la coloracion de Gram, realizar la prueba KOH. pag.121



Cocos Gram Positivos

solos ~ pares - tetradas - racimos
P

Saph
dureus epidermidis, Micrococcus sp
Catalasa (1) + + +
Coagulasa (2,3) + - -
Of (glucosa) (4) F F 0/-

Prueba de la catalasa (H202-3Z)

a) Poner una gota de Hp07 en un portaobjetos limpio.
b) Mezclar el organismo em el Hy0, y observar las burbujas.

Ejecucidn de la Coagulasa en placa.

a) Poner una gota solucidn salina en la mitad del portaobjetos.
b) Hacer en ella una suspensidn con los organismos o probar.
¢) Agregar una gota de plasma de conejo, observar los grupos; si es negativa hacer la prueba de coagula

sa en tubo.
d) Hacer un control en 1la otra mitad de la laminilla como en a) y en b) omitiendo el plasma.

Coagulasa en tubo.

a) 1Inocular una asada de cultivo en caldo infusitn de cerebro y corazon e incubar toda la noche a 37°C.
b) Agregar 0.5 cc del cultivo a 0.5 cc de plasma, incubar a 37°C y observar la coagulacidn a las 4 horas.
c) Si no hay coagulaci6n a las 4 horas incubar el tubo a temperatura ambiente y observar a la manana si-

guiente.
Medio para oxidacidn - fermentacidn.

a) Picar dos tubos hasta la mitad aproximadamente.



b) Ponerle a un tubo aproximadamente 1 cc de aceite mineral (fermentacidn) y dejar el otro expuesto al
aire (oxidacidn}. ‘

ROTAS:

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 (fermentacifn.
Dejar el otro tubo expuesto al aire (oxidacifn).

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



Cocos Gram Positivos

(Singulares, en pares, cadenas y conglomerados)

Catalasa +

Staphylococcus

Micrococcus

1

Catalasa” - Streptococcus

Inocular un tubo de
caldo sangre

Después de 18 a 24 horas, inocular con upa pipeta Pasteur est@ril, 3 gotas del cultivo de
caldo sangre en los diferentes carbohidratos enlistados en el cuadro inferior con excepcidn

de sucrosa y arabinosa 3,4.

leche

Hemolisina 6.5% tornasolada

soluble NaCL. Lactosa* Sorbitol* Trehalosa* R A C Sucrosa Arabinosa
Str. pyogenes + - +5 - + - + d + -
Str. zooepidemicus + - + + - - + d + -
Str. canis + - + - - - + - + -
Str. equi + - - - - - - - + -
Str, equisimilis + - ds - + -+ - + -
Str. suis’ + - + - + - - - + -
Str. viridans - - d d d + + + + -
Str. faecalis - + + + + + + + + -
Str. faecium - + + d + + + + d d
Str. zymogenes - + + + + d -
Str. pneumoniaeb - - + - + - + + + d
Enterococcus sp - + + - + + + + -




d - diferentes tipos R - reduccidn A - acidificacidn

* — contienen suero de caballo C - coagulacidn

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

2. Caldo sangre (caldo triptosa mas 3 gotas de sangre de bovino).
a) Beta hemdlisis: zona clara alrededor de las colonias; glébulos rojos lisados.

b) Alfa hemdlisis: también llamada hemdlisis incompleta, zona verdosa alrededor de las colonias; gldbu

los rojos no lisados en caldo.
¢} YNo hem0lisis: alrededor de las colonias glSbulos rojos no lisados en el caldo.

3. Sucrosa y arabinosa son inoculados al dia siguiente si es indicado.

4. Cuando se sospecha de Streptococcus hemolitico causantes de mastitis se deberd inocular en los medios de
hipurate de sodio y aesculina aparte de los carbohidratos enlistados. Una prueba de CAMP es hecha (ino-
cular en estria la toxina de Staph. B-hemolitico en una caja de gelosa sangre preparada con eritrocitos
lavados v sembrar el organismo problema cruzando la estria de la ). Cuando se sospecha-'de Strepto-

coccus agalectiae o Strepuberis se debe observar una amplia zona hemdlitica donde la toxina y el organis
mo cruzan. El cultivo en caldo de hipurato de sodio se incuba por una semana al final de la cual se agre

garan 2 ml de solucidn de FeCly (ver pag. ).
Hemolisina 6.5% leche Hidrélisis
soluble NaCl 1lactosa sorbitol trehalosa Tornasolada de hipurato esculina Reaccidn
Str. agalactiae d - + - + RAC + - +
Str. dysgalactiae - - + - + ) - - -
Str. uberis - - + + + RAC + + d

(i) Coagulacidn y reduccidn son variables. d - diferentes tipos.

5. Inocular glicerol y utilizar un disco Beta-A (Bacitracina) para los Streptococcus hemoliticos que fermen
ten la lactosa y trehalosa, inocular en forma rectangular en una caja de gelosa sangre y colocar el dis—

co en el centro del rectangulo.
Una zona de inhibicidn alrededor del disco serd sugestivo de ser Str. pvogenes, Str.equlsemills fermenta

el glicerol, Str. pyogenes no.




6. Utilizar un disco de Optoquina (hidroclorhidrato de etilhidrocupreina) cuando se sospecha de D. plococcus
pneumonize, 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-hemoliticos de los animales lo hace.

NOTAS:

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

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

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



Bacilos Gram Positivos

(Bacilos - pleom6rficos - difteroides)

Catalasa Positivos

Bac{llus Coryanacterium

T . N ] L . .
Listeria 10 Actinomyces

anthracis spp spp equi remale pseudotuberculosis kutscheri ulcerans monocitogenes Viscosus

Esporas +1 + - - - - - - -
Motilidad - +2 - - - - - - + -
Ureasa - - + +5 + + + - -
Caldo sangre
(hemolisis) - - - + - + + _
Glucosa 3 + - +6 + + + + +
Red. Nitratos + ds - - ‘ - + &
Trehalosa + + + d @
Lig.Gelatina + - + - - I
Esculina +
d - diferentes tipos HZS(TSI) +

1. Bacillus anthracis se encuentra en forma encapsulada en los tejidos o en gelosa sangre de ovino al 7% incu
bada en 10% de CO2 y es patdgeno para los animales de laboratorio. No es hemdlitico y no esporula en el ani

mal huésped.

2. Bacillus cereus var.mycoides y otras variantes no rizoidales no son mdviles generalmente.
Bacillus spp. son generalmente hemoliticos.

3. La fermentacidn de los carbohidratos por Corynebacterium son generalmente variables. La identificacifn genéri
ca en el laboratorio como Corynebacterium es basada principalmente en sus caracteristicas morfoldgicas.

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




6!

7.

10.

€. renale muestra signos de hidrolizar la urea generalmente despu@s de 2 horas, en ocasiones después de

algunos minutos (5 a 10) de su inoculacidn. Muchas cepas hidrolizan la caseina en el medio de leche des-
cremada al 10% en agar.

Algunas colonias son negativas.

Corynebacterium pseudotuberculosis crece caracteristicamente después de 48 horas como colonias hemliti-
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.

La reduccidn de nitratos a nitritos por Corynebacterium pseudotuberculosis se observari en la mayoria de
las cepas de origenbovino y equino pero no es asi en las de origen ovino y caprino.

Actinomyces viscosus es pleomdrfico, ocasionalmente filamentoso y ramificado, catalasa positivo, y micro-
aerofilico. Miembro de la familia Actinomycetas originalmente aislados de hamsters se ha encontrado con
frecuencia en perros con abscesos (subcutidneos y hepiticos). Se aisla tambi@n con frecuencia de la cavi-
dad oral de los humanos. Puede ser confundido con Corynebacterium sp.

Cuando son cultivados por el método de la placa vertida (ver en aislamiento Pag. ). Las colonias de
Listeria tendran una forma como "baldn de futbol americano" rodeadas por una zona de hemblisis. La identi

1
ficacidn de Listeria puede ser confirmada con una instilacidn de una gota de cultivo en caldo en el saco a
|

conjuntival 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° a 24°C,

NOTAS:

a)

b)

c)

Algunas bacterias especialmente Actinomyces spp. dan una reaccidn positiva cuando proceden de gelosa san
gre, pero no asi cuando proceden del medio sin hemina. Cuando se sospeche de Actinomyces repetir la prue

ba después de un pase en agar infusidn de cerebro y corazdm.

C. pvogenes es catalasa (-) miembro del grupo Corynebacterium.

La sensibilidad a los antibidticos no es rutinariamente heche para Corynebacterium debido a su suscepti
bilidad a2 la penicilina. Una excepcidn es Corynebacterium equi el cual es sensible a la eritromicina,
gentamicina, tetraciclinas, sulfas y cloranfenicol.




d)

El grupo Bacillus, con excepcidn de Bacillus anthracis son considerados como sin importancia diagnGsti-
ca en la mayoria de los casos. Existen 2 especies de Bacillus de inter@s en vertebrados: B. cerus rela-
cionado en intexicaciones por alimento y B. subtilis asociado con infecciones oculares. Sus caracteris-
ticas bioquimicas son {inicas para estos 2 organismos entre todos los Bacillus spp no patdgenos y son:

crecimiento
Anaerobio facultativo VP arabinosa Xilosa manitol en NaCL al 7%

B.cereus + +

B.subtilis - + + + +




Bacilos Gram Positivos

(Pleomorficos, difteriodes, irregulares, filamentosos)

Catalasa negativos

18 a 48 horas: Si se sospecha de Actinomyces, inocular un tubo de caldo de infusifn de corazdén (adadir 3 gotas de
suero de caballo), tambi&n inocular una caja de LBS (Lactobacillus Selective Agar), agar almidén
y agar infusifn de corazdn. De otra forma inocular los medios que se enlistan en el cuadro siguiente:

Corynebacterium

pyogenes haemoliticum Erysipelotrhix Lactobacillus
Licuefaccion del
Agar suero de + - - sin crecimiento
Loeffler
Caldo.s§ngre + + _ _
hemolisina
Color verdosa en _ _ d d
Gelosa sangre

Si se sospecha de Actinomyces despufs de 24 a 48 horas inocular a partir de caldo infusidn de corazon los azicares
con caseitona como base: glucosa, almid6n, manitol, manosa, xilosa, rafinosa y nitratol. (Afladir 3 gotas de suero

de caballo de cada tubo).

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

Erysipelothrix Lactobacillus

LBS caja - +4
Sembrar por pica 3
dura en TSI para + -
H,S

2




1. El grupo Actinomyces es variable en relacidn a la fermentacidn e hidrdlisis del almidén.
Actinomyces bovis no reduce los nitratos, hidrolisa y fermenta el almiddn, y es la imica especie recono
cida constantemente aislada de animales,

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

3. La confirmacidn de identificacidn de Erysipelothrix es hecha mediante la proteccién del ratdm.

a) Inocular un tubo con caldo triptosa e incubar durante la noche.

b} Inyectar 0.50, 0.1 y 0.2 cc., subcutfneamente respectivamente en dos grupos de 3 ratomes c/u.

¢} Inmyectar um grupo de ratones con 0.5 cc. de antisuero comercial contra Erysipela intraperitoneal -
mente en cada uno.

d¢) Observar por muerte de los ratones en un periodo de 2 a 5 dias; 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 tardardn hasta 4 dias en
formar colonias visibles.

NOTAS:

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

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

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



Bacilos Gram Positivos Anaerobios Formadores de Esporas

Clostridium
bifer- haemo-l botuli sporo- Sorde capit histo- chau septi- perfrin
mentans lyticum num 2 genes 11ii tetani’ ovale lyticum fallax voei cum 4 novyi gens
Lecitinasa + + - - + - - - ? - - + +
Lipasa - - + + - - - - ? - - - -
Indol + + - - + + + - - - - - -
Ureasa’ + - - - - - - - -
Nitratos red. - - - - + d + +
Glucosa - + - + + + + +
Sucrosa + - - +
Leche hierro | sin S
, cambio

d - Diferentes tipos.
s - Fermentacidn tormentosa

1. Enfermedac especifica en bovinos y ovinos. Ver procedimientos de aislamiento pig.

2. Basada en la demostracidn de la toxina, se debe realizar la prueba de neutralizacidn de tonxina-antitoxina.

3. Esporas redondas en la parte terminal "como bastos de cartas”. Los organismos pueden ser muy moviles y pue-
den crecer en cleadas sobre toda la superficie del agar.

4. Formando cadenas largas de células generalmente de tamafio 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 ml de tioglicolato 1igquido sin glucosa.

Ver bibliografia: Smith Holdman.



Morfologia

Peptostreptococcus

Organismos Anaerobios Gram Positivos

No formadores de Esporas

Peptococcus

Corynebacterium

Propionibacterium

Actinomycesl

Usualmente en cade—
nas largas

Usualmente en pa-
res cadenas o
agrupaciones

Pleomdrficos, an-
chos y ovoides,
tnicos, en pares

Pleomdrficos, an-
chos y ovoides,
tnicos en pares
conglomerados en

Pleomdrficos Gni--

cos, en pares con
glomerados fila -
mentos

o conglomerados
cades cortas

Gelatina licue
facc

Catalasa d

d - Diferentes

-vg -

1. Ver identificacifn de Actinomyces spp. pag.

La identificacidn es complementada de una mejor forma por cromatografia de los productos de la fer-
mentacidn de la glucosa. ‘

(Ver Holdeman y Moore).



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 37°C,

%48 horas. Hacer tinciones de Gram y Kinyoun para dcido resistentes,
Este grupo en particular es distinto en cultivo y morfologia. Observar por las caracteristicas en

el siguiente cuadro.

Streptomyces

Mycobacterium

Nocardia atipicos Dermatophilus

Acido resistencia de algunas cepas, colonias
gisosas, filamentos ramificados, en forma de
rosario no esporulados.

+2 - -

Acido resistencia especialmente de las espo-
ras, colonias opacas, olor rancio, filamen -
tos ranificados, esporas en cadenas.

Ne Zcido resistentes, esporas y filamentos
fuertemente tefidas de Gram positivo, colo-
| nias cafés y hemoliticas, ramificaciones
ouy irregulares, hifas con septo transverso.

Dificultad para demostrar dcido resistencia
colonias blancas, filamentosas y menos ramj
ficadas, no esporas y buen crecimiento a
terperatura ambiente.




1. El1 grupo Streptomyces se identificarid sélo por su apariencia

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

Digestifn de

Caseina Xantina Tirosina
N. asteroides - - -
N. brasiliensis + - +
N. caviae - + -
Streptomyces + + +

Incubar a temperatura ambiente y observar por una clarificacifn de la zona alrede
dor de las colonias de un periodo de 5 a 14 dias.

3. Muchos de los Mvcobacterium spp. atipicos que crecen en cajas de gelosa sangre estén solo Kinyoun Acido
resistentes (no alcohol acido). Estos son generalmente aislados en reptiles.

4. Dermatophilus produce digestidn del medio de Loeffler y leche tornasolada, causa hemdlisis en gelosa san-
gre. La reaccidn de los carbohidratos es considerada variable, los nitratos no son reducidos. Dermatophi~
lus debe ser considerado cuando el aislamiento problema es or1g1nar10 de una lesidn de piel posiblemente
relacionada con Streptothricosis.

NOTAS:

a) La mayoria de los Streptomyces no son considerados de importancia patSgena. Aparentemente algunos
autores los relacionan con los micetomas actlnomlcotlcos. 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 hemoliticas en cajas de gelosa sangre. N. caviae puede pro

ducir una hemolisina soluble.




Morfologia

IDENTIFICACION DE ALGUNAS LEVADURAS COMUNES

Candida
Pityrosporum Cryptococcus Trichosporon tropi pseudo
canis neoformans sp. Geotrichum cutaneum albicans calis tropicalis spp
Ovales o esféricas | ovales o esféricas | células rec {0Ovales u | ovales elipticas con cuello como de
en gemacidn unica elipticas, gemaciin| tangulares |oblongas,| botella, gemacién Gnica por gemacidn
por divisidn hori fmica en capsulas o en forma |gemacidn | ovoide a formacidn de micelio o pseu-
zontal con pared gruesa de barril, |tnica mi | domicelio.
hifas rami- {ceverda-
ficadas dero
Ureasa +2 +3 - + - - - -
Crecimiento 37°C + -3 + + + + + +
Patogenicidad
ratdn +4 - - - + - - -
Crecimiento en
c-Cb en caja - - + d + d d d
Presencia de clamidiosporas
AHMO a temperatura ambiente - + - - -
Crecimiento de micelios
(EMB a 37°C en 002) + + - - -
Glucosa - AG AG AG d
Maltosa - AG AG - d
Sucrosa - Al- AG - d
Lactosa - - - AG d
d - Diferentes tipos



Principales
especies afec
tadas

Superficie de
1a colonia

Base de la
colonia

Hacroconidia6

Hicroconidia6

Buen creci-
miento en:

Hicrolsporum1

Acido nicotinico

 Emmmm— Trichophyton3
canis gypseun mentagrophytes equinum verrucosum? terrestre rubrum
perro perro perro, anima- caballo vaca reptiles humanos
gato les de lab. caballo ‘
caballo caballo
cedosa empolvada | vellosa o apa-| esponjosa empolvada o empolvada esponjosa
apar] . . . odo
pariencia riencia algodo y vellosa granular algodonosa
algodonosa nosa aterciopelada
brillante {amarilla bronceada o rojiza blanca o amarilla
amarilla opaca café café o blanca amari - 0 rojo intenso
naranja café roja llenta rojiza
numerosas | muy numero | raras o abun -
en forma |sas, cortas déntes en raras raras numerosas 2 raras
de uso 2 ¥orma de pu~| clertas cepas
ro 2
. raras en medio comimes de for
pocas o nin . . —
pocas —| numerosas pocas o abuan | no enriquecido numerosas ma granular,
8 dantes con tiamina raras esponjo-
sas
5 -a . .
Invagidn del peli in
vitro + - - + -
Aumento de crecimien
to a 37°C - - + - -
Hedio libre de vita- + +
minas
Insitol y tiamina +
Tiamina + d +
+




Encontrade en perros y gatos como causante de otitis externas y problemas de la piel.

Incubar a temperatura ambiente.
Puede crecer pobremente a 37°C.

Inocular 0.03 cc -~ 0.04 cc de una suspensidn intracerebralmente a un ratdn. Revisar hasta por
30 dias.

AHM -~ Agar Harina de Maiz.

C-C - Agar ciclohexamida y cloranfenicol.

- g9 -



Crece de 2 a 4 dias.

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

Crecimiento de 4 a 5 dias.

Forma abundantes Chlamydiosporas en micelio vegetativo.

a)
b)
c)
d}

Colocar un pelo no pigmentado (cana) de origen humano en una caja de petri estéril con agua.
Inocular Tricthophyton spp. en la preparacidn de pelo.

Anadir 5 gotas de extracto de levadura a la preparacidn.

Incubar a temperatura ambiente durante un periode de 10 a 14 dias, y observar con el coloran-
te azul de algoddn el pelo afectado en apariencia de perforaciones en forma de cuiia.

Ver la técnica de cultivo en portaobjetos (en las siguientes pdginas:71,72).

Para su ilustracidn y descripcidn consultar Rebell y Taplin,



- 71 -

TECNICA PARA EL MICROCULTIVO DE HONGOS EN EL LABORATORIO

Medio base de Agar Saboureaud
para el microcultivo

Incubacitn del microcultivo en una caja de Petri sobre
un tubo de vidrio y agua destilada estéril para evitar
la deshidratacibn del agar. (8 dias)



- 72 -

Colocacidén del bloque de Agar sobre

un portaobjetos, siembra de la mues

tra fungal, colocacién del cubreob-
jetos e incubacidn.

Crecimiento ael hongo

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

Tincidn con el lactofenol azul de algo-
dén y observacidén al microscopilo,

Diferenclacldén ¢ identificacidén de hifas,

macro y microconidias, conidiéfora esporan
giosporas, cetc, ctc,




-73 -

MICOLOGIA DTAGNOSTICA

Principales estructuras y formas de presentacidén de las esporas de

los hongos. Accidn ectbtrica y enddtrica

Macroconidia Accibn Ectbdtrica Accibn endbtrica
Microsporum canis M. canis Trichophton tonsuxans




o 7 Microconidias
o 0 T. mentagrophvtes
(0]
o
0

Macroconidias de
Microsporum gypseum

- Macroconidia
M. amazinicum

oz,

@
@
8)
€

ConididSfora (cuerpo frutal) Clamidiosporas de
conteniendo conidiosporas Trichophyton verrucosum

Asperpgillus fumigatus

Macroconidia de (- D O DDD go=
T. mentagrophytes ‘ ,




o a - Microconidias
o 0 E T. mentagrophytes

Macroconidias de
Microsporum gypseum

Macroconidia
M, amazinicum

X

@
@
6
€

ConidiéSfora (cuerpo frutal) Clamidiosporas de
contenfcendo conidiosporas Trichophyton verrucosum

Asperpillus fumigatus

Macroconidia de MODDDDD o=
T. mentagrophytes




(37°C)

Fase de micelio Fase de levadura Inoculacidn
Hongos Medio Temp. distinguible Medio distinguible animal
Histoplasma '
capsulatum Saboureaud 25°C 2 esporas asexuales Gelosa Gemacidn con las Ratdn por via
. . 1) Macroconidias sangre células en forma intraperitoneal
Agar infusidn . P
de corazén tuberc?lada con y sin de lagrima u ova- Muerte en 2 a
12 u diametro glucosa y les, con un tama- 4 semanas. 4
Gelosa san — 2) Microconidias cistina fio de 2-X 4 micras
gre esférica 3 u )
didmetro
Blastomyces Saboureaud 25°C Presentacion de 1 Gelosa Gemacidn con c&lu- Ratén por via
demartitidis espora asexual de sangre las Gnicas, largas intraperitoneal
Agar infusidn forma esférica, Agar inf. y de pared gruesa, Muerte en &
de corazdn ovoide o piriforme de cere- de 8 a 15 u didme- semanas. 3
Gelosa sangre 12 u difmetro bro y co tro
razdn
|
{oceidioides Saboureadu 25°C Las artrosporas son Pueden pro Esporangios largos Ratén por via S
irmitis Agar infusidn de pared gruesa, ducirse (esférulas) de 20 intraperitoneal |
de corazdn forma de barril de "in vitro", a 200 u de didmetro 0 cuye intrates
Gelosa sangre 2 X 10 u didmetro pero no se conteniendo endospo ticular.
alternandose con recomienda ras de 2 a 5 u de Observar de 2
células vacias para su didmetro a 4 semanas.
diagndstico
Sporothrix Saboureadu 25°C 2 esporas asexuales Agar infu Gemacidn con célu- Ratdn por via
schenckii Agar infusion 1) Son pigmentadas, 5i6n de 1as alargadas en intratesticu-
de corazdn nacen en forma finica cerebro y forma de ''puro", lar. Examinar
sobre las hifas con corazdn de 2 X 7 u de dia- en 3 semanas. 2

Gelosa sangre

un corto estigma.

2) Agrupadas en for
ma de pétalos de mar
garita en la conidid
fora

metro

Ver demostracidn pagina
1. Hemolitica en caja de gelosa sangre de bovino al 57 después

de 4 dias.

2. Hacer tincidn de Gram.
3. Preparacidn fresca con KOH 15%

4. Hacer tincidn de Giemsa o Wright
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MEDIOCS EN TUBOS

Todos los medios son incubados a 37°C, salvo excepcionés que se seiflala-

-
ran.,

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

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

ESTRIA.

Utilizado para la identificacidn presuntiva de los microorganismos
Gran negativos y como base para pruebas adicionales.

Reaccidn:
INTERPRETACION
TST #

1 Fondo 4dcido
Superficie Acida
Cas en el fondo
Sin color negro

2 Fondo Acido
Superficie alcalina
Variable en gas
Color nepgro en fondo

3 Fondo Acido
Superfice alcalina
Variable en gas
Sin cclor negro

Rojo-naranja - Tubo sin inocular (control)

Amarillo Fermentacidn de glucosa, su
(3cido) crosa o lactosa

Rojo intenso - No fermentacidn de glucosa,
sucrosa o lactosa

Negro en el =~ Produccidn de dcido su Sul-
fondo fhidrico HZS

Burbujas de
gas en el fon -~ Organismo aerobio
do del tubo

Reaccidn

Fermentacidn de glucosa, sucrosa
o lactesa con formacidn de &cido

Y gas

Fermentacidn de glucosa, con la for
macidn de Acido y variable en gas.
Sucrosa y lactosa no fermentadas.
Produccifn de H2S.

Fermentacion de glucosa con ln for-
macidn de pas. Sucrosa y lactosa no
fermentadas, No produccidn de HpS.



4 Fondo Aacido

6 Fondo &cido
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TSI Reaccidn

Fermentacidn de glucosa, sucrosa o
Superficie Acida lactosa con formacidn de &dcido y va

Variable en gas riable en gas. Produccifn de HpS.
Color negro

5 TFondo alcalino No fermentacidn de glucosa, sucrosa
Superficie alcalina o lactosa. No produccidn de gas.
No gas | No produccidn de HpS .

Sin color negro

Fermentacifn de glucosa, sucrosa o

Superficie 3acida lactosa con formacidn solamente de
No gas dcido. No gas. Variable en la produc
Variable en color negro cidn de HjyS.

Los tubos con triple azucar hierro deben de ser examinados a las 24
horas, si se prolonga el perfodo de incubacidn las reacciones &cidas
pueden revertir a alcalinas 1/. La pequefia cantidad de dcido produci-
do de la glucosa es oxidado ripidamente en el tubo el cual puede re =~
gresar a alcalino. Cuando existe una tensidn baja de oxigeno en el
fondo del tubo, la reaccibn dcida debida a la fermentacidn de la glu-
cosa es mantenida.

Ingredientes principales: a) Glucosa, lactosa y sucrosa. La concen-

tracidn de la glucosa es de 1/10 en re
lacidn a la lactosa o sucrosa.

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

c) Sulfato ferroso, para detectar H,S.
FeS - precipitado negro.

Referenciat Bailey and Scott, Diagnostic Microbiology,
Pigs. 14~149

Citrato de Simmons, agar.

Sembrar en estria,

Debido a la terminacidn de los carbohidratos fermentables con el sub-

secuente ataquc de las peptonas a partir de las cuales substanclas al
calinas son producidas (amoniaco, ectc.).



Principio:
Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Urea de Christensen,agar.

Sembrar en estria.

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Refarancia:
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Utilizacidn del citrato por las bacterlas
como Gnica fuente de carbdn. .

Positivo - azul
Negativo - verde (sin cambio),.
a) Citrato de sodio

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

¢) Sulfato de magnesio

d) TFosfato de monoaminio

e) TFosfato dipotédsico

El metabolismo de los organismos en creci-
miento liberan subsrancias alcalinas produ-
ciendo una reaccidn basica (azul). Los or-

ganismos que no crecen no afectan el color -
del medio.

Difco. Pag. 182

Determina la habilidad de los microorganis
mos de hidrolizar la urea con produccidn
de amoniaco.

Positivo = rojo
Negativo - amarillo (o sin cambio)

a) Rojo de fenol

b) Glucosa
c) Urea
d) Tosfato monopotisico

¢) Peptona

Una molécula de urea es descompuesta en 2
moléculas de amoniace y una de didxido de
carbone, kEsta reaccidn produce un viraje
haeia la alcalinidad produciendo en el me-
dio un color rojo,

Difco, Pig. 171
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SIM (Acido sulhidrico, indol y movilidad)

Sembrar por picadura a la mitad del tubo.

Principio:

Prueba:

ingredigntes principales:

Referencia:

Carbohidratos

Cuando se utiliza pflirpura

Principio:

Prueba:

Tubo de Durham:

Es un medio triple para la deteccidn del
dcido sulhidrico, produccidn de indol y
movilidad de las bacterias

Acido sulfhidrico - negro
Indol - color rojo cuando se agrega el
reactivo de Kovacs

- Movilidad ~ opacidad del medio

Negativo -~ color amarillo claro

a) Sulfato ferroso de amonio
b) Tiosulfato de sodio

c) Agar al 0.3Z

d) Peptona

La produccilp de HyS produce la formacidn de
sulfato de hierro, un precipitado negro. La
peptona contiene el triptofano a partir del
cual el indol es producido. El agar a .tan ba
ja concentracidn les permite a los organismos
mbviles el extenderse a través del medio pro-
duciendo opacidad en @éste,

Ver reactivo de Kovacs, pags.

de bromocresol son de color azul-rojizo.

Determinar las caracteristicas de fermenta-
cidn de los microorganismos,

Positivo - amarillo (dcido)

Negativo - plirpura (sin cambio)

Cimara de aire con el tubo de Durham -
produccidn de gas

Es un tubo pequelio que ac coloca en posicidn
invertida en ¢l tubo prande del carbohidra-~
to, que sirve para demostrar la formacidn

de gas a partir de la fermentacidn del carbo
hidrato., Para considerarse como pnsitivo se
debe desplazar por lo menos 1/4 del volumen
total del tubo por la acumulacifn de gas en
1la parte superior de éste.



7.
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Ingredientes principales: a) Pirpura de bromocresol
b) Peptona

c) El carbohidrato especifico a utilizar

como sustrato. (Glucosa, lactosa, sucro
sa, etc.). '

d) En ocasiones se pueden utilizar varios

suplementos como: suero, caseitona, extrac
to de carme, etc.

Referencia: Cowan and Steele, Pag. 108

’

Lisina descarboxilasa (LD)

En caldo, de color piirpura.

Principio: Después de la inoculacidn, el medio toma un

color amarillo debido a la producciBn de fAci-
do a partir de la glucosa, en caso de que la
descarboxilacidn ocurra el medio vira a un co
lor pirpura debido a la produccidn de cadaveri
na y otros productos altamente alcalinos (ami-
nas) de la lisina.

Prueba: Positivo -~ plrpura
Negativo = amarillo

Ingredientes principales: a) L - lisina

b) Plrpura de bromocresol
c) Peptona
d) Extracto de levadura

e) Glucosa

Referencia: Suplemento Difco. Pag. 68

NOTA: Existe un medio similar utilizado para la deteccidn de ornitina
(actividad de descarboxilacidn).

Fenilalanina deaminasa (PD)

Semhrar en estria,

Principio: La fenilalanine es convertida por desaming
cifn oxidativa en Acido {enil pivivico, el
cual es dfdentiticado con la incorporacidn
de clorure fiérrivo, (Pag, ).



Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

- B -

Positiva -~ verde (debido a la quelacidn
de Fe +++ con la forma endlica
del dcido fenil pirfivico.

Negativo - amarillo.

a) D-L fenilalanina

b) Extracto de levadura
¢) Fosfato disddico

Suplemento de Difco. Pag. 280

Para las pruebas y reactives consultar
Pag. 79

8. ONPG (O-nitrofenil - B~D=galactopiranosido).

Medio liquido.

Principio:

Prueba:

Ingredientes princiaples:

Referencia:

Para la deteccidn 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 D-galactosa y el O-nitrofenol,

Positivo ~ amarillo
Negativo - sin color, transparente

a) Agua de peptona
b) ONPG

Cowan and Steele, pag. 122

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

Medio 1liquido.

Principio:

Prueba: Para ¢l MR ~

Para el VP -~

Para la deteccifn de 1la produccidn de aci
do a partir de la glucosa (MR). Para la
formacidn de acetil-metil carbinol por des
carboxilacidn y condensacidn del dcido pi
rilvico (VP).

Positivo - rojo (ph de 4.4 o inferior)
Negativo - amarillo (sin cambio, pH 5.3 o
mayor)

Color rojo-redade (color debido a la reac~
cidn y condensacidn entre el producto fi -



10.

11,

Ingredientes principales:

Referenciat

Nitrato en caldo

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Gelatina nutritiva.

Sembrar por picadura.

Principio:

Prueba:

- 82 —~

nal de la oxidacidn de la glucosa diace-
til) y algunos ingredientes del medio. Es
ta condensacidn es incrementada por 1la éi
calinizacifn del cultivo al agregar el
reactivo de alfa-naftol.

Positivo ~ rojo-rosado

Negativo - amarillo (sin cambio)

a) Glucosa
b) Peptona

c¢) Fosfato diapotasico

Difco. Pag. 54

Demostrar la reduccidn de nitratos a nitri-
tos,

Positivo = rojo
Negativo ~ amarillo

a) KNOj
b) Peptona

c) Extracto de carne

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

Determinar la licuefaccién de la gelatina
por la accidn proteolftica de las bacte -
rias.

Positivo - licuefaccidn
Negativo - no licuefaccidn

NOTA: Si la incubacién se reoaliza a una tem
peratura superior al punto de licuefaccin
de la gelatina (23°- 24°C), refrigerar los
tubos inoculados despufs de la incubacibn
durante 15" a una temperatura de 4°C, La ge-
latina licuada, no solidifica a &sta tempera
tura.,



12.

13.

Ingredientes principales:

Referencia:

Oxidacibn / Fermentacidn.
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a) Gelatina
b) Peptona

¢) Extracto de carne

Difco. Pag. 32

Medio de O/F,

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

ral.

Principio: -

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Leche Tornasolada.

Principio:

Prucba:

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

Amarillo en el tubo abierto - oxidaci®n
Amarillo en el tubo cubier

to o ambos - fermentaci®n
Verde o azul - no oxidaci®n, no
fermentacidn

(Alcalinidad debido al rompimiento (ataque)
de las substacinas nitrogenadas y a la libera
cidn de compuestos basicos).

a) Azul de bromotimel
b) Triptona

c) Glucosa (u otro azicar)

Suplemento de Difco., Pag. 255

Determinar la accidn de las bacterias sobre
1la leche.

Es un substrato diferencial para las bacte-
rias para detectar: fermentacidn de la lac-
tosa, accidn casecolitica, propiedades de
coagulacidn de la caseina y las actividades
de reduccidn,

No reaccidn -
Produceidn de dcido

gris—azul

- rosa
Produccidn alcalina - azul
Reduccidn -~ blanco

Coagulacidn acida -
Peptonizacidn o di
restidn

coagula rosa, firme
clarificacidn del me-
dio con sedimento amor
fo en el fondo, cased
lisis
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15.

Ingredientes principales:

Referencia:
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a) Leche descremada

b) Tornasol

Difco. Pag. 192

Loeffler, coagulacidn del medio m3s suerxo,

Medio s8lido que se siembra por estria {inica en el centro.

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Determinacidn de la produccifn de pigmento
por las bacterias y su habilidad de ata -
car las proteinas.

Pigmento - formacidén de un color amarillo
dorado, rosa, etc.

Digestidn o licuefaccidn - formacidn de un
surco a lo largo de la estria sobre la su-
perficie del medio, con la acumulacidn de
1iquido en el fondo de la superficie incli
nada del medio,

(Para evitar falsos positivos, remover an
tes de la inoculacidn el liquido que exis-
ta en el fondo del tubo).

a) Glucosa
b) Caldo de infusidn

¢) Suero de caballo

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

Thioglicolato de Brewer, caldo.

Principio:

Prueba:

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

Bacterias aerobias -~ crecimiento en la
parte superior del medio seguido por un
ripido enturbiamiento de los tubos.

Bacterias anacrobias - crecimiento cerca
del fondo del medio o a alguna distancia
congiderable de la parte superior.



16.

17.

Ingredientes principales:

Referencia:
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a) L - cistina

b) Peptona tripticasa

c) Fitona peptona

d) Glucosa

e) 0.17% Agar

f) Thioglicolato de sodio
g) Sulfito de sodio

BBL. Pag. 145
’
6.5% Cloruro de Sodio, caldo.
Principio: Utilizado para la identificacidn de ente-
rococos por su tolerancia al NaCL al 6.5%
Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Triptosa en caldo.

Principio:

Prueba:

Crecimiento - color amarillo
Sin crecimiento - plrpura

NOTA: Como los Streptococcus producen Acido
a partir de la glucosa, un cambio de color

del plrpura al amarillo indica (acidez),
crecimiento.

a) NaCL (6.5%)

b) Peptona

¢) Extracto de carne
d) Glucosa

Cowan and Steele. Pag. 98, 123 y 157

Medio de uso general en el laboratorio para_

1) Cultivo de bacterias

2) La produccidn de pigmentos solubles por
Paseudomonas

3) Produccidn de indol
4) Prucba de suplementos para Haemophilus

Extraccidn de pigmento. Pag.
Produccidn de indol, Pag.



18.

19.

Ingredientes principales:

Sangre, caldo.

Principio:
d

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

- B6 -

Para probar requerimientos X o V de Hae=~
mophilus, Pag.

a) Triptosa
b) Glucosa

c) Hidroclorhidrato de tiamina

Prueba para detectar la accidn hemolitica

de las bacterias por una hemblisis (toxi-

na soluble), De gran importancia en la di-
ferenciacidn de hemdlisis alfa de la beta.
Tambi€én para propagaci6n de bacterias fas-—
tidiosas en su cultivo,

Hemolisina sdluble - los glébulos en el
fondo del tubo liberan/hemoglobina en el me
dio (sobrenadante) en 24 horas

No hemolisina soluble -~ los glGbulos rojos

no son atacados, no hemoglobina soluble
en el sobrenadante.

a) Sangre de bovino

b) Glucosa
¢) Triptosa
d) NaCL

e) Hidroclorhidrato de tiamina

Difco. Pig. 102

Gillies, medio semisGlido para movilidad.

P incipio:

Prueba:

Para la deteccifn de movilidad y la pro-
duccidn de indol (es un medio mds sensi-
ble indicador de movilidad que el de SIM)

Crecimiento =~ rojo

Motilidad - enturbiamiento del medio,
color rojo

No mbdvil - claro con color rojo en si-

tio de inoculacidn



20.

21,

Ingredientes principales:

Referencia:

Selenito, en caldo.

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Esculina.

Principios
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NOTA: Cuando las bacterias se desplazan
por el medio el cual es de consisten -

cia semis®lida por fenOmenos de oxida -
¢idn que producen una reduccidn y cam -
bio a color rojo. La deteccidn de indol
se hace como de rutina.

a) Triptona
b) Peptona

n) CTT (2,3,5 Cloruro de Trifenil ~ Te
trazolio)

d) Agar al (0.3%)

Applied Microbiology: VOL. 16, 1968
Pag. 668

Es un medio de enriquecimiento para el ais
lamiento de los miembros del grupo Salmo -

nella v para la inhibicidn de las bacterias

fecales normales, También permite el creci
miento de Salmonella a partir de un indculo
pequefio, E1 tiempo de incubacidn 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

a) Triptona
b) Lactosa
c) Tosfato disddico

d) Selenito de Sodio

Difco. Pdg. 158

Prueba para la identificacidn de Strepto-
coccus causantes de mastitis, y Bacterio -
des spp. El glicdsido es incorporado a la
base nutritiva junto con la sal férrica.
Un color café se debe a la reaccidn del
glicdsido con el hierro,



22,

23,

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Hipurato, .

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Thiol al 0.1%Z y 0.5%

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:
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Hidrdlisis
No hidrTisis

- café
~ color azul-verdoso cerca
de la superficie del medio

a) Esculina
b) Citrato férrico

c) Agua peptonada

Cowan and Steele, pag. 112

Prueba para la identificacidn de Strepto-
coccus causantes de mastitis., Eh hipurato
es hidrolizado a glicina y benzoato de so-
dio. E1 cloruro férrico precipita el hipu-
rato y el benzoato, pero el hipurato es
més ripidamente solubre e- exceso.
Hidr6lisis ~ precipitado color café-ro -
sado el cual es solubre en
exceso de reactivo

sin precipitado color cafgé
claro

No hidrdlisis =-

a) Hipurato de Sodio

b) Caldo de infusidn

Cowan and Steele. Pag. 117
Para la prueba y procedimiento, ver bajo
reactivos en la p3g.

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

Vibrio foetus =~ crecimiento en la subsuper

ficie
Vibriosno patdé - crecimiento en todo el me- -
genos dio

a) Thiol

b) Agar al 0.1 = ©.5%

¢} Acido para amino benzoico
d) Glucosa

e) Protecosa peptona



24,

25,

Referencia:

Stuart, medio de

- 89 ~

Difco, Pag. 82 a 83

transporte.

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Principio:

Pruebha

Ingredientes

Referencia:

principales:

Utilizado para el transporte y mantenimien
to de las muestras clinicas para diagnOsti
co bacterioldgico.

Es un medio nutritivo, semisdlido, medio
altamente reductor que inhibe la autodes -
truccidn enzimatica y previene los efectos
letales de la oxidacibn manteniendo a los
microorganismos en las muetras de un esta=-
do "quieto".

Muy viable ~ en 24 horas
Menos viable - despugs de 72 horas

a) Thioglicolato de sodio
b) Glicerofosfato de sodio
¢) Cloruro de calcio
d) Azul de metileno

e) Agar

Suplemento de Difco, Pag. 414

Leche llierro. Utilizada para aislar Clostridium

Medio utilizado para observar la produccidn
de HpS a partir del hierro, principalmen-
te por algunos Clostridium

HQS - negro

Acido ~  rosa

Coagulo ~ §6lido sin retraccidn

Dipestidn - fluido claro con sedimien-~

to amorfo

Gas -~ orificios en el codgulo

Fermentacidon - expulsidn del cofigulo por
tornentosa 1a produccidn de gas

a)  lLoche descremada

h) lierro

Smith, Patopenie Anaerobic Dacteria,

Pir. 55
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26. Fletcher, medio para Leptospira.

Principio: Se utiliza para el aislamiento, cultivo

y mantenimiento de Leptospira,
Prueba: Exdmenes perifdicos al microscopio de

campo obscuro para demostrar la presencia
de las Leptospiras.

Ingredientes principales:
a) Peptosa
b) Extracto de carne
c} Agar

d) Suero de conejo

Referencia: Suplemento Difco, P&g. 199

27. Stuart, medioc para Leptospira,

Principio: Utilizada para el cultivo de Leptospira,
especialmente a utilizar como antigenos

en la prueba de aglutinacidn lisis, ver
Pég.

Prueba: Exfimenes periddicos para demostrar la

viabilidad en el microscopio de campo obs
curo

Ingredientes principales:
a) Asparagina
b) Cloruro de amonio
¢) Cloruro de magnesio
d) Fosfato de sodio dib@sico
e) Fosfato de potasio monobisico
f) Glicerol

g) Suero de conejo

Referencia: Suplemento de Difco, Pap. 200

28. Infusibn de Cerebro y Corazbdn, caldo.

Principio: Utilizado para la "semilla" de cultivo en
la prueba de Kirby~Bauer de sensibilidad
a los antibibticos y para la prueba de coa
gulasa en tubo de Staph., aureus.
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Prueba: Referirse a la prueba de sensibilidad de
antibidticos en las Pags.

Ingredientes principales:
' a) Cerebro de ternera, en infusidn
b) Corazén de bovino, en infusidn
c) Peptona
d) Fosfato disbdico

e) Glucosa

Referencia: bifco, Pag. 77

29, Carne en trozo con glucosa, medio,

Principio: Utilizado como medio de rutina para
Clostridium spp.
Medio excelente para la produccidn de toxi
nas por Clostridium, la carne absorbe las
enzimas proteoliticas 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 conveccidn en las particulas de car=~
ne, de @sta forma se mantienen las condicio
nes de anaerobiosis.

Ingredientes principales: .
a) Carne de bovino
b) Peptona
¢) Glucosa

Referencia: Smith, Pathogenic Anaerobic Bacteria,
: Pags. 55, 195

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

Principio: Medio liquido utilizado para el aislamien-
to selectivo de Mycoplasma a partir de
muestras clinicas y para la purificacidn
de las colonias de PPLO contaminadas con
otros microorganismos. Se utiliza tambi@n
para el cultivo y mantenimiento de Myco-
plasma,
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32,

Ingredientes especiales:

Referencia:

’

Trichophyton, agar.

Principio:

Prueba:

Ingredientes especiales:

Referencias

Sangre, cultivo en

botella

- 92 .

a) Corazbn de bovino en infusidn
b) Peptona

c) Suero de caballo

d) Autolisado de levadura

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

Pifco, Pag. 82
Suplemento de Difco, Pag. 269

Para la identificacidn de Trichophyton
Spp., por contener algunos requerimientos
nutritivos especiales.

Los tubos con crecimiento abundante son
anotados como 4; los otros tubos son lei-
dos por comparacidn (se debe tener cuida-
do de no permitir el excesivo crecimiento
en los tubos o de no utilizar medios para
cultivo primaric para las pruebas diferen
ciales, pues el INOCULODEBE DE SER PEQUE-
Ro).

a) Vitamina libre de Acido casaminico
b) 1Inositol

c¢) Inositol y Tianmina

d) Tiamina

e) Acido Nicotinico

£y Nitrato de amonio, glucosa, sulfato
de magnesio, fosfato monopotfisico,

g) Histidina.
Ver Dermotafitos en las pégs.

Suplemento de Difco, Pags. 75~76

con Thioglicolato al vacio en CO4.

Principio:

Recomendado para ¢l cultivo de sangre y
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otros fluidos del cuerpo (cerebroespin-
nal, pleural, sinovial, etc.) para aero
bios y microorganismos anaerobios poco
fastidiosos.

Prueba: Positivo - turbidez, cambio de color de
la sangre, hemblisis de @sta
con burbujas en el caldo.
Debe ser subcultivado perifdi

camente. Ver aislamiento en
la Pag. 24

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

Ingredientes principales:

a) Medio de Thioglicolato.
Ver Pag.

Referencia: Literatura de Difco.

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

Los tubos de Vacutainer son suplementados con caldo peptona ¥y 002'

Principio: Es un m&todo mas barato de colectar san-—
gre con un dispositivo de salida adicio-
nal que permite aumentar el COj en los
tubos. Un medio mucho mejor para el cul-
tivo de microorganismos anaerobios conte
niendo penicilinasa, permitiendo el cul-
tive de pacientes con tratamiento de Pe-
nicilina.

Prueba: (Ver Pag. ).

Ingredientes principales:

a) Peptona

b) Gelatina

¢) Glucocsa

d) Sulfonato de sodio pelianetol

e) Penicilinasa

Se puceden incluir aminoficidos y vitami-

nas.

Referencia: Becton=-Dickinson
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35.

36.

-Petragnani, medio sdlido.

Principio:

Prueba:

Ingredientes principales:

Referencia:

Glicerol, medio sdlido.

Principio:

Prueba:

Ingredientes princinales:

Referencin:
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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
1o cual lo hace mds selectivo para Mycobac-

terium e inhibe mi&s bacterias contaminantes.

Crecimiento de colonias amarillentas tipi -
cas de Mycobacterium, en la superficie del
medio.

a) Almiddn de papa
b) Asparagina

¢) 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 utiliza para el aislamien
to de Mycobacterium tuberculosis.

El glicerol es bacteriostitico a concentra-
ciones mayores del 50%, Mycobacterium crece
en medios simples con glicerol u otros com-
ponentes como {nica fuente de carbono, prin
cipalmente M. tuberculosis.

a)  Agar infusidn doe corazin

h) Glicerol

Cowan and Seteele, PAg. 104.

Medio prucba para dermatofitos. (En forma comercial en tubos Pig. 102,
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MEDIOS DE CULTIVO EN CAJA

En la siguiente descripcidn se sefialan exclusivamente los medios y cons-

tituyentes de é&stos que poseen funcidn especifica. 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 excepcicnes.

1. Gelosa sangre.

" - - - - - - .
Es un medio de rutina utilizado para el cultivo y aislamiento de mi-
croorganismos patdgenos "fastidiosos" para su crecimiento.
Detecta ademfis actividad hemolitica de los diversos gérmenes.
Ingredientes principales: a) Sangre de bovino, ovino o equino,
b) Extracto de carne.
¢) Triptosa

Referencia: Difco. Pig. 88

2. Triptosa agar.

Es un medio de cultivo general para los microorganiswos, sirve como me
dio de prueba para la prueba de la catalasa y la identificacidn de
Haemophiluis.

Ingredientes principales: a) Triptosa
b) Clucosa,

¢) Hidroclorhidrato de tiamina

Referencia: pifco. Pag. 111

3. Mac Conkey agar.

Es un medio selectivo para la deteccion v aislamiento de bacterias en
téricas en heces v orina. s un medio diferencial para 1la identifica-
cidn de alpunos wicroorganismos pram negativoes no entfricos como:
Pastourella, Yersinia, Actinobacillusg,

Los fermentadores de la lactosa forman un color rojo ladrillo
(color dcido del rojo neutro),
Los no fermentadores de lactosa — no tienen color.

El color rojo ladrillo es debido a los fAcidos gue se producen por la
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Fermentacién de la lactosa, la accidn sobre las sales biliares y la
subsecuente absorcitn del rojo neutro.

Ingredientes principales:

4

Referencia:

a) Lactosa

b) Sales biliares N2 3

- ¢) Rojo neutro

d) Cristal violeta
e) Peptona
£) Proteosa peptona

Difco., P&g. 131
Cowan - Steele. Pag. 106

5.5, 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:

Ingredientes principales:

Referencia:

Los fermentadores de lactosa - producen un

color rojo o rosa (color Acido del rojo neu
tro).

Los no fermentadores de la lactosa - sin co
lor,

Produccién de HZS - medio incoloro con colo-
nias con el centro negro.

a) Lactosa

b) Citrato de sodio

c) Tiosulfato de sodio
d) Citrato férrico

e) Verde brillante

f) Rojo neutro

Difco. Pag. 135

V.B. agar, (Verde Brillante).

Es un medio altamente selective para el ailslamiento de Salmonella espe-
cialmente a partir de heces.

Prueba:

lLos fermentadores de sucrosa o lactosa verde
amarillo.

Los no fermentadores - rosa o rojo.
Principio: los microorganismos incapaces de

fermentar la lactosa y sucrosa metabolizanlos
constituyentes de nitrégeno del medio produ-
ciendo una reaccidn alcalina que produce un
cambio en el indicador rojo de fenol o rosa o
rojo.
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Ingredientes principales: a) Lactosa
b) Sucrosa
c) Rojo de fenol
d) Verde brillante
e) Extracto de levadura
£) Peptona No. 3
Referencia: Difco. Pdg. 144

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

Es un medio para el aislamiento del grupo coliforme., Un buen medio pa
ra la diferenciacibén de Escherichia coli y para la identificacibn de

Candida albicans.

Prueba: Los fermentadores de lactosa - E. coli pro-
ducen un color negro en ocasiones con refle

jo

Ingredientes principales: a)
b)

c)

@

En

verde metdlico como "1ldpiz tinta".

Lactosa
Fosfato dipot@sico
Eosina

Azul de metileno

incubaciones de 107 de COp Candida albi-

cans produce fase de micelio.

Referencia: Difco. Pag. 35

Saboureaud apar.

Recomendado para el aislamiento y propagacidn de hongos y levaduras.
Desde la introduccidon del medio C - C (# 8), y del agar micofil, ha
disminuido un poco su utilizacidn.

Ingredientes principales: a)
b)
)
d)
Lo

de
el

Neopeptona

Glucosa

Agar

pH 5-6

neopeptonn sirve como una buena fuente

nitrdgeno para el desarrollo del hongo,
pHl bajo inhibe algunas bacterias.

Referencia: Difco. PaAg. 238
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8. C - C agar. (Ciclohexamida y Cloranfenicol).

Es un medio selectivo para el aislamiento de hongos patdgenocs.
Recomendado para el aislamiento de Dermatofitos y otros hongos asocia
dos con procesos de infeccidn de piel. Buen medio para el aislamiento
de Coccidioides immitis a partir de una drea contaminada, No muy con-
veniente para el aislamiento de Cryptococcus sp. Alescheria boydii y

Aspergillus. Para las micosis sistemdticas las muestras deben ser cul
tivadas en Saboureaud y C-C.

Ingredientes principales: a) Soytona
b) Glucosa
¢) Actidiona (ciclohexamida)

d) Cloromicetina

Referencia: Suplemento Difco. P3g. 251

9. Harina de Maiz agar.

Recomendado para la produccidn de clamidiosporas por Candida albicans
y la produccidn de pigmento y esporas por hongos patdgenos.

Ingredientes principales: a) Harina de maiz en infusidn

b) Agar

Referencia: Difco. PAg. 246

10. Agar infusidn de Cerebro y Corazon

Es un medio de cultivo utilizado para el cultivo de organismos patbge
nos fastidiosos, y las formas de levadura de Histoplasma capsulatum.
Utilizado para la demostracibn de apariencia de colenias sobre todo

Actinomyces spp., tambi®n utilizado como medio para la prueba de la
catalasa.

Ingredientes principales: a) Infusidn de cerebro de ternero
b) Infusidn de corazdn de ternero.
¢) Proteosa peptona
d) GClucosa
Para 1a fase Je levadura de Histoplasma

capsulatum, incluir sangre de caballo des
fibrada.

Refoerenciag Difco, Pag., 90 a 91
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13.

Caseitona almiddn agar.

- 99 -

Para la determinacidn de la hidrGlisis del almiddn por Actinomyces

Spp.

Ingredientes principales: a)

Caldo infusidén de corazén

b) Caseitona
c) Extracto de levadura
d) Almiddn soluble
Referencia: €DC (Centro de Control de Diagndstico) ma-

’

nual de diagndstico. P8g. G55

Pruebas: Ver reactivos de prueba en ia pég.

LBS agar (Agar Selectivo para Lactobacillus).

Para el aislamiento e identificacidn de Lactobacillus

Ingredientes principales: a)

Peptona

tripticasa

Extracto de levadura

Moneoleato de sorbitol

b)

¢) Glucosa
d)

e) Acetato
f) Fosfato
g) Sulfato
h) Sulfato
i) Sulfato
j) Citrato
k) pi 5.5

Referencia: BBL, pag.

Tirosina, Cageina, Xantina agar.

de sodio hidratado
monopotédsico

de magnesio

de manganeso
ferroso

de amonio

16

Para la identificacidn de Nocardia spp. y la separacidn de Nocardia
de Streptomyces spp. por la hidr8lisis de la caseina,

Prucbas: Ver en la identificacidn de Nocardia spp.
Phgs.
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15,
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Ingredientes principales: a)

b)

c)

Caseina

l. Leche descremada
2. Agar

Xantina mas
1. Extracto de carne
2. Peptona

Tirosina mas
1. Extracto de carne
2. Peptona

Referenciat Gordon y Mihm, Journal of Bacteriology,

69:

Yema de huevo agar. (Mc Clung)

147. 1955,

Se utiliza para la determinacidn de la reaccidn de lecitinasa y lipasa

producida por Clostridium spp.

Prueba: Lecitinasa -

Lipasa -

Ingredientes principales: a)

zona de precipitacidn alrededor de las
colonias debido a la accidn bacteriana
de produccidn de lecitinasa atacando a
la lecitina de la yema de huevo producien
do un diglicerido de fosforil clorina.

Formacidn de una zona de irridisencia
"aperlada" sobre y alrededor de las colg
nias a lo mismo que una zona de opacidad
debajo de las colonias debido a la inso-
lubridad de los Zcidos grasos liberados
o formados por la lipasa.

Proteosa peptona

b) Sulfato de magnesio

¢) Glucosa

d) Huevos libres de antibidticos.
Referencia: Smith y Holdeman, Patogenic Anaerobic Bac=

teria, Pdg. 29 - 56, 183 - 184,

PPLO agar (Pleuropneumonia like organism), modificada,

Para el aislamiento y cultivo de Micoplasma spp.
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Prueba: Ver tinciones, pags. 109 y 110

Ingredientes principales: a) Caldo PPLO sin cristal violeta
b) Autolisado de levadura
¢) Suero de caballo

d) Agar

Referencia: BBL. Pag. 128

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

17.

18.

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

Prueba: Ver tinciones, pags.

Ingredientes principales: a) PPLO ingredientes # 15, més

1. 5 ml de una solucidn 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

Referencia: BBL. Pag. 128

Muller - Hinton agar.

Para pruebas de sensibilidad a los antibidticos de los microorganis-—
mos.

Prueba: Ver sensibilidad a los antibidticos.
Pégs.

Ingredientes principales: a) Infusidén de carne

b) Acido casaminico

c) Almidén
. d) Agar
Referencia: Suplemento Difco. Pag. 250

Cistina Corazdn agar,

Recomendado para el cultive de Francisella tularensis.
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Ingredientes principales: a) Infusibn de carne de corazdn .
b) Proteosa peptona
¢) Glucosa

d) L - cystina.

Referencia: Difco. Pag. 91

19. Glucosa cistina en gelosa sangre.

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

Ingredientes principales: a) Extracto de carne

b) Peptona o gelisato pancredtico digeri -
ble

¢) L cisteina

d) Hidrdxido de sodio, 5N
e) Eritrocitos

£) Glucosa

Referencia: Blair, J.E. Lennette, E.H., and Truant, J.P.
Manual of Clinical Microbiology, Pag. 651

20. Medio paraDermatofitos., (DTM).

Utilizado para el diagndstico v aislamiento de Dermatifitos.

Es un medio selectivo que excluye a la mayorfa de las bacterias y hon-
gos contaminados, existe un indicador que puede variar a rojo o amari-
llo que es afectadc por los dermatofitos.

Prueba: Dermatofitos: rojo
Saprdfitos : amarillo

NOTA: Alrededor de los 4 dias los hongos sa
préfitos cambian el medio de amarillo a ver
de rojizo.

Ingredientes principales: a) Fitona
b)Y Glucosa
¢) Sol. de rojo de fenol
d) WHCL al 0.8 N
©) Ciclohexamina
f) Sulfato de gentamicina
1) Clortetraciclina

Referencia: Rebell and Taplin, Dermatophytes Their Recog
nition and ldentification. PaAg. 106
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fermentacidn de la lactosa, la accidn sobre las sales biliares y la
subsecuente absorcidn del rojo neutro.

Ingredientes principales:

Referencia:

a) Lactosa

b) Sales biliares No. 3
¢) Rojo neutro

d) Cristal violeta

e) Peptona

f) Proteosa peptona

Difco. Pag. 131
Cowan — Steele. Pag. 106

§.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:

Ingredientes principales:

Referencia:

Los fermentadores de lactosa - producen un

color rojo o rosa (color &cido del rojo neu
tro).

Los no fermentadores de la lactosa - sin co
lor.

Produccidn de Hy8 ~ medio incoloro con colg
nias con el centro negro,

a) Lactosa

b) Citrato de sodio

c) Tiosulfato de sodio
d) Citrato fé&rrico

e) Verde brillante

f) Rojo neutro

Difco. Pag. 135

V.B. agar. (Verde Brillante).

Es un medio altamente selectivo para el aislamiento de Salmonella es
pecialmente a partir de heces,

Prueba:

Los fermentadores de sucrosa o lactosa -
verde amarillo.

Los no fermentadores - rosa o rojo.
Principio: los microorganismos incapaces de
fermentar la lactosa y sucrosa metaholizan
los constituyentes de nitrdgeno del medio
produciendo una reaccidn alcalina que produy
ce un cambio en ¢l indicador rojo de fenol
0 rosa o rojo,
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TINCIONES

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

1. GRAM, modificacidén de Hucker para tincidn de bacterias y levaduras,

Procedimiento:

.

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

b) Lavar en agua corriente y afladir lugol durante 1
minuto,

¢) Lavar y decorar con alcohol etilico por 5 a 10 se-
gundos.

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

e) Lavar, secar y observar al microscopio.

2. Modificacibén de 1la tincién de Hucker,

Reactilvos:

a) Cubrir frotis con cristal violeta por 1 mlnuto.

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

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

d) Lavar y contrastar con safranina por 3- segundos.
e) Lavar, secar y observar al microscopio.

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

a) Cristal violeta (1% en solucidn)
1 gm/100 ¢cc de agua destilada.

b) TLugol 10 gramos de cristales de yodo
20 gramos de yoduro de potasio
1 000 ml de agua destilada

¢) Decclorantes - Para Hucker: alcohol etilico
al 95%

- Modificacdién: 2 partes de alcohol

etilico al 95% por una parte de
acetona,

o)
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d) Safranina (1% en solucidn)
1 gn/100 cc de agua destilada.

3. Kinyoun, tincidn para dcido resistentes principalmente Nocardia 1/

Mycobacterium.
Procedimiento:
a) Cubrir el frotis con Fucsina fenicada por 3 minu-
tos.
b) Lavar con agua corriente y decolorar con Acido sul
) flrico hasta que el agua corra clc:zmente.
c) Lavar y contrastar con azul de metileno por 30 se
gundos.
d) Lavar, secar y observar al microscopio.
Tineidn: rojo - dcido resistente
azul - no icido resistente
Reactivos:
a) Fucsina fenicada
Fucsina basica 4.0 grm
Fenol en cristales 8.0 grm
Alcohol (95%) 20.0 ml
Agua destilada 100,0 mil

b) Decolorantes
Acido sulflirico sol. acuosa al 1%

c) Azul de metileno
Azul de metileno 0.3 grm
Agua destilada 100,00 m1

4. Ziehl-Neelsen, tincidn para Acido resistentes, principalmente para:
Mycobacterium 1/ y Nocardia

Procedinmiento:

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

b) Lavar y decolorar con alecohol Acido hasta que el
colorante rojo se elimine.

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

d) Llavar, secar y observar al microscopio.
Tincibn: rojo - Acido resistente
zaul - no Acido resistente
" Reactivos:

a) Fucsina fenicada

Fuscina bésica 0.3 grm
, , Alcohol etilico al 95% 10.0 ml
Fenol en cristales 5.0 ml
Agua destilada 95.0 ml

b) Alcohol acido
Alcohol etilico, 95% 97.0 ml
HCL concentrado 3.0 ml

c) Azul de metileno de Loeffler
Ver reactivos utilizados para la tincidn azul de
metilenc de Loefficr.

5. Azul de metileno de Loeffler, tincidn para demostracidn de capsula,
ejemplo Corynebacterium.

Procedimiento:

a) Cubrir el frotis con azul de metileno de Loeffler
por 1 minuto. '

b) Lavar con agua corriente,

¢) Secar y observar al microscopio.

Tincidn: Azul - grinulos de Corynebacterium
Azul rodeado por un halo - presencia de cd@psula.

Reactivos:

a) Azul de metileno 1.0 grm
Alcohol etilico (95%) 100.0 ml
Solucidu saturada
Sol al 1% de KOH 1.0 ml
Agua destilada 99.0 ml
Reactiva (a), azul de

metileno etilico 30.0 ml

La tincidn mejora despuls de un corto periodo de tiempo.
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6. Macchiavello, tincién para Chlamydia 1/, Rickettsia 1/, Coxiella 1/
y Brucella,

Procedimiento:
a) Hacer un frotis delgado, secarlo al aire y calen
tarlo levemente a la flama.
b) Agregar fuscina basica por 5 minutos (filtrada por
un papel filtro).
¢) Lavar ripidamente en acido citrico.
4
' d) lavar rapidamente en agua corriente.
e) Contrastar con azul de metileno durante 5 minutos.
f) Lavar, secar y observar al microscopio.
TinciBn: Rojo - Chlamydias maduras, Rickettsia,
Coxiella, Micoplasmas maduros,
Brucella spp. y otras bacterias.
Azul - Bacterias y formas inmaduras de
Chlamydia y Micoplasma
Reactivos:

a) Fuscina basica (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 dfas a temperatura ambiente y después
guardarla en el refrigerador.

b) Acido citrico en solucidn acuosa al 0.25%.
¢) Azul de metileno,

Ver reactivos utilizados para la tincidn de
Kinyoun para &cido resistentes.

7. Wirtz, tincidn para esporas.

Procedimiento:

a) Preparar {rotis, secar y fijar.

b) Cubrir el frotis con verde malaquita en placa ca-
liente hasta la emisidn de vapores durante 2 a 3 minu
tos.

¢) Lavar en agua corriente durante 15 a 30 segundos.

1/ Tincibn elemental
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Reactivos:
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d) Contrastar con safranina por 30 segundos.

e) Lavar, secar y observar al microscopio...

Tincidn: Verde brillante - esporas

Rojo naranja ~ el resto del microorganismo.

a) Solucidn # 1
Verde malaquita en sol. acuosa al 5%
b) Solucidn # 2

Safranina en sol. acuosa al 5%.

Hiss, tincidn de capsula.

Procedimiento:

Reactivos:

a) Preparar frotis y fijar al calor.
b) Cubrir el frotis con solucidn # 1.

e¢) Calentar por algunos segundos hasta la emisidn
de vapores.

d) Lavar en solucidn # 2.

e) Secar sin lavar cuidadosamente.

Tincidn: cépsulas - palidos halos color azul cuer-
po celular - rojo intenso.

a) Solucidn |

5 cc de solucidn alcalina saturada de violeta de
genciana y 95 cc de agua destilada.

b) Solucidén acuosa de CuS0, al 20%
(20 gr / 100 ml de nzo

PARA LAS SIGUIENTES TINCIONES LOS FROTIS DEBEN SER SECADOS Y FLJADOS
CON SOLUCIONES QUIMICAS FIJADORAS.

Giemsa, tincibn para ciertos hongos, levaduras, espiroquetas, Toxo-
plasma, corplisculos elementales de Chlamydia y Micoplasma,
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3

Procedimiento:

Reactivos:

Klieneberger -

Procedimiento:
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a) TFijar el frotis en alcohol metilico por 6 minu-
tos.,

b) Secar al aire.
c¢) Tefiir con Giemsa por 30 minutos.

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

Tincidn: Azul - nficleo
rosa - eritrocitos
rosa intenso - tejido
violeta o rojo - Rickettsia, Micoplasma y
Chlamydia
azul p3lido ~ citoplasma de Toxoplasma
rojo - nficleo de Toxoplasma.

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

b) Substancia fijadora.
Alcohol metflico anhidrico (reactivo analitico).

Nobel, tincidn para Micoplasmas.

a) Preparar un frotis delgado.

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

¢) Lavar cuidadosamente y secar al aire.
d) Tefiir con Giemsa durante 30 a 45 minutos.

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

Dienes, tincidn para Micoplasmas,

Procedimiento:

a) Cortar un cuadrado de agar conteniendo las colo -
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nias sospechosas de Micoplasma y colocarlo sobre un
portaobjetos (el crecimiento debe de estar en la ca

ra superior).

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

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

Tincidn: 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 tifien de azul
brillante pero se decoloran después de un
corto tiempo.

a) Colorante de Dienes..

Azul de metileno 2.50 grs
Azure I1 1.25 grs
Maltosa 10.00 grs
Carbonato de sodio 0.25 grs
Acido benzdico 0.20 grs
Agua destilada 100,00 ml

Utilizando un hisopo con algoddn cubrir los cubreobjetos de 22 mm
de superficie con una delgada capa de colorante y secarlos. Guardar
el cubreobjetos impregnados en una cajade Petri est@ril.

Wright y Leishman, tincifn para demostrar la bipolaridad de Pasteu-

rella spp. vy

Toxoplasma.

Procedimiento:

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

b) Secar al aire y tefiir con Wright-Leishman por
3 minutos.

¢) Sin lavar, colocar ¢l frotis en solucidn buffer
durante 6 minutos.

d) Lavar el frotis dos veces en agua destilada, se
car y observar al microscopio,
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Tincidn: azul obscuro -~ bipolaridad de
Pasteurella

citoplasma azul palido y nficleo
rojo - Toxoplasma

Nota. Para la informaci®n de los reactivos utiliza
dos en la tincidn Wright y Leishman, consul-
tar:

Schalm, O.W. Hematologia Veterinaria. Pag.

5. Schorr, tincidn para distemper o moquillo canino.

]

Procedimiento:

Reactivos:

a) Preparar frotis por impresidn y fijar por 1 6 2
minutos en una solucidn de partes iguales de alco-
hol abscluto y &ter, 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
tefiir con una solucidn & (hematoxilina de Harris)
durante 2 minutos. Lavar en agua corriente por 5
minutos y cubrirlo con la solucidén B (colorante de
Schorr) por 2 minutos.

c¢) Lavar en soluciones de alcochol al 66% y 807, 3
veces en cada uno respectivamente. Pasarlo a alco-
hol abscluto al 100% por 1 minuto. Aclarar con xilol
durante 2 minutos.

d) Observar al microscopio.

Tincidn: Los corpiisculos de inclusidn aparecen en

el citoplasma de los neutrdfilos como unos
cuerpos redondos, ovoides o forma irregu -
lar de color rojo, que varian en difmetro
de 1 a 4 micras.

a) Hematoxilina de Harris (comercial).

b) Colorante de Schorr (comercial).
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6. Tincidn Periddica Acida de Schiff (PAS), para la observacidn de hon
gos en frotis directos. '

Procedimiento:

Reactivos:

a) Preparar el frotis y fijar calentdndolo gentil-
mente a la flama (2 & 3 wveces).

b) Lavar con agua destilada.

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

d) TLavar con agua destilada 3 veces.

e) Colocarlo en una solucidn reductora de NaHSO4
en sal acuosa al 2%, durante 3 minutos,

f) Lavar en agua destilada.

g) Agragar reactivo de Schiff hasta la aparicidn de
dreas 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, pasar
lo de nuevo en la hematoxilina, si al contrario es
obscuro, decolorar con alecohol &cido por unos segun
dos, lavar.

k) Afiadir naranja "G" durante 7 segundos.

1) Lavar con agua destilada varias veces (3), agre-
gar alcohol etilico rapidamente y clarificar con
alcohol al 100%. Sumergirlo en xilol 2 veces y mon-

tarlo para su observacibn.

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

a) Solucidn PeribGdica Acidn al 1%,

b) Reactivo de Schiff,
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¢) Solucidn acuosa al 2% de Ha HSOj3
d) Hematoxilina de Mayer.

e) Naranja "G".



- 14 -

TINSION DE NEISSER

(Para granulos metacromidticos o de volutina o corplisculos de -
Baliest~Ernst).

I Azul de metileno

1.0 gr

95% Etanol 20.0 ml
Acido ac&tico glacial 50.0 nl

Agua destilada 950.0 ml

I1 Cristal violeta 1.0 gr
95% Etanol 10.0 ml

Agua destilada 300.0 ml

I11 Crisoidina 2.0 ml

Agua destilada caliente 300.0 ml
enfriar, filtrar y dejar reposar antes de usarse.

Preparar un frotis como de costrumbre

Tefiir por 10 segundos con una mezcla de 2 partes de la solucidn 1
y, parte de la solucidn II

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

Resultado: Granulos - azul
Organismo - café
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Catalasa

Procedimiento:

Reacciﬁn:'

Reactivos:

Coagulasa

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

Oxidasa

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:
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REACTIVOS DE PRUEBAS

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

Positiva - formacidn de burbujas de gas (0j).

Solucidn de perBxido de hidrGgeno, reactivo anali-
tico. (30%).

Precaucidn: es muy cafistico.

Preparar una solucidn acuosa al 3% para la prueba
y guardar en refrigeracidn.

Prueba para la identificacidn de Staph. aureus.

Ver bajo la identificacidn de Staphylococcus.

Positiva: prueba en laminilla

- coagulacibn
prueba en tubo coag

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 Normal Range
Oxalate Control. (Mantener congelado después de re-
constituido).

Colocar una zsada de cultivo en el reactivo de oxida
sa (en tubo o impregnado en papel filtro).

Positivo - color azul intenso en un lapso de 10 seg.

Negativo - color amarillento o aparicifn retardada
del color azul después de 10 seg,

Tetrametil~p~ fenilendiamina dihidroclorhidrica

(Eastman Organic Chemicals)

Preparar una solucibn acuosa al 1%

Guardar en frascos ohscuros en el congelador.
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Cortar trozos de papel filtro y bafiarlos en el
reactivo de oxidasa, secarlos y guardar en el refri
gerador en una caja de Petri est&ril.

Prepararlo cada semana, de preferencia diario. El
Reactivo puede ser viable hasta por 3 6 4 dias.

Voges Proskauer

Rojo de Metilo:

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

Voges - Proskauer

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

Prueba para organismos enté@ricos.

De un cultivo abundante del organismo problema en el
medio de (MRVP) Rojo de Metilo y Voges Proskauer, se
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 creci -
miento (48 a 72 horas de incubacidn). Si existe du-—
da repita la prueba 3 8 4 dias después,

Positivo - rojo brillante
Negativo - amarillo

Rojo de metilo 0.1 gr
Alcohol etilico (95%) 300 ml

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

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE.

Agregar 12 gotas de sol. A de reactivo VP. (alfa-
naftol), y 4 6 5 gotas de hidrdxido 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

a) Solucibn A

a=-naftol 5 prs
Alcohol etilico absolute 100 ml

b) Solucidn B

Hidrdxido de Potasio 40 grs
Agua destilada 100 ml
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Kovacs
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Prueba para la deteccidn de indol

Procedimiento:

#

Reaccidn:

Reactivos:

Nitratos

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

Agregar reactivo de Kovacs a un tubo de SIM inocu
lado después de 24-48 horas. Si es posible agregar
0.5ml. de cloroformo antes del reactivo este favo
recera la extraccidn del indol y facil deteccidn
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 amilico o iscamilico 150 ml
p-Dietilamine benzaldehido 10 gr
HCL concentrado 50 ml

Disolver el aldehido en el alcohol y afadir
el Acido lentamente.

b) Cloroformo, reactive analitico.

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 afiadiendo una
pequeia cantidad de polvo de zinc al caldo nitrato.
Si aparece un color rojo indicard la presencia de
nitratos sin reducir, por lo tanto se confirmara
como negativa. La ausencia de un color rojo indica
& la reduccidn de nitratos a nitritos a nitrdgeno
por lo tanto se confirmard como positiva.

a) Solucidn A
Acido sulfanilico 8 gr
Acido acPtico, SN 1 litro

b} Solucidn B
Alfa naftilamina g gr
Acido acltico, 5N 1 litro
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El 8cido ac&tico 5 normal conmsiste en una parte
- - - 3 . . [
acido acético glacial por 2.5 partes de agua desti

lada. '
GUARDAR EN REFRIGERACION

Precaucidn: Alfa naftilamina tiene propiedades car=-
cinogénicas,

FeCO4, para determinacidn Fenilalanina deaminosa

Procedimiento:

’

Reaccidn:

Reactivos:

FeCL3, para la

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

Colocar 0.2 ml de una solucidn al 10% de FeCLj so =
bre la superficie del medio par Fenilalanina deami-
nosa en tubo, de un cultivo incubado 24 horas a 37°C.

Positiva - verde
Negativa - amarillo

Sol acuosa de FeCL3 al 100%

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE.

determinacidn de hidrdlisis del Hipurato.

Inocular e incubar el medio de Hipurato de Na duran-
te 4 a 7 dias a una temperatura de 37°C,

Agregar varias cantidades de FeCLj &cido en solucidn
(0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ml) a 1 ml de medio de caldo Hi-
purato de sodio sin inocular (control).

La Gltima cantidad de FeCLq que presente un color
amarillo claro, sin precipitado es afiadida 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, liquido color
café claro.

FeCLq 61,0 12 gr
lCL concentrado 2.5 ml
Agua destilada 100.0 ml

Diluir el dcido en 75 ml de agua, disolver el clory
ro férrico calentando y ajustando volumen con agua.

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE.
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Lugol de Gram, para demostrar la hidrdlisis del almiddn

Procedimiento:

He
o

Reaccion

s’

Reactivos:

Cloroformo, para

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

Incubar el medio de agar caseitona almiddn inocula-
do en estria con el cultivo problema durante 24 a
48 horas a 37°C con CO,.

Cubrir la caja con lugo, eliminar el exceso y obser
var la reaccidn. -

Positivo - amplic halo amarillento a . los lados de 1la
estria sembrada. (E1l almiddn ha sido hi -
drolizado).

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

Lugol de Gram
Ver tincidn de Gram pag.

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE

la extraccidn de pigmento (Pseudomonas aeruginosa)

Agregar de 2 a 3 ml de cloroformoc a un cultivo ino-~
culado de caldo triptosa e incubado por 3 a 5 dias,
Agitar vigorosamente y dejar sedimentar el clorofor
mo.

Positivo - aparicidn de un colorverde amarillento
en la capa de cloroformo
Negativo - sin cambio de color en el cloroformo

Cloroformo - reactivo analitico.

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE

Acetato de plomo, para la deteccidn de li,S (Acido sulfridico), en
cantidades pequeiias.

Procedimiento:

Reaccidn:

Reactivos:

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

Pogitivo -~ negro
Negativo - blanco

Sclucidn acuosa saturada de acetato de plomo.

GUARDAR A TEMPERATURA AMBILNTIE
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Acido oxalico, para la deteccidn de organismos productores de poca

cantidad de indol.
Procedimiento: Similar al método del acetato de plomo.

Reaccin: Positivo - rosa
Negativo - blanco

Reactivos: Solucidn acuosa saturada de Acido ox3lico caliente.

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

GUARDAR A TEMPERATURA AMBIENTE,

Factores W y V, para la identificacidn de llaemophilus

Procedimiento: Sembrar en estria el medio con el organismo alimen-
tador. (Staph, aureus).

Método del disco: Ver haemphilus spp. Pag. 45
M&todo en tubo : Inocular 4 tubos de caldo tripto-
s8a conteniendo hemina, dinucledtido de niacina y
adenina, hemina mas DNA y el Gltimo como control
respectivamente.

Reaccidn: Pogitivo - crecimiento alrededor del disco.
Negativo - sin crecimiento alrededor del disco

Reactivos: X - Cristales de hemina: disolver 1 mg/l ml de trie
tanolamina; diluir en 100 ml de agua destilada. Es-
terilizar por filtracidn. Utilizar 0.1 ml/lml de
caldo triptosa. Guardar la solucidn en el congela =~
dor.

V - (DITA) Dinucledtido de Niacina y Adenina: disol -
ver DNA en agua destilada en una proporcidn de

1 mg/100 ml de agua destilada. Esterilizar por fil =~
tracidn. Guardar a -20°C. Utilizar 0.1 ml/ml de cal-
do triptosa.

- s
Ver paginas

NOTA: Los organismos reci®n anislados del grupo
“"eomo Haemophilus' (. somnus, H. apni), no crecen
bien en medios con trifitosa.

S¢ requiere un medio nutritive mas los factores su-
plementarios de crecimiento como son la Hemina y el
DNA.

MANTENER LOS REACTIVOS EN CONGLLACION.
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14.

Hidroxido de Potasio KOH al 3%, para la identificacidn de bacterias
Gram Positivas de Gram Negativas sin necesidad de tincidn.
Procedimiento: a) Mezclar una asada de cultivo puro del germen

problema en una gota de KOH al 3% en un porta
objetos.

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

Reaccidn: Gram negativas -~ si Jla muestra se transforma vis-—
cosa o gelatinosa en 5 a 60 se -
, gundos. "elastica".
Gram positivas — no se observa viscosidad
Reactivos: Solucidn acuosa de KOH al 3%. (3 gr de KOH en
100 ml de agua destilada).
Referencia:

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

Requiere una técnica cuantitativa.

1.

2.

Los discos de difusién impregnados con antibibéticos son de suficien
te confianza si se siguen los procedimientos estandares.

Bajo condiciones de estandarizacidén, ei tamafio de la zona de inhibi

cién alrededor del disco en una medida exacta de la eficacia de la
accib6bn antimicrobiana de la droga.

Las condiciones de estandarizacidn incluyen: tipo y cantidad de me=-
dio, tamafio y concentracién del indculo, temperatura y atmbsfera de
incubacibn y concentracidén de la droga en el disco,

s B
Es la evaluacién y utilizacidn de los resultados es necesario el co
nocer la difusibilidad de la droga en el medio asi como la posibili
dad de alcanzar niveles terapéuticos adecuados en el cuerpo del ani
mal sin peligro de alcanzar niveles téxicos.

El método de KIRBY=-BAUER modificado por BARRY que a continuacién se

describe esti diseflada primariamente para bacterias de réapido creci
miento.

3.1 Material.

(a) Cajas de Petri: de gran tamafio (150 mm dié&metro) porque
as! se pueden acomodar més discos, S1i se utilizan las ca-
jas de tamafio esté&ndar (utilizadas para todos los medios

de cultivo (100 mm.), la escala de interpretacibén debe de
reducirse a la mitad.

(b) E1 medio de Agar Muller-Hinton. Reconstituirlo de acuer-
do a las indicaciones y verter 70 ml (& 35) dentro de las
cajas de petri, las cuales pueden guardarse hasta 4 dfas
en el refrigerador. Sangre puede ser inclufda en el agar
en caso de que se trate de organismos de lento crecimien=

to como por ejemplo: Pasteurella, Bordetella, Hemophilus
y Streptococcus.

Los discos de sensibilidad de antibibticos con un contenido especifico

se puede ver en la tabla,
Observar por la fecha de expiraciébn, guardarios en refrigeracidn con

excepciédn de las penicilinas semisintéticas que deben ser mantenidas a
baja temperatura ( - 20°C )

Asas de platino, calibradas en 0.001 ml,

Un molde para el dep6sito de discos. (Difco, BLL, Pfizer), utilizado,

pero no de una forma obligatoria. 81 no se tiene uno, con un par de
pinzas de diseccidtn y un recipiente con alcohol se puede trabajar,

10 ml de Agar Muller-Hinton a una temperatura aproximada de 52°C, la
cual se puede mantener depositando los tubos de agar en baflo marfa a

esa temperatura.
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(7) 0405 ml. de caldo de infusidn de cerebro y corazdn en condiciones esté&-
riles en tubos de 13 x 100 mm,

3.2 Procedimiento

NOTAS:

1.

(1)

(2)
(3

(4)

(5)

(6)

Colectar de 5 a 6 colonias del cultivo problema y colocarlas
en un tubo que contenga 0.5 ml. de caldo inf. Cy C, (7)., E1
propdsito de colectar diferentes colonias es el de evitar al
mdximo la posibilidad de escoger una colonia mutante con un
cuadro no representativo de susceptibilidad,

Incubar a 37°C por 4 horas.

.1 final del perfodo de incubacidn colocar las cajas de Agar
Muller-Hinton en la estufa por 3 — 5 minutos con el pr8posito
de secar y calentar ligeramente el medio,

A un tubo con 10 ml de Agar Muller-Hinton liquido a tempera-
tura de 50°C, agregar 0,001 ml (asa de platino) del cultivo
inadecuado por 4 horas (1 ml de sangre est@ril puede ser afia
dida en este instante si se requiere), mezclar bien por movi
mientos rotacionales y rapidamente vertirlo sobre la superfi
cie del medio de Agar Muller-Hinton en caja.

Tenga la seguridad de que toda la superficie de la caja haya
quedado cubierta con el cultivo.

ESTA LTAPA REQUIERE RAPIDEZ PUESTO QUE EL AGAR
PUEDE SOLIDIFICAR DURANTE EL PROCESO

Permitir l1la solidificacién del cultivo durante 5 a 10 minutos
v a continuacidn coloque los discos a iguales intervalos de
distancia.

Las cajas grandes permiten hasta 12 discos sin zonas sobre-
puestas de inhibicidn., Discos extras pueden ser colocados en
el centro del medio

Los discos deben de ser presionados con pinzas para asegurar
se de su buen contacto con el agar.

Incubar durante un perfodo de 18 horas (no es necesario COp
para el crecimiento de los microorganismos a menos de que &g~
tos lo requieran asi, Para efectuar la medida exacta de las
zonas de inhibicidn se utiliza una regla o calibrador. Inter
pretar la sensibilidad en 1a tabla de 1la -

1 crecimiento en oleadas de Proteus sobre la zona de inhibi--
cidn puede ser ignorada,

La presencia de sanpgre en el agar neutraliza la acciln de las -
sulfonamidas
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Las sulfonamidas efectivas no suprimen el crecimiento de una forma
instantfnea. lLas 8reas de disminucidn de crecimiento dentro de la
zona de inhibicidn son descartadas en la medicidn.

3.1.3 Ventajas del procedimiento

1. Método repetible de medicidn de susceptibilidad in vitro

2, Relacionadc con las concentraciones posibles de alcanzar
. en los fluidos del cuerpo.

3. Fécil de realizar con um minimo equipo y tiempo.

3.1.4 Limitaciones y desventajas de las pruebas de sensibilidad

i, Mo es Gtil para bacterias de crecimiento lento y anaero=-
bias,

2. Tiene todas las limitaciones de las pruebas in vitro: no
toma en cuenta la actividad bajo diferentes tipos de pH,
metabolitos corporales, presencia de enzimas, estructu--
ras de obsticulos como por ejemplo: lesidn vascular, ne-
crbsis, fibrosis, etc,

3. MNecesita de una estandarizacidn rigurosa, 1nc1uyendo prue
bas perifdicas (semanales), de control de microorganismos,.
(Staph, aureus y E. coli)

4, Corto perfodo de vida del (InSculo) vertido en el medio.
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TABLA DE INTERPRETACION DE LA ZONA DE INHIBICION POR EL
METODO DE KIRBY -~ BAUER

Agentes quimioterap@uticos

Potencia del

Dismetro de la zona de inhibicidn

Disco en milimetros
Resistente Intermedio Sensible
Bacirracina 16 U 8 menos 9-12 12 mas
Cefaloridina 30 ug 11 menos 12-15 16 més
Cefalotina ! 30 ug 14 menos 15-17 18 mas
Cloranfenicol 30 ug 12 menos 13-17 18 mds
Colistina 10 ug 8 menos 9-10 11 mis
Eritromicina 15 ug 13 menas 14-17 18 més
Gentamicina 10 ug - - 13 mas
Kanamicina 30 ug 13 menos 14-17 18 mis
Lincomicina 2 ug 9 menos 10-14 15 més
Meticilina ug 9 menos 10-13 14 nmis
Nafcilina y Oxacilina 1 ug 10 menos 11-12 13 més
Acido nalidixico 30 ug 13 menos 14-18 19 més
Neomicina 30 ug 12 menos 13-16 17 mAs
Novobiocina 30 ug 17 menos 18-21 22 mas
Nitrofurantoina 300 ug 14 menos 15-16 17 wméas
Oleandomicina 15 ug 11 menos 12-16 17 mis
Polimixina-B 300U 8 menos 9~11 12 més
Estreptomicina 10 ug 11 menos 12-14 15 mas
Sulfonamidas 3060 ug 12 menos 13-16 17 més
Tetraciclina 30 ug 14 menos 15-18 19 més
Vancomicina 30 ug 9 menos 10~-11 12 mds
Gram-negativos 10 ug 11 o menos 12-13 14 o més
y Enterococcus
Staphylococcus
y organismos 10 ug 20 o menos 21-28 29 omias
Ampicilina sensibles a la
penicilina
Hemophilus - - - 20 o mas
Staphylocoecus 10 U 20 0 menos 21-28 29 o més
Penicilina
G Otros micraor 4 1l o menos 12-21 22 0 mfis
ganismosn

Ryan, J.K, Schoenknecbt, F.D,

Rirby, W.M.M. Disc. Sensitivity
Testing, Hospital Practice. pp.
91-100 (February 1970) +
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ANTTBIOTICOS- PROBADOS EN VARIOS GRUPOS DE BACTERIAS

B- a- "Msc. Pseudo  Msc.
Antibibtico Staph, Strep, Strep. _Enterococcus Gm.+ Entéricos _monas GCm, -

Penicilina 1/
Ampicilina 2/
Meticilina 3/
Cloranfenicol 1/
Tetraciclina 1/
Cefalotina 3/
Eritromicina 3/
Estreptomicina 1/
Neomicina 1/
Lincomicina 3/
Kanamicina
Vancomicina
Gentamicina 1/
Sulfas 2/
Furadantina 1/
Polimixina B 2/
Carbenicilina ‘
Bacitracina - - - -

+
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Mayormente utilizados
- rarente utilizados
1/ Discos de rutina utilizados para organismos Gram positivos y negativos
2/ Discos de rutina adicionales incluidos para organismos Gram negativos

3/ Discos de rutina adicionales inclufdos para organismos Gram positivos
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Estandares tentativos.
Sdio en infecciones del tracto urinario.
No se utiliza en medios que contengan sangre.

Cualquiera de los discos de sulfonamidas viables comercialmente de 250 ug
a 300 ug pueden ser utilizados con los mismos est&ndares de esta tabla.

Esta categoria incluye algunos organismos cano los Enterococcos que pue -
den causar infecciones sistemiticas, tratables con altas dosis de penici-
lina-G
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BACTERIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

Sustituto de leche, ensilado, concentrado, melaza, forraje fresco y achicalado,
Se mencionaran una técnica cualitativa y una cuantitativa para determinar la

presencia de contaminacién bacteriana en los alimentos.

La técnica cualitativa servirid para determinar fundamentalmente la presencia
de coliformes (contaminacibén fecal) en el concentrado y el sustituto, por ser
utilizado en 1a alimentacién de becerras menores de 35 dias de edad en las cua-

les pueden llegar a causar problemas de diarrea.

La técnica cuantitativa proporcionard el niimero 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, como en el

caso de la legislacidén para determinar si una agua es potable o no lo es.

TOMA DE LAS MUESTRAS.

La tama de las muestras se hard a diferentes niveles de los sacos de substituto
concentrado y del ensilaje y otros, con el objeto de obtener una muestra repre
sentativa. En el caso del ensilaje se tomarén aproximadamente 500 gr. de cada

vho de los niveles (fondo, parte media y superficie), las muestras serén colec

tadas en bolsas de plastico limpias.

En el caso de sustituto y del concentrado la muestra tomada serd de aproximada
mente 100 gr. por nivel. Las muestras serin depositadas en frascos estériles

o en su defecto perfectamente limpios y secos.

ANALISIS CUANTITATIVO.
Material.,
5 tubos de 150 x 15 con tapdn de baquelita con 9 ml cada una de solucidén salina

fisiolbgica o agua bidestilada estériles por muestra.
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L tubo aforado a 10 ml estéril por muestra,
Cajas de Gelosa sangre.
‘Pipeta Ependroff calibrada a 0.02 ml.

Pipetas estériles de 1 ml.

- Conulas 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 solucién salina fisiolégica, obteniendo
una dilucibn de'lo-l, a partir de este tubo se haréan diluciones decuples utili-
zando los 5 tubos con 9 ml de solucifn salina fisioldgica o agua bidestilada
estéril, hasta llegar a una dilucién de 10—5, a continuacidén se siembran medias
cajas de gelosa sangre (una mitad para cada dilucibn) con la pipeta Ependroff
calibrada a 0.02 ml1 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

37°c,

El cAlculo del nGmero total de colonias por mililitro de muestra se efectCia de

la siguiente manera:

- Se selecciona la siembra de la dilucidn en la cual las colonias son conta -
bles con facilidad (partiendo de 10-! a 10-6). Se suman el nimero de colo-
nias contadas en las cuatvo gotas y se divide entre cuatro, con el fin de
obtener el promedio por gota. Este promedio se multiplica por 50 para obte
ner la cantidad en un mililitro y la cantidad obtenida se multiplica por la
diluctén en la cual se resliz6 el conteo, tenlendo como resultado la cifra
real del nimero de colonias por ml de muestra.

Ejemplo: Después de haber sembrado las medias cajas de gelosa sangre y de
haber incubado las cajas por 24 horas a 37°C se observa el crecimieato obte
nido y sa encuentra que en las dilucliones 10—1, 10-2, 10-3, 10-4 las colo -

nias son fécilmente contables, pero en la dilucidn 10-9 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 dilucidn en la que se efectud el conteo, que

en este caso es de 10 000.

Niimero total de aolonias= 5+3+6+9 = = 5.75 X 50 = 287.5 X 10 000 =

2,875,000.00 por ml, 6 gm.

ANALISIS CUALITATIVO.

Material.

Tubo con la dilucibn 10—1 del analisis cuantitativo.

Cajas de medio selectivo para enterocbacterias (Mc. Conkéy, 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 dilucidn 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 37° C., (cultivo o siembra primaria), para ser resembra
do después de este tiempo en una caja de agar Verde Brillante, la cual se in-
cuba 24 hrs a 37° c. Este cultivo es para determinar fundamentalmente la pre
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 determinacin de coliformes en general, se toma una sada de la muestra
de la dilucidn 10-l y se aiembra cn la caja de medio selectivo para coliformes
seleccionada. Se incuba durante 24 horas a 37°C., despufs de este tiempo se ~
suglore 12 rutina indicada para la tipificacidén de las bacterias de acuerdo =

-3 -
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. una cuenta de 5, 3, 6, .9 en las gotas, entonces se efect@an las sigulentes
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 dilucibn en la que se efectud el
conteo, que en este caso es de 10,000.

Nimero total de colonias = 54+3+6+9 = 23 = 5,75 x 50 = 2B87.5 % 10,000 =
4

+

ANALISIS CUAiITATIVO.

Material.

Tubo con la dilucién 10-! del an&lisis cuantitativo,

Cajas de medio selectivo para enterobacterias (Mc. Conkey, EMB, ENDO) una caja
de cualquiera de los tres por muestra.

Tubos de Agar Verde Brillante, una por muestra.

Fipetas de un mililitro estériles.

Se toma un mililitro de la dilucién 10-1 con una plpeta estéril y se deposita
en el tubo que contiene 9 ml. de caldo selenite o caldo terationato, se incu-
ba durante 18 horas a 37°C, (cultivo o siembra primaria), para ser resembrado
después de este tiempo en una caja de Agar Verde Brillante, la cual se incuba
24 ha, a 37°C. Este cultivo es para determinar fundamentalmente la presencila

de Salmonella, por lo cual, las colonlas obtenidas en este cultivo se trabajan

en forma de cultivo tipo para llegar a determinar el género y la especie de

&atas,

Para la determinacibn de coliformes en gencral se toma una asada de la muestra
de 1la dilucién 10-} v se siembra en la caja de medio selectivo para coliformes

seleccionada. Se incuba durante 24 horas a 37°C, después de este tiempo ae
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~‘su‘g:i.ex.?é la rutina indicada para la tipifiéaciﬁn de las bacterias de acuerdo a
sus caracteristicas de tensibén utilizando para ello las tablas de referencia

‘diagnbstica.
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ANALISIS BACTERIOLOGICO 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 mds de 20 ,coliformes por litro,
- no contener mds de 200 colonias por ml,
- estar libre de bacterias que produzcan mal olor, pigmento y licuefac~
cién de la gelatina,
Se realiza un andlisis cualitativo y un cuantitativo,
El andlisis cualitativo consta de 3 fases:

a), Prueva Presuntiva,

Material:
5 tubos de ensaye con 10 ml, de Caldo Lactosado a concentracidn doble,

con tubo de Durham,
1 pipeta de 10 ml, ésteril

Se inocula cada uno de los tubos de caldc lactosado a concentracidén doble con

10 ml, de la muestra,

Se incuba a 37°C. durante 24 horas,

Lectura: turbidez del medio y presencia de burbijas de gas en el tubo de durham
sugieren el crecimiento de coliformes,

No, aproximado de coliformes por litro, de acuerdo al nimero de tubos en los -

que haya habido turbidez y produccién de gas:

-~ 1 tubo 20 coliformes/litro
= 2 tubos 50 " "
- 3 tubos 90 " "
= & tubos 160 " "
=~ 5 tubos +160 " "

b). Prueba Confirmativa,
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Material:

Medios de cultivo diferenciales y selectivos para Enterobacterias,
(Mac. Conkey, ENDO, EMB, Agar Verde Brillante) :

asa bacteriolégica
Se siembfa con el asa una caja de uno de los medios mencionados anteriormente 5
a partir del tubo de caldo lactosado de la prueba anterior, en el cual haya ha=-
bido la mayor produccidn de gas.,
Se incuba la caja,de agar a 37°C, durante 24 horas,
Lectura: crecimiento de colonias caracterfsticas, Tincién de Gram para observa-

cidn de bacilos Gram (~). Aseveracién de que hay coliformas,

¢). Prueba Completa.

Material:
Tubo de ensaye con 10 ml, de caldo lactosado a concentracidn sencilla

asa bacterioldgica
Se inocula el tubo de caldo lactosado con una colonia de las obtenidas a partir
de la prueba confirmativa,
Se incuba a 37°C. durante 24 horas,
Lectura: turbidez del medio y produccidén de gas, El agua presenta contaminacidn

. con materias fecales,

Prueba de la Gelatina,

Material:
1 caja de petri ésteril

1 pipeta de 1 ml, dteril
15 a 20 ml, de gelatina licuada (45°C,)
Se deposita en la caja dasteril | ml de la muestra, se adicionan de 15a 20 ml, de

gelatina licuada (45°C) y se mezela con movimientos suaves, para formar uha mez-

cla homogénea con el agua,
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Se incuba a 37°C. durante 24 horas,

Lectura: transcurridas las 24 horas de incubacién, se mete al refrigerador du-
rante 10 minutos, se retira y se determina s{ solidifico, S1i no hay solidifica
cién posee germenes que licuan 1abge1atina.

Por medio del olfato se determina si hay mal olor, Se observa si hay produccidn

de pigmentos (coloraciones) en la gelatina,

’

Andlisis 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 (45°C)
Se deposita en la caja ésteril 1 ml., de la muestra, se adicionan de 15 a 20 ml,

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: Cuantificacidn de las colonias presentes en el agar,



IV. PARASITOLOGIA.
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INTRODUCCTION.

la presentacidn y frecuencia de las enfermedades parasitarias varia notable -
mente de una regidén a otra, esto dependiendo de la importancia relativa de mu
chos factores como son: el microclima y macroclima del medio, volimen y altu-
ra de los pastos, hdbitos de pastoreo, estado nutricional e inmunoldgico del-
huésped, la presencia de vectores y/o huéspedes intermediarios, el nimero de
huevecillos y larvas infectantes en el medio.( 15, 20, 37 )

Las parasitdsis’ de acuerdo a su localizacidn en el huésped definitivo se cla-
gsifican en :

a). Parasitdsis Internas o Endoparasitdsis.
En estas log pardsitos se van a encontrar habitando los diferentes or-

ganos y sistemas del huésped afectado. Ejemplo: Fasciola hepatica en higado,
Moniezia expansa en intestino, Anaplasma marginale en sangre, etc.

b)., Parasitdsis Externas o Ectoparasitdsis,

Son aquellas en las cuales los pardsitos se van a localizar en la super
ficie externa del huésped, como son : la piel, pele y tejido subcutdneo. Ejem
plo: garrapatas, piojos, dcaros, larvas de mosca etc. ( 7, 15, 20 )

a) ., PARASITOSIS INTERNAS o ENDOPARASITOSIS.

PARASITOS SANGUINEOS.

las enfermedades causadas por hemopardsitos generalmente se caracterizan por-
fiebre, la cual puede ser persistente o recurrente, debilidad, adelgazamiento
e ictericia, hemoglobinemia y/o hemoglobinuria, causando un s{ndrome anémico,
Lo anterior no significa que todas las enfermedades causadas por hemopardsi -
tos presenten estos signos, sino que estos varian de acuerdo al agente causal,
inclisive serd necesario establecer un diagndstico diferencial con otras en =
fexmedades, generalmente de tipo bacteriano.

En bovinos los hemopardsitos que se encuentran con mas frecuencia en nuestro -
pais son : Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale y en menor in
cidencia Eperyvthrozoon weyoni. ( 7, 20, 21, 24 )

Métodos para el exdmen de pardsitos sangufneos.

La muestra debe ser tomada preferentemente de la sangre perifdérica que corre -
a través de los capilares, porque en estos existe una mayor concentracidn de -
células infectadas, debido a que el volimen circulante es menor que en los va
sos de mayor calibre. Tomando en cuenta la aclaracidn anterior, se hard la --
descripeidn de una de las formas mds usuales de preparar un frotis sanguflneo-
para determinacidn de hemopardsitos,
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Los portaobjetos deben estar limpios y desengrasados perfectamente, esto se -
logra manteniendo los portaobjetos en una solucidn de alcohol - éter, el éter
en una proporcidn del 3% en relacidn con el alcohol; los portacbjetos son re-—
tirados y secados al aire momentos antes de realizar el frotis. Solo se mane-
jan por los bordes. Deben usarse dos portacbjetos por preparacidn.

Se rasura el borde de la oreja , se limpian las costras de mugre, polvo y re-
siduos de pelo. No debe aplicarse ningdin liquido, ( 7, 24, 39 )

Se punciona el borde de la oreja con una lanceta o aguja, o se hace un peque-
flo corte con las tijeras a nivel de la epidermis. Se exprime una gota de san-
gre y se recoge en un extremo del portaobjetos. Se coloca el otro portaobje -
tos sobre el primero formando un dngulo de 45°a nivel de la gota de sangre --
( ver técnica pag. 173) se deja que la sangre corra a lo largoc del portacbje-

superioor y con una suave presiodn se desliza hacia el extremo contrario del=-
portaobjetos 1nferior teniendo cuidado de que la pelfcula formada sea delga=—
da y transparante. ( 7, 24, 39 )

Una vez extendida la sangre en el portaobjetos, se seca al aire quedando list
para ser tefiida.

Coloracidén de Wright,

Colorante de Wright en polvo 0.1 gr,
Alcohol Met{lico absoluto 60 cc,

Moler el polvo del colorante con el alcohol en un mortero. Colocarlc en un =
frasco oscuro con tapdn 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.

Solucidén Amortiguadora.

Fosfdto de potasio 6.63 gr.
Fosfdto de sodio 3.20 gr.
Agua destilada 1 000 ml.

El agua destilada sola puede ser utilizada como amortiguador.

Técnica de tincidn.

Cubrir el frotis sangufneo con el colorante contando las gotas,

Evitar la evaporacidén ( 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 solucidn amortigua -
dora.

Dejar reposar la mezcla de 7 a 15 minutos. Sobre la superficie aparecerd una -
nata de color bronceado,

Lavar con agua corriente ( sin escurrir el colorante ) por 30 segundos minimo,
Colocarla sobre uno de sus extremos en papel secante,

Se observa al microscoplo con el objetivo de inmersidn, ( 6, 7, 24, 39 )

Coloracion de Glemsa,

Debido alan dificultades que se llegan a encontrar en su preparacidn, se reco:
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mienda la adquisicidn . de la solucién de Giemsa Xa preparada en forma comercial
(Productos Sigma, Merck, y Reactivos Monterrey)

Técnica de Tincidn.

Se _fijan las extensiones de sangre en alcohol met{lico absoluto durante 3 as
minutos., Se deja secar.

Se llena un frasco de Coplin con la solucidn colorante de Giemsa preparada -
con una gota de colorante por cada mililitro de agua destilada neutra. E1 fras
co debe tener suficiente colorante para cubrir completamente el portaobjetos.
La preparacidn 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 imnmersidn, (6, 7, 24; 39 )

’

Método de la Gota Gruesa.

Este método se usa pa investigar pequeflas cantidades de pardsitos sanguineos -
y garnulocitos eosinéfilos, se pueden examinar simultaneamente varias capas &
sangre con este método,

Se toman una o dos gotas de sangre.

Se extienden las gotas en una depresidn del tamafio de 5 cm. en un portaobje —
tos.

Secar al aire varias horas o en estufa de cultivo ( 37°C. ), sin fijar ni for
zar la desecacidn 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 pardsitos, de los globulos rojos se ve el estroma.
Se tira el agua coloreada de rojo ( sin lavar ) y se deja que seque sola la -
preparacidn,

Se tifie por el método de Giemsa.

La tincidn estard bien hecha si el centro se tific de azul y los margenes vio-
leta.

Esta tincién sirve para la identificacidén de Plasmodium, y la observacidn de-
filarias ( 30 ),

1/ Estos productos se pueden encontrar en las diferentes casas distribuldoras
de material y equipo para laboratorio,
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BABESTIA.,

() (a7

A}

Especies bovinas de Babesia en eritrocitos.

A, B, C, D, Babesia bigemina

E, F, G, Babesia bovis
H, I, Bavesia divergens

Levine D, Norman,
Protoroan Parasites of Domes -~
tic Animals and of Man,
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EXAMEN MACROSCOPICO DE LAS HECES.

Consiste en hacer un andlisis a simple vista del contenido de la materia fecal
con el propSsito de identificar o detectar la presencia de pardsitos adultos.,.
También dentro de este exdmen se tomaran en cuenta color, olor, consistencia-
y contenidos extrafios,

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 podrd adicionar una -
pequefia 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 microsclpicas para la observacidén de huevecillos
de diversos pardsitos, de diferentes clasificaciones como son: Nemdtodos, Hel
mintos, Tremditodos y algunos protozoarios.

Técnicas Cualitativas,

Una de las técnicas mds rdpidas y sencillas consiste en colocar una cantidad-
pequefia de heces, del tamaflo de un grano de trigo, en un portaobjetos, se a -
gregan dos gotas de agua, se mezclan y se quitan los fragmentos gruesos de ma
terial vegetal y se coloca un cubreobjetos, procurando que la preparacidn que
de transparente.

Este método tiene el inconveniente de que por ser tan pequefia la cantidad de-
heces se puede obtener un resultado parcial. ( 6, 7, 24, 39 )

Técnica de la solucidn saturada de azucar o 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 centrifuga con las heces diluidas; agregar las 2/3
partes restantes del tubo con la solucidn saturada de azucar o de glucosa.
Centrifugar a 1 500 r,p,m, durante 3 minutos.

Dejar que repose de 3 a 5 minutos. Tomar con un gotero o agitador de vidrio, =
de la parte superficial del l{iquidoe del tubo, colecar unas gotas en un portas«
objetos y aplicar un cubre,

Se obaecrva la preparacidn al microscopio con ¢l objetivo 40 X, (6, 7, 30, 139)

Técenicas Cuantitativas,
Método de Stoll,

Sa pesan 4 gramos de heces y se c¢olocan en un matraz que tenga una marca de -
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60 c.c.; se agrega una solucidn 0.1 N de NaOH, hasta la marca, se introducen -
algunas pequefias perlas de vidrio, se tapa el recipiente y se agita el conte -
nido hasta que la materia fecal quede homogenizada.

Se toman 0.15 c.c. de la suspencidn con una pipeta y se llevan a un portaobie-
tos, se cierra con un cubreobjetos y se cuentan los huevos en esta porcidn de
la muestra, el nfmero total se multiplica por 100 para obtener el nimero de -
huevos por gramo de heces. (7, 24, 30, 39 )

Método de Mc. Master.

Para realizar esta tecnica se debe de contar con un recipiente de vidrio o =~
pldstico con tapa (generalmente cilindrico), que contenga una marca al nivel -
de 42 ml., y otra en el nivel de 45 ml.

Se coloca solucidn 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.
Inmediatamente tomar con un gotero muestrasde diferentﬁs profundidades y co-
locarlos en los dos cuadros de la cdmara de Mc. Master“., Contar todos los hue
vos y quistes de los dos cuadrantes de la cdmara. Para obtener el ndmerc de -
huevos por gramo, se multiplica la cantidad de huevecillos obtenidos en el --
conteo por 100,

Este método solo serd Gtil cuando en ndmero de huevos en la materia fecal sea
mayor a 100 huevos por gramo. ( 7, 24, 30, 39 )

Técnicas para determinacidn de Fasciola hepatica.

Los métodos mds usados son los de flotacidn y sedimentacidn, ademds existen -
otras pruebas como las seroldgicas, immunoldgicas y fluorescentes. Entre es -
tas se pueden mencionar:

Prueba de precipitacidn 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 reaccién., ( 10, 18 )

Prueba de sedimentacidén cualitativa.

Se toman dos gramos de heces y se disuelven en 40 c.c, de agua tibia, se ha =~
cen pasar a través de un sedazo de 0.1 a 0,3 nm, en la malla; se dan tres la
vados a la muastra y se observa ¢n caja de petri al microscoplo estereoscdpi-
co., ( 6, 7, 10, 39 )

2/ La cdmara de Mc. Master consta de un portacbjetos y un cubreobjetos, unidwm
formando dos cdmaras de un centfimetro cuadrado cada una, estas dreas estan
marcadas con una cuadricula. La profundidad de la cdmara es de 1.5 mm,
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COCCIDIAS EN BOVINOS.,.

A. Eimeria subspherica, B. Eimeria zurnii, C. Eimeria ellipsoidalis, D. Eimeria
cylipdrica, E. Eimeria alabamensis, F. Eimeria bukidnonensis, G. Eimeria bovis,
H. Eimeria canadiensis, I. Eimeria auburnesis, J. Isospora sp.

Levine D, Norman

Protozoan Parasites of Domes -
tic Animals and of Man,
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Sedimentacidén y Flotacién Cuantitativas.

Técnica de Sewell.

Se coloca 1 gr. de heces en agua suficiente para llenar un tubo de centrifuga;
se centrifuga a baja velocidad y se tira el sobrenadante, el sedimento se re--
sugspende con una solucién saturada de cloruro de sodio, se vuelve a centrifu--
gar y se tira el sobrenadante, se suspende nuevamente el sedimento en una so--
lucidn 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.

4

Esta técnica tiene una efectividad del 82 %. ( 18 )

Larvas de Nematodos.

Método de Bermann.

Las heces se depositan en un embudo de vidrio de tamafio mediano, en cuyo inte-
rior hay una coladera de malla fina o una bolsa de gasa. El embudo adaptado pa
ra este fin se llena con agua destilada o solucidén salina fisiolégica a 20-25°
C., de manera que la masa de heces se cubra en la mitad de su altura. El extre
mo del embudo termina en un tubo de goma, cuyo di@metro se regula con unas pin
7as metélicas. Las larvas se reunen al cabo de 3 a 6 horas ( en ocaclones pre-
cisan de 12 a 24 horas ), en el agua que se encuentra en el tubo de goma por -
encima de la pinza metalica; abriendo esta llave se depositan 2 0 3 gotms en -
un vidrio de reloj o caja de petri y se observa al microscopio

Una modificacién que se puede realizar, es colectar el agua ~ue se encuentra -
por encima de la pinza metdlica en un tubo de centrifuga, se centrifuga a baja
velocidad de 1 a 2 minutos, se decanta el sobrenadante, se toma una gota del -

sedimento con una pipeta Pasteur, se coloca entre un porta y un cubre y se ob-
serva al microscoplo. ( 6, 7, 39 )

CULTIVO DE LARVAS.

Técnica de Komilla.

Las heces con huevos o larvas de nematodos que se desean cultivar se mezclan -
con un 10 % de su volumén de carbén vegetal o animal en polvo.

Se hace una mezcla pastosn ( sl las heces estan muy secas se adiciona una pe-
quefia 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 didmetro,
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Se adiciona una pequefia cantidad de agua en la caja de petri,

con el fin de --
mantener hiimedo el medio de cultivo.

Se coloca la caja de petri en clmara himeda, 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,

ce

Para su'observacién, el material pipeteado se coloca en un vidrio de reloj y -

- se observa al microscopio estereoscédpico. ( 6, 7, 39 )

Técnica de Lammler.

En un vaso de plastico se colocan aproximadamente 5 grs. de heces con dos cu -
charadas de serrdn ésteril.

Se mezclan perfectamente ( se puede agregar agua destilada si la consistencia-
de las heces es dura), prbcurando que la mezcla quede de consistencia pastosa.
El vaso se coloca en una charola de plastico de unos 20 o 25 cmg. de alto, a -
la que se pone agua hasta cubrir perfectamente el fondo de ésta, la cual se ta
pa con una placa de vidrio, se coloca en la estufa de cultivo a 27°C.

Durante 10 a 12 dfas los cultivos se deben mover diariamente para ver que no -
les falte himedad y a la vez para que se oxigenen, ya que para el desarrollo -

de la tercera larva es necesario que el cultivo tenga humedad temperatura y =
oxigeno.

En este medio de cultivo se usa serrin ésteril para evitar el desarrollo de --
gusanos de vida libre que se pudieran hallar en él, ademds porque absorbe hi =
medad y conserva la temperatura, as{ como por su testura permite la penetra =
cién de oxigeno hasta el fondo del vaso. Se deja el cultivo el tiempo sefala -
do para que alcancen todas las larvas su tercer estado o puedan eclosionar las
que alcanzan este estado dentro del huevo. ( 10 )

b). PARASITOSIS EXTERNAS o ECTOPARASITOSIS.

Como ya se mencifono anteriormente estas se van a localizar principalmente en -
el pelo, piel y tejido subcutaneo. Estos problemas estan causados generalmente
por los artrdpodos que a continuacidn se mencionan:

Acaros.

En los bovinos se pueden encontrar cuatro péneros diferentes de fcaros: Paorop
tes,Chorioptes, Sarcoptes, y Demodex ( lamina pag.q47) -

Cuando se sospecha de una purasitfsis causada por acaros, sec procede a tomar -
una muestra de la plel, a través de un raspado con una hoja de biastur{ con gli
cerina o aceite mineral, este raspado debe aer profundo, hasta que brote san -
gre, se deposita cn una laminilla y se obhserva directamente, o se procede a po
ner las costras en una solucidn de hfidroxido de sodio o de potasio al 2 % para
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HUEVECILLOS DE PARASITOS GASTROENTERICOS EN BOVINOS,

ESTRONGILTIDO TRICOSTRONGILO

’

Moniezia sp.

»

Trichuris sp.

Paramphitomum cervi

NOTA. 7Tara conocer el género y especie de los parfsitos gastroentericos,
serf necesario realizar el cultivo de larvas ( pag. 143 )

Coffin b, L,
Lab. Clinico en Médi =~

cina Veterinaria
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desquitinizarlos. Se observan al microscopio con el objetivo panorimico o el -
seco débil. ( 6, 7, 24, 39 )

Garrapatas,

Son distinguibles fAcilmente en el animal cuando se encuentran en la superfi -
cie ( el género Otubius se encuentra en la cara interna del pabelldén de la ore
ja). Su coleccidén se puede realizar por medio de unas pinzas de diseccién o --
por accidén digital, procurando que al desprenderlas las piezas bucales no que~
den en la piel. Se colocan en un frasco con un papel filtro impregnado en so -
lucidén salina para conservar la hdmedad. ( lamina pag. 1480 ¢ 6, 7, 24, 39 )

P

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 deg-
cubrimiento. Los piojos pueden observarse al microscopio con varios aumentos;-

montados en agua, glicerina, aceite o un agente clarificador como el indicado-
para acaros ( lamina pag. 149 ). ( 6, 7, 24, 39 )

[,arvas 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 solucidén salina y se llevan -
con el Entomdlogo para realizar la identificacidn; otros tipos de larvas se --
pueden encontrar formando nddulos en el tejido subcuté@neo ( Hypoderma bovis ),

en este caso es necesario realizar la diseccidén de los nddulos para obtener las
larvas.
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ACAROS CAUSANL o DE LA SARNA EN LOS BOVINOS.
( vistas ventrales de las hembras )

1, 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 fcaros causantes de sarna
encontrade en mamiferos,Presenta succionado-
res tarsales, originados en pediculos segmen
tados.

Su cuerpo mide de 300 a 600 micras,

2. Lhorioptes spp.

e encuentra en la pata y base de la cola
del ;anado vacuno,

‘& localizacibn de esce parfsito en la piel
es semejante & Psoroptes,

.us8 elementos de succibn se encuentran en
pediculos cortos no segmentados,

.caro de mediano tamafio, mide de 180 a 400
micras,

3,Sarcoptes scabiei

$e halla casi en la totalidad de los mamife

ros.

Habita en las :onas del cuerpo con escaso pe
3, lo, en las capas profundas de la piel donde

la hembra ahbre sus téneles .,

Los succionadores tarsales se encuentran en

el primero v segundo pares de patas de la hem

bra , v en el primero, segundo y cuarto pares

del macho,

.1ide de 150 a 300 micras de longitud,

4, Demodex spp,

Se puede encontrar en abscesos cuténeos v dervr
4, matitis escamosa del panado vacuno ocausando

la sarna demodéctica,

Je localiza profundamente en los folfculos pi-

iosos v glandulas sebhceas,

Ttene forma de gusano con patas apenas eshoza-

das., Mide de 200 a 300 micras de longitud,

Cofflin DL, Lab, €linico en Med. Vat.
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VISTA VENTRAL DE LAS GARRAPATAS MAS COMUNES EN EL GANADO VACUNO.

Boophilus Ixodes
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PIOJOS DE BOVINO.

Damalina bovia, Linognatus wvituli.




V. SEROLOGIA .
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PRUEBAS DE AGLUTTINACION PARA DETERMINACION DE BRUCELOS IS .

INTRODUCCION.

Las pruebas serolégicas son de fundamental importancia en 1A‘déﬁerminac16n
de algunas enfermedades infecciosas, tal es el caso de la brucelosis.

ampliamente conocidas las pruebas de sercaglutinacitén empleadas por les
programas de control y erradicacién de esta enfermedad, las cuales tienen

algunas limitaciones como son: dificultad para detectar la enfermedad en
el perfodo de incubacidn.

Son

En estados c¢rénicos de la enfermedad, los titulos de anticuerpos, frecuen-

temente son irregulares, ya que caen a niveles bajos y fluct@an durante un
perfiodo de tiempo.

Particularmente en brucelosis, se presenta la dificultad para distinguir
anticuerpos producidos por la infeccién natural de aquellos anticuerpos
producidos por reciente vacunacidn.

As{ tenemos que las pruebas serolbgicas mis utilizadas en ‘el diagnbstico
de brucelosis son las siguientes:

1. Prueba de aglutinacibn lenta en tubo.

Presenta limitaciones como son la de no poder diferenciar anticuerpos vacu
nales (Cepa 19) de aquellos producidos por la infeccibdn 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 fijacidén de complemento.

Es mé&s exacta y sensible, detecta anticuerpos producidos por la vacuna
Cepa 19 hasta seils meses después de la vacunacibén, en estados de infeccidn
crénica los anticuerpos persisten durante mucho tiempo. La combinacidn de

estas dos pruebas no permite una identificacién mas eficiente de los anima
les infectados.

.3 Prueba del antigeno acidificado tamponado.

Esta prucba recibe diferentes nombrcs, tales como: '"Buffered Brucella
Antigen": "Rose Bengal Plate Test"; L' Epreuve a L' Antigene Tamponne y en
México se conoce con ¢l nombre inadecuado de Prucbha de la Tarjeta o “Card
Test",

Esta prueba tuvo su ovigen en la prueba de la placa con Antigeno Acidifica
do, introducida por Rose y Roepke (1957) que consistfa en una mezcla del
antigeno de placa con tres diferentes ficidoa: 8cido acético glacial concen
trado, &cido lActico concentrado y &cido tartérico al 60%, el pH bajo (3. 6)
de este antigeno no era estable y tenfin que ser preparado diariamente.
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Estos autores observaron que con ese pH se destrufia la actividad de las
aglutininas no especificas (IgM), dejando sin afectar las especificas (IgG).
Por lo tanto se concluyd 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 antfgeno acidificado
tamponado estable que consiste en una suspensidn de Brucella abortus Cepa

1119-3 en una concentracién de 8% bufferada a un pH de 3.65 = 0.05 y tefii-
da con Rosa de Bengala.

Meterial.

Suero problema.

.

Antigeno de tarjeta (L.N.I.P.)

Placa de vidrio de fondo blanco.
- Pipetas de Bang.
- o pipetas autométicas (Eppendroff).

- o plpetas de 1 ml calibradas en centécimas,

Palillos,

Método.

Sacar los sueros problema, sueros control y antigeno del refrigerador y de-

}arlos 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 antigeno acidificado tamponado a un lado
de la gota de suero (no dentro de ella).

Mezclar perfectamente el antfgeno con el suero utilizando para cada muestra
el extremo dec 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 se procede de inmediato a efectuar la lectura.

Resultados,
(-) No aglutinacibn,

(+) Cualquier grado de aglutinacidn.
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Equipo y reactivos para prucba de aglutinacidn lenta en tubo.

- Antigeno Bruceila abortus cepa 1119-3 para prueba en tubo
- (I.N.L.P.) . y o :

- Tubos de vidrio Pyrex de 13 X 100 mm

- Gradilla para tubos 13 X 100 mm con. capacidad para 24 tubos

-~ Pipetas de Bang 0.2 ml, para el método de dilucidén decimal

~ Pipetas serolbgicas de 2.0 y 0.2 ml graduadas en décimas pa
ra el método de dilucién mltiple

- Jeringa automdtica de 2.0 ml

~ Bstufa incubadora 37.5°C

— La&mpara de luz fluorescente con fondo negro
- Pipetas automaticas de 2.0 m’

~ Dilucidn del antigeno para la prueba en tubo.

El antigeno ha sido estandarizado para poseer una concentracidn celu

lar equivalente al 4,5%, para realizar la prueba es necesario diluir
el antigeno a una concentracidn celular ecquivalente a 0.045%.

La diluci®n debera realizarse cuando menos 12 horas antes de utili -
zarse y conservarse en refrigeracidn.

Dilucidn del antigeno.

El antigeno deberd diluirse con una solucifn salina fenolada
al 0.5%, la cual deberd prepararse de la siguiente manera:

Cloruro de sodio 25.5 g
Fenol 15.0 g
Agua destilada 30600 ml

Proporciones:

Antigeno para la prueba en tubo estandarizade 30.0 ml
Solucidn salina fenolada 2 970 ol

Procedimientos
a) Motodo de dilueidn decimal.

Para cada muestra deberdn utilizarse 5 tubos 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 antigeno

del refrigerador y exponer a temperatura ambiente de 30
a 60 minutos.

Identificacidn de los tubos, generalmente se identifica
solo el primer tubo de la serie de cinco, pero se habri
de tener 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 automatica se depositan 2.0 ml del antigg'
no diluido dentro de cada tubo que contiene el suero pro-
blema.

Los tubos son agitados durante 30 segundos para lograr
la homogenizacidn de las muestras.

Incubar los tubos a 37.5°C durante 48 horas y leer la reac
cidn,

b) Método de dilucidn miltiple.

Sacar el suero y el antigeno del refrigerador de 30 a 60
minutos antes de efectuar la prueba.

Identificacidn de los tubos.

Con la pipeta seroldgica 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 ml de antigeno diluido,.

En los tubos siguientes colocar exclusivamente 2.0 ml de
antigeno diluido . Con una pipeta automiitica con capaci-
dad de 2.0 ml, se traslada sucesivamente 2.0 ml del prime
ro al quinto tubo.

Diluciones obtenidas: 1 ¢ 25, 1 : 50, 1 : 100, 1 : 200,
1 : 400,

Se¢ incuba a 37,5°C durante 48 horas, Hacer la lectura,

¢) Método alterno de dilucidn miiltiple.

Para efectuar esta prucba se utilizari el antigeno de
Brucella abortus cepa 1119-3 utilizando una concentracidn

de doble concentracifn, la cual se prepara de la siguien~
te manera; .
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Cloruro de sodio 12.25 g
Fenol 7.50 g
Agua destilada 1 500 ml

Se-.utilizarén 5 o més tubos por cada mwe stra.

Sacar el antigeno y el suero del refrigerador de 30 a 60
minutos antes de realizar la prueba.

Identificacién de los tubos.

Con una pipeta seroldgica de 0.2 ml. se obtiene el suero
problema. En el fondo del primer tubo de la serie se depo
sitan 0.16 ml del suero problema.

Con una jeringa o pipeta automitica se depositan en el pri
mer tubo 2.0 ml de solucidén salina fenolada al 0.5%

Con una pipeta serolégica de 1.0 ml se deposita 1 ml de
solucidn salina fenolada al 5%.

Con una pipeta serol6gica de un mililitro se mezcla perfec
tamente el contenido del 2% tubo y se traslada un milili-

tro al tercero y asi sucesivamente. El mililitro restante
del Gltimo tubo se tira.

Con una pipeta o jeringa automitica se coloca un mililitro
de antigeno a concentracidn doble en cada uno de los tubos.

Se incuban a 37.5°C durante 48 horas,

Resultados.

Para observaci6n de la lectura de la prueba, deber& utilizarse luz
fluorescente indirecta con fondo negro. La utilizacién de otro
tipo de luz reduce la capacidad de observacibn de los resultados.
Antes de realizar la lectura agitar para aobservar iovs grumos en
suspensidn,

Reaccidn positiva.

Los tubos se observan claros antes de ser agitados. Los
grumos en suspensidn no se disuelven al agitar,

Reaccidn incompleta.

Parcialmente clara, al agitarse se observan grumos que no
se disuclven.
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Reaccidn negativa.

Es turbia y al agitar no se encuentran grumos en suspen-—
8idn.

NOTA: La muestra de sangre para realizar cualquier estudio in
munoldgico referente a Brucella, se tomari 15 dias despuds de

ffue el animal haya sufrido el aborto, y se har@n muestreos pos.
teriores con una periodicidad de 30 dias en animales sospec lo-

sos, de resultar estos positivos en el segundo muestreo se eli
minan.

4

Prueba rapida en placa (Huddlesson).

Es la mas utilizada, pero es inespecifica ya que al igual que la prue
ba lenta en tubo no elimina anticuerpos vacunales. En esta prueba la
cantidad de antigeno es constante y el suero es el que se diluye.

Material
-~ Suero problema
- Antigeno (I.N.I.P.)
~ Placa de vidrio
- Pipetas de 0.2 ml
- o pipetas de 1 ml graduadas en centé&cimas
- Aplicadores
- Fuente de luz indirecta (aglutinoscopio).
Método
Colocar con la pipeta de 0.2 ml sobre la placa de vidrio las
siguientes cantidades de suero: .08, .04, .02, .01, .005 (las
cuales corresponden a las siguientes diluciones: 1:25, 1:50,
1:100, 1:200 y 1:400 respectivamente).
Agregar una gota de antigeno (I.N.I.P.) de .03 ml,
Mezclar las dos gotas con un aplicador, empezando por la dilu-
¢idn menor (de 005 a .08), una vez efectuado esto se imprimi-

rdn a 1la placa ligeros movimientos de rotacidn hacia el lado

derecho y hacia el lado izquierdo, cuidando que éstos sean en
igual nimero,

Se deja reposar la prueba durante 5 minutos, después de lo
cual se hard la primera lectura para ver como van cvolucionan
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do las aglutinaciones. La placa se volvera a rotar en forma
semejante a la inicial y se dejard reposar 3 minutos mis.’

- Pasado este lapso se hard la lectura por medio de la fuente
de luz indirecta.

1.8.3 Resultados 1/

- BOVINOS NO VACUNADOS O VACUNADOS A UNA EDAD MAYOR DI 8 MESES

1/25 1/50 ~ 1/100 ©1/200 INTERPRETACION

- - Negativo
- Negativo
"Negativo-
- - Megativo
- Sospechoso
- Sospechoso
Positive
I Pogitivo

+4+++++HI
+++ 4+
L TR T R B B
! !

BOVINOS DE 30 MESES O MAS VACUNADOS A LA EDAD DE 4 - 8 MESES

1/25 1/50 1/100 1/200 INTERPRETACION

Negativo
- Negativo
Negativo
Negativo
- Negativo
- Sospechoso
Sospechoso
I Sospechoso
+ Positivo

++++++E0
++++ 0t
A= 0

1 [ ]

17 Centro Panamericano de Zoonosis. TGenica de Sero-Aglutinacidn
Organizacibn Panamericana de Salud, OMS.
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2, PRUEBAS DE AGLUTINACION PARA DETERMINACION DE LEPTOSPIROSIS.

Introducci8n,

La leptospirosis es una enfermedad causada por g@rmenes del género
Leptospira, que afecta a tumerosas especies animales y al hombre.

En México los primeros casos de Leptospirosis fueron seiialados por
Gastelum y Castaifieda en 1928, aislaron leptospiras en Rattus norver-
gicus en Veracruz; segin Varela y Roch. En 1930 en una exploracidn
seroldgica, Varela y Vazquez encontraron sueros positives. La mayo-
ria de estos estudios seroldgicos se llevaron a cabo utilizando s&-
lo tres antigenos, L. icterohemorragica, L. pomona y L. canicola;
Mé&ndez (1963) utilizd 980 sueros de bovinos y con antigenos de

L. pomona no observd reacciones positivos,Muria (1965) obtuvo resul
tados similares; Kcken (1967) en un estudio de 574 sueros de bovi -
nos encontrd el 19.87 de sueros positivos a L. hardjo, el 24% a
L.hyos, el 19% a L. icterchemrragica y el 16% en otros serotipos;
Rodriguez (1969) present® resultados similares utilizando 160 sue-
ros de bovinos con historia de abortos, el 20% resultd positivo y

en orden de importacia fueron: L. wolffii, L. javanica, L. medanen-
sis, L. pomona, L. hardjo, L. hebdomadls, L hyos L. batavxe,

L. ballum, L. 1cterohemorr§g__ aAy 3B, L. canicola, L. g;yphotyphosa
y L. borincana; en estudio de rutina dlugnostlca Ortega y Gonzalez
(1972) han obtenido resultados similares.

En México s6lo existe un bioldgico para la prevencifn de Leptospira
y éste es el preparado con L. pomona, serotipo que segln los estu -
dios realizados por Dikken (1967) no es tan importante como L, wol-
ffii, L. serjoe, y L. hardjo en bovinos de México.

Técnica,
Leptospirosis, prueba de Aglutinacidn-lisis.

La prueba se puede realizar con suero u orina del animal sos-
pechoso. Antes de efectuar la prueba se debe comprobar la
viabilidad del antigeno vivo (Leptospira), en el medio de
Stuart, su densidad y ausencia de autoaglutinacidn.

a) Diluir el suero o la orina 1:20

b) Utilizando una placa para microtitulo de fondo plano
agregar une pota de solucidén galinn con una pipeta calibra

da a 0,025 por pgota a cada una de las cavidades (11 en tn
tal).

c) Agregar 2 gotas de la muestra diluida 1:20 a la prime
ra cavidad.
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d) Comprobarila eficacia de las asas de dilucifn antes
y despu@s de la prueba.

e) Utilizando las asas para microdilucién calibradas a

0.025, hacer diluciones en forma seriada de 1:40 hasta
1:960.

f) Agregar una gota del antigeno de Leptospira con un |
gotero calibrado a 0.025 a cada cavidad, de la seginda 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 campo oscuro con el objetivo del seco fuer-
te y sin cubreobjetos, lo ideal es utilizar la misma caja de
pléstico de dilucidn que por su fondo plano nos facilita el
manejo y observacidn de todas las diluciones.

Positivo,
Aglutinacidén de las leptsopiras, siendo el punto "N" 1la
dilucidn maxima en la cual se observa aglutinacidn en
una proporcidn de la mitad de las Leptospiras que se ob-
servan en el control.

Negativo.

No existe aglutinacidn y se observan las Leptospiras li-
bres en el medio,

Material.

a) Placas para microtitulo desechables con 96 cavidades
Lab. Limbo Chemical Co. U.S.A.

b) Asas de dilucidn para microtitulo, Cooke Engineering
Company, Alexandria, Virginia.

¢) Antigenos vivos a utilizar en el laboratorio,
NOTA: Los tipos de antipgeno dependerin de la especiey

serotipo que se presente con mayor [recuencia en el @rea
de trabajo,
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Serotipos comGnmente utilizados en los 1laboratorios :

L. canicola

- L. icterochemorrhagiae

'
It

. gomona
. hardfo

« grippotyphosa

1
[

s
e
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NIVELES SERICOS DE Ig. (Método de turbidez del ZnSO4)

Geheialidades.

Se muestrearin becerras entre el 22 y 3er. dfa de nacidas, toméandose
una muestra de sangre de 7 ml aproximadamente por puncibén en la vana
yugular, con aguja calibre 18. La sangre seri colectada en tubo de
ensaye 100 x 60, estéril, sin anticoagulante.

Material.

Muestra de sangre da 7 ml aprox. sin anticoagulante
- Pipetas de 10 ml 10:1

- Pipetas de 1 ml 1:10

- Tubos de ensaye 150 x 60

- Solucibn de ZnSQ, (0.208 g de ZnSQ, para 1 000 ml de agua
bidestilada)

- Espectrofetometro (500)
- Centrifuga
Método.

Se retira el cofgulo formado en la muestra y se centrifuga a 1 500
r.p.m, durante 5 minutos.

Se procede a colocar 6 ml de solucibn ZnSQ, 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 sue
ro obtanido por centrifugacibén. Se agitan, se dejan reposar los
tubos un tiempo minimo de 20 minutos; transcurrido este lapso se
hace la lectura en al aspectrofotébmatro

La lectura real se obtendrd de acuerdo a las tablas previamente ela
boradas y a 10os ajustes que se hagan con el tubo ajustador,

Resultados.,

La interpretacidn de las lecturas de niveles de inmunoglobulinas sa
haréd en base a la tabla que a continuacién se presenta, la cual fue
elaborada de acuerdo a las caracteriasticas del espectdmetro CORNING
EEL, Modelo 197 Spectra.
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Lectura del tubo con Equivalente en
Suero ZnS0, Unidades de ZnSQQ

3.31 1
6.62 2
9.93 3
13.24 4
16.55 5
19.86 6
23.17 7
26.48 8
29.79 9
33.10 10
‘ 36.41 11
39.72 12
43.03 13
46.34 14
49.65 15
52.96 16
56.27 17
59.65 18
62.89 19
66,20 20
69.51 21
72.82 22
76.13 23
79.44 24
82.75 25
86.06 26
89.37 27
92.68 28
95.99 29
99,30 30
102.00 31
105.00 32
109,00 33
112.00 34
115.00 a5
119.00 36

Para hacer mfs clara y objetiva la forma en la que se llega a obtener

la lectura real de los niveles de inmunoglobulinas, se describirl un
ajemplo:

La lectura del tubo que contiene suero Zn50; da la lectura de 8l en
escala del espactrofotbédmetro, se busca este nimero en la columna de
1a {zquierda que corresponde a la lectura del tubo con suaro mfs
in80,, de no coincidir exactamente se tomarl el nimero inferior in-
mediato, que en este caso corresponderia al nfmaero 79.44 al cual
aquivale a 24 unidades de ZnS04, a este nimero se la resta la lectu-
ra obtenida a partir del tubo ajustador, el cual, en este caso, ten-
dr& un valor de 2 unidades; estas 2 unidades se le restan a las 24
anteriormente obtenlidas llagando as{ a la lectura real, gue en este
cuso es dea 22 unidades de_ZnS0y




VI, HEMATOLOGIA.
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1. RECOLECCION DE LA MUESTRA DE SANGRE

El procedimiento mi&s comiin en los animales mayores, es cbtener la san—
gre directamente en un tubo o matraz, los cuales contengan anticoagu -
lante en la proporcidn conveniente, ( 5 ml de sangre es suficiente
para la mayor parte de los exB3menes hematoldgicos).

La sangre tambi&n se puede obtener por medio de succidn con una jerin-
ga, la cual deberd estar cubierta en su pared por anticoagulante, pero
hay que tomar en cuenta que la fuerza de succidn no sea demasiada, ya
que &ésta puede causar destruccidn celular,

Las té&cnicas de puncidn varian en las diferentes especies; pero en bo-
vinos las mas usuales son: por puncidn en la vena yugular, en la vena
mamaria y en la vena caudal.

La sangre debera ser transportada al laboratorio en el menor tiempo po
sible y en condiciones de refrigeracidn.

2. ANTICOAGULANTES.

Son substancias que inhiben la coagulacidn de la sangre al combinar-
gse con diversos factores que intervienten en ésta. Los mis usuales son:

a) EDTA (Sales bipotadsicas y bisddicas del dcido etileno diamino
tetraadcentico).

Actuan como agentes quelados, por lo cual evitan la coagulacibn de
la sangre al combinarse con el calcio. No produce alteraciones en
el tamafio ni en las caracteristicas de tincidn, con facilidad de
emplearse en forma liguida o s®lida. En forma 1iquida, una gota

al 10% es suficiente para evitar la coagulacifn de 5 ml de sangre.
En forma de polvo puede emplearse a la concentracidn de 1 mg por

1 ml.

b) OXALATOS. Lvitan la coagulacidn de la sangre al combinarse con
¢l calcio.

Preparacion oxdlica de Heller y Paul (1934)
gr de oxilato de amfnio

pr de oxiilato potisico
00 ml de agua

2
.8
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Un milimetro de esta solucibn se deposita en un tubo de ensaye y se
deja secar en la estufa de aire seco a 60°C, asi se evita la coagu-
lacibén 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 podrén ser empleadas para las determinaciones de Nitrbégeno,
debido a la presencia de amonifco.

¢) HEPARINA,

Interfiere la conversibén de la protrombina, por lo tanto evita la
coagulacibn 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 més

caro de los anticoagulantes, su eficacia se extiende de 10 a 12
horas.

d) FLUORURO SODICO.

A la concentracibétn de 10 mg por cada 100 ml de sangre, también actGa
como conservador de la glucosa.

e) CITRATOS.

Los citratos s6dicos y potésicos pueden utilizarse como. antigoagu-
lantes, pero no se adaptan a la conservacibtn de la sangre destinada
a las determinaciones hematolégicas.

3. MICROHEMATOCRITO.

Para esta determinacién 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 porcién externa se limpia
hasta que la terminal de la columna de sangre coincida con la marca
que sefiala el otro extremo del tubo, este extremo se sella en la
centrifuga, con el extremo sellado hacia la parte externa, Para
evitar roturas, seri conveniente dar unas vueltas manualmente; se
coloca la cubierta metilica y se procede a centrifugar el tiempo re
comendado por el fabricante (Clay Adms 1,200 rpm durante 5 minutos),
el cual estA calculado para la mé&xima aglomeracidn, Después de la
centrifugacién sce hard la adaptacién del tubo a4 la escala que se en
cuentra en el fondo, la lineca inferior de la columna de sangre del
tubo capilar deberd coincidir con ¢l nfmero 0 de la escala,
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Limitaciones y causas de error.
E1 motivo de error mis importante es que, debido a la centrifuga-
€idn, leucocitos, plaquetas y plasma se encuentran prendidos en -
tre los gldobulos rojos. Este error aumenta si la fuerza de centri
fugacidn 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 correccidn del 5% para la determina
c¢idn en perro y oveja, en tanto que eéste es de un 6% en la vaca.

Ventajas.

a) - La sangre necesaria es minima (0.065 ml).

b) Menor tiempo en la operacifn (comparado con el método
de Wintrobe).

¢) Los resultados obtenidos son m3s precisos.
Desventajas.

a) Se requiere un fondo de lectura especial.
b) No es posible determinar sedimentacidn,

¢) Es dificil apreciar la capa de gldbulos blancos.

CUENTA DE ERITROCITOS.

Material

- Sangre con anticoagulante (preferencia EDTA o a libre
eleceidn.

- Hemocitdmetro 1/

- Pipeta dc Thomas para glGbulos rojos
- Tubo de hule

- Liquido diluente

- Contador wmanual

1

MicroscOpio

El hemocitfmetro consiste eh un portaobjetos grueso que tiene dos
plataformas clevadas. Sobre la superficie de las plataformas se en=~
cuentran des fircas marcadas, Dos elevaciones de vidrio sesticnen un
cubreobjeotos de vidrio pracso 0.1 mm arriba de lasn Arveas marcadas,
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EQUIPQO NECESARIO PARA EFECTUAR RECUENTOS TOTALES DE ERITRO
CITOS Y LEUCOCITOS.

Pipetas de Thoma:

Pipeta para dilucidn de eritrocitos.

L = =

Pipeta para dilucidn de leucocitos.

- = {

“anguera de hule para succidn

C m‘)

Camara cuenta globulos ( Hemacitbmetro)

Contador manual
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CUENTA DE ERITROCITOS Y LEUCOCITOS .

———
—
e
-
—

\ [\ / /
\

v ] v v
0.05 0. 0.25
----- 1 mmesrequee-el mme~~adge=ecc-l mm,==-=~
Dimensiones del rayado de Neubauer para una plataforma de hemoci-

tbémetro,

W = &reas para cuanta de leucocitos,
R = @&reas para cuenta& de eritrocitos,

Direccidn a seguir en el conteo. Se cuentan las células obscuras,
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Procedimiento
- Ensamble el tubo de hule a la pipeta de “homa

~ Aspire sangre mezclada con anticeoagulante hasta la marca
0.5. Limpie cualquier exceso de sangre de la superficie
exterior de la pipeta con un papel absorbente o algoddn.
Si se absorbe sangre arriba de la marca, &sta puede vol -

verse a la marca tocando la punta de la pipeta con papel
absorbente o algoddn.

- Abosorba 1iquido diluente hé#&ta la marca 101. La dilucidn
4nicial debe ser rapida, ayudada por rotacidn de la pipe-
ta entre el pulgar v el indice. A medida que el diluente
se acerca a la marca 101 la succidn debe ser cuidadosa Pa
ra evitar llenar arriba de la marca.

- Remueva la pipeta del diluente, colBquela en posicidn ho-
rizontal y tape el orificio de la punta con el dedo Indi-
ce, Remueva el tubo de hule y sostenga la pipeta entre el
dedo pulgar y el indice, agite haciendo circulos en el
aire.

- Inmediatamente despu8s de mezclar deseche 3 gotas, Limpie
la punta de la pipeta con algoddn y aplique la punta de la
pipeta al &rea entre el cubreobjetos y la plataforma., El
liquido de la pipeta debe fluir debajo del cubreobjetos
por capilaridad. Remueva la punta de la pipeta cuando la
solucidn alcanza el borde de la plataforma y no mis.

Cuenta.

Permita sedimentar las c@élulas por 3 minlitos. Mas de 3 minfitos pue~
de elevar la cuenta por evaporacidn, Despu@s de esperar que sedimen
ten las células, localice el cuadro secundario central (dividido en
25 terciaries y 400 cuaternarios) con el objetivo seco débil, pasar
después al seco fuerto y cuente las c@lulas de 5 cuadros terciarios
(80 cuaternarios en total), los cuatro cuadros de las esquinas y el
central.

El volumen contado es: 0.2 X 0.2 ¥ 0,1 = 0.004 mm?
0.004 X 5= 0,02 mm3 & 1/50 de 1 mm3 y debido a que la dilucin es
1/200 entonces 200 X 50 = 10 000.

El factor para convertir las c@lulas contadas a cflulas por mm3 es
agregar cuatro ceros,

NOTA: En el conteo deberfi tomarse en consideracidn la siguiente in-
dicacidn: Cada c@lula que toca la parte superior ¢ izquierda de los
cuadros se cuentan y las que tocan las partes derecha e inferior no
se cuentan.
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- 5. CUENTA DE LEUCOCITOS.

Material.

- Sangre con anticoagulante (preferencia EDTA o libre elec~
' ' Cién).

- Hemocitdmetro.

Pipeta de thoma para glébulos blancos.

Tubo de hule.

Liquido diluente,

’

Microscbpio.

Contador manual.
Procedimiento.

El procedimiento es semejante al que se sigue para la cuenta de eri
trocitos. La pipeta es llenada con sangre hasta la marca 0.5 y se
llena con diluente hasta la marca 1.l

El proceso para el llenado del hemocitbémetro es semejante al que se
sigue con los eritrocitos,

Cuenta,

Los leucocitos se cuentan en los cuadros secundarios, situados en
las esquinas del 4rea marcada 4 mm (16 cuadros terciarios) con el
objetivo seco débil y poca iluminacién.

El volimen contado es: 1 X1 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 mm

uno por un mm”,

a

Ya que la dilucién es de 1/20, 20 X 2.5 = 50 que es el factor que
ge toma en cuenta para llegar a la cifra total de leucocitos,

CORRECCION DE LA CUENTA DE LEUCOCITOS.

Corracclién de la cuenta de leucocitos debldo a la pre-
sencia de eritrocitos nucleados.

El erxor admitido en el recuento total de leucocitos es de 10%,
mis o menos. Esta correccion se lleva a cabo si en ¢l momento

de efectuar el conteo diferencial de leucocitos se observan eri
trocitos nucleados.
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Nimero de eritrocitos nucleados
Nimero absoluto de Eritrocitos -contados en la cuenta diferen-
nucleados. - cial de 100 leucocitos

100 mds nidmero 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 mmc.

Ejemplo: En la cuenta diferencial de 100 leucocitos se encuentran 25
eritrocitos nucleados, La cuenta total de leucocitos es de 10,000 por
mnc. -

Eritrocitos nucleados 25 X 10,000
125 = 2,000 por mmc.

Leucocitos nuenta corregida = 10000 ~ 2000 = 8,000

Causas mis comunes de error en los procedimientos de recuento de Eritro
citos y leucocitos son las siguientes:

- Errores en la dilucién

- FErrores al contar,

~ Calibracién defectuosa de las pipetas y de las cémaras de recuento

- Falta de agitacién del contenido de la pipeta después de haber pro-
cedido a la mezcla,

-~ Contaminacién del liquido de dilucién con levaduras, mohos y otras
células,

- Olvido de quitar el exceso de sangre de la punta de la pipeta.

-~ Desecacién de la muestra antes del conteo o en el curso del mismo.

- Inundacién de los fosos por el lfquido de la muestra.

= Mala ifluminacién del campo microscépico, lo que causa dificultad en
la observacién de los leucocitos,

- Falta de sedimentacién y colocacidén de los glébulos en planos dife-
rentes, lo que impide su recuento preciso.

- Falta de limpieza de los instrumentos de cristal.

~ Falta de eliminacién del liquido de dilucién antes de llenar la cé-
mara.

= FEmpleo de pipetas rotas.

- Falta de buen enfogque 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 mis informativo, en el caso de ciertas enfermedades de
la sangre (Leucemia), identificacidén de hemopar&sitos (piroplasma, ana---
plasma, dirofilaria, etc.) también ayuda en los juicios de diagnéstico ¥y

pronéstico de algunas enfermedades agudas generalizadas y adn en las loca
lizadas,

La extensién de sangre debe hacerse tan pronto como sea posible después
de la obtencidén de la muestra, puesto que los leucocitos y otros elemen--
tos celulares tienden a degenerarse ripidamente. $Si se emplea EDTA como
anticoagulante, la muestra se puede conservar por mis tiempo,

Las extensiones de sangre pueden efectuarse en portaocbjetos o en cubreob-
jetos, siendo mis prédcticos los primeros.;

Respecto a la tincién de éstos, se conocen muchos colorantes y diferentes
técnicas de tincién, pero la mayorfa son del tipo Romanowsky, en las cua-

les estén incorporadas anilinas 4cidas, con lo que se consiguen tonos de
contraste en azul y rojo.

En esta variedad, los colorantes mids conocidos y mis empleados son los de
Wright y Giemsa, los cuales pueden ser adquiridos comercialmente en forma
de polvo o lfquido, (preparacién y técnicas wer Wright, Giemsa Tincién)

- Técnica de extensidn sanguinea en portaobjetos.,

Los portaobjetos deben estar limplos y desengrasados, se coloca en una su
perficie horizontal o simplemente se sostiene por los bordes entre el de-
do fndice y el pulgar (Fig. 1). Se deposita una pequefia gota de sangre -
en uno de sus extremos, mediante una barrita de vidrio, palillo o del tu-
bo capilar del microhematécrito., Se toma otro portaobjetos entre el dedo
fndice y el pulgar de la otra mano, ©éste actuard como extensor, por lo

tanto deberi poseer un borde perfectamente regular, E1l extensor se colo-
ca frente a la pgota de sangre, formando un 4ngulo de aproximadamente 30°,
se acerca hasta que la gota de sangre por accién capilar corra a lo largo
del borde del extensor; en este momento conservando el mismo 4ngulo se ha
ce correr el extensor y la sangre es extendida sobre el otro portaobjetos

con regularidad. No debe ejercerse presién con el portacbjetos extensor,
su mismo peso e¢s suficiente.

Una vez extendida la sangre, el portaobjetos se agita al alre para que se
seque ¢l material,

Una buena oextensién deberd tener como aspecto ser grucsa en uno de sus ex
tremos y desvanecida en el otro, Los lados deberan estar alejados de los
del borde del cristal por lo menos unos 2 mm. La extensidn debe tener ag
pecto regular y uniforme, Debe evitarse soplar sobre la preparacién fres
ca o colocar cerca de un ventilador, ya que ge puede causar la hémolisia
de los eritrocitos,
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- Técnica de extensidn sanguinea en cubreobjetos.

Se efectia cuando se requiere de mds cuidado en la observacién de loe ele-
mentos celulares de la sangre. En este tipo de preparacién los leucoci--
tos se observan en mayor concentracién y mejor distribuidos, en general
hay mejor definicidn de los elementos.

Los cubreobjetos deben estar perfectamente limpios y desengrasados (al-=--
cohol de 96°), Se emplean piezas de 22 mm. x 22 mm., y un grueso del No,
1. Sosteniendo el cubreobjetos con el dedo pulgar y el indice de una ma-
no se deposita con la otra una pequefia gota de sangre en el centro, La
gota debe ser lo bastante reducida para que en ningin caso llegue a los -
bordes del cubreobjetos al ser extendida. Se coloca el segundo cubreobje
tos en posicién diagonal sobre el primero, de tal manera que se forme una
figura de una estrella de ocho puntas (Fig. 2), la sangre se extiende in-
mediatamente por capilaridad, Se sujeta el cubreobjetos superior por sus
dngulos y se separa suavemente con un movimiento lateral.
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DTAGRAMA DE TRES TECNICAS DIFERENTES DE EXTENSIONES DE SANGRE PA
RA CONTEO LEUCOCITARIO DIFERENCIAL Y EXAMEN PARA HEMOPARASTITOS .

pV:

> :
] <[A]- ==

==
© 4 =

— ~N

Técnica del portaobjetos longitudinal,

= 1 e

Técnica de los cubreobjutns,

[} [e]

Técnica del portashjetos transversal,
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CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS.

Se examina el frotis con objetivo seco fuerte para tener una idea general

del nimero de c&lulas, distribucién, agregacibn celular y presencia de pa
rdsitos, ' .

El resto de la observacién se hace con el objetivo de inmersiém.

El examen debe comenzar por el lado fino de la preparacién, 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, o que indica que los leucocitos también tienen una buena sepa
racibn.

El conteo diferencial de leucocitos se hace contando un minimo de 100 leu
cocitos por cada 10,000 de la cuenta total.

S1 se descubre la presencla de elementos anormales, de cé&lulas destrufdas
o se sospecha de alguna discrasia hemdtica el nGmero que se cuenta es de
un minimo de 200 leucocitos.



DIAGRAMA DE TRES DIFERENTES SISTEMAS PARA EFECTUAR El. CONTEO
LEUCOCITARIO DIFERENGIAL.

e
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Camino ondulante cerrado.

Camino ondulante abierto.

Camino transversal ablerto



ESTADOS EVOLUTIVOS DE LCS DIFERENTES TIPOS DE LEUCOCITOS.
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riielocito Segmentado
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Linfoblaéto

*etamielocito

tletamielocito
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Mielocito
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Linfocito

Serie Eosinofilica
Serie Neutrofilica
Serie Basofilica
Serie Linfocitica
Serie Monocitica

Schalm, W.O.
Hematoligia 1974,

SegméntadoI
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. NORMALES EN LA MORFOLOGIA SANGUINEA DE IL0OS BOVINOS.

Oscar W.
Veterinary Hematology.

Schalm

RANGDO MEDTIA
Hemoglobina 8.0 - 15.0 11.0
PVC 24.0 - 46.0 35.0
MCV , 40.0 - 60.0 52.0
Eritrocitos 5.0 - 10.0 mill. 7.0 mill.
Leucocitos 4 000 - 12 000 8 000
Neutrofilos (banda) 0 - 120 20.0
Neutrofilos (maduros) 600 - 4 0090 2 000
Linfocitos 2 500 - 7 500 4 500
Monocitos 25 - B40 400
EosinSfilos 0 - 2 400 700
Bas&filos 0 - 200 500
Distribucifn de Leucocitos en porcentaje.
Neutrofilos (banda) 0 - 2.0 0.5
Neutrofilos (maduros) 15 - 45 28.0
Linfocitos 45 - 75 58.0
Monocitos 2 -7 4.0
Eosin6filos 2 - 20 9.0
Bas6filos 0 - 2 0.5
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DETERMINACION DE HEMOGLOBINA.

Existen tres métodos para la determinacidén de hemoglobina: -

1. Método de Shali (menos .exacto)

2., Método de la Oxihemoglobina con el hemoglébinémetro.de Spéncef‘

3. Método de la Cianometahemoglobina, la cual requiere de un espectro-
fotémetro.

1. Método de Shali.

Se toman 20’mm3 de sangre con la pipeta de Shali, se afiaden 5 gotas de
4cido clorhidrico al 0.1 N en 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
4cida 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
an el tubo sea igual al de los dos tubos patrcnes que lo acompafian,

La raya en la que la graduacidn 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 m&s o menos el
15%.

2, Método del Hemoglobinbmetro de Spencer.

Se coloca una gota de sangre en la plataforma del hemoglobinémetro, se
mezcla perfectamente con un palillo el cual contiene saponina, esto
aproximadamente durante un minuto, hasta que la hemélisis de la sangre
sea completa, Se empuja la plataforma bajo el cubreobjetos. Se obser-
va la clmara con luz transmitida, para ver que la gota cubra toda la
plataforma y llene el espacio entre &sta y el cubreobjetos, El lfquido
debe tener un color rojo vino, ser transparente, no debe haber burbujas
sobre el Area de la plataforma. Se inserta el instrumento en la abrasa
dera y la c8mara montada, se compara €l color de la chmara con un pris-
ma de vidrio que puede moverse en direcciones opuaestas, Se forman dos
campos vardes continuos, que deben de ajustarse hasta su igualacibn. Se
deben obtener los valores de tres ajustes, Rl resultado se expresa en
g/100 wl, de sangre,

El ervor es de mds o menos ¢b 57, Los errores pueden deberse a:
A, Mal maezclado de la muestra antes de llenar la chmara.
B, Hemblisis incompleta, lo cual provoca lecturas altas.

C. Errores del instrumento.
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3. Método de la Cianometahemoglobina.

Es el método mas recomendado, el espectrofotéSmetro o colorimetro debe

ser normalizado por medio de una hemoglobina normal, la cual se encuen
tra en el comerclo. S5i no se sigue escrupulosamente la técnica, puede
tenerse un error hasta del 2%.
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PREPARACION DE SOLUCIQNES, RﬁACTIVéé:? COLORAﬁfES
Sblﬁqibn de Hayem ~ (Cuenta de éritrocitds) | |
. Cloruro Mercarico O.S-g..
. Sulfato de Sodio 5.0 g.
. Cloruro de Sodio 1.0 g.
. Agua destilada 200 cc.

Filtrar peribédicamente

Solucién de Gower - (cuenta de eritrocitos)

. Sulfato de Sodio (Q.P. anhidro) 12.5 g.

. Acido Acético Glacial 33.3 cc.

. Agua destilada 200 cc.

Solucién de Acido Clorhfidrico - (determinacibn de hemoglobina y cuenta de
leucocitos)

. Acido clorhfdrico concentrado 1.0 cc.

. Agua destilada 99 cc.

Solucitn de Acido Acético Glacial - (cuenta de leucocitos)
« Acido Acético Glacial 2.0 ml.
. Agua destilada 100 ml.
. Violeta de Genciana 1% en soluciédn
acuosa 1 ml.
Colorante de Wright
. Colorante de Wright en pelvo {(certificado) 0.1 mg.
. Alcohol Metfilico Absoluto (libre de acetona) 60 cc,

Filtrar v conservar en fras bien tapado por una semana con objeto de que
madure.
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- Colorante de Giemsa - (Solucidn madre)

. Azur 1I eosina 3.0 gr.
. Azur II 0.8 gr.
. Glicerina q.p. 200 ml. (250 gr)

. Alcohol metflico absoluto 312 ml. (250 gr)
Preparacién:

En un matraz erlenmeyer, disolver el azur II eosina y al azur II en la
glicerina caliente a 60°C., agitando bien durante 15 minutos.

Agregar el alcohol metilico y agitar otros 10 minutos, se deja la solu
cién 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 (solucién madre) en fras-
co bien tapado.
- Colorante de Giemsa - (Dilucién)

. Colorante de Giemsa (Solucién madre) 1 ml,

. Agua Destilada 10 ml.



VIiI. OQUIMICA SANGUINEA .
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QUIMICA SANGUINEA

INTRODUCCION,
La determinacidén de los componentes quimicos de la sangre, son importantes des
de el punto de vista clfnico, ya que puede proporcionar un cuadro de los cam =

bios patolégicosly fisiolégicos de un organismo por estar en contacto con to -

das las células del mismo,

La concentracidén de estos componentes en la matriz fluida de la sangre (suero
y plasma) esta oscilando constantemente; estas osclilaciones relacionadas direc

tamente con el estado de salud de las células,

En la interpretacidn de los andlisis quimicos de la sangre deberdn tomarse en

cuenta los siguientes puntos:

1), Estado fisioldgico del animal,

2), Especie

3). Edad

4). Sexo

5), Lugar del cual fuétomada la muestra, La sangre arterial de una arteria a -

otra es casil la misma, pero la sangre venosa difiere de la sangre arterial,
dependiendo de la actividad metabdlieca de la regidn drenada,
6). Deberd tomarse una muestra con anticeagulante y otra sin anticoagulante,
7). La composicidn de la sangre puede cambiar "in vitro'" , dependiendo del tipo

de anticoagulante usado,

8). Las valoraciones en cl laboratorio deberdn hacerse por duplicado para deter
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minar la extensidn de los errores intrinsecos los cuales varian de un método a
otro, Métodos diferentes elaborados para la misma determinacién, generalmente

dardn diferentes resultados,
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VALORES . NORMALES DE QQIMICA SANGUINEA EN BOVINOS,

J.J. Kaneko Lab. Pat. Clinica.
Universidad de California, Davis.

- PRUEBA RANGO MEDTIA
Voliimen sanguineo ml/kg. 57 - 63 65
Voldimen plasmitico ml/Kg. 36 - 41 38.5
volimen de eritrocitos aglo
merados p 24 - 43 35

pH 7.3 _ 7.5 7.42
gravedad especifica en san-
gre total 1.046 =~ 1.061 1.052
Plasma 1.023 - 1.029 1.027
Pruebas de coagulacidn:
Tiempo de sangrado min, 1 -5
Tiempo de coagulacidn:
Capilar min. 3 - 15
Tubo min. 4 - 15
Tiempo de protrombina seg. 18.5- 27.5 23 4+ 4.4
Fragilidad osmética hemSlisis
inicial % Sol. Salina 0.62
Hemélisis completa 0.48
Potasio mel/L 3.9- 5.8 4.8
Sodio meq/L 132- 152 142
Prote{na Total g/ 100 ml. 7.1- 8.1 7.6 +.5
Albdmina 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
Ester mg/ 100 nl. 58~ 88 73.0 + 15



VALORES NORMALES DE QUIMICA SANGUINEA EN BOVINOS.
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PRUEBA RANGDO MEDTI A
Colesterol Total mg/ 100 ml. 80 - 120
Nitrdgeno dreico mg/ 100 ml, 20 - 30
Acido drico mg/ 100 ml, 0 -2
Bilirrubina total mg/ 100 ml. .0l - 0,47 0,21
Bilirrubina 1néi—
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 .8 .9 .85 + 0.6

beta 1.0 - 1.1 1.0 + 0.5

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 v . X S

. B

SUERO 0.2 : - -
ESTANDAR o - 0,2 -
AGUA ’ 245 2,5 247
PICRATO ALCALINO ' 1,0 1,0 1,0
REPOSAR 15 MINUTOS ,
LECTURA DE XySs CONTRA B a 490 nm,
REACTIVO
PICRATO ALCALINO :
ESTANDAR :

2 mg,/ dl de Creatinina
CALCULO :

(D0, )X X 2mg.,/ dl = Concentracién de creatinina,

(D0, )S
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CALCIO FERRO - HAM MODIFICADO

SUERO-

ESTANDAR

AGUA DESTILADA
CLORANILATO DE SODIO
AGITAR

REFOSO 30' 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

EDTA -~ NAY 50 %

LECTURA DE X y 38

CALCULO :

X

0,50 ml

0.25 ml,

o

0,25 ml,

0,50 ml,

CONTRA B

10 = mg/ dl,

0,50 ml,

0e 25 ml,

+

1,75 mi,

0,25 ml,

0.50 ml,

a 250 num,

0,50 ml,

0.25 ml,

0,25 ml,
+

0,50 ml,
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CALCIO ( DIEHL )

X S

SUERO , " 0,05 ml, -
ESTANDAR - 0,05 ml, .
KOH 1,25 : 025 ml, 0,25 ml,
CALCEINA , 0,02 ml, 0,02 ml,

TITULAR CON ED T A 0,0008 M

BAJO LUZ ULTAVIOLETA DE ONDA LARGA HASTA DESAPARICION DE FLUORESCENCIA,

mg Ca %= EDTA gastados en X
EDTA GASTADOS EN §

X 10 = mg Ca/dl,

REACTIVOS,

HIDROXIDO DE POTASIO : disuelva 50 mg KCN puro en 100 ml, de KOH I,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,

EDTA : pesar 290 mg de EDTA y llenar a 1000 ml, con agua destilada,
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COLINESTERASA
Muestra
Normal
Azul de Bromotimal
al 0,0135% 1.0 ml,
NaCl al 0.85% 2.4 ml.
Acetil colina _
Roche 3 gotas

Leer contra agua a 600 nm. a 0' y 20'

incubando en bafio de agua a 37°C

Ec. 1 - A o' - A2 _ AA
Ao Ao!
Ec, 2 - (A A/ A o) Desconocido

(A A/ A o ) muestra narmal

x 100 =

Muestra
Desconocida

1.0 ml.

2.4 ml.

3 gotas

% de actividad de colis

terasa
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BILIRRUBINA (MERCKOTEST)

TECNICA :
BILIRRUBINA DE REACCION DIRECTA,
X B
N

ACIDO SULFANIL1CO 0,2 ml, 0,2 ml,
NITRITO DE SODIO 0,02 ml, -
SOLUCION FISIOLOGICA

DE Na C1 2,0 ml, 2,0 ml,
SUERO 0e2 ml, 0,2 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 bilirrubina directa = E x 14,6 mg/100 ml,

NORMAL EN BOVINOS: 04,0 - 0,03 mg/100 ml,
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BILIRRUBINA (MERCKOTEST)

TECNICA:
BILIRRUBINA 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, -
ACTIVADOR 1,0 ml, 1.0 ml,
SUERO 0.2 ml 0.2 ml,

Mezclar y dejar 10 a 60 minutos en reposo a temperatura de 20 - 30°C,
SOLUCION DE FEHLING II 1,0 ml, 1,0 ml,
Mezclar y al cabo de 5 - 30 minutos, comparar la extincién con agua des =~

tilada, o en su caso, con la muestra en blanco,

En extinciones de mis de 1,0, diluir el suero 1-4 con solucién fisioldgica

de cloruro de sodio; multiplicar por 5 el resultado,

CALCULO :
BILIRRUBINA TOTAL = ( E - 0,015 ) x 11,3 mg/100ml,
o bien, comparando con uma muestra cn blanco:
BILIRRUBINA TOTAL = E x 11,3 mg./100 ml,

NORMAL EN BOVINOS : 0,01 = 0,47 ( 0,21 ) mg/100 ml,
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DETERMINACION DE BILURRIBINA DIRECTA

X B 5
SUERO ml 0.1 0.1 -
ESTANDAR - | - 0.1
MEZCLAR + + , +
ACIDO SULFANILICO 0.1% -~ 0.3 -
DIAZO REACTIVO 0.3 - 0.3

REPOSO 30' T.A.

LECTURA X Y S CONTRA B a 540 nm

CALCULO:
D.0.X. x 2,5 = mg DE BILIRUBINA INDRECTA /dl
D.0.S.

BILURUBINA DIRECTA mg dl = BILIRRUBINA INDIRECTA
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BILIRRUBINA TOTAL Y CONJUGADA

X B S
SUERO ml 0.I 0.1 -
AGUA DESTILADA 1.0 1.0 -
AC SULFAMILICO - 1.0 -
REACTIVO DIAZO ml 1.0 - -
ESTANDAR ml - - 2.0

REPOSO 5' A TEMPERATURA AMBIENTE

CALCULO
B, DIRECTA = - D,0., "™X" X 2.5 = mg/dl
D.0. "SV x 2
len HBH
METANOL 5.0 5.0

REPOSO 30' A TEMPERATURA AMBIENTE
LECTURA "X Y "S" CONTRA "B" A 540 nm
CALCULO
B. TOTAL = D.0."X" y 50 = mg / d1
D.0. 's"
REACTIVOS :
I METANOL RA FRESCO
2 REACTIVO DIAZO: MEZCLAR 0.3 ml, DE NITRITO DE SODIO AL 0.5% +

10 ml, DE AC SULFANILICO AL 0.1%
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FOSFORO. INORGANICO (HYCEL)

Reactivos
Molibdato de amonio 0.19 % ( P/p )
. Sulfato amdnico ferroso 0.39 % ( B/p )
H, so4 5.32 % ( P/p )
Eter polioxietileno 1.45 % ( P/p )

.

PROCEDIMIENTO

Reactivo ml
Suero
Estandar
Ho0 dest.

- Mezclar

Reposo T.A 30'

Lectura x. y 5

CAlculo DO "X"

DO lrx"

X S
6.0 6.0
0,2 -

- 0,2

+ +

+ +

contra B a 655 nm

x 8 mg = mg/dl

6.0



- 195 ~

DEMOSTRACION DE TGES

Reactivo 3 Substrato TGP

Incubar 5' - 37°C
Suero

Agua ,
Incubar 30' - =37° c

Reactivo 2 ( Desarrollador color )

Reposo 20' Temperatura ambiente

Na OH O.4 N

Lectura X contra B as505 mm % T

cdleulo : Leer % T contxa unidades en curva.

0.5

0.1

0.5

5.0

0.5

0.1

0.5

5.0
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DETERMINACION DE TGOS .

X B

- Reactivo 1 Sustrato ml, 0.5 0.5

Incubacién 5' - 37° ¢

Agua - 0.1

Suero 0.1 -

Incubacién 60' = 37° ¢

Reactivo 2 ( Desarrollador de color ) 0.5 0.5

Reposo 20' Temperatura ambiente

Na OH 0.4 N 5.0 5.0

Lectura de X contra B a 505 mm en % T

Cdlculo ;: leer % T en curva contra unidades en curva Reifman Frankel,




DETERMINACION DE UREA ( DAM )

Suero

Agua

Standar

Catalizador

D.AM.
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X S
0.02 -

- 0.02
0.2 0.2
0.2 0.2

Incubar a 100°C por 6 minutos

Agua
Lectura a 520 nm.
Cédlculo :
(D.0. )X %
¢ D.O. ) S

Solucidn Patron de Urea

2,0 2.0

c (a) = mg %

40 mg/ 100 ml,

0.02

0.2

2,0

ml,

ml,

ml,

mi,

ml,

ml,
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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 MINUTGS A 25 - -

FRUCTUOSA 0.3 -

Leer a 340 nm. la D. Optica de X contra el blanco cada minuto durante 5 &
7 minutos,

C8lculo: Sumas de las diferencias en 5' de D.O. = A.D.Q/MIN X

V.I. de DHS/ 2410 = VI/min/1.

REACTIVOS

1. Buffer trs, = 0.05 M pH = 7.4
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 refrige
racibn,

3. Sol, Nabh 0.01 N - hacer 100ml de NaOH 0.1 N tomar 10 ml y 90 ml de
H20 dest.

4. NADH2 ~ Disolver 1 mg de NADH2 en 1 ml de NaOH 0.01 N (Sol. 3)

BOVINO: 0.5 .l4
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DETERMINACION DE CLORUROS EN SUERO O PLASMA

(método Richtench)

Tubos X S B
Acido sulflrico 2.0 2.0 2.0
Suero 0.02 - -
Agua destilada - - 0.02
Estandar - 0.02 -
Reactivo 1.0 1.0 1.0

Agfitese 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 blan
co,

Célculo: m Eq/ 1 = D.0. X x 100

D.0.S,

Reactivos:

Acido sulfarico: 0.1 N

Estandar: Pesar 7.455 g de Cloruro de Potasio y disolver en agua desti
lada a un litro. Guardar en congelacibn; tiene 100 meq/lt. 0,1N

Reactivo de cloruros; pesar 1,0 g de Cloramilato de Mercurio y suspender
lo en 100 ml, de H2504 0.1N

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. - 100° C

Leer a 650 nm X y S contra B

Cilculo : ‘ D.O, 2 X X 200 = Glucosa mgédl
(D.O.) S

Reactivos :
1, Reactivo de Orto - Toluidina
En un matraz aforado de 1000 ml. poner 2 gr, de Tiourea, 60 ml
de agua, 60 ml, de orto - toluidina y 300 ml. de 4cido dcetico

glacial, agitar hasta disolver y aforar a 1000 ml, con dcido 4
cetico glacial,

2. Estandar

Pegar 1.0 gr. de glucosa y 1,0 gr. de &cido benzdico, aforar a
1000 ml. con agua destilada, este estandar contieme 100 mg/dl.
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FOSFORO INORGANICO - ITAYA

1. Tween 20 1.5%
Reactivos 2. Molibato de amonio 4.2% en HCL 5,0 N
(422 ml de HCL cbp 1000 ml de H,0 destilada)
3. Verde de malaquita 0.2%

Reactivo desarrollador de color. 1 volumen de molidbato de amonio, y 3
volGmenes de verde de malaquita, dejar reposar 3Q': filtrar antes de usar

Procedimiento:
X B S

1. Reactivo desarrollador ml 5.0 5.0 5.0

de color
2, Tween 1,5% ml 0.2 0,2 0.2
3, Suero ml 0.02 : - -
4, Agua desmineralizada - 0.02
5, Estandar - - 0.02
6. Reposo 15 minutos X X X
7. Lectura de Xy S contra B

a 660 nm
8. Calculo

DO Xy 8.0=mg/dl
D.O0.S.
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PROTEINAS TOTALES (METODO BIRUET) (RICHTIERICH)

Reactivos:

Solucidén de almacenamiento: 4.5 g de tartrato de sodio y potasio se disuel
ven en 40 ml de hidrdxido de sodio al 0.2 N y méas tarde 1.5 g de sulfato
de cobre es afiadido con movimiento vigoroso, luego 0.5 de ioduro de pota-
sio es afladido a 1a mezcla y esta se diluye a 100 ml con una solucibén de
Hidrbxido de sodio al 0.2 H.

Solucidbn de Dilucién: 5 g de ioduro de potasio se disuelven en una solu-
cibn de Hidrdxido de sodio al 0.2 N hasta formar 1 litro.

Reactivo de Biureto: 20.0 ml de la solucién de almacenamiento es diluida
a 100 ml con la solucién de dilucibébn. Estable unas 4 semans.

Estandar: Se puede adquirir uno ccomercial.

Procedimiento:
T B RB S
Reactivo de Biureto ml. 1.0 - 1.0 1.0
NaCl al 0.9% ml - 1.0 0.02 -
Suero o Plasma ml 0.02 0.02 - -
Estandar ml - - - 0.02

Esperar 30 minutos y leer la extincidn contra agua a 546 nm.

CAalculo :

Protefna A(T) = A (TB) - A (RB) x c¢ (§8) g/looml
a (S) - A (RB)

T = Test RB = Reactivo + Blanco

TB = Tubo Blanco S = Standar
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FOSFATASA ALCALINA (HYVEL)

Especificidad de la reaccién,
Es para la actividad de la FAS en suero, la reaccién puede alterarse con
elevacién de la cantidad si existe hemdlisis o si se deja el suero a tem
peratura ambiente por mucho tiempo. Puede alterarse con una baja de 1la
cantidad si se us®6 EDTA, oxalato, fluoruro.
Técnica X S "B

Sustrato (ml) 4.0 4.0 4.0

Incubar por 5 min, a 37°C

Estandar de Tymoftalefina(ml) - 0.1 -

Suero {(ml 0.1 - -

Mezclar el tubo X y B vigo=

rozamente y regresar a la in

cubacibén rapidamente por
10 min. & 37°C

Alcali (ml) 2,0 2.0 2.0
Agua - - 0.1
CAlculo.

Lectura a 590 nm, contra el reactivo solo + Hp) (B)

D:0:- X v 70 = u.1. U.I = U.B.
D.G. S 7.75
Reactivos

Sustrato; Monofosfato de timolftaleina 0.58% en 0,25 m de amortiguador
de Jepropandiol«HCL

Estandar; 0.030% Cagt304 en 93.5% Cliy (CH2)20H

Reactivo; 0.47 NaOH en 2.5% NaCOg

Niveles
Normales

Equino 6 « 22 U.B./nl
Bovino J =~ 114 U.B./ml

Ovino 14 = 427 U.B./ml
Parcino

Canino 0 = 4 U.B./ml
Felino 0 = 7.1 U.B./ml
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GLUCO OXIDASA.

X S B

Solucidén de trabajo 2.0 2.0 2.0 ml.
" Suero 0.04 - - ml.

Standar - 0.04 - ml.

Hy0 - - 0.04 ml.

Reposo 30' Temperatura

ambiente
Acido Sulfurico 9.3 N 2,0 2.0 2.0 ml.

Lectura X y S contra B a 510 nm,

C&lculo :

X xc(8) =mg %

2]

Reactivos :

Glucostat ( Worthington Biochemicals )
Disolver el cromégeno y glucostat en 100 ml, de agua y 100 ml,
de glicerol ( solucién madre),

Solucidén de trabajo;
una parte de solueidén madre y una de Trietanolamina,

Trietanolamina 9.28 g
HC1I 2 M 15 ml.
Agua csp 1000 ml,

Acido Sulfurico 9,3 N : 64 ml, de &cido sulfurico concentrado
en 36 ml, de agua y completar a 100 ml,

HC1 2 : 180 ml, de HC1 al 36% cn agua csp 1000 ml.



VIII. TOXICOLOGIA .
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DIAGNOSTICO DE INTOXIACION,

Para llegar al diagndstico de una intoxicacidn deberdn tomarse en cuenta los =~
siguientes pasos:

a), Obtencidn de la historia clinica completa, Esta deberd contener la siguien-
te informacién bdsica:
1), Confiabilidad del material obtenido: naturaleza y origen del téxico,
2), Acceso del animal al material tdéxico,
3). Cantidad suficiente de material para causar signos clinicos o la muerte.

4). Evidencia de que la planta fué ingerida, en caso de intoxicacidn por =
. plantas.,

b)s Exdmen Clinico, En la realizacién del ex&men clfnico deberan tomarse en cuen
ta las siguientes cbservaciones:
1). Hay pocos signos patognoménicos de intoxicacidn,
2). Es importante un exdmen sistemdtico,
En cuanto a los signos generales de intoxicacidén se presentan:
- anorexia

deshidratacidn

depresidn

emaclacidn

disnea

muerte rdpida

3). Los sistemas mds comunmente afectados son:

Sistema Nervioso (entral, en el cual se observan convulsiones, pardlisis,
temblores musculares, movimientos o posiciones anormales e hiperexitabi-
lidad.

Aparato Digestivo, en este se presentan : vémito, diarrea, constipacidén =
¢dlico, lesiones en el higado ( ictericia y alteraciones del funcionamien
to hépatico ),

Aparato Cardio Vascular, hay cardioglicolisis y dafio en los vasos,

Sistema Hematopoyético, se presenta destruccién de la médula Ssea (bence=
no), metahemoglobinemia,

Sfstema Urinario, hay uremia,

c). Exfmen Patolégico,
Raramente se encuentran signos patognomdnicos, 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 diagnés
tico, En este exdmen deben detectarse ciertos olores o colores de los te -
Jidos: por otra parte si no se encuentra una lesidn especifica, esto no =
significa que no pudo haber intoxicacidn,

PRINCIPIOS GENERALES EN LA RECOLECCION DI MUESTRAS,

1)Y. Se debe tener una idea de lo que se va o analizar,

2),0btener muestras adecuadas de los tejidos de acuerdo al agente sospechoso,
Tomar una muestra representativa,

3),0btener suficlente material, El material deberd mantenerse en congelacidn &
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TOXICOLOGTIA,

INTRODUCCTION,

Intoxicacién: ,
Estado de enfermedad causado por cualquier substancia o material
(s6lido, liquido o gas) que aplicados exteriormente al cuerpo o de cualquier -

manera introducidos a €1, pueden causar destruccidn de la vida,por medio de --
sus cualidades inherentes,

Las intoxicaciones pueden ser de dos tipos:

a). Crdnicas, Generalmente son subclfinicas,

b). Agudas, Pueden no ser visibles clinicamente por la rdpidez con que se pre-
senta la muerte,

Accidén de los Tdéxicos,

Los tdxicos pueden tener accldn 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 téxicas (alcaloldes 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 Sistema Nervioso Central, sin

lesiones del mismo como en el caso de intoxicacidn con estricnina, dcido -~
clianhfdrico y la cicuta,

d),Las leslones en sangre y sf{stema vascular principalmente son hemélisis, al-
teraciones de médula Ssea, lesiones en el endotelio vascular y alteraciones
en la oxigenacién de la sangre,

e),La accldn que tienen sobre el sistema enzimatico, es probablemente uno de -~
los mds importantes métodos de accidn, atacan principalmente a los grupos -
sulfhidrilo, a la colinesterasa y al s{stema cltocromo-oxidasa, esto depen =
diendo del tipo del téxico,

Otros factores que afectan la accidn de los toxicos son:

a). Dosils, Relacionade comunmente con la talla del animal,

b), Naturaleza ffsica y quimica del téxico,

¢)., Origen del téxico,

d), Exposicidn udnica o repetida,

e). Especic, Sc¢ tomaran en cuenta las variaciones anatémicas y fisioldgicas,
f). Edad de!l animal,

%) Sexo, Existe suceptibilidad de acuerdo a esta caracteristica,

h). Estado de salud del animal,

1), Exposiclidn a otros agentes téxicos o drogas,
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refrigeracidn 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 quimicamente
Poner cada tejido o muestra en recipientes separados, sellar cada recipien-

te,

5)., Identificacidn correcta de los especimenes,

6)., Llevar el material directamente al laboratorio si es posible,

7). Todas las muestras entregadas al laboratorio deben ir acompafiadas de:
a). Historia completa, cuadro sintomatoldgico y patoldgico.
b). Especificacidn de que tipo de tdxico se desea que se busque.
c). Se debe mencicnar si se realiza una accién legal con estas,

ESPECIMENES SUGERIDOS PARA EXAMENES TOXICOLOGICOS.

Téxico

Muestra requerida en orden de importancia

Arsénico (agudo)
Arsénico (crénico)

Tetracloruro de car
bono

Queroseno

Plomo

Mércurio

Acidos y alcalis minerales
Selenio

Gloruro de sodio

Nitrato de sodio
Estricnina

Urea

higado, rifiones, contenido estomacal, estomago.

cabello, orina e higado

contenido estomacal y visceras parenquimatosas.

contenido ruminal, higado, y porciones de intesti-
no delgado

rifones, higado, sangre y contenido estomacal,
rifiones, higado y contenido estomacal,
estomago y contenido, higado, rifiones y orina,
higado, rifiones y pelo,

plasma 6 suero, contenido estomacal,

estomago y contenido, higado y orina,

estomago y contenido, higado y orina,

sangre completa u oxatatada, alimento,

Se recomienda enviar mds de unpa muestra al laboratorio para cada determinacidn,
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CANTIDADES DE MUESTRA SUGERIDAS PARA EXAMEN TOXICOLOGICO.

Muestra Cantidad minima requerida,
Sangre 10 a 30 c.c.
Hueso 25 gramos
Alimento 500 gramos a 2.5 kilos
Pelo 5 gramos
Rifiones 2 rifiones
Higado animales grandes 1 Kg,
animales pequeflos todo el material disponible
Plasma & suero 10 c.c.
Contenido estomacal animales grandes 1 Kg,
animales pequeifios todo el material disponible

Orina

todo el material disponible { 500 c.,c, )
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ARSENICO,

Reaccidén de Reinsch, (arsénico y otros metales pesados)

Muestra: materias fecales & higado,

25 gramos de muestra en un matraz

10 ml, de 4cido clorhidrico concentrado

90 ml, de agua destilada ( 6 en una relacidn de 1 a 4 de 4cido y agua)

Se deposita un trozo de alambre de cobre, lamezcla 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 & plata,

Prueba negativa: color vivo de cobre o rojizo,

Prueba de Gutzeit, (arsénico)

Se hace una destruccién de la materia por"wvia hiimeda; usando HNO4, Hy80, y HCl, .
El liquido 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 afladen 5 ml, de solucidn de yoduro de potasio al 15 7 y 4 gotas de solucidn
de cloruro estafioso,

Dejar el conjunto en reposo en el congelador durante 15 minutos,

Preparar de 5 a 10 granallas de zinc¢ en un vaso de precipitados, afiadiendole 4~
cildo clorhidrico al 10 7 y unas gotas de solucidn de cloruro estafoso , El depo~
sito de estaito aobre la superficle de las bandas de zine las activa, Se lavan lue
gO con agua,

Se afinden las granallas de zinc a la solucldn y se tapa con la parte superior del
aparato, que tiene una gasa impregnada con solucldn de acetato de plomo y un trozo

de papel impregnado con solucidn de bromuro de méreurio que indica la presencia de

arsénico en la muestra,
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Material:

- dcido nitrico concentrado

- dcido sulfdrico concentrado

- dcido clorhidrico concentrado

- dcido perclérico

- granallas de zinc, excentas de arsénico

- solucidn de cloruro estafioso, Disolver 40 gr, de cloruro estafioso en 100 ml,
de 4cide clorhidrico,

-~ bolucidén de acetato de plomo al 9,59 %
- solucidén de yodurc de potasio al 15 %

- papel de bromuro de mércurio al 2,5 % en alcohol 95 %
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PLOMO,
Prueba de Greenwald, (plomo en tejidos, estomago, higado y rifién)

Se realiza un raspado de la pared del estomago 6 se pica una pequefia porcidén.

de corteza de tejido renal, aproximadamente 1 cm?

Se coloca el tejido en un pequefio matraz y se afladen unas gotas de &cido nitrico
concentrado, se calienta o se expone al aire hasta la sequedad completa,

Se afladen de 8 a 10 gotas de agua,

Se afladen 2 gotas de una solucién de yoduro de potasio al 10%',

Resultados:
Positivo si hay una fuerte coloracidn amarilla,

Negativo sin cambio,
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CIANURO,

Prueba del Acido Picrico, ( estomago, contenido ruminal y vegetales)

Reactivo:

Bicarbonato sédico 0.5 g
Acldo Picrico : 0.5 g
Agua 100 ml,

Se impregna una tira de papel filtro en la solucidn,

Las materias sospechosas se trituran y se mezclan con agua, Este material se
deposita en un frasco que no debe quedar llano mds de una cuarta parte: se a
fiaden 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,

Resul tado:
El gas clanhfidrico hace virar el papel a un color violeta intenso,

S{ las cantidades de clanuro son pequefias, el color serd rosado §
rojo.

Negativo, El papel reactivo no presenta cambios,
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NITTRATOS,

Prueba de Campo Cualitativa,

Reactivos:
Difenilalanina 0.5 g.
Agua destilada 20 cc.

Acido Sulfirico hasta completar 100 ml,

La difenilalanina se disuelve en los 20 cc, de agua destilada, Se adiciona d4ci-

do sulfdrico hasta completar 100 ml, La solucién se vierte y se guarda én un :g
cipiente color ambar, esta es una solucidn saturada, Para una solucién medio sa
turada se ponen partes iguales de la primera solucidn y se adiciona éci&o sul -
fdirico al 80%.

Prueba en el material sospechoso: se coloca una gota en la superficile de corte

de la planta,

Resultados: s{ el rango de coloracidn es del verde al azul, se considera positivo,
La reaccidén del verde al azul con una solucién medio saturada, indica la presencia

de 2% de nitratos, por lo tanto hay posibilidades de que el alimento sea peligroso,

Negativo, si no se presenta cambio de coloracién,

NITRITOS,
Prueba de Campo Cualitativa,

Para esta prucba son nccesarios 2 reactivos:
Solucién 1

Se disuclven 0,5 g, de deido sulfdnilico en 150 ce, de deldo acdtico glacial al

20%.,
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Solucidén II

Se disuelve ( por ebullicidn ) 0,2 g de hidrocloruro de alfanaftilamina en

dcido acético glacial al 207,

Prueba: se colocan 2 ¢,c. de una substancia desccnocida en un tubo de ensaye

limpio, se afladen primero 2c¢,c. de la solucidn de dcido sulfanilico y después

2c.c, de la alfanaftilamina ( control : sin cambio )

En el tallo de mafz forrajero agregue de 3 a 4 gotas de la solucién I a un coxr

te que se haga en la corteza, luego adicione 3 a 4 gotas de la solucién II,

Resultados:
Positiva, sf la coloracién va del rosa al rojo,

Negativa, sin cambio,



IX. ESTERILIZACION DE MATERIAL .
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ESTERILIZACION DE MATERIAL
PREPARACION DEL MATERIAL A ESTERILIZAR

El material a esterilizar deberd ser preparado de acuerdo a la utilidad que

se le vaya a dar, o dependiendo del tipo de material de que se trate, asi
tenemes:

Los medios de cultivo ser@n preparados en matraces (Erlenmeyer , redondos,
etc.), y de acuerdo a las instrucciones del fabricante, las cuales per 1lo
general se encuentran impresas en la caja o frasco, en estas se incluyen
las indicaciones en cuanto a cantidad de medio deshidratado, mililitros de
apgua bidestilada para su dilucidn y constantes de esterilizacidn, las cua-
les son generalmente uniformes para la mayoria de los medios. Los medios
de cultivo deber@n ser esterilizados por medio de presidn de vapor y tempe
ratura (autoclave), esto para evitar la ebullicifn, desecacidn o alteracio-
nes en los diversos componentes de los medios,

Material de cristaleria. Se incluyen cajas de petri, pipetas, probetas, tu

bos de ensaye (con y sin tapdn de baquelita), frascos, matracas y agitado=-
res de vidrio.

Las cajas de petri serd- depositadas en un porta cajas (metdlicas) 8 en--
vueltas en papel manila 8 papel revolucibn, esto Gltimo en grupos no mayo--
res de 4 cajas, con ¢l fin de cevitar se contaminen varias cajas al abrir

los paquetes. Se utilizard la esterilizacidn por calor seco (horno Pas—-—--

teur) la cual es la mis eficaz cn este tipo de material, pudiendose usar la
esterilizacibn en la autoclave.

Pipetas. Se tapan en un extreme superior con una torunda de algoed8n, la
cual deberd ser introducida con una presidn que permita la succibn de los
materiales sin ninguna dificultad, ¢l cxceso del algoddn se elimina por
flameado, seguidamente se depositan en un porta pipeta (metdlicos) o sc en-
vuelven on papel manila, indicando la graduacidn correspondiente., La este-
rilizacidn se realiza por medio de calor seco o en el auteclave,

Tubos de ensaye (con o sin tapdn), frasces, matraces, agitadores, instrumen
tal (tijeras, pinzas, cspitulas, bistur?, etc.).

Los tubos Jdo enuaye sin rosea, pueden tapados con torundas de algoddn o ta-
pones Jde hule, los tubos con tapdn de baquelita se cierran con fuerza, pero
sin mucha presitdn. Se colocan en cescillas de alambre o se hacen paquetes

pequeios con papel manila,  Se osterilizan en el autoclave. Para los fras-

cos se siguen Tas misnas indicaciones,
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Matraces, Sf los matraces no tienen tapdn de rosca, se hace un tapén

con gasa y algodén, el cual quede suficientemente presionado y resista
el peso del matraz vacio al levantarlo., Se esterilizan por medio de -
calor himedo(autoclave)

Instrumental y agitadores, Se envuelven individualmente o por paque-

tes en papel manila, de acuerdo a su empleo, se esterilizan en el auto
clave.

PROCESO DE ESTERILIZACION.

Se puede realizar a través de las siguientes_formas:
- Calor hiimero (autoclave)
= Calor seco (horno)

- Flameado directo (mechero)

Esterilizacién por calor hiimedo. Se realiza por medio de tres factores:

Temperatura, presién 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¢ deja ablerta la vilvula, la cual se encuentra general
mente en la parte superior junto con el mandmetro, 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 -
presién) y se cierra la vélvula, a partir de lo cual la presién y la tem
peratura emplezan a ascender, en el momento en que el manémetro indique
15 lbs, de presién la temperatura es de 121°C., constantes a las cuales
se debe mantener durante 15 minutos, Esto se controla regulando las
fuentes de calor en algunos modelos y en otros sucede de manera autométi
ca, Es importante que las constantes se mantengan, ya que si sec ven dig
minuidas cualquiera de las tres, la esterilizacién no es cfectiva,

Precaucién, La tapa no deberd ser retirada hasta que la presidn indica-
da en el manémetro sea de cero, sc abre la vialvula y se libera la pre--
sién que haya quedado.

ESTERILIZACION POR CALOR SECO,

Esta se realiza en el horno Pasteur, el cual posce una fuente de calor
eléctrica a través de una scrie de resistenclas,
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Se introduce el material a esterilizar en el horno, se cierra perfecta~-
mente la puerta, se acciona el interruptor y se verifica que la tempera
tura ascienda a 160°C., se mantiene esta temperatura por un minimo de

60 minutos. La temperatura se revisa constantemente con un termSmetro
el que se introduce en un orificio que se encuentra en la parte superior.
Existen otros modelo que regulan el calor automiticamente, pero también
es necesario revisar su correcto funcionamiento por medio de lecturas
perfodicas 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 bacterioldgicas, etc.
en el momento de tomar las diferentes muestras.

En el caso del flameado de instrumental se deberd contar con un recipien
te el cual contenga alcohdl, dentro del cual se deposita el instrumental,
se retira del recipiente y se coloca en la flama del mechero, dejando que
el alcoh6l 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 esterilizacién de superficies en organos, se aplicari
lo més caliente posible,

+

Precaucidén. Esta prdctica se deberi realizar con cuidado debido a la fla
mabilidad del alcohél.
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