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INTRODUCCION
No obstante gue las modernas teorfas sobre el origen de la vida (la
teoria de los Coacervados y la teoria Sulfocianica, de Oparfn y He~
rrera respectivamente), nos muestran que dentro de las primeras for
mas de vida que poblaron el planeta se encuentran, probablemente --
las bacterias, es hasta fechas muy recientes que el hombre tuvo co-

nocimiento de su existencia.

Hace apenas 300 afios que un hombre, con ayuda de un primitivo mi---
crogcopio de fabricacién casera, pudo asomarse por vez primera al -
extraordinario mundo de los m.icroorganismos.' A partir de ese m_omé_rl
to trasendental se fueron sucediendo una lar;a serie de de deﬁcub;}_
mientos en el campo de la Microbiologfa; tiene p_articulkar importién—
' cia el siglo pasado', ya que en @8ste es cuandq se realizan los prime
roé avan'cés técnicos en esta ciencia nueva. Para citar algunos ~--
>:ejemplos, estan los descubximiéntos de Pasteur en el campo de los -
colorantes y la vacunacidn antipribica, Roberto Koch pronuncia sus

' postulados y reproduce el Carbunco.en animaieé de laboratorio, Hes~
se .descubre. que se trabaja mejor en el agar que en la gélatina como
superficie para aislar microorganismos; por otro lado, Winogradéky

estudia la especificidad de algupas bacterias por un sustrato deter

minado, penﬁitiendo la identificacién de las mismas.

EL sigld XX es igualmente importante en cuanto a los adelantos téc-
nicos, ya que en las primeras décadas se descubren los principales
antibiaticps que empleamos hoy en dia, como tratamiento de las en--

formedades infecciosas. A nosotros nos corresponde el privilegio -



de aerblos herederos de estos conocimientos, y por lo tanto sabhemos
de la responsabilidad que ello implica y también estamos concientes
que nuestros conocimientos actuales, en tiempos futuros, serdn obso

letos.

-Enlla actualidad la importancia del Laboratorio en Microbiologia -~
queda de manifiesto ya que mediante la utilizacidn de técnicas sen-
cillas podemos facilmgnte astablecer un diagndstico confiable de --

las enfermedades infecciosas en el hombre y los animales.

 Este Manual se realiz coﬁ el objeto-de 1lenar ia necegidad de con-
taruéon una fuente de informacién accesible y consisa sobre las téc
nicas y procedimientoé pricticos del laboratorio enlBacterio;ogia yv
Micologfa Médica Veterinaria. La forma de presentacidn ilustrada ~
estd pehsada de manera que sea fitil tanto al Veterinario en ejerci-
cio como. al estudiante de Medicina Vetexinaria. Esperamps qﬁe el -
presentevtrabajq éea igualmente>ﬁtil para losvlabofatoiistas, profe’

sores, y en general para todas aquellas personas relacionadas con -

el campo de la Microbiologfa.

En el capitulo I se describen los mStodos de campo y-108 procedie-—-
mientos para obtener, preservar, y remitir las muestras para su an§

lisis en el laboratorio.

El capitulo II estd estructurado segiin los principibé fundamentales
del Diagnstico Microbioldgico que son: Demostracién, Aislamiento e

2



identificacién. En base a lo anterior se incluyen algunas de las -
pruebas y métodos de uso rutinario que se utilizan en el laborato--
ric de Bacteriologia, para terminar con las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana mis comunes y de esta manera tener los elementos ne~
cesarios para poder establecer un esquema terapéutico de las enfer-

medades causadas por bacterias.

Por Giltimo, en el capftulo III, se hace una introduccién a los cam-
~ pos fundamentales de la Micologia Médica,’ y aplicando los mismos —-'
_principios del Diagndstico Microbioldgico; se describen los proced_i
mientos para manejar especimenes en este campo, También se inc,lu--
yen las técnicas mis usuales péra "ei aislamiénﬁa, demosf;racién ‘Iy la.
idehtif::icacién de los hongos que afectan a los Zaniméles dtiles

al hombre.

En estal resefia introductoria deseamos mostrar nuestro agra%jeqimiento .
A:l:NZ».Gilbéito Ochoa Uribe y al Dr., Roberto A, Cérvantes, por-su apor
. tacidn de ideas y por su critjca al manuscrité original. Agimismo,
agradecemoé al MVZ Tonatiuth éruz Sdnchez, y al MVz Luz Ma. ortéga '
‘de,o.; por su colaboracién y facilidades que nos brindaron dux.'e_mte‘v

la recopilacidén bibliograffa,

Daseamos mostrar nuestro agradecimiento de manera especial al Lic,
Gerardo A. Hernfindez Ponce, por la ordenacidn temitica y a la Srita, -
Florina Lucfa Castillo P,, por la laboxr mécanocjr&fica, sin la cual -

'ellpresente trabajo no hubiese ‘sido posible,



OBJETIVOS

Elaborar un Manual, el cual, curpla con la funcibén de libro
de trabajo, para laboratorio, en las asignaturas de Bacte--

riologia y MicologIaVMédzica Veterinaria.

Mostrar en forma ilustrativa las té&cnicas y procedimientps

de laboratorio mis comunmente utilizadas,

" Hacer l'lega.r‘oste !«ianual, en primer lugar, al estudiante de.

Madicina Veterinaria, al Médico Veterinario Clinico y a los
profesionistas afines al &rea, Sirviendo @ste, como material

de apoyo en su formacifn y su ejercicio profesiohal.



CAPITULO I

RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS




CAPITULO I

RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS

El laboratorio de diagndstico es un auxiliar en el reconocimiento de las enferme
dades de los animales, el M&dico clinico en ejercicio tiene necesidad, con fre-
cuencia, de consultar los laboratorios comerciales u oficiales para poder propor
cionar un diagndstico acertado. Pero para obtener los resultadosvesperados es
esencial que las muestras enviadas para el examen gsean remitidas de una manera

adecuadal7.

Los resultados que arrojan estos anilisis dependen de la naturaleza de la muestra
del cuidado con que sea tomada, del tiempo de recoleccidn, de'la eficiencia téc-
nica del personal que realiza los exdmenes de laboratorio, del criterio con que

sea tomada y de la adecuada seleccién de la muestra.

El tipo de muestra que deberé examinarge esti determinada por el cuadrs clinico

inicial,_ Si los signos o sintomas sefialan afeccién de un 6rgano o sisteﬁa espe~
cifico, las muestras déber&n obtenerse de tal fuente. Si las lesiones a la ne-
cropsia sugieren la preseﬁcia de un agente bacteriano o mic8tico, las mueétras a
tomay se limitardn exclusivamente a los Srganos afectadoé y ﬁg a los_de aparien-
cia normal, ya que de lo contrario se trabajarin muestras inadecuadas que encare
cerdn los costos de transporte, aument;ndo los gastos de materialeé pudiendo ilg

gar a dificultar el diagndstico de laboratorio49.

En la recoleccidn y envio de muestras, .es recomendable observar los siguientes pa
808:
a) La muestra seleccionada para el laboratorio debe ser representativa del. -

_proceso infeccioso en cusstidn. Se recomienda de ser posible, tomar la muestra

6



de un animal sano, asi como de otro que manifieste el cuadro clfnice y una mis,

de ser posible, de un animal que se encuentre en un estado avanzado de la enfer-
medad, pudiéndose sacrificar para tomar las muestras en caso de que no se dispon-
ga de animales recientemente muertos o que no se pueda tomar las muestras de los

animales vivos.

Suele ser mejor remitir varias muestras del mismo lugar, esto es aconsejable sobre
~todo, en brotes epizobticos en aves de corral, lechones u otros animales cuyo
costo por unidad es bajoa.

b) ngeré ser una cantidad suficiente a fin de lograr un estudio lo mis com-
pleto posible. |

c) Tomar las muestras con valor confirmativo antes'de la administracién de
‘cualquier medicamento;

. d) Eméléar material estéril y tomar la muestra con asepsia a.fih devno éon-
tamiqar el produtto durante‘su recoleccidn.

e) Evitar‘la desecacién de la muestra, empleando médios de transporte BGET‘
cuados (medioc de transporfe de Stuart, caldo nutritivo, medio de Tioglicolato,
etc.) para su traslado al laboratorio.

£f) si el animal no muestra signos o sintpmas de infeccibn localizada, debe-
rin tomarse muestras seriadas de sangré para Qu cultivo, posteriormente se toma-~
rén mﬁestras de otros sitios anatémicos, éegﬁn la opinidn y criterio clinico del
Médicb, por ejgmplo urocultivos. -

g) si ellgermen (a veces gérmenes) aislado proviene de una xegidn eétéril.se
podrs considerar como el agente etioldgico de la infeccién, por ejemplo, sangre,
liquido céfalo raquideo, liéuido pleural y sinovial; por el contrario, la recupe-
racién de un microorganismo pétﬁgeno o.potencialmente patdgeno, peﬁo proveniente
de zonas del cuerpo que noxmalmente albergan una flora bacteriana mixta, como son

el tracto génito-urinario, tracto gastrointestinal y heridas de la piel, deberi
. . . S 5



de ser considerado dicho germen, como saprdfito, siempre y cuando no se trate de
microorganismos de patogenicidad definitivamente establecida, tales como salmone
las, shigelas, E. coli enteropatégenas, aisladas sobre todo en los coprocultivoss.

h) Por {iltimo, las muestras deberan ser remitidas al laboratorio y solicitar
el diagndstico a la mayor brevedad posible, generalmente se requieren muestras

con no mids de 24 horas, a menos que el conservadoxr utilizado sea confiable.

En la recoleccién de todo tipo de muestras, el instrumental emple_atdo debe esteri-
lizarse previamente utilizando la flama directa, la ebullicifn o el vapor segiin

sea su naturaleza. El material .que serd utiliza;do para el envfo de las muestras
debe presentar también condiciones.estériles, de no contar con un sistém adecua-
do de esterilizacién, se revcomien'da hei'v;lr todos los recipientes (fiascos, tubos,

atc.) durante 20 minutosu.

El resultado obtenido en el laboratorio es muy valioso. pard el d;'.agnéstico y de-
pende de muchos factores, la mayorfa de ellos son de la obsoluta responsabilidad
del MEdico de campo, quien en ocasiones inculpa al laboratorio al nc; gbtener los
resultados esperados. El envio de las muestras, '_manejadas, seleccionaéas y pre;
servadas inadecuadamente, sSlo ocasionan pérdidas de tiempo para- el M&dico Vete-

P

rinario y el personal de laboratorio.

El M&dico Veterinario de campo debe ser competente para realizar ‘algunas técnicas
sencillas que‘le permitan verificar el diégnéstico r8pido y seguro de una enfer-
medad infecciosa, debe de conocer con seguridad .c5mo, cufindo y dc?nde tomar la
muestra, qué examenes se deben llevar a cabo en el laborator‘_io, as{ como de in-

terpretar y correlacionar los resultados de dichos anﬁlisisdg.'



A. RECOLECCION DE ORGANOS Y TEJIDOS

La toma de &rganos y tejidos se realiza al momento de la necropsia. Las nuestras
destinadas para estudio bacterioldgico deben ser tomadas con precaucidén y como md
ximo una hora después de la muerte del animal. Las muestras de eleccidn serén
‘visceras como higado, bazo, pulmén, corazbn, rifién, cgrebro e intestino, depen-
diendo dei proceso infeccioso que se trate (Ver Cuadro 1.1). En animales peque-
flos se recomienda conservar el Srgano completo, mientras que ‘en‘ an;.males grandes

se tomard un fragmento significativo que incluya la lesién”.

"~ Fig. 1.1 Muestras de eleccifn para el caso de Srganos y tejidos.

Algunas ocasiones, la muestra debe ser "sellada" flamedndola directamente o uti~
lizando una espdtula previamente flameada, para luego depositarlas en frascos in-
dividuales previamente esterilizados o hervidos,‘ se prefieren frascos de boca an-

cha para facilitar el manéjo-de este tipo de muestras (Ver Fig. 1.2) .



CUADRO 1.1

TIPO DE ENFERMEDAD Y ORGANO A ENVIAR.

MUESTRA

Cdlera aviar
Colibacilosis

Coriza
Criptococosis

Desinteria

Edema intestinal del cexdo

Edema maligno y pierna negra

Enfermedad de Glasser

Enterotoxemia

Enfermedad crénica respiratoria

Erisipela

Espiroquetosis

Epidermitis

ENFERMEDAD
Abomasitis Animal entero, abomaso
Aborto Placenta
Artritis Animal entero vivo
Aspergilosis Animal entero, 6rgano afectado, pulmones
Brucelosis Abomaso y pulmones de feto
Candidosis Animal entero, placenta
Carbunco Animal entero, mﬁsculov

Animal entero, hfgado, pulmdn, bazo e in-
testino

. Animal entero, intestino delgado, bazo,

ganglios linfiticos

_Animal entero, frganos afectados

Animal entero, pulmdn, higado, rifidn
Animal entero y vivo

Animal entero, encéfalo, intestino, gan-
glios linfiticos

Animal entero
Animal entero
Asa intestinal y tejidos afectados
Animal entero, Srganos afectados

Animal entero, bazo, higado, riidn, ton-
cilas, ganglios linfiticos

Animal entero, bazo, hfgado

-Animal entero, piei, rifidn

10




CONTINUACION DEL CUADRO 1.1

ENFERMEDAD

MUESTRA

Gurma

Hemoglobinuria bacilar

Ganglios linféaticos

Higado

Listeriosis Plancenta, encéfalo, médula
Paratuberculosis Animal entero, ganglios linf&ticos. mesen
: téricos, cflicos y rectales

Pagteurelosis Ganglios linfaticos, puimones

Rihitis . ’ Cerdo entero vivo, trompa

Salmonelosis Animal entero, intestino,. i;nfgado, rifibn,
bazo, pulmdn ' o

Shigelosis Animal enf.ero, intestino, higado, bazo,
pulmén

Tuberéulosis Tejidos afectados

Tularemia Animal entero, higado y Srganos afectados

Vibriosis Placenta

FUENTE:

Elaborado en base al cuadro 1.8

i



Fig. 1.2 *“Sellado" de una muestra de Srgano.

Cuando no se cuenta con un adecuado sistema de refrigeracién y se desea un estu-
dio bacteriolSgico, se puede emplear una solucifn estéril de glicerina y agua al

50%, la cual retarda la descomposicidn de.laS'muestras23.

* 'En general, para el envio de una muestra al laboratorio de diagnéstico es impor-
- tante considerar 3 puntos b&sicos que son: '

1. Identificacidn de la muestra
2. Historia clinica y
3. Método de conservacién

1. La identificacidn de la muestra es de primordial .importancia para elblabora-

torio, y debe consistir en lo siguiente:
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- Nombre del propietario o cliente
- Descripcidén de los animales
- Fecha y hora de muerte, asi como de la toma de la muestra

- Nombre o niimerc del animal, si es de un hato o de manada (Ver Fig. 1.3).

Nombee,, ...~
2dad  sero .o
L T

e T

Nombre del propietario

Dirxeccidn Tel.

Especie Sexo

Raza - ' Edad Color
. Ngmero

Descripc.'ﬁn del caso: ,

L

Fig. 1.3 Aspeéto de la identificacién de lag muestras enviadas al laboratorio
- de diagnfstico. o ' ’

Es nécesario incluir una histéx:ia clinica adecuada y no omitir detalles ta~
les como: '

= Curso de la enfermedad

- Nimero de animales afectados

- 1Indice de morbilidad y mortalidad.

- Edad de los animales afectados

- Tipo de alimento (cantidad y calidad)

- Tipo de ekplotacién (estébulaci&n, semiestabulacién, libre pastoreo, etc.)

13



Sintomatologfa general

Sintomatologia individual

Calendario de vacunacidn

Tratamientos aplicados, indicando si hubo o no respuestas favorables a
los mismos

Tipo de conservador usado en la muestra antes y durante su empaque

Y de ser posible, el diagndstico presuncional emitido por el Mé&dico Vete

rinario ZOOtecnista17.

3. Como medio ideal de conservacidn se recomienda la refrigeracidn, ya sea con

hielo natural o hielo seco, pero siempfe y cuando dichas muestras sean debidamen

te empacadas.

Para el envio de las muestras a un laboratorio de diagndstico, siempre debe de

tenerse en cuenta que los materiales son potencialmente infecciosos, por lo que

el medio mis eficaz y seguro para el envio de muestras es el mensajero directo;

pero en algurnas ocasiones se requiere del servicio postal, cuando esto Gltimo se

usa, las muestras deben de reunir los siguientes requisitos:

Deben de estar colocadas en recipientes dobles (dos cajas o bien una caja

y bolsas de plastico) ya que se mejora el aislamiento y aumenta la xesis~

-, 37 :
tencia-del recipiente™ . .
Como se menciond anterxiormente, las muestras deberin de ser enviadas en

recipientes individuales, entre cada bolsa o frascos que contengan las

-muestras se coloca un material que amortigue los golpes y absorva la hu-

.-medad (se prefiere el aserrin, pero puede utilizarse papel o viruta) (Ver

Fig. 1.4), la caja externa se cierra de tal forma que todas las esquinas
y tapas qﬁeden selladas con cinta adhesiva; esto a su vez aumenta la re-
sistencia del recipiente. Es muy importante que en la envoltura de los’
paquetes sean pﬁestos con claridad los siguientes datos: MATERIAL DE FA
CIL DESCOMPOSICION PARA ANALISIS, MANEJESE CON CUIDADO, FRAGIIEl'%%er Fig.
1.5).
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Fig. 1.4 Método para empacar ﬁ\uestraa
utilizando hielo natural co-
mo conservadoxr. ’

MATERIAL
‘BloLosico .

Fig..1.5 Muestra lista para ser en
viada. Cada paquete debe

* incluir, su respectiva ho

ja clinica. .

Materal Biologico de
Faul D¢5tompo-_,vdu'.\

Mongpese con Cuidudo
Fraq“
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con el fin de que el material bioldgico llegue lo mis pronto posible al laborato-~
rio, deberd considerarse la conveniencia de la forma de envio (8rea o por carre-
tera, ya sea por flete en lineas comerciales o vehfculos particulares), ademés

al remitir la muestra, es conveniente comﬁ;icatse inmediatamente al laboratorio,

indicando el medio de transporte, linea comercial empleada y hora probable de a-

rribo a su destino, asi como el niimero de gufa sanitaria.

No es recomendable enviar muestras a los laboratorios de diagndstice los fines de
semana, pgriodos cercanos a vacaciones, dias festivos, ya que se corre el peli-

gro de que éstas no sean recibidas.
B. RECOLECCION DE SANGRE
1. Recoleccidn de sangre completa

Las muestras de sangre completa son remitidas al laboratorio, en todos aguellos
casos en los que el proceso infeccioso cursen los signos como hematuria, hemoglo

binuria ictericia,o bien se sospeche de una septicemia38 (Ver cuadro 1.2).

En la prictica veterinaria los exdmenes hematolSgicos se realizan mis satisfacto

riamente con la sangre venosa. La puncidn venosa, mediante aguja y jeringa esté

riles, se realiza en cualéuiera de las venas superficiales prominentes, por ejem
. .

plo, en el caballo, la vaca, la oveja y laicabra, la vena de eleccifn es la vena

yugular. Las venas radial y/o safena puede elegirse en el gato y en el perro

{(Ver Fig. 1.6). ILa longitud y el calibre de las agujas utilizadas debe ser pro-

poxcicnal al tamafo del sujetol7. (Ver cuadro 1.3).
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CUADRO 1.2

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA SANGUINEA

Abomasitis por clostridium
Aborto

Antrax

Botulismo

Candidosis

Colibacilosis
Criptococosis

Enfermedad de Glasser

Enfermedad crénica respiratoria

Erisipela
Espiroquetosis aviar
Hemoglobinuria bacilar
Leptospirosis
Listeriosis

-1 Muermo
J,Paratuberculésis
Tétanos:

Tuberculosis

Tularemia

Vibriosis

Sangre
Suero de la madre
Puncifn de oreja, sangre, frotis sanguineo

Sangre

. Sangre
' Sangre

" Sangre

Suero
Suero

Sangre y suero, frotis sangufneo -

" Frotis sanguineo

Sangre
Suero, sangre

sSuero.

Suero

Suero
Suero

Suero

Suero

suero

FUENTE: Elaborado en base al cuadro 1.8
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Fig. 1.6 VYas de sangrado utilizadas en los animales dom8sticos.
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CUADRO 1.3

OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

Puncidn cardiaca, vena radial

27

ESPECIE SITIO TAMARO DE LA AGUJA
- ' Calibre Long. (Pulgs.)
Equino Vena Yugular 14 - 18 2.5 - 3.0
Bovino Vena yudlilar, coxigea ventral 14 ~ 18 2.5 - 3.0
subcuténéa abdominal
Ovino Vena yuguiar ) 16 - 18 2.5 - 3.0
Caprino Vena yugulht 16 - 18 2.5 - 3.0
Porcino Vena cava Anterior o auricular 19 - 21 1.5 - 4.0
canino Vena cefflita o safena 20 - 22 1.5
Felino Vena cefilita o safena 20 - 25 1.0
Conejo Puncidn car’cjiaca, vena yugular, C
vena auricular ' 19 - 23 2.0
‘Hamster Puncidn cardiaca, seno retro-
orbitario 22 - 25 1,5
Cuyes Puncidn cardiaca, seno retro- 22 - 25 1.5
orbitario o i
Ratén Corte del apéndice caudal - 270 1.0
seno retroorbitario . tubo capilar
Rata ‘Puncidn cardiaca, seno retro- :
orbitario 25 - 27 1.0
Ave 21 - 1.0

FUENTE: ‘Keilbach, 1983
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Para su recoleccién se recomienda la técnica aséptica descrita a continuacién:M'44

- Rasurar y lavar la zona

- Ligar y localizar la vena

- Desinfectar con yodo y luego con alcohol al 70%

- - Dejando secar piel y evitando volver a tocar la zona, puncionar con jerin
ga estéril, usando la aguja adecuada para cada especie (Ver cuadro 1.3).

) La cantidad de sangre varfa, y se obtienen no menos de 5 ml en pequefias es

pecies y 10 ml en grandes especies. .

~ Incluir la sangre en un tubo estéril con anticoagulante, se prefiere el
polyanetosulfonato de sodio (SPS) al 0.05 - 0.025 por ciento. El oxalato,
citrato y E.D.T.A no se recoﬁiendan'por inhib;r a los microbrganismoslg.

Para‘evitar.la,hemélisis se deber&n tomaf ciertas precﬁuciones=~ la aguja y je-
:iﬁgas deben estar estériles y seéos, la sangre debe fluir libremente en la je;
ringa, ejerciendo la menox aspiracién posible con el éﬁbolo. Antes de pasar la
sangre de.la jeringa al tubo debe de quitarse la aguja, al vaciar esta sangre de
be de resbalar por las paredes del tubo y no caer directamente al fondo. Una
vez que se tiene la sangre en el tubo,Aesté se invertird suaveménte una décena
'-de veces para homogenizar de una manera adecuada ia sangre cén el anticoagulante
(ver Fig. 1.7), la muestra se envfa inmfdiatamente al laboratozioiidghtificéda Y

en refrigerac16n37.

2. Obtencién de suero sangufneo

Para la ohtencién de suero sangufneo, se recomienda gue\la sangrefdehe tomarse
directamente en un tubo estéril sin ningilin preservativo, y en cantidad de 10-20
ml, dependiendo la especie, no ge debe de sangrar en recipientes de plésgico ya,
que el suero no se separa del codgulo satisfactoriamentel7l
La técnica de muestreo es similar alla de la‘sangre, es importante dejar deslizar
lentamente la sangre en la pared del tubo evitando la hemélisﬁ;én el campo, los

. . . . . . ‘ 20
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tubos con la muestra se dejan a temperatura ambiente e inclinados hasta formarse

el codgulo; una vez formado éste, se colocan en refrigeracidn para su envio.

Cuando la muestra puede sexr llevada de inmediato al laboratorio, se centrifuga a
2500 rpm durante 10' removiéndose cuidadosamente el suero con el fin de eliminar

los glébulos rojos que forman un paquete en el fondo del tubo (Ver Fig. 1.8)

Una vez que los tubos han sido identificados y sellados, deberin colocarse en
una bolsa de plistico que luego se guarda en congelacidén o refrigeracidn hasta

el momento de su entrega al laboratorio34.

~" CORRECTO

Fig, 1..7 Manéxa correcta de depositar una muestra de sangre para su envio al
laboratorio de diagndstico. NGtese la forma incorrecta al introdu-
‘cirla al tubo de ensayo. i
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" pig. 1..8 Método adecumado para la separacidn del cofgulo y
obtencidn de suero sanquineof

1

C. RECOLECCION DE ORINA

El anilisis de orina es unc de los procedimientos de laboratorio mis comunes apli
cédos a la prictica veterinaria, es de gran ayuda para el diagndstico y deﬁerencig_
cién de padecimientos generalizados como la septicemia y localizados el aparafo

genitouri‘narioaa (Ver cuadro l.4).

o

La muestra de oriné puede obtenersé por dos métodos comunmente usados: en un re-
cipiente estéril durante la mic.;cién aspontinea o bien por medio del sondeo vesi-
cai en la &tayoria de las especies. Las muestras obtenidas por este fltimo n}étodo
son preferibles para‘ estudios -mig exactos ya que estdn libres de detritus u;‘etra;

les o vaginales.
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Las yeguas, vacas y perras y se pueden cateterizar con relativa facilidad, en to -
dos los casos se deben emplear instrumentos est@riles, junto con un apropiado

espdculo en el caso de la yegua y perra17 (Ver Fig. 1.9), es conveniente sonde-
ar al animal sin provocarle dolor o traumatismo que pueda producirle alguna in-

feccidn.

En animales pequefios, la muestra se
obtienen por puncidn de la vejiga en
ondicionesabsolutamente estériles, y
auxiliados por una persona capacita-
da en el ménajo del animal (Ver Fig.

1.10).

Fig. 1.9 Método apropiado para la
obtencién de orina.en pe
rras.

Fig. 1,10 Puncién vesical en conejos
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Por miccidn espontinea, las muestras se obtienen satisfactoriamente del toro,
del carnero y del macho cabrio por el método descrito por Besson {(1943), que em-
plea un bolsa hembra de hule o caucho que és atada al animal, de tal forma que
su abertura estd yuxtapuesta al orificio prepucial (ver Fig. 1.11), el aparato

. 17
consta de un arnés que pasa entre los cuartos anteriores y posteriores™ ',

Fig. 1.11 ‘Método para obtener la muestra de orina en un carnero utilizan~-
do un urinal de hule para hembra aplicado al prepucio (Besson 'y
col., 1943).

Otros métodos précticos utilizados en la obtencidn de orina en las pequefias espe
cies, son: 1) ejrecer presidn sobre la vejiga urinaria hasta lograr que fluya
esta Gltima, en los perros y gatos; y 2) 1la utilizacién de cajas de recoleccidn

limpias.

Para todos los métodos, deben de reébgerse un minimo de 120 cc, Y ser . deposi-
tados en un recipiente estéril, el cual es remitido al laboratorio de diagndsti-

co lo mis ripido posible y en refrigeracidn.

Cuando se requiera tomar una muestra de un animal durante la necropsia, ésta de-

beri obtenerse directamenteideyla vejiga tratando de evitar el contacto con otras
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visceras o liquidos corporales, utilizando una aguja y jeringa estér1137.

Debido a que el diagnéstico de la bacteriuria depende del anilisis cuantitativo,
es muy importante que la toma, la conservacidén y el envio de la muestra se reali
ce de manera adecuada y con cuidados extremos, ya que las bacterias contaminan-
tes pueden multiplicarse a la temperatura ambiente e invalidar completamente los
resultados del andlisis bacterioldégico. Si la muestra no puede ser analizada
dentro de las primeras 2 horas de colectada debe refrigerarse inmediatamente; de

esta manera la cuenta bacteriana permaneceri estable durante 24 horas por lo me-

40

nos .
CUADRO 1.4
TIPO DE ENFERMEDAD YiMUESTRA‘DE ORINA
ENFERMEDAD MUESTRA

Candidosis . : Orina
Criptococosis : _ Orina
Hemoglobinuria pacilar o : Orina
Leptosﬁirbsis - ' ) Orina
Listeriosis ‘ . R " Orina
Pielonefritis : . Orina

.FUENTE: Elaborado en base al cuadro 1.8
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D. RECOLECCION DE LECHE

Las muestras de leche son obtenidas y remitidas al laboratorio para demostrar de
manera especifica a los agentes eti.olégicos' involucrados en los cuadros de masti
tis. La muestra se deberS recoger despuéds de depilar, lavar y secar la ubre, sin
eliminar los primeros chorros de leche, ya que &stos contienen mayor nimero de
microorganismos infectantes. Utiliéando un escobillén de algoddén humedecido con
una solucién yodada o con alcohol al 70%, se desifegta el extremo del pezén, de~
jando secar, la leche se obtiene ordefiando la cantidad necesaria y utilizando

frascos est:ér::i.les49 (Ver Fig. 1.12).

~

Fig. 1.12 Técnica utilizada para obtener una adecuada muestré de
leche en bovinos. . '
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Fig. 1.13 Muestras individuales ya identificadas, que serin remitidas
al laboratorio de diagndstico.

9
La mues*:ra deberﬁ‘ ser tomada en un frasco estéril con t_apéh dé rosca con capaci-
éad. de por lo menos 20 ml, evitando el contacto entrxe el frasco y el pezdn, la’
muestra puede ser tomada por otra persona para que el clfnico pueda proteger la
boca del frasco con la tapa y mantenerlo inclinado, evitanyio asf la contami;xa-
cidn con bacterias del medio ambiente’. .

Generalmente, se recogen de 15 a 20 ml de cada cuarto afectado, las niuestras se

toman en el orden siguiente: cuartos posterior izquierdo (PI), anterior izquier

‘do. (A'I),( posterior derecho y anterior derecho. Los frascos son identificados in

dividualmente con el némero del animal (Ver Fig. 1.13), y enviados en refrigera-

cidén utilizando el método descrito anteriorfnenteae..

Es importante que el Area de muestreo estd libre de corrientes de aire y que los
operadores laven sus manos en una solucidn desinfectante entre las tomas éfectug_

das en cada animal.

27
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E. RECOLECCION DE MUESTRAS DE HERIDAS ABIERTAS, ABSCESOS Y EXUDADOS.

Cuando en las manifestaciones clinicas se presentan secreciones o exudados las
muestras de estas sustancias pueden ser de valor diagndstico tal es el caso de

Gurma, Queratoconijuntivitis, Linfadenitis caseosa, etc., (Ver cuadro 1.5).

En heridas abiertas o abscesos, lo mismo que para frotis de gargahta y otros e~
xudados, los hisopos de algodén éreviamente esterilizados en tubos de ensayo,

éon los que ofrecen las mayores ventajasdg. A menudo es diffcil recobrar éi a~
gente causal en una herida bues ella contiene muchos gé€rmenes contaminantes; por

lo tanto se debe proceder a la limpilaeza previa de la herida antes de la toma de '

‘ la muestra44.

Fig. 1.14 Métodos utilizados para la recoleccidn y envio de muestras
cuando el material requeride son hisopos o jeringas estériles
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TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA DE HERIDAS, EXUDADOS Y ABSCESOS

CUADRO 1. 5

ENFERMEDAD

MUESTRA

Absceso

Antrax
Artritis
Brucelosis

Corizé

Actinobacilogis y Actinomicosis

Edema maligno y plerna negra

Exudado
Biopsia, exudado
Liquido de edema
Liquido articular
" Exudado vaginal
| Exudado

‘ Liquido de edema

" - Elaborado en base al

Erisipela Exudado articular

‘ Gux:mé. | Secx;ecién nasal
Linfadenitis Exudado

| Muexmo Secreciones
éasteurelosis sécrecién nasal
éueratoconjuntiv_iﬁs Exudado. conjuntival
Rinitis | » : Exudado nasal
‘Tuberculosis . Seérec;.ones, esputo‘
Vibriosis : ‘ Moco vaginal
i‘UENTE:

cuadro 1.8
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Una vez tomada la muestra se procesa inmediatamunte, pero si ello no es posible,
se debe avitar que se seque coloclndola en un tuvo estéril con 2 o 3 ml de caldo
nutritivo o medio de transporte Stuart, rompiendo el mango para eliminar la par-

te que ha estado en contacto con las manos (Ver Fig. 1.14).

En algunas ocasiones se requiere realizar éxémenes de abscesos, edemas y hemato-
mas, para obtener este tipo de muestras, ‘estd indicado el eﬁpleo de punciones,

la técnica de puncidn varia seqglin el sitio donde se toma la muestra, para todos
los casos, el sitio de la piel donde se va a realizar la puncién se debe lavar y
desinfectar, la; agujas .y jeringas deben de estar secas y estériles, lo mismo que
los tubos o frascos empleados para recolectar la muest}é; cuando la muestra no
puede ser aspirada por lo denso del material, se puede inyectar en el sitio, sé—

- ] 3 . -* s 4
lucion salina ‘o caldo nutritivo estéril 2 (Ver Fig. 1.14).

En el caso de muestras 1fquidas de cavidades articul#res, el procedimiento equi_
milar, y el minimo de muestra reduerido es de}l cc; la muestra se obtiene con je
?inga estéril y aguja de calibre variable, depéndiendo la especie animal (Ver
Fig. 1.15). El liquido obtenido, se envfa al laboratorio en ia misma jeringa o

bien en un tubo de ensayo estéril.

" Fig. 1.15 Puncidn.de la articu-
lacién del menudillo
en un equino
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F. RECOLECCION DE LIQUIDO CEFALORAQUIDEQ

Los microorganismos relacionados con los padecimientos del Sistema Nervioso Cen-

tral. {Por ejemplo,Cryptococcus neoformans), pueden ser demostrados mediante el

examen directo del lfquido cefaloraquideo (Ver cuadrxo 1.1}.

La muestra se puede obtener de la cisterna magna o del espacio subaracnoideo es-~
pinal en la regidén lumbar, independientemente del lugar utilizado se réquiere de
uha adecuada aquja espinal con su estilete en posic;.én, pues de otra manera se
Aguja H.ipodérmvica ne 21

Piel

Tej. Sub-cutaneo

Muscuto

Canal Medular

Uitima Costilla

Fig. '1.16 Puncifn lumbar

puede taponar con grasa u otro tejido“.

"

Es indispensable.tomar estrictas medidas de as_epsila en'el area élegida §éra la
puncién, cuando se realiza la puncidn de la cisterna magna, se recomienda la anes
tesia general, miex;ltras que la anestesia local puede ser sufiente en el c;aso de
la puncién lumbar. | |

Cuando se utiliza la régién lpmbar;, el anim_al se coloca en posicién esternal con. -

la cabeza en el extremo mis alto de ld mesa inclinada formando un &ngulo de 75°
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con el objeto de acumular en el drea lum
bar la mixima cantidad de liquido (v£r
Fig. 1.16), usualmente se colectan de 2
a 5 ml utilizando tubos estériles para .

su envio al laboratorio38.
© G. RECOLECCION DE HECES

La recoleccién de 'heces se hace indis
'péﬁéable para la determinacidn dé los mi
croorganismos causanteé de problemas gas

tro-entéricos en todas las especies (Ver

cuadrobl.G).

La muestré debe de ser fresca y estar i
bre de piedras, tierra y paja, lo mis xe
comendable es obtener la muestra directa

mente del recto utilizando un guante plis

" tico, tan pronto como la cantidad de he-

heces sea suficiente, el guante es rever Fig. 1.17 Utilizacidn del guante
: : S de palpacién en la to-
gado hacia adentro, y de esta forma sir- - "ma y envio de heces

ve como recipiente de recoleccién, se

‘cierra-cuidadosamente y se identifica para su envio al laboratorio' (ver Fig. 1.17).

En las pequefias especies se recomienda el uso de hisopos, los cuales son'enviados
en un tubo de ensayo que contenga algin medio devtransporte (caldo de BHI, tiogli
colato, etc.) para evitar su desecaciSnsa. ;

Las muestras: se envfan refrigeradas en un volumen no menor de 1 gr. utilizando
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recipientes limpios, que pueden ser pequefios frascos de vidrio de cerca de 1/4

de litro, o bien cajas de cartdn encerado con tapas herméticas.

CUADRO 1.6

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA DE HECES

ENFERMEDAD

Entetotpxemia
Listeriosis
Paratuberculosis
Salmonelosis

Shigelosis

MUESTRA
Colibacilosis Heces
stenterla . Heces
Edema intestinal del cerdo Heces . _g

Asa ;ﬁtestiﬁa{, heces
Heces. ' '

Hecesr

Heces

Heces

H. RECOLECCION DE SEMEN

_El semen es requerido cuando se sospecha de problemas- de infertilidad en el ma-

cho, tal es el caso de la Brucelosis, entre otras causas, que'provoca bérdidas

por este motivo.

Una muestra se semen se puede obtener por tres metodos- vagina attzficlal, es-

timulacidn de 6rganos sexuales accesorios y por dltimo por el empleo del electro
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eyaculador.

El método mfs usual es el de la vagina artificial, ya que nos ofrece la ventaja
de poder recoger la totalidad del lfquido eyaculado en forma natural y ademis e-

vitar la contaminacidn accidental (Ver Fig. 1.18).

La estimulacidén de Srganod sexuales accesorios, se realiza por palpacién rectal
17

estimulando la préstata, vesfculas seminales y la rafiz del pene .
La manipulacién manual de los genitales externos, es la técnica recomendada para

la obtencién del sémen en’ #1 perro, en el cerdo y las aves (Ver Fig. 1.19).

B

La éstimulacién eléctrica .n practicada con éxito en el ganado ovino, bovino y los
cerdos, el método fue des?;iﬁo por Gunn (1940) y por Lambert y Mackenzie (1940);
utilizando esta técnica, 81 operador, deberi tener cuidado de no perinitir la con-

taminacidn de la muestra empleando s5lo material estéril® (Ver Fig. 1.20).

El sémen normalmente es ési:éril, sin embargo es susceptible a contaminarse a su

éas;) éoz: la uretra; lo-v ftéscos y tubos utilizados para su recoleccidén deben pre;-
sentar condiciones ‘estéti]'.es y no contener ningiin preservativo, 1as xﬁuestras de~
beran ser envia.adas‘ en :efxigeracién, o bien procesadas inmediatamente, de ser vpg'

sible??.

I. MUESTRAS DE FETO Y PLACENTA

1, Muestras de placenta

El procedimiehto,*a seguir en el caso de placentas, es gimilar al ‘ut:i."l.izado en ia_

recoleccidn de Srganos y tejidos, se puéden remitir porciones de placenta fresca’
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gue se encuentre dentro de la vagina (en todo caso, la placenta que cuelga por
fuera de la vulva no es Gtil para el examen bacteriolSgico por presentar un al-

to grado de contaminacién en bacterias fecaloides).

Para aquellos casos en los cuales no pueda obtenerse la muestra de placenta, es
recomendable obtener muestras de los lfquidos fetales (lfquido intestinal, 1f-
quido abomasal u obtener porciones de drganos afectados), puede ademds, obtener
se una muestra de sangre completa de la madre, sistema bastante aceptable, sobre

todo, si se sospecha de Brucelosis (Ver cuadro 1.7 y Fig. 1.21).

Fig. 1.21 Muestras recomendadas, en los casos de aborto

2. Remisién del feto Eompleto

As se desea un examen del feto, limpiese de suciedad, estiérecol y paja, y envie

se al laboratorio preservado en hielo seco o hinlo natural

Cuando las lesiones en el feto denotan una infeccién de origen micdtico, la mues

tra se debe obtener mediante un raspado cuténeo y, ademis incluir una muestra

de liquido abdﬁasal y remitirlas al labdratorio sin utilizar ningiin erserQati?
% (ver Fig. 1.22).
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CUADRO 1.7

ALGUNAS ENFERMEDADES QUE PROVOCAN ABORTO

ENFERMEDAD

MUESTRA

Aspergilosis
Brucelosis
Candidosis
Leptospirosis
Listeriosis

Vibriosis

Feto y placenta
Feto y placenta
Feto y placenta
Feto y placenta
Feto y placenta

Feto y placenta

Fig. 1.22 Obtencidn dé 1fquido abomasal en un aborto bovino, es recomen
dable realizar una incisién que permita exponer el abomaso, j
para la obtencidn de una muestra mds pura
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J. RECOLECCION DE EXUDADOS PREPUCIAL ¥ VAGINAL

El examen de la secrecidn prepucial y vaginal por medio del microscopio o a tra-
vés de un cultivo, tiene gran importancia para el diagnéstico de aquellas enfer-—
medades infecciosas que afectan inicialmente el tracto reproductor (Ver cuadro

1.8).

Antes de recolectar la muestra, se debe tratar que el animal esté libre de orina
(en ambos casos), se depila, se lava con agua y jabdn toda el &rea externa y en
el caso de los machos, debe verificarse que el orificio externo del prepucio se

49
mantenga seco. . S
1. Obtencidn de exudado prepucial

La secrecidn prepucial se puedé obtenef introduciehdo uﬁa pipeta de pldstico adap
tada a un bulbo de géma especial o conectada a una jeringa en la parte mds profun
da de la cavidad, (ver fig. 1.24), el orificio externo del prepucio se ata con
una banda de caucho con la ayuda de una pinza, y el exudado se puede aépirar al

interior de la pipeta o de la jeringa mediante la succidn de ia misma38.

Se recomienda realizar un lavddo de la cavidad prepucial introduciendo aproxima-
damente 30 ml de solucién salina est8ril o un medio de cultivo (caldo nutritivo
o caldo tioglicolato), con el liquido dentro de la cavidad se efectuan masajes

de abajo hacia arriba por espacio de 15 a 20 minutos, la muestra se fecoge en la

misma jeringa o en un frasco previamente esterilizado.

La muestra es remitida al laboratorio plenamente identificada y lo mis rdpido PO

sible, debe incluirse una historia clinica completa haciendo énfasis en los pro-
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Fig. 1.23 Obtencidn de exudado uteri

no

1. ovario
2. Utero
3. Cérvix
4. Recto
5. Vejiga

6. Espéculo de vidrio
7. Jeringa
8. Pipeta de plistico

Fig. 1.24 Recoleccidn de secrecién
prepucial

1. Testiculo

2. Pene,

3. Smegma
4. Prepucio
5. Pipeta

6. Jeringa
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blemas reproductivos presentes en la explotacidn.
2. Obtencién de exudado vaginal

Para obtener la muestra del tracto reproductor femenino se requiere, ademis del
material mencionado anteriormente, un espéculo el cual, se encarga de proteger
el paso de la pipeta evitando la contaminacidn con la flora bacteriana normal de

la vagina.

La secrecidn vaginal, es por lo general, una manifestacidén de infeccidn uterina
"(piometra) o bien de una infeccidn lozalizada, los agentes etiol&g;cos involucra
dos son muy variados, por lo qu; se recomienda obtener estas muestras util'izando'
. medios de cultivo de transporte (principalmente mediqs reducidos como el éaldo‘

tioglicolato o el medio de Stuart).

La muestra obtenida (utilizando el lavédo uterino o vaginal), deberi ser remitj,-
da al laboratorio inmediatamente o bien mandarla. debidamente refrigerada (Ver Fig.

1.23).

K. RASPADO CUTANEO

Con el objeto de descubrir la existencia de bacterias y hongos preséntes en in-
fecciones de la piel, siempre es conveniente efectuar un examen de las raspaduras
y del material obtenido con hisopos, es también importante recurrir a la bioi:aia

de la piel para poder examinar las estructuras mis profundas.

Si se sospecha de infeccién por hongos, la muestra se obtiene lavando la zona
con agua y jabdn, desinfectfindola posteriormente con alcohol al 70%. El raspado

cutdneo se puede realizar con una hoja de bisturf o con un portacbjetos tratando
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o.:le incluir las escamas de las lesiones que tengan aspecto de actividad, si hay

pelos afectados, estos se arrancan con la ayuda de pinzas desde su rafz (Ver Fig.

1.25). La muestra se envia sin refrigerar incluida en una caja de petri, en so- |
37,40

bres de papal o entre dos portaobjetos .

En el caso de dermatitis de origen bacteriana, la muestra se obtiene utilizando

hisopos estériles, los cuales son remitidos al laboratorio en tubos de ensayo

conteniendo alglin medio de transporte como el tioglicolatoae.
L. RECOLECCION DE AGUA Y ALIMENTO
Algunas enfermedades como Botulismo y leptospirosis, pueden tener su origen en

la contaminacién del agua y alimento, por lo que se hace necesario su andlisis

en el laboratorio.

1. Obtencién de mues-
_tras de agua

Las muestras de agua se pue
den obtener de diferentes
lugares: -agua de acueduc~
to o ﬁe yécimiento, poZOoS,
rfos o tinacos (Ver Fig.

1.26). .

En el casc de aguas de a-

Fig. 1.25 Raspado cut@neo

cueducto, las llaves se de

sinfectan cuidadosamente o

lél



bien se flamean utilizando un mechero de alcohol, se deja correr el agua durante
1 minuto antes de tomar la muestra, la cual se recoge en frascos de boca ancha
estériles cuidando que al taparlos herméticamente quede poca cantidad de aire en

tre el nivel del 1fguido y la tapa.

En casos de muestras tomadas de pozos, rios, yacimientos o tinacos, se utiliza el
mismo tipo de recipiente, se acostumbra anudarles un cordSn o un alambre alrede-~
dor del cuello, dejarlos caer en el centro del pozo, estanque o rfo hasta que se

1lenen y taparlosqg.

En caso de aguas quietas, se hace necesario tamar varias muestras de diferentes
sitios, previa agitacién del 5re§.a muestrear. Se recomienda que.al quitar la
tapa del frasco, se humedezca con alcohol la superficie externa del mismo asi ég
mo la porcidén de alambre que vaya a penetrar en el agua, pfendiéhdoles fuego pa-

ra esterilizaxlos4o.

Las muestras se deben enviar refrigeradas antes de las

12 horas de su toma, solicitando el anilisis cualitati

vo y cuantitativo correspondiente.



2. Obtencidn de muestras de alimento

La técnica de recoleccidn, establece una serie de precauciones, ello implica, en
primer lugar, precisar el objetivo de estudic, puede tratarse de un alimento sos
pechogo de haber causado una infeccidn o intoxicacidn, puede sger el caso de un
alimento con un grado de frescura incierto, o bien un problema de investigacién

sobre la causa de su contaminacidn.

El tamafio de la muestra (peso o volumen si es un sdlo producto aparentemente ho-
mogéneo; o el nfimero de unidades si se trata de un lote) estd determinado por e-

se objetivo, y por supuesto, en la préctica, por la cantidad de alimento disponi

blez 2 .

Las recomendaciones generales, son las siguientes:

~ Utilizar recipientes, bolgas y material, estériles

~ Al colectar la muestra evitar contaminaciones del ambiente tales como pol
vo, tierra, 1fquidos o de cualguier otra naturaleza. El recipiente se a-
brird justamente lo necesario para introducir la muestra.

~ 8i se trata de alimentos a granel, pacas de heno o silos habri que reti-
rar una porcidn, obtenerla de diferenteslugares evitando mezclarlas entre
‘8{ (Ver Fig. 1.27). .

~ Sl se trata de alimentos envasados, se deben colectar las unidades necesa
rias de acuerdo con el propdsito del anilisis; si es el caso de un produc
‘to de fabricacidn, se obtienen muestras sucesivas distribuidas a lo largo
del perfodo en el que se realise la inspeccidn (Ver Fig. 1.28).

- En la hoja anexa que acompafie a las muestras, se consignard toda la infor

macidn pertinente que pueda ayudar en la direccidn de su diagndstico. -

‘Una vez identificadas las muestras se envian al laboratorio en refrigeracidn (2
a 8°C), utilizando para su envio hielo natural o hielo seco, en este caso es recge

mendable el uso de hielo contenido en bolsas de pléstico .para evitar el deshielo
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y la posible contaminacidn de la muestra.

M. MUESTRAS DE BIOLOGICOS Y PRODUCTOS FARMACEUTICOS, _

La eficiencia de los productos bioldgicos y farmaceiiticos como vacunms, bacteri
nas, hormonas, vitaminas, etc., se basa en el control de calidad del producto,
as{ como en el metodo de conservacién utilizado para su mantenimiento, ya que
pueden ocurrir alteraciones durante su elaborac;on, conservaclén, transporte y.

'uso, Jue repercuten en forma directa en una disminucién del efecto deseado.

Es frecuente encontrar contaminaciones de viales y del producto mismo, por lo

que es necesario realizar un andlisis cuando se sospecha dé estos productos (Verx

Fig. 1.29).

Fig. 1. 28 Allmento procesado
‘ que puede ser remi
tido para su exa-~

men en al laboratorio
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En el caso de vacunas y bacterinas, se debe enviar el vial y el diluyente sin
reconstituir por duplicado, o bien, remiti.r el frasco completo sin abrir y del
mismo lote. La hoja clfnica debe especificar detalles como: casa comercial,

No. de lote, distribuidora comercial. Las muestras se envian en refrigerac16n37.

Fig, 1.29 Muestras de bioldgices; debe utilizarse
hielo natural como conservador para su
envio al laboratorio.

Una vez presentada la manera iddnea de recolectar y enviar una muestfa_ se estd

en condiciones de poder tomar desiciones de qué pedir al laboxatorio para poder
confirmar un diagnstico en el caso de enfermedades causadas por bacterias y --
hongos, o bien, a falta de un laboratorio, el uédico clinico de campo pueda tra

bajar las muestras seqgiin las técnicas que se describen en los siguientes capitu

los y poder establecer la causa de la enfermedad.
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CUADRO 1.8
CUADRO RESUMEN DE RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS

ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Abomasitis por  Animal entero Refrigeracién Necropsia
clostridium Sangre Refrigeracién Hemocultivo
Abomaso Refrigeracién Bacteriologia
Abomaso Formal Histopatologfa
Aborto Feto y placenta Refrigeracién Necropsia, histopatologico
‘ Aislamiento bacterioldgico
. y micdtico
Suero de la madre Refrigeracidn Aislamiento de un virus y
serologfa
Absceso Exudado Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
Actinobacilo~ Biopsia Refrigeracién Aiglamiento bacteriolSgico
y actinomicosis . Formal ) Histopatoldgico
Antrax Porcidn de oreja  Refrigeracidn Aislamiento bacteriolégiqo
en recipiente
sellado y ro-
tulado
Frotis sanquineo Ol . metflico Microscopia
Sanare Anticoagulante Inpculacién en c dayos
Liquido de edema _ Refrigeracidn Microscopia
Artritis "Animal entero y Refrigeracién Necropsia, histopatoldgico
. vivo, 1liquido o congelacidn Aislamiento bacterioldgico
articular y ton-
- cilas
Aspergilosis Animal entero: Refrigeraciéh Necropsia, histopatoldgico
. Organo afectado Refrigeracidn Cultivo y aislamiento micd
tico
Pulmones Refrigeracidn Histopatologia
Feto y placenta Refrigeracidn Aislamiento micdtico
Blastomicosis Tejido afectado Formal Histopatologia
Botulismo Contenido intes Refrigeracién Aislamiento baterioldgico
tinal y estoma-~ : ’
cal -
Sangre Anticoagulante Inoculacién a ratdn

Refrigeracidn

46




ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Brucelosis Sémen, exudado Refrigeracidn Aislamiento bacteriolégice
vaginal y microscopia directa
Abomaso, pulmén Refrigeracidn Aislamiento bacteriolégico
Suero Refrigeracidn Serologfa
Feto y placenta Refrigeracidn Aislamiento_bacterioldgico
Candidosis Raspado cutdneo Refrigeracidn Cultivo
orina Refrigeracién Aislamiento
Sangre Refrigeracién Microscopia directa
Feto y placenta Formol Histopatoldgico _—
Carbunco Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Misculo Formol Histopatologfa
Célera aviar Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Higado, pulmén Refrigeracién Aislamiento bacterioldgico
bazo e intestino  Formal ) Histopatologia _—
Colibacilosis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Intestino delga~ Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
do {ducdeno) bazo, i
ganglios linfati-
cos Foxmol " Histopatologia
Sangre EDTA y refri- Cultivo bacterioldgico
geracidn
Heces Refrigeracién Aislamiento bacteriolSgico
Coriza Organos afectados Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
y_exudado Inoculacién en animales
Criptococosis L. C. R. Refrigeracidn Aislamiento micético, mi-
) croscopia directa
Sangre Refrigeracidn Frotis con tinta china
y anticoagulante
Pulmén, higado
Rifién Formol Histopatologia
Oorina Refrigeracidn Aislamiento micdtico
Dermatitis Biopsia, raspado Formol Microscopia directa
micdtica cutineo, pelo - Cultivo
Disenteria Animal entero y Necropsia, aislamiento bac
vivo terioldgico, microscopia
directa
. Heces Refrigeracidn .
Edema intesti- Animal entero . Refrigeracién Necropsia, histopatologia
nal del cerdo Encéfalo, intesti Refrigeracién Bacteriologia
no :
Ganglios linfaticos Formol

Heces

Hlistopatologia
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ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Edema maligno Animal entero y Refrigeracién Necropsia, Bacteriologia,
_y_piexna negra___lfquido de_edema Microscopia
Enfermedad Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
de Glasser Suero Refrigeracidn Bacteriologia
Serologia
Enfermedad cr§ Organos afectados Refrigeracién Bacteriologia
nica respirato -
ria Animal entero Refrigeracién Necropsia
Suero Refrigeracidn Serologia
Enterotoxemia  Asa intestinal y
tejidos afectados Refrigeracidn Bacteriologia y Microsco-
pia_directa -
Erisipela Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Bazo, higado, ri-
iibn, tonsilas,
ganglios linfati-
cos, exudado arti
. cular Refrigeracidn Bacteriologia
Frotis sanguineo OH metilico Microscopia directa
Suero Refrigeracidn Serologia
Sangre EDTA Hemocultivo
Espiroquetosis Frotis sanguineo OH metfilico Campo obscuro
aviar Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Bazo, higado Refrigeracidn Bacteriologia
Epidermitis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
exudativa Piel y rifidn Refrigeracidn Bacteriologia
Formol Histopatologia
Gurma Secrecidén nasal Refrigeracién Bactetiologia
- ganglios linfati
cos i
Hemoglobinuria Higado y orina Refrigeracién Bacteriologia
Bacilar Microscopia directa
Sangre EDTA Hemocultivo
Leptospirosis Feto Refrigeracidn Bacteriologia
Suero (madre) Refrigeracidén Serologia
Orina Refrigeracidn Campo - obscuro
Agua_de_bebida
Linfadenitis Exudado Refrigeracidn Bacteriologia
caseosa
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ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Listeriosis Heces, orina Refrigeracidn Bacteriologia
Leche
Suero Serologia
Feto, placenta
Encéfalo Histopatologia
Médula Formol —_—
| Mastitis Leche Refrigeracidn Bacteriologia - .
Muermo Ulceras Refrigeracidn Bacteriologfa
Suero Refrigeracién Serologia
_______________ Secreciones Refrigeracidn Inoculacidn a animales
Paratuberculosis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Biopsia rectal Formol Histopatologia
Heces Refrigeracién Bacteriologia
Suero Refrigeracién Serologia
Recto Refrigeracién Microscopia directa
Ganglios linf&a-
ticos mesentéri
cos, cblicos y
rectales Formol Histopatologia
Pielonefritis Orina Refrigeracidn Bacteriologia
bovina Microscopia directa
Queratoconjun-
tivitis Exudado conjuntial Refrigeracidn Bacteriologia
Zona_afectada Formol Histopatologia
Rinitis Cerdo enteroc vivo Necropsia, histopatologia
trompa, exudado
nasal Bacteriologia
Salmonelosis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Intestino, higado Formol ‘Bacteriologia
. rifidn, bazo y pul
mén .Histopatologia
Heces
Shigelosis Moco cervical Refrigeracién Cultivo Bacteriologico
Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Intestino, bazo,
Higado, riiidén y
pulmdn Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico]
Formol Histopatologia
Heces Refrigeracidn Cultivo Bacterioldgico
Tétanos Suero Refrigeracidn Inoculacién a animales
Heridas Refrigeracidn Bacteriologia
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ENFERMEDAD - MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIOS

Tuberculosis Tejidos afectados Refrigeracidn Microscopia directa
Bacteriologfa
Formol Histopatologia
Secreciones, es-
puto Refrigeracidn Inoculacidn a cobayo
Suero Refyrigeracidn Serologia
Tularemia Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia
Higado y otros
Organos afectados Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
Suero Refrigeracidn Serologia
Vibriosis Suero Refrigeracidn Serologia
Sémen, moco vagi-
nal Bacteriologia
Feto y placenta Necropsia, histopatologia
Bacteriologia R
FUENTE: Flores Caballero, E.

Manunal de Necrepsias. P,E.S. C.-UNAM. 1979.
Cuautitlan Izcalli, Edo. de México.

]
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BACTERIOLOGIA




CAPITULO II

BACTERIOLOGIA

Durante los {iltimos afios, el &rea de la bacteriologfa diagnSstica, ha demostrado
avances considerables en la rama de la Medicina Veterinaria, esto ha permitido
que el diagnéstico de las efermedades infecciosas que afectan a los animales, se

realise de una forma ripida y precisa.

Por mucho tigmpo el drea de diagndstico se mantuvo distanciada de las practicas
de bacteriologfa. Acﬁualmente, debido a las necesidades de incrementar la pro-
duccidn animal en'Hékico,.se hace indispensable que el Mé&dico Veterinario posea
un concciniiento bésico de los principios y t@cnicas utilizadas en el laboratorio

de Mibrobiologia4o.

Para poder actuar ante un caso de enfermedad infecciosa, el MEdico debe saber que
organismo especifico es el agenté causal (agente etioldgico), por tanto. para
diagnosticar estas enfermedades es necesario aislar e identificar el microorganis
mo responsable de la infecciénlo.

Continuamente se desarrollan m&todos y técnicas mejokadas para el aislamieﬁto

y la identificacidn de los microorganiémos; en algunos casos, es posible realizar
una identificacidn tentativa de un organismo por demostracién directa mediante un
estudio.microscépico, pero en la mayorfa de los casos es necesapio realizar un
‘cultivo en un medio artificial bajo condiciones ambiehtales que sean adecuadas pa
ra ei crecimiepto de una amplia variedad de microdrgénismos, incluyendo el tipe
de organismo que mis se sospecha de acuerdo a la naturaleza y el origen del mate
rial que'se vaya a examinar, asi como de los datos aportados por el Médico clfni

34
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Este capftulo estf planteado de manera que cualquier persona, con los conocimien
tos bdsicos de laboratorio, pueda demostrar, aislar e 'identificar en forma ripi-
da y sencilla la mayorfia de bacterias que causan enfermedad a los animales y al
hombre, para que una vez logrado lo anterior pueda llevar a cabo pruebas in vitro
de sengibilidad a los antimicrobianos, y asf poder establecer un pasible esquema

terapéutico.

El propdsito de esta seccidn de diagnéstico es el de informar al estudiante dg
Medicina Veterinaria de los principios, técnicas y evaluacién del diagndstico de
laboratorio de las enfermedades bacterianas, basindonos en los 3 aspectos bisicos
en el diagndstico microbiolégic032:

a. Demostracidn

b. Aislamiento

€. Identificacién
Se debe tener en.cuenta por el estudiante que esta seccidn es el complemento o
aplicacidn de sus conocimientos en el drea de la bacﬁéridldgia general y una base

en sus préximos estudios de las enfermedades infecciosas y clinicas en las diferen

tes especies domésticas.

~ A, DEMOSTRACION

Tiene por objeto la visualizacidn del agente patSgeno o su efecto en el material
.bioldgico remitido al laboratorio de diagndstico, la demostracifn puede realizar
se mediante el examen directo de una extensién sin tediir, o bien, utilizando co-

lorantes especificosaz.

Ventajas:

- Se obtienen resultados inmediatos.
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- Requerimientos minimos de equipo, tiempo, técnicas de laboratorio, espacio
de trabajo, etc.
- Puede ser el Gnico método de diagndstico probable, como en el caso de que

el microorganismo problema no pueda ser cultivado in vitro (Mycobacterium leprae)

o poseer caracteristicas de cultivo especiales,
-~ Nos puede orientar tentativamente a un diagn§tico y tfatamiento rapidos.
- Nos puede dar una idea de la cantidad de gérmenes realcionados en el pro-
ceso infeccioso (forma, tamafio y disposici&n). ‘
| - Nos muestra sus caracteristicas de tincidn.
Limitaciones:
- Se requiere la presencia de grandes cantidades de microorganismos para la
obteﬂciSn de resultados positivos.
Se calcula que aproximadamente por cada bacteria que sevohsérva al microscopio
con el objetivo de inmersién exisﬁen 106 bacterias por ml 0 gramo qe ﬁﬁésttaf
~ En la mayorfa de los casos no propeorciona respuesta de la accidn de téxi-
nas, anticuerpqs, etc., relacionados con el proceso in vitro. Bespuesta mis es-
pecifica se bqede obgener con el uso de anticuerpos marcados (fluoresceina, ferri

tina, enzimas, etc.) o utilizando microscopfa de campo oscuro.

1. CLASIFICACION MORFOtOGICA DE LAS BACTERIAS

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando qulaciongs mixtas;
sin embargo, el desarrollo de la Microbiologfa se ha conseguido mediante el estu
dio de especies aisladas, desarrolladas en medios desprovistos de orgaﬁismos con

taminantes.

MorfolSgicamente, las bacterias se clasifican dentro de los siguientes grupes:

cocos, los cuales, cuando estdn totalmente desarrollados libres, son perfgctamqg
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te esféricos; cuando dos o mSs estdn en opocisidn pueden ser ligeramente aplana
dos a lo largo de la superficie de contacto, tomando aspecto oval; bacilos, son
bastones rectos cuya longitud es de dos a diez veces su anchura, con los extre-

mos algo redondeados, como en la Salmonella typhi, o cortados en escuadra, como

el Bacillus anthracis; los Vibrios, son pequefios organismos que adoptan una for

ma de coma (con una sola curva); los espirilos; son de formas més largas y sinuo

. . 5,52
sas, de cuatro a veinte curvas, con apariencia de un sacacorchos animado ~’

(Ver Fig. 2.1 . y Cuadro 2.1).

BACILOS
coCOS VIBRIOS ' :
’ “no forman formadores SPIROQUETAS
esporas de esporas _ ) )

Staphy;ococcus E. coli Clostridium _+ Treponema
Streptococcus v Brucella B. anthracis Leptospira
Gonococo ' . Shigella ' Borrelia
Meningococo Salmonella _ B Vibrio

Cuadro 2.1 Ejemblos de tipos morfoldgicos de algunas baterias.
Fig. 2.1 Morfologia bacteriana.

1. Cocos aislados

2. Cocos a pares (Diplococos)

3. Cocos en cadena (Streptococcus)
4. Cocos en racimo (Staphylococus)
"S5, Cocos en tétrada {Sarcinas)

6. Cocobacilos . .

7. Bacilos en forma de clava o maza
8. Bacilos con extremos redondeados
9. Bacilos con extremog cortados en escuadta
10. Bacilos fusiformes

11. vibriones

12. Spirilla

13. Borrelia

14. Treponema
15. Leptospira

 Fuente: Zinsser, 1960. e L . . 55



Fig. 2.1 Morfologfa bacteriana.
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2. OBSERVACION DE MICROORGANISMOS VIVOS SiIN TERIR

Los microorganismos se encuentran en su estado mds caracteristico y natural en los
cultivos jdvenes y en preparaciones frescas no teifiidas, observindose mejor por mi
croscopia de contraste de fase y campo oscuro. Tal examen podrd demost?ar no sé-
lo la forma o formas de los microorganismos, sino que, ademds si tiene, o no movi
mientos pr0piosle. .

La mayorfa de los microorganismos aparecen incoloros cuando se les observa in vi-
vo aunque existen algunos, que presentan pigmentos como en el caso de las algas
fotosintétidas‘que poseen clorofila. Utilizando el objetivo de inmersidn del mi-
‘croscopio es posible descubrir detalles estructurales internos en laé'células mis
grandes, pero es'préctiéamente‘imposible en brganismos tan pgqueﬁos como las bac-
teriﬁs, esto se debe parqia;mente, a que el poder de resolucisn del ﬁicroscopio

de campo claro no alcahza a poner de mapifiesto estructuras m&s:pequeﬁas de 0.2
micrémetros, y también a que el citoplasma éiene un fndice de iefragcién de la luz
muy bajo, por lo que-la‘ésservacién de microorganismos resulta difiéil cuando no
se tifien=0' 40, '

La observacifn de microorgapismos vivos se puede realizar satiéfﬁctoriamente, uti-
lizando preparaciones hﬁmgdas (comq la gota suspendida o utiiizando ﬁcrtaobjetds
excavados) las cuales, son ficiles de montar y requieren de uh‘minimb de‘ma‘terialf
Lé técnica puede realizarxse de la siquiente manera: a) se'deépsita una delgada ca
pa de vaselina alrededor del borde de la depresidn en.el porﬁaobjetos excavadof

b) en el,ceﬁgrd del cubreobjétos se coloca, un asa, una éotita'de lé,suspenéiéﬁ

de la b&cteria;‘c)“se toma el portaobjetos céncavo invertido y se‘presiona firme~ .
mente conﬁra el'cubreobjétos y d) con gran rapidez se‘vuelvg a voltear toda la pre

paracién y se observalo' 5.
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3. TECNICAS DE TINCION

Ics colorantes se combinan qufmicamente con el protoplasma bacteriano; si la cé-

lula no ha muerto, el proceso mismo de la tincién la mata.

Los colorantes mds comunmente usados son sales. Una sal, es un compuesto forma-
do por un ion cargado positivamente y un ion cargado negativamente, las células
bacterianas son ricas en 4cidos nucleicos, los cuales portan cargas negativas en
forma de grupo fosfato, &stos se combinan con los colorantes bisicos cargados po
si@ivamehte, lo cual les hace ser los mis utilizados en citologfa bacteriana;
los colorantes dcidos no tifien la célula bacteriana y, por lo tanto, pueden ser
"usados para impartir al fondo un color de contraste, por ejemp1054' 34:
En colorante simple Azul de metileno es la sal clorurc de Azul de metiieno; que
se disocia de’ la siguiente manera:
C A M ~—--- Cloruro~ + Azul de metileno”

El color que se adquiere, reside en el ion Azul de metileno cargado posifivamente.

Las células bacéerianas tienen una débil carga negativa cuando el PH del medio
externo estd cerca de la neutralidad, que es lo que generalmente ocurre, la célu~
la lbacteriana cargada negativamente se combina con el ion Azul de metileno, car-
gado positivamente, con lo cual se tifie la bacteria, las difereﬁgias en la carga

dan lugar a una afinidad entre el colorante y la célula bacteriana.

Para los estudios bacterioldgicos existen varios métodos de tincidn, las ventaijas
qﬁe ofrece el uso de las tinciones en la identificacidn bacteriana son: a) propor
cionar contraste entre el microorganismo y el medio que le rodea, permitiendo lle

var a cabo la diferenciacidn entre los distintos tipos morfoldgicos (Ver Fig. 2.1);
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b) permite el estudio de estructuras internas de la cé&lula bacteriana, tales co-

mo paredes celulares, vacuclas o cuerpos nucleares; c) pexrmiten al bacteriSlogo,

emplear mayores amplificaciones,

La amplia gama de colorantes de que dispone actualmente el bacterilogo, se em-

plean en métodos que son modificaciones de las técnicas de tincién bisicas (Ver

cuadro 2.2).

CUADRO

2.2

CLASIFICACION DE LAS TINCIONES

a)
b)

c)

a)
b)

a)
b)
c)
a)

e)

I. TINCION SIMPLE

Colorantes basicos

Colorantes &cidos

Colorantes indiferentes

Tincidn

Tincidn

Tincién
Tincidn
Tincién
Tincibn

Tincidn

2. TINCIONES DIFERENCIALES

de Gram

de acido-resistentes

3. TINCIONES ESTRUCTURALES

de
de
de
de
de

Fuelgen
endosporas
pared celular
flagelos

capsulas

Fuente:

Van Demark y Seeley, 1973.
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3.1 PREPARACION DE UN FROTIS FIJO PARA TINCION

Antes de tefiir, se debe "fijar" el material que se va a observar. Los portacbje
tos que se empleen para realizar las extencicnes deben estar limpiocs y bien mar-
cados para su identificacién y para la delineaci'én del &rea en que hay que colo-
car la muestra, el portacbjetos puede dividirse en varias secciones con un lipiz
marcador y colocarse varias extenciones en una misma placa, a condicién de que

todas se vayan a tefiir de la misma maneralg.

PROCEDIMIENTO:

- La técnica para realizar el frotis bacteriano es variable si el cultivo
se encuentra en medio .561'ido o en liquido. Con un asa de inoculacién se
coloca una gota pequeiia de} cultivo que se va a tefiix si esta, proviene
de un medio 1fquido; cuando se toma a partir de un cultivo sdlida se colo
éa‘ una gdta & agua destilada en el portaobjetos y se mezcla bien con un
poco del crecimiento del cultivo . -

- Extender la gota sobre el portaobjetos formando una capa fina, debe evitar
se preparar un frotis demasiado grueso.

- Seque los portacbjetos al aire o manteniéndolos sobre la llamadel Bunsen.

-~ Cuando se haya secado el frotis, pase el portaobjetos tres veces por la
llama del mechero con la capa hacia arriba, teniendo cuidado 'ée no aplicar

el calor en forma excesiva ya que estropearia la morfologia normal y la es

tructura de los microorganismos que se van a t:eﬁi:c46 {(Ver Fig. 2.2).

Auxique la fijacidn hecha de esta manera es buena para el trabajo corriente, no es
la mejor, ya que la aplicacién del calor no se puede precisar con exactitud. Se
pueden emplear otros métodos, como la inmersifén de las laminillas en alcohol eti-

lico, formol, solucién acuosa saturada de bicloruro de mercurio, lfquido de Zenker
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MEDIO SOLIDO MEDIO LIQUIDO

Fig. 2.2 Preparacifn de un frotis fijo para tincidn
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y acido acético, si se utilizan fijadores qufmicos deben eliminarse con agua antes
52

de tefnir .
NOTA: Es importante recordar que la fijacidn por calor puede no matar las bacte-
rias, por lo que todas las laminillas deben de ser tratadas con el respeto y pre-

caucién inherentes a todo objeto presuntivamente patGgeno”.
3.2 TINCIONES SIMPLES

Los colorantes utilizados para tincidn de las bacterias son en su mayoria coloran
tes bisicos de anilina, tales como Azul de metileno, Vicleta de genciana y Fuési—
na, para tincién simple suelen émplearse en solucidn acuosa al 5%, preparada ge;ag
ralmente a partir de soluciones alcohélicas saturadas filtradas; la tincidn se lo
gra cubriendo la pelfcula bacteriana fijada con solucidn colorante y dejéndola ac
tua? de 1/2 a 1 1/2 minutos, segﬁn la fuérza del colorante empleado, el Azul de

metileno es el mis débil de los tres colorantes mencionados; el Violeta de gencia

na, el mis fuerte >’ 51, ls.j

El exceso de colorante se quita lavando con agua, dejanbdo secar a medio ambiente.

Las preparaciones tefildas se examinan directamente; no es necesario el uso de cu~

breobjetos.
3.3 TINCIONES DIFERENCIALES
a. TINCION DE GRAM

En 1884 un médico danés, Christian Gram, desarrolld un método de. tinci‘;n que lle-
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va su nombre y que es de enorme utilidad en cualquier laboratorio de Bacteriologfa.

La tincidn por el método de Gram es la mis apropiada para conseguir informacidén
de valor y debe hacerse en todos log casos en que esté@ indicada la tincién, se em
plea también como método habitual para el exémen de cultivos, a fin de deﬁeminar
su pureza y con fines de identificacibén. Esta técnica, proporciona informacién
sobre propiedades estructurales de las bacterias que permiten separarlas en dos
grandes grupos: Gram positivas y Gram neqativaslg' 40, 56 ‘

Los. cultivos uti;izados para Qer tefiidos por el método’de Gram deben de ser j&ve-
neg, es decir, deben ﬁaber sido incubados por un corto tiempo (miximo 24 ho;:és) ’
ya que én los cultivos viejos hay liberacidn de enzimas por autoli§is, las enzimas
atacan la pared celular y Mificm sus propiedades estructurales convirtiendo

asi gérmenes Gram positivos en Gram negativoss; -

Se han ideado muchas f&rmulas y procedimientos para la tincidén de Gram, las bases
quimicas de la coloracién de Gram han sido revisadas reciéntemente por Dubos, Bar

tholomew y Mittwer, Preston y Morrel (1962).

a.l MODIFICACION DE HUCKER

En los Estados Unidos el método aplicado es, en ocasiones, referido como la modi-
ficacidn de Hucker (Hucker y Conn, 1923) y en Inglaterra como la modificicién de

Lillie (1928) /¢ 11s 13, 18, 13
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"1,

2.

SOLUCIONES

Cristal violeta con oxalato amdnico

Solucibn A:

Cristal violeta (garantizado) 2 g.

Alcohol etflico (al 95%) 20 ml.
_ Solucidn B:

Oxalato amdnico 0.8 g.

Aqua destilada 80 ml.

Mezclar las soluciones A y B, almacenar durante 24 horas y

filtrar a través de papel.

Solucidén de yodo (Mordiente)

Yodo o 1g.
Yoduro potl@sico .249g.
Agua destilada ; 300 ml.

Triturar en un mortero el yodo y el yoduro potdsico y afiadir

solucidn., Almacenar en un recipiente opaco.
Coloracién de contraste

Safranina 0 (solucién al 2. 5% en alcohol etflico

al 95%) 10 ml.
Agua destilada o 100 ml.
PROCEDIMIENTO

Preparar un frotis fijo para tincién de un cultivo de 18
24 horas.

~algunos mililitros de agua poco a poco hasta consegu:.r su di.
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= Aplicar la solucidn de oxalato de

amonio - cristal violeta duiante

30 segundos.

-

£ D

- - Lavar perfectamente con agua de la

llave.

- BAplicar la solucidn de lugol durante

30 segundos.

- Escurrir la solucidn de lugol, pero

no lavar.




- Decolorar con algunas gotas de acetona.

(La acetona no deberi permanecer en el

frotis por mis de 2 a 4 seqg.).

- Lavar ripidamente con agua.

-~ Contrastar con safranina al 0.5% duran

te 30 seg.

~ Lavay y mantener por un extremo para

escurrir, o secar cerca del mechero.
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Cuadro 2.3 Etapas en la tincidn de Gram

PASO METODOS RESULTADOS
GRAM (+) GRAM {~)
Tincién inicial Cristal violeta durante
: 30 sequndos Violeta Violeta
Mordiente Aplicar lugol durante
30 segundos Violeta Violeta
Dacoloracién Solucidn de alcohol y acetona
(gotas), 3 a 5 segundos Violeta Se decolora
Contraste Safranina durante 30 segundos Violeta Se tifien de

rojo

FUENTE: Van Demark y Seeley, 1973.

Escasos microorganismos Gram negativos no se tifien bien con la safranina, ejemplos

" son: Haemophilus influenza¢ y Yerginia pestis. Los frotis de estos microorganis-

mos deberin ser contrastados utilizando Fucsina fenicada débil durante 30 segundos.

Toda la laminilla deber& estar cubierta con cada reactivo y el reactivo anterior
deberd ser completamente eliminado en cada etapa, cantidad insuficiente del reac~

tivo resultard ern una tincién o decoloracidn deficiente.

3. RESULTADO

Los microorganismos Gram positivos se tifien en azul o pﬁrpura,
y los orxrganismos Gram negativos, en rojo.

a.2 MODIFICACION DE REgp>’ >* 4¢ 29+ 48

Los objetivos principales de esta modificacidn. son: 1) obtener un colorante pri-

mario mis estable que el original, ya que éste se deteriora répidamente, 2) redu-.
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cir el tiempo requerido para completar la técnica

40, 46

SOLUCIONES
Solucidn primaria:
Cristal violeta 2.5 g.
Agqua destilada - © 1000 ml,
Solucidn "sensibilizante":
Bicarbonato de sodio i2.5¢g
Agua destilada 1000 ml.
Mordiente:
Yodo 20 g.
Hidrbxido de sodio (sol. molar) . 100 ml.

Disolver el yodo 2n el hidrdxido de seodio y agrégar:

Agua destilada 100 ml.
Decolorante: ‘ )
: ‘Alcohol etilico (95%) " 750 ml.

acetona 250 ml.

Solucidn de contrastes
Fucsina bésica (sol. saturada
én alcohol al 95%) 100 mi.

Agua destilada 900 ml.

 PROCEDIMIENTO

Cxibrir.vel frotis fijo con la solucidn de cristal violeta (una
o dos gotas son suficientes para cubrir el 4rea del frotis).

Agregar una cantidad igual de la solucibn de bicarbonato de
sadio, dejar actuar esta mezcla por 15 segundos. Lavar con
agua corri.ente de la llave,

Aplicar el mordiente, y dejar actuar durante 15 segundos, La
var con agua corriente.

Tratar el frotis con el decolorante por aspacio de 3 a 5 se~
gundag y lavar nuevamente -con agua corriente.

o\greqar el colorante de contraste y deﬁatlo actual por 15 se
gundos 'y lavar con agua corriente.

Secar al frotis al aire o cerca del mechero,
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3. RESULTADO:

Las bacterias Gram positivas se tifien de color violeta, en el ca
so de sex Gram negativas de color rosa o rojo.

En este m8todo es critico el tiempo de cambio de color, por lo gue cada laminilla
debe tratarse por gseparado y en forma individual. Preston y Morrell (1962) han
sugeride el uso de una mezcla de yodo -~ acetona, por lo que el cambio de color no

es posible en exceso.

El empleo de Fucsina fenicada diluida como contraste, es necesario en circunstan-
civas especiales como para la demostracidn de bacilos Gram negativos anaerobios que
tifien mal (Bacteroides) provenientes de mate:;al purulento ya desnaturalizado qn
el cu#l las hebras de fibrina pudiera ‘enmascarar la reacci6n33. |

a.3 PRUEBA DE KOH AL 3%19! 69.

Otros métodos utilizados recientemente para la.identificacidn y diferenciacidn de
' 40

las bacterias Gram positivas y negativas incluyen, la’ prueba de KOH .
Es una prueba muy #itil para confirmar, en caso de duda, si la bacteria es Gram po ot
sitiva o negativa, se ha reportado que existe una correlacifn de un 92% con las

" bacterias sometidas a la reaccidn de éramu.

1. SOLUCIONES

-~ Reactivo:
Hidr6xido de potasio al 3%

2.  PROCEDIMIENTO
- Colocar en un portacbjetos, una gota del reactivo
- .Con el asa de inoculacidn, mezclar con movimientos giratorios

una muestra de la colonia problema, aproximadamente por un mi
nuto. E C ' '
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3. RESULTADOS: ?

- Gram negativas: al sepa~ Ve - | —
rar el asa de la mezcla - =" NS
T e T -
queda entre ellas una he- i = T

bra viscosa dentro de losg - : )
5 a 60 segundos. R

- Gram positivas: no existe. /:‘quﬁf e e
dicha viscosidad. ) - - -

b. TINCION DE ACIDO - RESISTENTES

La tiﬂcién‘de’&cido resistentes es una técnica diferencial que demuestxa la reg;gl
" “tencia devunavcélula tefiida a ser decolorada por los 4cidos. En alqunas micobac-
terias y actinomicetos, la propiedad de_ﬁcido'resistencia estd relacionada con su
alto contenido en 1lipides, por lo tanto{ilg tincidén de estas bacteriaé se debe
realiza; con colorantes qﬁe presentén mucha afinidad para tales éélulas‘y utilizan
do una fuente de vapor54. | |

“~

Al grupo de bacterias que presentan egtas caracteristicas se les denomina &cido-
alcohql resistenteé. El grupo egt& compﬁesté por bacterias del género chobacterium
incluyendo al bacilo tuberculoso, al ée la lepra y al de la enfermedad dé Johne o
paratubérculosis del ganado; también por las especies sapr&fitas como el Mycobac-
tefium plhei, presenté en el suelo y poivo; y por aiguﬁos actinbmicetos, los. cua-
les son bacterias que guaréan similitud morfoldgica con iasvhongos, el géhero‘gg:_

cardia es un ejemplo de actinomicetos4o
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En este mBtodo se tifie con fucsina fenicada, se decolora con una solucién de &ci-
do - alcochol y se da contragte a las células bacterianas, las bacterias &cido re-
sistentes se decoloran mis lentamente por el dcido-alcochol que otros organismos,

y retienen el color de la tincidn inicial después de contrast:arls.

Se han definido varios métodos de tincién en frio (Aubert, 1950; Hook, 1962) pero
tienen poca o ninguna ventaja sobre el método convencional de Ziehl -~ Neelsen cuan

do se aplican a cultivos purosm.

b.1 METODO DE ZIEHL - NEELSEN (18g3)%’ 187 34 46

1. SOLUCIONES

~ Colorante primario - Fucsina fenicada:

Fucsina bisica o 3g.
Alcohol etflico al 95% : 100 ml.
Fenol al 5% ’ 900 ml.

-~ Decolorante - Alcohol &cido: )
8cido clohidrico 3 ml.
Alcohol al 95% 97 ml.

~ Colorante de contraste:
Solucidn A:

Azul de metileno (90% contenido de colorante) 03 g.
Alcohol etflico al 95% 30 ml.

Solucién B:

Hidrdxido de potasio 0.01 g.
Agua destilada 100 ml.

Mezclar las soluciones?fy B. Algunos autores prefieren la

solucién acuosa de verde de malaquita al 0.5% o solucidn de
Acido picrico como colorante de contraste®.
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2. PROCEDIMIENTO

- pPreparar un frotis fijo para tincién. Cubrir la laminilla
con solucidn fuerte de fucsina fenicada y calentar hasta que
se desprenda vapor (pero no hervir).

- Después de 3 o 4 minutos aplicar mis ca-
lor; no dejar secar el colorante en la
laminilla (utilizar un trozo de papel ab-

sorbente sobre el frotis).

- Aproximadamente 5 a- 7 minutos despuds de

la primera aplicacidn de calor, lavar per
fectamente la laminilla con agua corrien-

te.

-Decolorar con alcohol Scido hasta que to

das las trazas de coloi rojo desapares-

" can del frotis. Deberfn realizarse lava

dos intermitentes con-agua y alcohol &ci

CO.




- ravar perfectamente con agua de la llave

cuando la decoloracin se haya completa-

do.

- Contrastar con azul de metileno o verde

de malaquita al 0.5% durante 1 minuto.

- Lavaxr y dejar escurrir sosteniendo por

un extremo la laminilla; no utilizax pa

pel secante.

3. RESULTADO:

Los microorganismos fAcido resitentes se tifien en rojo, otros mi
. croorganismos se tifien de azul o verde seglin el colorante de
contraste utilizado, : '
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b.2 METODO DE KINYOUM (1915)

Es un método empleado para la identificacién de micobacteriasque no requiere la

aplicacidn de calor

11, 32

SOLUCIONES:

- Fucsina fenicada

Fucseina bisica 4.0 g.
Fenol en cristales 8.0 g.
Alcohol (95%) 20.0 g.
Agua destilada 100.0. ml.
- Decolorantes
Ac. sulfirico sol. acuosa al.l%
~ = Azul de metileno
Azul de metileno 0.3 g.
Agua destilada 100.0 ml.

PROCEDIMIENTO

= Cubrir el frotis con fucsina fenicada por 3 minutos.

-  Lavar con agua corriente, y decolorar con &cido sulfilxico

hasta que desaparesca el exceso de colorante.

- Lavar con agua corriente y contrastar con azul de metileno

por 30 segundos.

- Lavar con agua corriente, secar y observar al microscopio.

RESULATADO:

Las bacterias Scido resistentes se tifien de rojo, las demis bac

terias se tifien de azul.

3.4 TINCION DE ESTRUCTURAS

' Para los estudios bacteriolfgicos hay varios métodos de tincién ademﬁs‘ de la téc
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nica de Gram o alguna de sus modificaciones. Para determinaciones especiales
pueden ser Gtiles, el método para tefiir esporas, cépsula y flagelos. Es importan
te recordar, que los organismos con caracterfsticas de tincién conocidas, debersin

incluirse como controles de tincidn en todos los caaoslg.

a. TINCION DE ESPORAS

La formacidn de esporas es un fendmeno poco comiin, ya que solamente dos géneros

bacterianos de interé@s veterinario son capaces de formarlas: Clostridium b4 'Baci'—

llus, y de las @iltimas en particular, sdlo B. anthracis es indudablemente patdge
no; la importancia de las bacterias formadoras de eaporaé, por ejemplo, Cl.:teta-
ni, se deriva de su asociacién en la contaminacidn de heridas; enfre oti:os Clos-
tridios patSgenos se encuentran los‘causantes de’_l botulismo, la “"pierna neg;a" y

de la gangrena gasecvsa40

Las esporas se observan de la manera mis sméle. como cuerpos refringentés intra-
celulares, o bien, liberadas de la sustancia vegetativa de la qélulé, a diferen-
cia de la célula vegetativa éue la produce, la espora es muy resistente y pﬁede
sobrevivir largos perfodos de tiempo, incluso en medios desfavorabies por alt:as_
temperaturas, substancias quimicas o materia org&nica en des;omposiciénss. |
La espora se tiiie f&c;i.lmente , pero una vez tefida i:esiste fuertvemente la decqlo-
racifn y ‘el contrgste, la tincién de esporas, se realiza utiliiando los siguien-

tes métodos:
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a.l Método de Schaefer y Fulton (1953)19' 33, 55.

1. SOLUCIONES

- Verde de malaquita (al 5%) en agua destilada (si se estd re-
cién preparada, dejarla reposar 30 minutos y filtrar).

- safranina {al 0.5%) en agua destilada

. 2. PROCEDIMIENTO:

: i AV
) : 7/ Wi
-~ Cubrir la extensidn (fijada con calor) U I’ir )( 7. K¢
con verde de malagquita y calentar hag . ¥ 3
. g RN Il'l_”‘ﬂ.i;\.ﬂ
ta la formacién de vapor durante 1 mi b sl Pl

“nuto.

. D
iy, et
i .

- Lavar perfectamente con agua corrien

te.

- .Contrastar, aplicando safranina en

solucién acuosa durante 15‘,a 30 ge-

gundos.

s
it ”’/'{;-— .
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- Lavar, escurrir y secar cerca del

machero.

3. RESULTADOS:

Las esporas se tifien de verde; el cuerpo de la bacteria se tifie
de color rojo. -

La espora puede estar localizada en el centro del cuerpo celu-

“lar, en cuyo caso se denomina central; puede estar entre el cen
tro y un extremo de la célula, en el caso de ser subterminal, o
bien, puede sey 4termina1 si aparece en alguno de sus extremos
{(Ver Fig. 2.3)7".

Pig. 2.3 Tipos de esporas bac-
terianasg: terminal,
subterminal, central,
esférica y ovall5,

7



El mBtodo para la demostracidn de esporas, puede emplearse como tincién en frio,
dejando actuar al verde de malaguita durante 10 lhinutos.

a.2 METODO DE COLORACION PARA ESPORAS EN FRIgMls 51

(Bartholomew y Mittwer, 1950).

l. SOLUCIONES:
~ Verde de malaquita (al 7%) en agua dest@lada.
- safranina en solucidén acuosa al 0.25%. v

2. PROCEDIMIENTO:
~ Preparar un frotis fijo para tincién.

= Teilir durante 10 khinutos con verde de malaquita sin aplicar
calor. ’ )

- Lavar durante 10 segundos utilizando'agua corriente.

~ Contrastar con safranina durante 15 qegundos.‘

- lavar y secar. i

3. RESULTADO:
Las egporas se tifien de verde; el resto de la éé_lula de rojo.

b. TINCION DE CAPSULAS

La c@psula bacteriana consiste en limo excretado, habitualniénte un polisacdrido,

aunque en un caso (Bacillus anthracis) ,cdnsiste en un polipéptido de; &cido D~
‘glutsniico, las células encapsuladas forman, en los medios de cultivo, colonias
lisas y mucoides, mientras que las células no dépsuladaé producen colonias rugo-~
sas. La {fnica funcidn conocida de ia é&psula‘ es la de proteger a la bacteria dé

la fagocitosis y‘d'e los virus que deben fijarse a la pared celular“.

78



El grosor de la clpsula varfa de especie a espacie, y alin déntro de la misma ce-
pa dependiendo de la fase de la curva de crecimiento en que se encuentre el cul-
tivo. La sustancia capsular es antigenftica, reacciona con anticuerpos especf{fi
cos para producir una reaccibn de microprecipitacién que, al alterar su'indice
de refraccifn la hace mis facilmente observable, este fenSmeno es conocido como
reaccidén de "Quellung" y va acompaiiado en algunos casos, por un aumento en el vo

lumen de la c&psula40

" La tincidn para cipsula puede ser diagndstica, como en el caso de infecciones

por Cryptococcus neoformans en extensiones de 1fquido cefalorraqufdeo.

Generalmente la cfipsula se pone de manifiesto mediante una’ tincibn negativa o una
modificacién de ella, ya que por las técnicas usuales ; no pueden observarse al no
ﬁtener los colorantes utilizados“. La tinta china o la tinta pelicano son dti-
les para realizar la téc_nica (el fondo estd integrado por particulas, no es homo-
géneo y por esta razén muchos laboratoristas prefieren usas éolucién de nigmsina )

al 10%) 33, 56.
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b.1 TINGION DE CAPSULA CON NIGROSINA33s 54,

{Preparacién seca) (1951).

2. PROCEDIMIENTO:

'~ Preparar una extensiSn delgada con

la muestra y fijarla mediante calor.

'~ Tefiix con safranina al 0.5% por es-

pacio de 30 segundos.

~ lavar con agua coxriente y escurrir

secar cerca del mechero.
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Fig. 2.4 Frotis con nigrosina para cipsula.

- Se esparce la nigrosina sobre la 1amin:l,11a, utilizando la técnica para frotis
sangufneo (ver E':I.g. 2.4).

= Dajar secar la extensidn a msdio ambiente, y observar.

3. RPSUL‘I‘ADOS :

- Las. . cépsulas se observan incoloras sobre un fondo obscuro,
"6l cuerpo bacteriano se tifia de color rojo (Ver Fig. 2.5)

Frotis grueso ) LT L ' Frotis delgado

Pig. 2.5 Demostracibn de c&paulas utilizando el método de la
nigrouina. - oL



b.2 METODO DE MUIR PARA CAPSULA19

1. SOLUCIONES:
- -Acido ténico 2 volimenes
- Solucidn saturada de cloruro de mercurio 2 volimenes

- = Solucién acuosa saturada de sulfato alu-
minicopotasico 2 volimenes

2. PROCEDIMIENTO:

- Preparar una extensién delgada y undiforme del cultivo, fijar
la mediante calor y cubrir la pelfcula con papel filtro. ’

- Tefiir con fucsina fenicada durante 60 segundos y calentar
" hasta la formaciSn de vapor.

- Lavar con alcohol, luego con agua corriente.
- aplfquese moxdiente durante 30 segundos.
- Lavar con agua corriente.

Contrastax con Azul de metileno durante 30 segundos.
3. RESULTADOS:

Las células se tifien de rojo yklas capsulas ge azﬁl.
C. TINCION DE»FLAGELOS

Los flaéelos son estructuras demasiado finas (12 a 30 nm de di&metro) para ser
visibles en el microscopio Sptico, sin embargo, si se tratan con suspensiones co
loidales inestables de sales de 8cido t&nico, puede ponerse de manifiesto su pre
sencia y disposicidn en las células por medio de la formacién de un precipitado
grueso que se deposita sobre la pared celular y de los flagelos; en esta forma
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el didmetro aparente de estas estructuras aumenta de tal modo, que una tincién
‘ 4

subsecuente con fucsina b&sica las hace visibles en el microscopio3 .
En las bacterias peritricas los flagelos se agrupan en forma de haces durante el
movimiento, y @stos pueden ser suficientemente gruesos como para ser observados,
estudiande las células vivas mediante microscopfa de campo oscuro o de contraste
de fase, la tincién de flagelos puede realizaxse, utilizando el método de Leif-

son (1960) 11, 34 .

c.l METODO DE LEIFSON PARA LA COLORACION DE FLAGELOS
1. SOLUCIONES:

- (504)2 ALK 12 H20

Solucidn saturada acuosa o . 2Q‘m_i.

- Acido téinico (sol. acuosa al 20%) ' 10 mil.
- Agua destilada S 40 ml. -
- Alcchol etflico al 95% ' 15 ml.

~ Fucsina bisica (sol. saturada en alcohol al 95%) 3 ml.
' La tincién de flagelos no debe de tomarse a la ligera, pexo resulatados razona-

blerhente satisfactorios pueden obtenerse cuando se tiene cuidado en la prepara-

Gién del cultivo, del frotis y da los reactivos e, -
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2. PROCEDIMIENTO:

- . Preparar las laminillas limpifnidolas en una. solucidn de di-
cromato o &cido nitrico caliente perfectamente, lavar en
agua, enjuagar en alcohol y secar.

Preparar un frotis colocando una asada de bacterias, cultiva
das en medio liquido, cerca de un extremo de la laminilla se
ca, la cual inmediatamente se inclina a una posicidn verti-

cal, de tal manera que la gota se deslice dejando una pelicu
la delgada con los bordes paralelos, la extensidn puede rea-

lizarse utilizando el asa de inoculacidn como se muestra en
Fig. 2.6*0- 18/

Fig. 2.6 Preparacién de frotis delgado para tincifn de flagelos.

:)



Pig. 2.7 Demostracidn de flagelos utili-
zando el método de Leifson.
(Jawetz y Melnick, 1983).

= . Una vez que la laminilla se ha secado, a temperatura ambien-
- te, se inunda con la golucidn dejando reposar durante 10 mi-
nutos.

= lavar pezfectémente con agué corriente.

- Secar y examinar.
3. RESULTADOS

los flagelos se tifien bien, de color rojo, en aguellas bacterias
que no presentan flagelos extremadamente delicados (Ver Fig.
2.7). Losg flagelos pueden presentar diferente disposicidn, de-
pendiendo el género bacteriano (Ver Fig. 2.8).

— -
Fig. 2.8 situacién de los flagelos: 1. MonStricos, 2. peri-
' tricos, 3. multftricos y 4. lofotricos . {Carpenter, 1979).
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TINCION DE ESPIROQUETAS
(METODO DE FONTANA, 1912)

11, 19

SOLUCION:

« NITRATO DE PLATA AMONIACAL:

» Disolver 5 g. de ¥O_Ag en 100 ml. de agua destilada, retirar

unos mililitros y anadir al resto una solucidn concentrada de
amoniaco, gota a gota, hasta que el precipitado que se forma
se disuelva; afiadir luego gota a gota suficiente cantidad de
nitrato de plata hasta que el reactivo permanezca ligeramen-
te turbio afin déspués de agitar, la solucidn se conserva en
buenas condiciones durante meses.

PROCEDIMIENTO:

Preparar la extensidn y fijarla por calor.

Verter encima una solucién de &cido tdnico al 5% en fenol al 1%
y permitir que se evapore durante 30 segundos

" Lavar durante 30 segundos con agua corriente.

""Cubrir con una gota del nitrato de plata amoniacal antes ci-

tado, calentar cuidadosamente encima de una llama y dejar re
posar durante 20 a 30 segundos después de comenzar la evapo-
racién.

Lavar perfectamente con agua.

Escurrir o secar con papel secante y examinar.

RESULTADOS:

Las espxroquetas se tifien de marrén o de negro en un campo ma-
rrdn oscuro. ,

A menos que se haga una preparacidn permanente, la extensidn se
desintegra después de una semana.
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3.5 TECNICAS AUTOMATIZADAS DE TINCION

Cremer publicd en 1968 una valoracién de las ventajas practicas del uso de una
miquina para la tincién estandarizada de laminilias tefiidas por el método de Gram
demostrd que en la practica la transferencia de bacterias de laminilla a lamini-
lla en el interior de los frascos de tincién no ocurrfa. El obstdculo principal
para su empleo es la renuencia de valorar los méritos de una miquina para algo

tan simple como la tincién de Gram.

El valor de la miquina consiste en que los lotes de laminillas pueden ser prepa-
radas con mayor rapidez que si se prepararan en forma individual y con un buen

grado de precisién.

La m&quina tambien puede ejecutar perfectamente bien el método de Auramina - fe-
nol para la tinci&n de microorganismos pertenecientes al género _lgxcobacterium,

empleando'un microscopio fluorescente para examinar las 1aminilla833.

B. AISLAMIENTO

‘La e‘ta;p; de aialamiento' c.onsiate én el transporte y cambio de_ los miqropr{;anismoé
del medio natural donde se encuentran a un medio artificial (medios de cultivo y
animales se experimentacisn) para ;au propagacién en cultivo pu.t032
Ven'tajaax'
. = Prerrxequisito indispensable para la identificacidn de los agentes micro-
bxanos, salvo alg\maa excepci.ones. ) - ,
- Requerido para una detenninaci&n correcta de la sensibilidad a los agen-

tes antibi&ticos y sulfas.
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Desventajas:

- Requiere de tiempo, equipo, conocimientos y experiencia.

- Puede ser peligroso para el personal de laboratorio.

- En algunas ocasiones se puede llegar al diagndstico con t&cnicas menos la .

boriosas como: examen clfnico, patolSgico, demostracién, etc.

Métodos:

- Cbtener una muestra del material biolégico en condiciones est@riles y sem
brar en estria, con objeto de aislar los wmicroorganismos en cultivo puro (ver
técnicas de sembrado para obtenciGn de cultivos puros).

.= &i se sospe'cha de contaminacién de la muestra, se recomiendan los siguien
tes procedimientos para reducir al mSximo la posible contaminaciSn: eeteriliza;
‘cibn de 1a superficie de los _6rganos con una-esp&tula caliente,. centrifygaci&n

diferencial, filtracisn o bien, siembra en medios selectivos.
1. MEDIOS DE CULTIVO

Pricticamente todos los miétoorganismos, pexo en particular Vlas'bacterias y los
hongos, pueden cultivarse scbre substratos nutritivos para el estudio de sus pro

piedades o para la utilizacién de ciertas propiedades en condiciones controladas.

Ya que. ioa diversos microorganismos exigen requisitos diversos al medio de culti-
vO, se necesitan en el laboratorio microbiolfgico una serie completa de medios de
cultivo ‘es'peciales“. ' ‘

e

La proliferacifin de bacterias es el resultado de una interaccidn compleja de di-~
ferentes sustancias alimenticias y principios activos, en la cual intervienen fac

tores fisicos como la temperatura, el pH, el factor redox, etc.



Para su crecimiento todos los microorganismos requieren agua, ademds deben estar
presentes en forma utilizable el carbono, oxigeno, nitrdgeno, hidrdgeno, calcio,
f3sforo y el hierro, muchos microorganismos dependen ademis de oligoelementos co

mo el manganeso, molibdeno, zinc, cobre, etc.

Los microorganismos exigentes tienen necesidad ademd3s de factores de crecimiento
como los aminodcidos, vitaminas, purinas u otras sustancias que no pueden sinte-

tizar ellos mismos43.

* E1 carbono se necesita en la mayor parte de las veces en forma de compuestos or-
ganicos, que luego sirven’cqmo fuente de energia, el oxfgeno se toma principalmen
te de la atmbsfera,/las necésidadgs de hidrfgeno se cubien con compuestos organi
cos y, en casos particulares, también a partir de compuestos inorg&nicos. El ni
txdgeno proviene de sales en forma de nitratos, nitritos o compuestos aménicos,

o de componenetes mis complejos como aminodcidos, peptonas o protefnas. ILos otirs

elementos se toman principalmente de sales.

Los medios de cultivo sint&ticos estdn compuestos de una serie de substancias
quimicas definidas exactamente, los medios de cultivo complejos contienen diferen
tes extractos, hidrolizados u otros aditivos43. ' A
Para la producciéﬁ de medios de cultivo s6lidos, se aﬁade-un agente dé solidifi-
cacién a las soluciones nutritivas liquidas..bEl agar - agai es un agenteide so-
lidificacién practicamente ideal, funde a temberaturas superiores a 90° C, pero

al enfriar permanece liquido hasta una temperatura de aproximadamente 40° C.

El agar - agar es un extracto seco, gelzficante, obtenido de algunas especies ma
rinas de algas rojas, particularmente de los géneros Gelldlum, Gracilaria, Pterg

claida y Adanthopeltis .
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Fn el medio de cultivo pueden estar presentes colorantes e indicadores, cuyo cam
bio de color serd caracteristico para un determinado intervalo de pH, (Ver cua=-

dro 2.4).

Los colorantes e indicadores son de importancia capital en la preparacidn de la
mayor parte de los medios de cultivo diferenciales, en tales medios los coloran-

tes pueden actual de la siguiente manera:

a) Como agentes bacteriostdticos, - o como agentes inhibidores que impiden o de-
tienen el desarrollo de un determinade grupo de microorganismos comensales que

restringen, o impieden el crecimiento del gérmen o gérmenes Que nos interesa ais

lar., b) Como indicadores de los cambios de acidez o de alcalinidad que experi-

menta el medio de cultivo (substrato). c¢) Como indicadores redox en ciertos me
dios de cultivo especiales, el azul de metileno y la resarzurina son los indica-
dores redox mis utilizados por su color indican la presencia o ausencia de oxige

no en algunos de los medios utilizados en bacteriologia anaerobiaa.’ 18, 43.
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CUADRO 2.4

Indicadores del pH y sus caracterfisticas

INDICADORES - Acido Canblo ae cololl;lcalino
usual %

Rojo de metilo 0.2 4.2 - rojo 6.3 ~ amarillo
Rojo de clorofenol 0.2 4.8 - amarillo 6.4 - plirpura
Andrade - 5.0 - rosa 8.0 ~ amarillo
Piirpura de
bromocreosol 0.2 5.2 - amarillo 6.8 ~ plrpura
Azul de bromotimol 0.2 6.0 - amarillo 7.7 - ézul
Rojo neutrd 0.1 6.8 - rojo 8.0 ~ amarillo .
Rojo de fenol 0.2 6.8 - amaxillo 8.4 - rojo
Rojo de cresol 0.2 7.2 - amarillo 8.8 - rojo
Azul de timol - 0.2 8.0 - amarillo 9.6 - azul
Fenolftaleina 0.1 8.3 incoloro 10.‘0 -Arojo. h
Azul de china - - 4.8 - azul 6.8‘ ~ incoloro
Azul de timol (&cido) 1.2 ~.xojo 2.8 - amarillo
Nara‘nja de metilo . 3.1 - rojo 4.4 - amarillo
Azul de bromofenol 3.1 - amarillo 4.7 - azulv
Rojo de conge 3.0 ézul 5.2 - rojo
Vexde de bromocresol 3.1 - amarillo 4.7 - azul
Resarzurina 3.8 - naranja 6.5 - violeta
';brnasol. - 4.5 rojq . '8.,3 - azul -

(Cowan y Steel, 1979)

(Medios de cultivo Mexck, 1983)

{Branson D., 1972)

(Bauer y Ackerman; 1974{; .
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1.1 CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Como es 18gico suponer no todos los medios de cultivo son utilizados para el ais-
lamiento de todas las cepas bacterianas, en ocasiones no sélo no son aptos para
el aislamiento de microorganismos en general, sino que ademis poseen la capacidad
de inhibir a algqunos y favorecer el desarrollo de otrosm.

Bagsados en el propdsito para el cual son fabricados los medios de cultivo, se

pueden clasificar de la siguiente manera:
a. MEDIOS DE CULTIVO BASICOS

‘. Son medios sin;ples que contj.enen en general los nutrientes es'encialés para promo.
've: e-l desarxollo’vde microoxganismos poco exidentes nutricionalmente, reciben
t_ambién el lnon’\bre de medios genezfales y pueden ser utilizados en anilisis cuanti-
tativés, para muestreos de medio ambiente y supeifi;:i'es Y para consetvarvcepas
con este tipo.de medio. .

Bjemplos: caldo nutritivb, ’agar nutritivo, caldo tidgliéolado, caldd triptosa y‘

agar tripticasa soya entre otros.

b. MEDIOS ENRIQUECIDOS
son medios que han sido suplementados con otros nutrientes que propqréionan "fac-
tores de crecimiento" y cuya finalidad es promover el desarrollo de microorganis- - '

mos mis exigentes.

Ejemplos: agar sangre, agaxr chocolate, agar suero, agar glicerxol y en general to-
dos aquellos medios adicionados con plasma, lfquido ascftico,’ vitaminas 'y aminod- ‘

cidos. o BT | o



¢. MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO
Son muy utilizados, sobre todo en los cultivos entéricos, estos medios estin con-

cebidos para aumentar la propagacidn de ciertos organismos sin favorecer a otros.

Estos medios son muy eficaces en el aislamiento de Salmonella a partir de heces.

Ejemplos: caldo selenito de sodio, caldo selenito y cistina, caldo tetrationate,
caldo-sal-colistina, agar sangre + levadura de cerveza, agar yema de huevo + le-

che, etc. 18

d. MEDIOS SELECTIVOS

Son muy utilizados cuando se trabaja con muestras que provienen ée' &reas del cne;r_:
po que poseen una flora normal abundante (f&ringé; boca, piel, nariz, végina,
etc.). En estos se incorporah substancias inhibidoras de la propagacidn de un
grupo de bactérias, pero permiten en cambio el crecimiento de otros grupos. asi,
para el cultivo entérico, los medios usados dermodo habitual contiene ciertos co
lorantes e ingredientes que inhiban los orgénismos Gfam pogitivos y permiten la
p'ropagacién de los bacilos ent@ricos Gram negativos; si por el conﬁrario, se de-

sean aislar Enterococos o Staphjlococcus en los estudios de intestino, pueden in

corporarse, por ejemplo, Scido sddico al agar sangre, lo cual inhibe los bacilos

Gram negativos -{Ver cuadro 2.5)19' 56.
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CUADRO 2. 5

Compuestos inhibidores usados en medios selectivos

COMPUESTO

DILUCION EN

EL MEDIO

PARA AYUDAR AL
AISLAMXENTO DE

Cristal violeta-
Acetato de talio
Azida sédica
Azida sbdica
Verde Srillante
Verde brillante

Telurito pptésico

Estreptomicina y
Kanamicina

5 = ?lddrou;acil

Hidrat6 de cloral

1: 700.000

1: 8.000
1:  2.000
1: 1.000
1: 40.000

| 1: 80.000
1: 110.000
1:  1.000
100 mg/ml..

0.002%

Brucella

PPLO y Streptococcus

Streptococcus

Exysipelothrix
Campylobacter fetus

“, Salmonella

Listeria, Coxynebaterium

" Todos 1os patSgenos

‘ Anaerobios

Leptospira

FUENTE: Tomado de G. R. Carter, 1969. Jang,

Biberstain, Barajas, 1974.

- Debe recordarse que también se logra un efecto selectivo hacia cierto grupo ‘de

microorganiemos simplemante variando la temperatura, el pH, atmﬁafera o adic;o-

nando algunos antibioticos como en el caso del medio de trxptxcasa soya agaz +

penicilina o bacitracina, atilizado en el alslamiento del genero Brucella.

Otros ejemplos, serfan: el medio de Lowenstein - Jensen, utilizado en el aisla-

. miento de Micobacterias, el medio de Fletcher, Gtil para el aislamiento de Lep-

~tospira y el medio de agar sal y manitol utilizado en el aislamienié'de’staghqu

coccus.,
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e. MEDIOS DIFERENCIALES

Este tipo de medios, debido a los componentes gquimicos e indicadores que cotie-
nen, perimiten identificar con cierta facilidad algunos géneros o especies bacte
rianas por el aspecto caracteristico que toman sus colonias (Ver cuadro 2.6). Mu

chos medios selectivos son también diferenciales4o.

CUADRO 2. 6

Aspecto de las colonias bacterianas en base
a la fermentacion de la lactosa.

MEDIO DE CULTIVO

LACTOSA (+)

LACTOSA (=)

Agar verde brillante
AgarfMac conkey
Salmoella - Shigellla

Agar ENDO

Eosina azul de metileno

Agar de sal y manitol

Agar de Chapman ~ Stone

Verde - amarillenta
Rdsa - morada
Rojas - Rosas

Rojas

Café oscuro
"ﬁalo émarilio“

(S. aureus)

Amarillas

rosa - roja

Incoloras

Incoloras

Gris

Incoloras

"halo rosa"
(S. epidermidis)

Blancas

. FUENTE: Bioxon de México, 1984.
f. MEDIOS PARA EL ESTUDIO DE CARBOHIDRATOS
En los medios de cultivo, los carbohidratos y glucésidos son muy utilizados como -

. fuente de energia pbr ias bacterias, 'y b&rticuiarmehte; para diférenciér‘géneros
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e identificar especies, se utiliza generalmente el agua peptonada como base para
el estudio de los az(icares, las soluciones de carbohidratos empleados para estas
pruebas, deben esterilizarse por filtracidn, ya que al calentarse (y sobre todo
al sobrecalentamiento) los azficares sufren varios fendmenos, como la hidrdlisis
de los azficares complejos, la formacidn de productos de oxidacidn y reaccionar

con algunos otros componentes de los medios de cultivo como amino&cidos.

La descomposicidn por calor de un carbohidrato se manifiesta porque baja el pH,

o visiblemente, por el obscurecimiento (caramelizacién) de la soluciéna.

» Ejemplos:.medio basal OF de Hugh y Leifson, medio para MR - VP, y todos agquellos
en los cuales se pruebe algfin azficar en particular (agua peptonada + glucosa, ma

nitol;lsucrosa, sorbitol, galactosa, etc.).

g. MEDIOS DE TRANSPORTE
Son medios utilizados en el envio de muestras al lahoratorio) algunos. contienen
substancias reductoras o nutrientes que permiten a los microorganismos' conservar

se viables hasta llegar al laboratorio.

Ejemplos: medio de transporte de Stuart, caldo tioglicolado, caldo nutritivo, y

medio de Carry - Blair.

1.2 PREPARACION Y DISTRIBUCION DE 10S MEDIOS DE CULTIVO

Los fundamentos de preparacidn, distribucidn y esterilizacién de los medios de
cultivo son esencialmente iguales, utilizando las formas deshidratadas o bien ana

diendo’ los distintos ingredientes por separado.
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Casi todos los medios de cultivo utilizables se encuentran en el comercio en fox
ma deshidratada, y se presentan en forma de polvo o de granulados; la forma gra-
nulada de los medios deshidratados representa un producto mejor respeto a la for
ma en polvo, la granulacidn asegura una distribucidn mds uniforme de las difexen
tes sustancias, en particular de las sustancias activas presentes en cantidades
pequeiias, otra ventaja reside en la homogenizacidén mas rdpida y por consiguiente
la disolucidn de los granulados en forma completa13' 43.

En la etkqueta de todos los frascos constan las instrucciones para reconstituir
los medios deshidratados y se determinan simplemente la cantidad necesaria de pol
vo y se anade agua destilada, es importante utilizar un frasco o matraz Erlenme-
yer lo suficientemente grande para que se puede remover o ;gitar bien para disol
ver el medio. Si se quiere hacer un litro de medio, por éjemplo, eé conveniente
empleét un frasco de dos litros, si el medio no contiene agar, tal vez se disuel
va sin calenéaf, pero todos los que contienen agar requieren calor para subir 15
temperatura a 100° C. aproximadamenﬁe, este calentamiento no debe hacerse nunca
con una llama directa, porqu; existe el peligro de quemar el.medio © romper el
matraz, coléquése el matraz en bafio Maria y muévase o agitese a in;ervalos fre-
cuentes hasta que el agar se haya fundido; si se ven copos de agar, es. evidente

que &ste no se ha fundido y hay que continuar calentandole' 19.

Estos medios de distribuyen en recipiehtes adecuados mientras estin todavia ca-
. -

lientes, los métodos de distribucifn de los medios disueltos en cajas de Petri,

tubos o frascos, dependen del tipo del medio y de la finalidad de su empléo.
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a. PREPARACION Y DISTRIBUCION DEL AGAR EN CAJA DE PETRI

Para preparar las placas de Petri, hay que esterilizar primero el medio en un ma
traz y a continuacidn verterlo en las cajas estériles hasta una altura de 3 mm. A
antes de verter el agar fundido en las cajas de Petri hay que dejarlo enfriar a
unos 50 - 55° C. para prevenir lé condensacidén de humedad en las paredes del re-
<::i.p:‘.em:el'3 (Ver secuencia pdgina siguiente &e_l Método de Reéons;mccién para un

medio con agar).

Fig. 2.9 Material necesario para la recontruccién de los medios de cultivo.

AGAR NUTR|
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- Pesar la cantidad requerida del medio
deshidratado utilizando una canastilla
de plastico o aluminio, evitando con
este pérdidas del polvo sobre la bis-

cula.

- El medio, se afiade a una pequefia can~

tidad de agua destilada o desminerali

zada fria, y se distribuye uniforme-
mente por agitacifn, sequidamente se
afiade la cantidad restante de agua y

se homogeniza.

-~ Se deja reposar la solucidn durante

10 a 15 minutos a temperatura ambien

te, para que el agar pueda hincharse

Para disolver completamente los medios

deben calentarse a mds de 95° C.

- 'Los medios de cultivo clarificados,

se esterilizan en autoclave utilizando

la forma convencional de 121° C. 15

“lb - 15', estas constantes van a de-~

»pender del tipo de medio a esterili-

za;‘ +
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El medio agarificado, todavfa lfquide
se viegrte en las cajas de Petri. El
volumen es variable y depende del ta-
mafio de las cajas; se recomiendan 15
a 20 ml. para las cajas de 3 1/2 plg.

y de 20 a 35 ml. para las cajas de 4

18
plg.

Si aparecen burbujas de aire en las
cajas, se elimipan pasando la llama
del mechero de Bunsen por la super-
ficie. Las cajas se pasan por una
prueba de esterilidad que consiste

en incubarlas por 24 horas a 37° c.

Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién, las cajas y los tubos
son revisadas. Aquellas que mues-
tren contaminacidén se desechan; por
el conﬁrarip, las libres de conta-

minacién se refrigeran entre 4 - 15°

C hasta su utilizacidn.

i\ \\\
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b. PREPARACION DE AGAR SANGRE Y AGAR CHOCOLATE

Los medios que contienen sangre total son los que mis se emplean en el laboraro-
rio de diagnéstico. El tipo de sangre, el agar base y la técnica empleada para
la preparacidn son factores muy importantes para que se consiga un aislamiento

: . 19
adecuado de los microorganismos .

El tipo de sangre utilizada en la elaboracién de estos medios,. es en ocasiones,
un asunto de conveniencia y depende de los animales con que se disponga en el la
boratorio, cuando se adquiere de una fuente comercial, por lo general se ut].llza
sangre de caballo, pero puede ser empleada la sangre de otras especies (hombre,
cabra, bo;rino, conejo, oveja). .El conservador utilizado durante la obtencidn de
sangre varia dependiendo e!. propdsito de su utilizacién en el medio de cultivo,
se ha mencionado, por ejemplo, que el citrato de sodio es inhibitorio p&fa’lnn
estafilococos. (Rammell, 1962) y el Liqgoid,- péra los cocos anaerobios (Holdemah

y Moore, 1972)*8

En la maforia de los laboratorios, se prefieie la sangreydesfibrinada; la cual
se toma en condiciones de esterilidad, en frascos de sangrfa que contienén per-

"Tlas de vidrio para la separacién de’la fibrina, ésta debe ser rélativaménte ffeg
cay no ser utilizada cuando la hemélisis‘es evidente, la sangre deberi almacef‘

. narse en refrigeracidn y no ser congeladals.
b.l AGAR SANGRE

Paxa preparar agar sangre, se esteriliza la base de agar sangre contenxda en un
matraz, y luego se enfria a 50 - 55° C, posteriormente se anade la sangre al’ a-

gar derretido en una cantidad de 5 - 10%. y se mezcla concignzudamente haciendo
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rotar el frasco, una vez hecha la mezcla se vierte en cajas de Petri §reviamente
‘ : .
esterilizadas hasta una profundidad de 3 ~ 6 mm. Esta profundidad tiene conside
rable ;mportancia, puesto que con frecunecia interesa comprobar la presencla o
ausencia de hem8lisisg; si la capa de agar es demasiado gruésa puede pasarse por
alto la hemdlisis. Brown (1919) estudid las zonas hemoliticas alrededor de las
colonias de Streptococcus en placas de agar sangre y 4id nombres a los tipos
de hemalisis_: Alfa (=), zona verde las envolturas celulares intactas; Beta (8),
zona clara, incolora, las envolturas celulares diggeltas y Gamma (%), ninguna
acci§n sobre los glébulos rojos. Los. Staphylococcus se comportan en forma dife-
rente en las placas pareparadas con sangre dé diversas espe;:ies y es confuso ha-
blar de staghxlococcus hemolfticos porque la hemdlisis puede ‘deberse a una hemo-

‘lisina o'a una enzima l.;polz.tica (Orcutt y Howe, 1922), (Ver Fig. 2. 10)

A/ Tmerm‘ga@%wmn

w'o:l)o v --;
-Qooomﬁﬁgaoso;fﬁ‘r’?

Fig. 2.10 Produccién de B - hem8lisis en un medio de agar -sangre.
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Algunas cepas de Clostridium, producen toxinas que son capaces de provocar hemd-
lisis en el agar sangre, esta caracterfstica puede ser de gran ayuda para identi

ficar las diferentes cepas de este microorganismo.

La actividad hemolitica de ciertos vibrios se considera que tiene valor distinto;
con estos microorganismos no solamente es importante la especie de glSbulos rojos
atacados sino que también debemos tomar en cuenta cuando el calcio es necesario

. R P 18

o inhibe la hemdlisis™ .

El flameado sobre las cajas servidas es importante ya que si existen burbujas de
aire, el medio se torna rugoso y en muchas ocasiones aparece contaminado después

de la incubacidn.

Algunos técnicos prefieren colocar una cépa.de agar bacterioldgico en el fondo
de la caja y luego encima una,capa fina de agar sangre al 10%, para facilitar le .
apreciacién de hanélisislg.

b.2 AGAR CHOCOLATE

Para elaborai agar cﬁoco;ate_ + el matraz cjﬁe contiene el‘bx’n'edilo ‘con la sanér;é afia=
dida, se calienta a 70 - 86° ¢ Yy se ,agita cdn suavidad -hasté que haya ’témado el
auténti;o ,coloz" chocolate;‘ otra forma de p;eparar el agar vclhocolate, consiste en
ﬁdicionar la sangre en forma estéfil cuando la-basede agar'y ha salido del auto-
clave y presenta una tempe?atqra aproximada a los 80 - 90° C, después hay que de
jar enfriar el medi;: a 50 ~ SS" C. &i se desea, para todos los casos se pueden
afadir suplementos como anta.biot:.cos, tales como bacitracma; v:.tanu.nas, levadu=

ra, etc., y se vierte en cajas de Petri como se menciond anteriozmentelg.v
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c. DISTRIBUCION DEL MEDIO DE CULTIVO EN TUBOS

Los medios liquidos (por ejemplo, el caldo. de infusidn cerebro corazdn) pueden
servirse en los tubos con una pipeta automitica o calibrada para soltar la can-
tidad de medio deseada, no es necesario emplear tubos esterilizados para este

fin.

Para las preparaciones en tuvo en planc inclinado (s6lido}, u horizonf;al (s6-

lido ° seuu.solido) . el medio preparado se distribuye en los tubos de ensayo y
13

se coloca en el autoclave en posic:.on vertical

Fig. 2,11 Presentaciones del medio de cultivo en tubo: ‘
1y 2) agar sélido inclinado, 3) agar semisolldo y 4) medio
1fquido.

Una vez esterilizado el medio se deja enfriar en posicidn inclinada en el extremo

de la mesa, la cantidad de medio por tubo depende de lavlungltud e ‘inclinacign - '

t:lesleaéi-as13 {(Ver Fig. 2.11). .
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CUADRO 2. 7

PROBABLES CAUSAS DE ERROR EN LA PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO DESHIDRATADOS.

FALLA

CAUSA PROBABLE

1. Problemas de pH y cambios
de color en el medio.

2. Sdlubilidad incompleta.

3.  Obscurecimiento.

4. Falta de dureza en el agar.

5. Pérdidas de las propieda~

. des nutricionales o cambios
en las caracteristicas del
cracimiento.

~dientes.

_El agar no estd en solucidn, mezclado .
-ineficiente, pesado errdneo del polvo

' las- paredes del recipiente, demasiado

 les pesados, material protéico.

Sobrecalentamiento, mezclado inadecua
do, excego de tiempo en el autoclave,
recipientes contaminados, agua desti-.
lada impura, hidrSlisis de los ingre-

Calentamiento inadecuado, mezcla incox_nj
pleta por lo que se sobrecalientan al
gunas porciones del medio, xrecipiente
demasiadc pequefic por lo que no es.po
sible homogenizar el 1lSquido.:

Sobrecalentamiento al disolver el agar
o al esterilizarlo.

deshidratado, pH del medio demasiado
8cido, exceso de indculo en el agar
por lo gue éste quedard diluido. Por
fundir el agar en varias ocasliones.

Por. fundir -el agar en vaxias ocasiones
calentamiento prolongado o excesivo,
mezcla inadecuda, material .quemado en

indculo por ejemplo: adicién de dex-'
trosa, electrolitos, detergentes meta

FUENTE: Bioxon de México, 1984.
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2. TECNICAS DE SEMBRADO EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

La mayorfa de las bacterias pueden multiplicarse formando colonias visibles en
medios de cultivo artificiales, originalmente la preparacién de estos medios era
laboriosa y sin estandarizacidn de sus componentes, pero en la actualidad se
cuentan con preparados comerciales que facilitan la elaboracidn de los medios y
garantizan la estadarizaciGn de los ingredientes incluidos en ellosdo’ 43..

Los medios de cultivo, una vez preparados y listos para ser inoculados con baCj
terias, pueden texier varias presentaéiones en cuanto a su éonsistenci‘a, ia cual -
esﬁ& dgteminada por‘_la concentracién de agar presente en el medio o la ausencia

del mismo.

El agar, es un poliuacérido acido que proporciocna geles bien 'formadds y congis-
tentes a la concentracién usual de 1.0 a 1.5 por c1ento, y que no licda a la i'.qu_
'>peratura est&ndar de 1ncubacion (37° ¢, prelentando ademis la ventaja de resig-

tir la acciGn enzimatica de lag bactenus (Vel‘ cuadro 2. 8)

cunnao 2.8
Concentracidn de agar .(%) en madios para diferentes
prop&sxtos

TIPO DE MEDIO o _JAPONES - NEO-ZELANDES  AMERIGANO
MEDIO SOLIDO . 1.5-2.0 1.0~1.2 1.5
MEDIO DURO 1.0 4.0 ' -
SEMISOLIDO . 0. -0.5 © 0.05 ~ 0.3 0.3~ 0.4
MEDIO LIQUIDO .« - - 0.05 - 0.3 .~ ' -

(sin agar) ’ ' : :

FUENTE: Cowan y Steel, 1979. .
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El instrumento mis utiiizado del equipo de un laboratorio bacterialégico es el
asa de inoculacién, esta puede ser de alambre de platino, nicromo w otro mate-
tial parecido el cual se inserta en un mango; tax'nbién hay que disponer de un a-~
lambre recto para las inoculaciones por punc;ién y para recoger las colomtias ais-
ladas de las cajas de Petri sembradaslg.

Existen en el mercado asas microbielSgicas calibradas para tomar un volumne cons
tante de indculo (Ver Fig. 2.12). Las asas calibradas mis utilizadas con este

. f£in son las de 0.01 y 0.001 ml, estas son utilizadas ampliamente para el anilisis

bacteriolégicé cuantitativo de agua y orina sin _diluii:lg.

P00 | [

Fig. 1.12 Asas de inoculacidn utilizadas en el laboratorio de Microbiologfa:
1, 2, 3, y 4) asas calibradas para Bacteriologia, (5) aguja de
inoculacién para medios semisdlidos, (6) asa en forma de L utili-
.zada en Micologfa, (7, 8 y 9) porta asas

FUENTE: Smith, A. L., 1977.
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La inoculacién de cada uno de los medios de cultivo, se realiza de manera dife-
rente de acuerdo al fin que se persigue, el aislamiento de las bacterias de las
muestras remitidas al laboratorio, se realiza casi siempre por sembrado en la
superficie de una placa de agar en lineas paralelas por medic de un asa, este
procedimiento asequra la suficiente dilucién permitiendo el desarrollo de colo-
nias aisladas que pueden emplearse para la obtencidn de "cultivos puros", en los
que se pueda realizar la identificaci6n7' 19.

A partir del indculo se realizan una serie de estrias en un cuadrante de la su-
perficie del medio y esterilizando el asa, se realiza otra estrfa a partir de un
extremo de la primera y asf sucesivamente hasta completar cuatro series de es-
trfas (Ver procedimiento p&gina siguiente). E1 flameado del asa entre cada es-
tria asegura la disminucién del nimero de bacterias, lo cual permite el crecimien
to aislado de las mismasls.

La mayor parte de estas colonias aisladas serdn "cultivos puros" de un organismo
y puden recogerse para la prdxima fase; la identificacién; también las caracte-
.xisticas de la colonia y la morfologfa celular ayudardn a la identificacién fi-
nai, por lo tanto, es indispensable que se emplee una t@cnica adecuada para la

sie.rnbra.S » 34

(Ver Fig. 2,13)

2.1 INOCULACION DE MEDIO SOLIDO EN CAJA DE PETRI

Para el aislamiento primario de bacterias, recomendamos la siguiente técnica:
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PROCEDIMIENTO:
Con un asa de inoculacién esteriliza-
da, se colocan 2 tomas del material
cerca del borde de la placa, y se rea

liza una estrfa inicial.

Se esteriliza el asa en la llama y se

deja enfriar. Se recomienda sumergir

' la en agua hirviendo antes de flamear

“la.

Después, se emplea el asa pare; dis~

tribuir la muestra en la placa en es-
trfas de la forma en que se indica ‘
en la “t:'igura, presionando ligeramente

sin romper el agar.

Recordemos que el asa de inoculacidn
deberd esterilizarse entre cada cam-
bio de estrfa utilizando la flama de

un mechero de Bunsen.




- A partir del extremo de la primex
estria, se realiza una segupda y
asf sucesivamente hasta completar

las cuatro estrias.,

=~ Al concluir el sembrado en la pla

ca, esterilizamos nuevamente el
asa, evitando con esto, posibles

contaminaciones a otros medios.

-ﬁ;\
05 A\

S s i 0\ U R

- MAspecto final de la placa

sembradd utilizando la ténica

descrita anteriormente.
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Pig. 2.13 Difexente’s ‘técnicas de "sembrado" que pueden ser utilizados
! como patrones en la obtencidn de cultivos puros. '

FUENTE: Smith, A. L., 1977; Jarvis J. D., 1976; Bauer y Ackemman, 1974.
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’

Las placas una vez inoculadas se incuban en posicidn invertida con los medios hé-
cia arriba a 37° C y se examinan a intervalos de 24 - 48 horas. Se pueden apre-
ciar las diversas colonias, las cuales deberdn ser examinadas con.mucho cuidado
(tomando en cuenta su morfologia, borde, tamafio y color), tratando de encontrar
alguna caracterfistica que nos pueda sefialar el uso de alguna técnica especial 52

(Ver Fig. 2.14).

Después de que la placa ha sido incubada, y para la obtencitn de cultives puros,
cualquier colonia bien aislada es removida con un asa,-pero tal vez sea mas conve
niente emplear un alambre recto péra esto sobre todo si‘ ias colonias estin muy
juntas. La colonigres_resuspendida’en un medio liquido, o bien sembrada direct&—
menie en otra caja conteniendo algiin meqio especifico dependiendo ‘el agente que

se sospeche.

Para ciertos tipos de muestras, por ejemplo, 1as‘de orina o sangre, se coloca una
‘cantidad determinada de la muestra en una placa de ‘Petri estéril y se vierte en-
cima el agar derrétidé fenfriado a 50° C), luego se hace rotar la placa para mez-
clar ﬁinuéiosamente el material con el medio. Una Qez que se haya solidificado a
temperatﬁra ambiente, se invierte la placa, se incuba a 37° C y se examinan las
colonias, esta técnica ofrece la ventaja de dar una de.teminacién cuantitativa d;a
las bacterias. Si las muestras estdn muy contaminadas, es necesario realizar una .
dilucién®.

El resembrado de 'la; colonias ébtenidas en él aislamiento primar»io,, asegura la pu
rificacién de las dgve'rsvas cepas bacterianas y por lo tanto, la obtencién de “cul

tivos puros",
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* DENTADA

RIZADA

LOBULADO

FILAMENTOSA o ONDULADO

\\\\\\\\\\\\\\

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ AR

A)PLANA, B) ELEVADA, c)couvm o) PULVINADA, s)ummcam r)wo 1A sueerricie

Fig. 2.14 Aspecto macrocpico que presentan las colonias bacterianas
en cuanto a su forma, borde y elevacidn. . e
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2.2 INOCULACION DE TUBOS CON AGAR INCLINADO

Los cultivos en una superficie de agar inclinado, se realizan con frecuencia para

mantener las cepas puras, y para efectuar ciertos estudios bioquimicoszs.

Fig..2.15 "Sembrado" en agar. inclinado.

La inoculacifn, se realiza a partir de una colonia aislada tomada de una placa.

Con el asa, se traslada el indculo a la superficie del medio que se siembra enté&-
ramente por estrfas (Ver Fig. 2.15), a vecas es neces;rio practicar ux'ia incisién
en la superficie del. agar,- por ejemplo, en el agar TSI para organismos' entéricos,

la incisién nunca llega hasta el fondolg.

ARBORESCENTE  DIFUSO ESPINOSO  RIZOIDE  ARROSARIADO FILIFORME

.Fig. 2.16 Diferentes tipos de crecimiento sobre agar inclinadols' 34, 56.
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2.3 INOCULACION DE TUBOS CON MEDIO SOLIDG HORIZONTAL

La inoculacién de algiin medio s&lido presentado en tubo de ensayo con superficie
horizontal, se realiza utilizando un alambre recto. El método de sembrado con-

siste en quitar la tapa del tubo con el dedo menique, flamear la boca del tubo e

33

inocular por picadura evitando llegar hasta el fondo del medio (Ver Fig. 2.17).

_Fig. 2.17 Inoculacidn de un medio sBlido por picadura.

wh
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2.4 INOCULACION DE MEDIOS SEMISOLIDOS

los medios semigSlidos se emplean para los estudios de movilidad (medio de SIM),
carbohidratos (medioc basal OF) o bioquimicos (gelatina). Se inoculan utilizando
un alambre recto, tratando de que la incisién no llegue al fondo del tubos' 19

(Ver Fig. 2.18)

) : i . {.ﬁi:l"! ‘[.:.‘ k":'; 1
Pig. 2.19 Crecimiento bacteriano en el medio de SIM.
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2.5 INOCULACION DE MEDIOS LIQUIDOS

La inoculacién de los caldos de cultivo, se efec
tua con un asa o con un alambre recto a partir
de la muestra u otros cultivos, agitindola den-

tro del medio 19 (Ver Fig. 2.20).

El crecimiento en estos medios se manifiesta de

Inoculacién en me-
dios liquidos.

tres formas:

1. Enturbiamiento: una opacidad mias o menos densa.
2. Formacién de velo: pequefia masa de c&lulas que flota en la parte superior del

cultivo. :
3.  Sedimento: depdsito celular que permanece en la parte inferior del cultivosq.

Fig.-2.21 Forma correcha de sostener los tubos 'y tapones durénte la
resiembra®d, ' '

* FUENTE: Van Derxmark y Seeley, 1973. o SR



OBSERVACIONES: Existen bacterias cuyas caracteristicas de crecimiento (Proteus,
por ejemplo) no permiten su aislamiento con facilidad para obtener cultivos puros
en los medios sdlidos, por lo que se hace necesario utilizar medios de cultivo du

ros (3 - 7% de agar) que por su consistencia inhiben el abundante crecimiento en
40

la superficie del medio, obteniéndose con esto, colonias aisladas

- Cuando se siembran especimenes liquidos, como sangre, liquido sinovial, etc.,
en medios de cultivo lfquidos, se necaesita que haya 10 veces mi&s la cantidad de

cultivo que material sembrado.

- Cuando se emplea caldo tioglicolato o el medio de Robertson para el aislamiento'
de - anaerobios, deben-calentarse durante 10 minutos en agua hirviendo para expulsar

el oxigeno disuelto.

- Para conservar los cultivos durante breve tiempo, deberdn emplearse caldos o
superficies de agar inclinadas, ya que las cajas de Petri tienden a deshidratarse,

a no ser que se cierren herm&ticamente con cinta de goma o pléstiéolg.

- La conservacidn de cepas de un cultivo puro, tiene gran &xito cuando se reali-

zan preparados liofilizados, o en su defecto, se congelan en caldos dé‘cultivo.'
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CUADRO 2.9

CUADRQ DE REFERENCIA PARA EL CULTIVO DE MUESTRAS EN BACTERIOLOGIA

TIPO DE MUESTRA MICROORGANISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A
PROBABLE REACCION AL GRAM UTILIZAR
Torunda nasal Staphylococcus C (+) A, F, P,
Streptococcus C (+) A, R,
Pasteurella B (~) A
Haemophilus B (=) A, K,
Corynebacterium B (+) A
Bordetella B (=) A, J
E. coli B (=) C, b, Q
Mycoplasma FP (Giemsa) []
Torunda de oido Staphylococcus C (+) A, F, P
o Streptococcus c (+) A, R _
Proteus B () c, D, Q) E
Pseudomona B (=) P, T
Klebsiella B (=) C, D, E, L, ©Q
Corynebacterium B (+) A
Torundas y lfquido Staph., Strep. C (+) A, F., P, R
sinovial E. coli - B (=) c, D, Q
: Erisipelotrix B (+) A, N
Actinobacillus ‘B (=) N, A, O
Haemophilus B (=) A, K
Mycoplasma FP (Giemsa) S
Salmonella B (~) ¢, D, E, L
Piel y misculo Actinobacillus B (=) "N, A, O
S Clostridium B (%) A, N, O
- Bacteroides ‘BP (=) N, O .
Actinomyces . BP(-) A, N, O
Corynebacterium B (+) A
Staph., Strep. C (+) A, F, P, R
. Pseudomona B (~) P, T
Dermatophilus B () A, N, O
Brucella’ CB(=) "G, H, 0, A
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TIPO DE MICRCORGANISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A
MUESTRA PROBABLE , REACCION DE GRAM UTILIZAR
Pus, liquidos Staph., Strep C (+) A, F, P, R
pleurales y Corynebacterium B (+) A
peritoneales Pasteurella B (=) A
Actinobacillus B (~) N, A, O
Actinomyces BP(-) N, A, O
Haemophilus B (-) A, K,
Pseudomona B (~) P, T
Bacteroides BP(~) N, O.
Clostridium B (+) N, &, O
Liquido cerebro- Listeria B (+) G, A
Espinal Achromobacter CB(-) A, N
Haemophilus B (=) a, K
Sthap., Strep. C (+) A, F, K, R
E. coli B (~) c, b, Q
Mycoplasma FP{Giemsa) S
Pulndn Mycobactexium B (+)° A, M
: Diplococcus D {+)" A, K
' Bacteroides - ‘BB(~) . N,-0, A
Mycoplasma FP(Giemsa) S
Haemophilus B {~) A, K
Pasteurella B (~) A
Corynebacterium B (+) A :
Salmonella B (~) ¢, b, E, L
Higado Bacteroides BP(-) N, O, A~
' Corynebacterium B (+) A -
Clostridium B (+) A, O, A
Achromobacter CB(-} A, N
 Salmonella B (-) c, P, E, L
Rifion - Leptospira "B (Giemsa) U
) E. coli ‘B (~) c, b, Q
_ Corynebacterium B (+) A S
Klebsiella B (=) 0, E
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TIPO DE MICROORGANISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A
MUESTRA PROBABLE REACCION AL GRAM UTILIZAR

Sangre B. anthracis B (+) A, N
Pasteurella B (=) A
Yersinia B (-) A, N, G
Coxiella BP (~) A, N
Clostridium B (+) A, N, O
Streptococcus C (+) A, R, K
Salmonella B (-) c, D, E, L
Exysipelotrix B (+) A, N
E. coli B (-) c, D, Q

Materia fecal Salmonella B {~) D, b, E, L
Enterococcus C (=) C, 4, Q, L
E. coli B () cC, D, Q
Klebsiella B (~) D, E. L
Proteus B (=) c, D,Q, E
Mycobacterium B (+) A, M-
vibrio BC(-) I, L, K
‘Alcaligenes B (~) C, E, E,Q

Orina E. coli B (-) ¢, D, Q
Leptospira E. {(Giemsa) U
Staph., Strep. C (+) A, F, K
Corynebacterium B (+) A
Actinobacillus B (-) A, N

Leche Staph., Strep. C (+) A, F, X, R, P
E. coli B (=) A, D, E, Q
Klebsiella B (-) c, D, E, L
Pseudomona B () P, T
Brucella CB(~) G, H, O, A
Mycobacterium B (+) A, M
Mycoplasma FP (Giemsa) S

Exudado ocular Haemophilus B (~) A, X

. Moraxella CB(-) R, a
Neisseria D (-) B, K, A
Mycoplasma "FP(Giemsa) s
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TIPO DE MICROORGANISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A
MUESTRA PROBABLE REACCION AL GRAM UTILIZAR
Tracto genital Brucella CB(-) G, H, O
y fetos Vibrio BC(~) I,L,Q
Leptospira E (Giemsa) u
Salmonella B (=) c, D, E, L
Campylobacter E (Campo oscuro) Vv, N
E. coli B (=) c, b,Q
Listeria B (+) G, A
Corynebacterium B (+) A
Staph., Strep. C (+) A, F, P, R, K

FUENTE: Osbaldiston, 1983; Jang, Biberstain Barajas, 1974; BIOXON de México, 1984.

MORFOLOGIA (ABREVIATURAS)

c ) .
B (+) .
c(~) .
B () .
CB(-) .
BP(-). .

Coco - Gram positivo

Bacilo -Gram positivo

Coco - Gram negativo

Bacilo -~ Gram negativo
Cocobacilo- Gram negativo
Bacilo pleomorfico

Formas pleomorficas

Espirilo

Bacilo curvo - Gram negativo
biplococo - Gram negativo -

MEDIOS UTILIZADOS

‘A.-
B.-
C.~
D.~-
E.-
£.-

" G.—
H.-
I.-
Je=
K.~
L.~
M.~
N.-

0.-
P.-
Q.-

R.-

S.-
T.-
U.-
V.-

Gelosa sangre

Agar chocolate

Agar Mac Conkey

Agar verde brillante
Agar Salmonella- Shigela
Agar para Staphilococcus 110
Agar biotriptasa

Agar Brucella

Agar TCBS (para Vibrios)
Agar de Bordet gengou
Agar de Casman

Caldo tetrationato

Medio de Lowenstein-Jensen
Caldo tiogiicolato ’
Medio de Loeffler

Agar anaerobico

Agar nutritivo

Agar tergitol 7

Agar Estreptosel :
Agar PPLO, Medio Eaton
Agar de Sellers

Medio de Fletcher

Medio de agar de Florent
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C. IDENTIFICACION

Ventajas

- Es la forma mds convincente del diagnéstivo etioldgico de las enfermedades
infecciosas, mediante este procedimiento se determina el género y la especie bac-
teriana causante del problema.

Desventajas

- Requiere de tiempo, equipo, conocimiento y experiencia. El personal de la
boratorio q' realise la identificacién, debe tener un amplio conocimiento de los
métodos y técnicas utilizados para cada género en particular.

- Puede ser peligroso para el personal inexpertb en ei Area de diagndstico .
microbiolfgico. ‘

Métodos

- ‘Exiéten tablaé o cuadros bioquimicas en loé cuales se comérﬁébé el resulta
do de las iéacciones y son la base en la identificaciéﬂ ée los diferéntes agenfes
bac;erianﬁs.

- Las pruebas bioldgicas pueden sex otra forma de identificacidn.

- Por medio de antisueros se determina especificamente el tipo de bacteria

de que se trate (ejemplo, serotipificaciGn de Salmonella spp., Brucella, etc.).

Por otro lado, por medio de bacterias (antigeno) conocidas, es poéible determinar
la presencia, en la muestra (suezq,~orina, etc.), de los anticuerpos especificos

al germen sospechoso (leptospirosis en orina, Brucelosis en suero o leche, etc.)32.

Para la identificacidén de las bacterias, el laboratorio de diagndstico necesita

conocer las caracteristicas fisicas y metabSlicas de las mismas.

Dentro de las caracteristicas f{sicas, se toman en cuenta: agrupacidn, reaccidn
ala tingiﬁn de Gram y algunas otras particularidades estructurales que se pueden
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apreciar con tinciones especificas, asi como la morfologia de las colonlas obser-

vadas en las placas de agar.

Conocidas las caracteristicas fisicas del microorganismo, se analizan sus reaccio
nes metabdlicas tales como la produccidn de enzimas, metabolitos intermediarios,

oxidacién y fermentacidn entre otras. Esto se logra a través de pruebas estanda-
rizadas que se eléhoran a partir de preparados comerciales que son medios de cul-
tivo conteniendo el compuesto sobre el cual las enziﬁas bacterianas actdan e indi

1

cadores que ponen de manifiesto la reaccién'que se llevd a cab04°

Al estudiar el metabolismo bacteriano en el laboratozio, podemos dar atencidn pri
mero a la localizacidn de la accién de las dlferentes enzimas, la mayoria de las
© enzimas se encuentran en el interior de cada celula (endoenzimas) ;. otro grupo de
enzimas,,no tan numerosas, se encuentran en el exte;ior de las células (exoenzi-

mas), estas enzimas pueden actuar sobre las substancias presentes en el medio am-

biente de'lasvbacteriaslq.

Cada enzima es una proﬁeina y por lo tanto, se fabrica bajo control genético, si
un otganismo hidroliza él almiddén, por eiemplo,'se sabe que produce una enzima cgv
paz de llevar a cabo esta hidr8lisis, la cual sélo se sintetiza si el otgaﬁismo
‘cuenta con el gen adecuado. Incluso facfores como la sﬁscéptibilidad a un anti-~
séptico o antibiético se reducen a la herencia dél oréaﬁismo. La capacidad para
utilzar las diferentes ‘fuentes de nitrdgeno y de carbono eﬁ;‘;gbalmente, debida

a la presencia [ ausencxa de una enzima (o enzimas) espe. ica, la cual a su vez
"depende del materia1~heteditarxolo.

Las pruebas de enzimas‘preformadas y el uso de gubstratos enzimiticos aisladds

' ayudardn. a acelerar la identificacibn de microorganismos. Ghafiéciente introduc~

cibn en el mercado, el sistema A.P.I. (Analytab Products Inc.- Productos Analfti_
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cos Tabulados, S. A.) constituye un ejemplo, de la disponibilidad de un sistema de

mltipruebas por micrométodo para Enterobacteriaceae.

fase logaritmica (18-24h) del oganismo a prueba en 20 aberturas, después de ser

Se introduce un indculo de

incubado toda la noche, se leen los resultados, algunas de las pruebas requieren

la adicidén de reactivos, pero el método es rdpido, econdmico en términos de tiem-—

po, espacio y conveniencia y se afimma que es capaz de "diferenciar" enterobacte-

rias con una precisién del 90 - 95% dependiendo del inSculc (Washington, Yu y Mar

tin, 1971).

33

incapié en la importancia de un cultiveo puro™ .

Los métodos incluidos en este manual no son evidentemente los {nicos recomendables,

Cualquier método adoptado, ya sea el tradicional o el moderno, hace

han sido empleados por algunos autores e investigadores responsables. Cada labo~

ratorio puede hacer mejorar o modificar las técnicas recomendadas para acomodarlas

mejor a cada situacidn particular, otras reacciondés se encuentran en las publica-

+.19

ciones que se incluyen en la bibliografia™~.

Las pruebas incluidas en este capitulo, son las siguientes:

1. PRUEBAS DE REACCION SIMPLE

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9
1.10

Prueba de la catalasa

Prueba de motilidad

Prueba de la oxidasa

Prueba del Acido de la glucosa
Prueba de Oxido - Fermentacidn
Pruéba del citrato

Prueba del malonato

Reaccidn de la ureasa

Prueba de reduccidn del nitrato

Prueba del Rojo de metilo - VOgeS'Proskaﬁer
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2. PRUEBAS DE REACCION MULTIPLE

2.1 Pruebas en el medio de S.I.M.

2.2 Prueba de la leche con Tornasol
2.3 Prueba de la descarbogilacidn de la lisina

2.4 Pruebas en el medio T.S.I.
3. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

3.1 Prueba de CAMP
3.2 Requerimientos de factores Xy V
3.3 Prueba de la coagulasa

De cada prueba se especifica: fundamento, bases bioqufmicas, reaétivos, medios

empleados, procedimientds y los resultados negativos y positivos. En algunas de

ellas se incluyen anotaciones que.permiten hacer mds comprensible. cada técnica.

1. PRUEBAS DE REACCION SIMPLE

1.1 PRUEBA DE LA CATALASA

FUNDAMENTO:
.comprobar la presencia de la catalasa, ‘la cual es una enzima
que desdobla el perdxido de hldrogeno en agua y oxigeno libre.

BASES BIOQUIMICAS:

La enzima catalasaes una hemoproteina, el grupo prosté-
tico est3 formado por cuatro &tomos de hierro trivalente por mblécula,
que retiene su estado oxidado durante la actividad enzimitica. ‘

La enzima, se encuentra en la mayorfia de las bacterias aerobias y anaero-
bias facultativas que contienen citocromo; &sta cataliza la rotura del
agua oxigenada, liberando oxfgeno4l,

catalasa
2 H 02

5 2 H20 + 02 libre.

Por lo general, los organismos gue no poseen el sistema citocromo carecen:
también de la enzima catalasa y por lo tanto no pueden descomponer el pe-
réxido de hidrdgeno (Dubos, 1965). Cuatro géneros que dan rcaccifn nega-
tiva son : Streptocaccus, Leuconostoc, Lactobacillus y Clostridium
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REACTIVOS:
PerSxido de hidrégeno al 30% (superoxal) o al 3%. El reactivo
se debe de conservar en un frasco ambar; -evitar la exposicién a la luz.

NOTA: El perdxido es muy inestable y debe ser probado diariamente antes
de su empleo.

EL pH dptimo para observar la actividad de la catalasa es de 7.0 (Harrow,
1966); y los métodos mis comunmente empleados son los siguientes

PROCEDIMIENTOS

METODO DEL PORTAOBJETOS

Con una aguja de inoculacidn, tomar una muestra de un cultivo puro de 18
a 24 horas y colocar sobre un portaohjetos limpio.

Cuando la colonia problema se encuentra cultivada en gelosa sangre, el asa
no debe enfriarse en el espesor del medio, ni debe tocar la superficie del
agar, ya que se observa una endrgica produccidn de burbujas y espuma debi-

do a la presencia de catalasa en lqs eritrocitos

Agregar una gota de Hp 0o al 30% (superoxal) sobre el organismo, usar un-
gotero o una pipeta Pasteur.

No invertir el oxden del métedo porque pueden produclrse resultados fal-
sos positivos.

No es necesario mezclar con la aguja o el asa de inoculacidn,
RESULTADO

Observar la inmediata formacidn de burbu]as (11beracion de oxigeno), en
la prueba positiva. ‘ : .

Negativa: no hay formacidn de burbujas.

TECNICA DEL CUBREOBJETOS. (Taylor y Achanzar, 1972).

A una colonia aislada en una placa, agregar una gota del reactivo al 0.5%
y cubrir con un cubreobjetos.

RESULTADO: '
Observar la formacién de burbujas en la reacczén positiva.
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METODO DEL PORTAOBJETOS

Agregar una gota del reactivo al 30%
sobre la colonia de microorganismos
del portaobjetos. Usar un gotero o

una pipeta Pasteur.

Mezclar con el asa de inoculaciSn sua
vemente. Por lo deneral, no es nece-
sario mezclar el reactivo con el cul-

tivo. )

Se observa la inmediata formacidn de

burbujas en una reaccidn positivau.

"METODO EN TUBO DE ENSAYO

Agregar directamente 1 ml. de Hz 02 al
3% a un cultivo purc sembrado en wna
superficie de agar inclinado, densamen

te inoculad019 .

_RESULTADQ :

en la reaccifn positiva.

Efervecencia .im_nediata -
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Cuando la formacién de aerosples puéden ser peligrosos, como en el caso de Yersi-
nia pestis, Burrows et. al. (1964) inoculardn por picadura, agar conteniendo be-
roxido de hidrdgeno al 0.5%; la efervecencia se busca empleando el microscopio a

bajo aumento; las burbujas de oxigeno persisten mucho tiempo y se reduce el peli-
gro de los aerosoles si se agrega al agar un cesinfectante reductor de la tensién

superficial 18 (cetrimida al 0.5%).

Otros compuestos, aparte del perdxido de hidrd8geno, que pueden ser sustratos uti-
lizados por la catalasa, son: alcoholes (etanol), formaldehido hidratado, dcide
nitroso, y 8cido férmico. También pueden usarse sustratos inespecificos como las

41

aminas aromiticas, fenoles y Acidos aromaticos (Cantarow y Schépartz, 1968).

1.2 PRUEBA DE MOTILIDAD

FUNDAMENTO : , ‘ _
determinar si un microorganismo es movil o inmSvil.

Las bacterias tienen moviemiento por medio de sus flagelos, que se encuentran por
lo general, entre los bacilos; sin embargo algunas formas de cocos son. moviles.
‘Las bacterias m&viles pueden contener un s6lo flagelo o muchos, y su localizacidn

varia con la especie bacteriana y las condiciones de cultivo41.

El examen buscando bacterias mdviles puede ser hecho en organismos vivos sin te-
filr,; en donde puede observarse el patr6ﬁ de creéimieﬁfc, tefir los flggélos o_dg;

tectar los antfgenos flagelares.

La motilidad puede ser estudiada por una preparacién de fgota suspendida” u'otrb
tipo de preparacién hiimeda (tubo capilar, utilizaﬁdo‘uh'portaobjetoé.exCavado,
’ etc.Sl). »
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PROCEDIMIENTO

METODO DE LA "GOTA SUSPENDIDA"

Fs un método muy sencillo y satisfactorio que puede realizarse rutinaria-
mente en cualquier laboratorio de bacteriologfa. En esta técnica deben
guardarse precauciones excesivas ya que se trata de una gota colgante, la
cual no tiene contacto alguno con el portacobjetos.

TECNICA:

Se utiliza un cubreobjetos con cuatro burbujas de vaselina sdli-
da (algunos técnicos prefieren el uso de plastilina) en los extremos, se
coloca una asada llena de organismos en la fase logarftmica sobre la mi-
tad del cubreobjetos y se desciende un portaobjetos sobre ella, se invier
te la preparacidn y se examina con los objetivos de 4 y 10 mm33(Ver Fig.
2.22)

Es importante que est@ parcialmente cerrado el diafragma del microscopio
ya que una iluminacién demasiado brillante hace casi imposible la observa
cién de los organismos. Por razones de seguridad, se recomienda el ani-
llar el cubreobjetos por completo.

RESULTADOS

Prueba positiva: se aprecia un desplazamiento uniforme de los microorga-
nismos. i

‘Prueba negativa: sin desplazamiento, o movimiento Browniano, en .el cual
las células oscilan con ligereza debido al bombardeo molecular, también
debe excluirse la falsa movilidad debida a corrientes de convecciédn.

' Exceptuando. algunas cepas de Strebtococcus faecalis en las concentracio-
nes elevadas de proteinas, ningfin coco de importancia médi¢a es mbvil.

Los anaerobios presentan problemas especiales en donde la motilidad puede.
ser inhibida por el aire en las preparaciones de “"gota suspendida", es
mis probable que se observe la motilidad de los clostridios en las prepa~
raciones de cultivos de carne cocida montados en tubos capilares cerrados
en cada extremo utilizando algun sellador y examinarse nuevamente después
de 30 minutos de incubacién a 37° .C (Ver Fig. 2.23).

Pig. 2.22 Técnica de la "gqta suspondida" para motilidad‘
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LA LLLLLLA A S LLL IS S ISSLS ISP/ SIS
Anaerobios Aerobios

Fig. 2.23 Preparacignes himedas para motilidad.

ESTUDIO DE MOTILIDAD EN AGAR

‘En gelosa sélida o semisdlida los organismos mSviles muestran un patrdn tfpico de
cz-ecimiento,el medio de S.I.M.(SemisGlido 0.75% de agar), es up hediQ de xea.c_cién
~multiple en el cual la motilidad puede ponerse de manifiesto por la observacién

del crecimiento diseminante (Tittsler y Snadholzer, 1936).

Fig. 2.24 Prueba de motilidad en el
‘. medio de SIM: prueba nega
tiva (A); prueba positiva .
(B),
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TECNICA:

Inocular por picadura del centro del medio un cultivo de 18 a 24
horas de incubacidn, la aguja de inoculacidn debe de alcanzar una profun-
didad de 1.2 cm.

Incubar a 35 -37°C por 24 a 48 horas; si resulta negativo, incubar a 21 -
25° ¢ durante 5 dias.

RESULTADO

Prueba positiva: los organismos mdoviles migran de la linea de siembra y
se.difunden en el medio, provocando turbidez. Pueden mostrar un crecimien
to en estrias vellosas (Ver Fig. 2.24).

Prueba negativa: sin motilidad; crecimiento acertuado siguiendo la 1fnea
de siembra, el medio circundante se mantiene claro.

Medio de control (no inoculado); no hay crecimiento en el espesor del agar.

La motilidad en este medio puede observarse mejor cuando se incoxpora un
colorante de tetrazolium al medio (Kelly y Fulton, 1953); en esta varian-
te los organismos mdviles muestran una nubosidad turbia rosada que se di-

. funde al medio. En la prueba negativa; el crecimiento bacteriano produce
una linea rojo brillante limitada a seguir la linea de siembra. EI medio
que le rodea se mantiene claro.

Medio control (no inoculado): no hay crecimiento, el medio se mantiene
incoloro y clarol. . :

1.3 PRUEBA DE LA OXIDASA

FUNDAMENTO < ) :
determinar la presencia de las enzimas oxidasas.:

La prueba de la oxidasa se utilizd originalmente para‘identificar todas
las especies de Neisseria, pero mis adelante se le utilizé para diferen-
clar las Pseudomonas de los miembros oxidasa negativos de las enterobacte
rias4l, : g

REACTIVO

Hidrocloruro de Dimetil o Tetrametil parafenilendiamina en solucién acuo-~
sa al 1s.

El reactivo es completamente iﬁestable y debe prepararse cada.2 a 3 dias,
debe conservarse en congelacién para evitar su deterioro*”.

PROCEDIMIENTCS :
PRUEBA EN CAJA DE PETRY
Eh un trozo de papel filtro colocado dentro»de una caja defPetri e impregq -
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nada con el reactivo, se unta la colonia problema utilizando el asa de
de platin040

RESULTADO

Prueba positiva: estd indicada por la aparicién de un color pilirpura obs-
curo sobre el papel reactivo en un lapso no mayor de 10 sequndos.

Prueba negativa: no hay cambio de color sobre el papel o bien éste ocu-
rre después de 10 segundos.

PRUEBA EN TUBO DE ENSAYO

La prueba se realiza dejando caer gotas del reactivo de oxidasa sobre las
colonias problema en el medio de cultivo

RESULTADO S : .

Las colonias oxidasa (+), se ponen de un color obscuro rapidamente (Ver
Fig. 2.25).

METODO INDIRECTO

Se realiza utilizando discos o tiras impregnadas con oxidasa que se encuen
tran en el comercio; evita la necesidad de preparar reactivos frescos

Dos métodos:

- Humedecer el disco con agua destilada estéril, colocar en una caja de
Petri y.agregar después la cantidad recogida con un asa de una colonia
problema cultivada en un medio sdlido.

- Humedecer la tira reactiva con un cultivo en caldo del organismo sospe
choso (Ver Fig. 2.25).

PRECAUCIONES

La prueba de la oxidasa se usa como rutina para la identificacidn del gé-
nero Neisseria, no obstante, otros géneros pueden mostrar también una
reaccidén oxidasa positiva:
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Alcaligenes faecalis

Vibrio coma
Algunas especies de Brucella

La familia Enterobacteriaceae (son oxidasa negativos).

No debe intentarse realizar una prueba de ox'idasa de las colonias cultiva-
das en un medio que contenga glucosa, ya que su fermentacifn inhibirfa la
actividad de la enzima oxidasa, y dari posibles resultados falsamente ne-
gativos.

Se recomienda el emplec de asa o aguja de inoculacién de platino para re-
tirar las colomias problema del medio sélido, en este sentido Steel afir-
ma que la presencia de un simple vestigio de hierro puede por si sblo ca- -
talizar la oxidacidn del reactlvo fenilendiamina, dando una reaccibn fal-
sa positiva 41,

. Pig. 2.25 Pruéba de la oxidasa. 1) Reaccidn positiva en 1@\ prueba
de tubo; 2) prueba positiva, utilizandu tiras impregana
das con oxidaaa..
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. 1.4 PRUEBA DEL ACIDO DE LA GLUCOSA

FUNDAMENTO =

determinar la capacidad de un microorganismo de fermentar
(degradar) un hidrato de carbono especifico (glucosa) mco:gorado a un me
dio b&gico, produciendo &cido, o &cido con gas visiblell

BASES BIOQUIMICAS

Entre los productos comunes de la degradacidn de los carbohidratos por
los microorganismos, se encuentran &cidos orginicos (por ejemplo, &cidos
l8ctico y acético) y gases (por ejemplo, anhidro carbSnico e hidrSgeno). .
Los tipos de productos formados y la proporcién de éstos, dependen de la
especie de microorganismo y del carbohidrato particulaxr utilizando

Iis aguas peptonadas con azficares,son las mis utilizadas para estos estu-
dios. En tal medio, suministramos peptonas, las cuales durante el creci-.
miento de la bacteria, son demolidas en substancias de reaccién alcalina;
5i en el medio existe un carbohidrato, alcohol u otra substancia (azGear),
que puede ser atacada por las bacterias ya sea por oxidacidn o fermenta-
cidn, podrd ser producido el &cido, el cual s6lo serd detectado por un in_
dicador de pH en el medio, cuando el dcido producido del azficar exceda al
dlcali de la peptona. La visibilidad de la reaccién es influida por: 1)
las propiedades amortiguadoras del medio y 2) por el indicador empleado,
por ejemplo, el azul de bromotimol muestra la produccidn de Acido cuando
el valor del pH desciende de 6.0 a menos, mientras que el plrpura de bro-
mocreosol no cambia de color sino hasta cuando el pH desciende a cerca de
5.0.

Con los azficares en agua peptonada, normalmente se emplea el indicador. de
Andrade, el cual, toma un color rosa a un pll de 5.5 mas o ~menos

La :.ntroducciGn de un tubo simple para gas (Durham, 1898) permite, por
inspecc:.on ’ detectar la produccién de gas

MEDIO DE PRUEBA

Ingredientes:
Peptona 10 mg.
NaCl 5 mg.

Agua destilada 1000 ml.

Disolver por calentamiento, ajustar el pH a 8.0 - 8.4, hervir por 10 minu
tos, filtra.r, ajustar el pH 2 7.2.-7.4 y esterilizar a 115° C por 20 mi- .
‘nutos

_Ademﬁs, contiene: indicadorx de Andrade .y una solucidn de glucosa al-1%.

antes de poner en el autoclave el medio, colocar un tubo da Durhan en po—
sicidn invertida (Ver Pig. 2.26). .
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PROCEDIMIENTO

Inocular el medio con el microorganismo en cuestidn por agitacién del asa,
incubar a 37° C por 24 horas.

RESULTADO
Produccién de &cido: el medio se torna de color rosado.
Reaccién alcalina: medio incoloro o amarillo.

Produccidn de gas: cualquier signo, aiin
una pequefia burbuja de gas aislada, es
prueba de produccidn gaseosa. A menudo
es tan grande el volumen de gas que reem
plaza ggmpletamente el medio del tuko de
Durham™~ (Ver Fig. 2.26).

1.5 PRUEBA DE OXIDO ~ FERMENTACION

FUNDAMENTO : .
determinar si los microorganis
mos atacan a un carbohidrato por oxidacién
"o fermentacidn, la prueba se realiza dejan
do crecer la bacteria en dos tubos con el
medio de Hugh y Leifsonl®,

MEDIO DE PRUEBA O-F Fig. 2.26 Presencia de

gas en a1 tubo
Se utiliza el medic basal OF, el cual es invertido de
un medio semisdélido en tubo de color verde : Durham.

botella que fué introducido por Hugh y

Leifson en 1953, y que permite conocer si

el germen en cuestidn utiliza el carbohidrato en presencia o ausencia de
oxigeno. El medio contiene peptonas y azul de bromotimol como indicador
de pH. Generalmente el azdicar incluido en el medio, es la glucosal8, 40,

PROCEDIMIENTO

Dos tubos con el medio basal OF, recientemente preparados, se inoculan por
picadura profunda con la bacteria en cuestidn. El medio de un tubo se cu
bre con una capa (4 -~ 5 mm) de parafina blanda (petrolatc), aceite de pa-
rafina o vaspar estériles, para obtener un ambiente anaerobio, el otro tu
bo se deja sin sellar. Las bacterias por lo tanto, pueden clasificarse

en tres grupos:

a) No oxidantes; no fermentadoras: no utilizan el carbohidrato.

b) - Oxidantes; no fermentadoras: requieren el oxigeno para utilizar el car
bohidrato. e

¢) Fermentadoras: actudn sobre el carbohidrato en ausencia .o presencia de
oxigeno. : : 136"



INCUBACION:
incubar los tubos de 35 ~37° C, de 24 horas a 7 dias.

RESULTADOS

Las bacterias oxidantes muestran produccidn de dcido solamente en el tubo
abierxto.

Las bacterias fermentadoras muestran &cido en el tubo "sellado" con para-
fina e inicidndose desde el fondo en el tubo abiero (Ver cuadro 2.10).

CUADRO 2,10

Determinaciones Oxido-Fermentacién

REACCIOR " - TUuBO TUBO ABIERTO TUBO "SELLADO"
-Oxidacién (0) Abierto amarillo (A) verde (-)
Fermentacidn (F) Cubierto amarillo (A) - amarillo (&)
(aexogénica)

Fermentacidn (F) Cubierto amarillo {AG) amarillo (AG)
(anaerogéni.ca) :
( 0/ F) negativo Ninguno azul o verde verde (-)
(0/ F) positivo .- hmbos amarillo amarillo

{ Ao AG) (A o AG)

FUENTE: Mac faddin J. F., 1979.

Ademis de la utilizacidn de los hidratos de .carbono, puede detectarse con un medio

OF la'iprodqccién de gases y la motilidad (Cowan y Steel, 1966).

Registrar la produccién de gas y/o fcido y la reaccidn de motilidad de cada tubo

utilizande las siguientes: abreviaturas:
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-~ REACCIONES CON HIDRATO DE CARBONO
Acido; (A)
Acido y gas: (AG)

Sin cambio o reaccidn alcalina: (SC) o (=)

- DETERMINACIONES OF (Ver Fig. 2.27)
Fermentativa: (F)
Oxidativa: (0)
Ni oxidativa ni fermentativa: OF (-}

Oxidativa y fermentativa: OF (+)

~ MOTILIDAD

L i ¥ . " i
Motilidad (+): Crecimiento que se aleja de la 1fnea de puncidp

.

41
Motilidad (~): Crecimiento limitado a la linea de puncidén .
1.6 PRUEBA DEL CITRATO

FUNDAMENTO: . :
determinay si un orxganismo es ‘capaz de utilizar el citrato co- E
mo Gnica fuente de carbono para su metabolismo, provocando alcalinidad en
el medio™~.

BASES BIOQUIMICAS

Algunas bacterias pueden suministrar energfa en ausencia de fermentacidn o
produccidn de jcido lictico empleando el citrato como finica fuente de car-
bono. Normalmente el metabolismo del citrato comprende una condensacidn
de acetilo con la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de Xrebs.

El metabolismo del citrato por la mayoria de las bacterias es ripido a tra
vés del ciclo del Scido tricaboxilico o el ciclo de fermentacién del ci-
trato depende de la enzima citritasa (citrato - oxalacetato - liasa) o ci-
trato desmolasa (Sokatch, 1969), se considera que el oxalacetato y el ace-
tato resultan de la despcomposicidn inicial.

Citrato —=—===c-= Oxalacetato. +  Acetato

Piruvato + CO 2
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Fig, 2.27 Determinaciones O/F en el medio de Hugh y Leiffson.

VERDE VERDE
Medio Original OF.

AMARILLO ~ VERDE ; VERDE  AMARILLO
Reaccion Oxidativa Reaccion Fermentativa

AMARILLO  AMARILLO ) VERDE  VERDE
Reaccion OF Positiva ‘ Reaccion OF Negativa
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Independientemente de los productos terminales producidos, el primer paso
de la fermentacidn del citrato da por resultado la produccién de piruvato,
la degradacidn del piruvato depende, entonces, del pH presente del medio.

Citrato =--=-rm~m==~e= Oxalacetato + acetato

Oxalacetato -===-== ~~=~ Piruvato + co2

pH alcalino:

Piruvato  —w=-—=w=-—--ea~ Acetato + Formato

pH dcido:

2 piruvato =ee=——e-=- -~ Acetato + CO, + Foxmato

2

2 piruvato =~==----=--- Acetoina + 2 CO2

. El medio empleado para la fermentacidn del citrato contienen tambidn sales
de amonio inorgénicas. Un organismo que es capaz de utilizar el citrato
como Gnica fuente de carbono utiliza también las sales de amonio como fini-
ca fuente de Nitrégeno, las sales de amonio se desdoblan en amoniaco (NH3)
con la consiguiente alcalinidad del mediol8s

PROCEDIMIENTOS

MEDIO DE CITRATO DE SIMMONS: '

es un medio sdlido color verde botella de su-
perficie inclinada. Se siembra por estria contfnua en la superficie.
Contiene citrato de sodio, una sal de amonio y un indicador de pH que es
azul de bromotimol. :
INCUBACION

Inocular el medio con un cultivo puro de -18 a 24 horas. Incubar a 37° C
de 24 horas a 7 dfas.,

RESULTADOS

Prueba positiva: crecimiento con un color azul intenso en el medio (Ver
Fig. 2.28). : ) ’

Prueva negativa: no se observa crecimiento ni cambio de color en el medio.

PRUEBAV DE LA- SANGRE CITRATADA
(Método de Cordaro y Sellers, 1968).

Demuestra la facultad de una bacteria de utilizar el citrato que se encuen
tra en la sangre citratada formando un coigulo.
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MEDIO DE PRUEBA

En un medio de caldo BHI, agregar as&pticamente 15 ml de sangre citratada,
mezclar y empleando té&cnicas asépticas distribuir en tubos de ensayo y al
macenar la mezcla de caldo - sangre en refrigeracidn (se conserva de 1 -

- 2 meses)

INCUBACION

Inocular abundantemente con un cultivo puro de 18 horas e incubar a 37° C
de 1 a 3.5 horas. Examinar los tubos cada hora.

RESULTADOS
Prueba positiva: presencia de un codgulo firme.

Prueba negativa: no hay formacidn de coigulo; el medio se mantiene homo-
géneo (Ver Fig. 2.28).

)

1.7 PRUEBA DEL MALONATO ‘

determinar la capacidad de un organismo ‘de utilizar el malona
to de sodio como finica fuente de carbono, ‘con la consigu:.ente alcalim.dad
del medio?l. . o

0

=) (+) (=)

" SIN CRECIMIENTO AZUL : HOMOGENED COAGULO

Fig. 2.28 Prueba del citrato: 1) Agar de Simmons; 2) Prueba de la
sangre citratada. ‘ :
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BASES BIOQUIMICAS

El malonato es un inhibidor enzimAtico que interfiere en la oxidacién del
Acido succinico en dcido fumfrico, inhibiendo la accién catalftica de la
enzima succinato - deshidrogenasa.

El &cido malénico inactiva la enzima por un proceso llamado inhibicidn
competitiva. La reacciSn enzimitica normal (convercién del icido succini
co en fumirico), puede ser inhibida por un compuesto orginico que estruc-
turalmente es similar al sustrato normal, el &cido succfnico. El &cido
maldnico es estructuralmente anilogo al &cido sucefnico y compite por su
lugar en la enzima.

COOH COOH

CH, (<'.’}12)2

3 COOH . 4 COOH

Acido maldnico . ‘Acido succfnico
{Malonato) ’

El Acido malSnico se une a la-enzima, esto ocasiona un '~loqﬁeo de la oxi-.
dacién del Scido sucefnico, y si estd bloqueada la. activacin no puede for
marse un nuevo producto (&cido fumdrico)., .

PIRUVATO
Acetil coenzima A

Oxalacetato

/ Citrato \
Malato cis ~ aconxtaﬁo'
Fumarato Isoc:.trato

\ Succinato ~--=-- cetoglutarato

l .
Inhibicidn del malonato

La acumulacidn de &cido succinico debida a la inhibicidn de la succinato-
deshidrogenasa interrumpe el ciclo de Krebs, privando a alqunos microor-~
- ganismos de su fuente de energia, e interfiere también en el ciclo del &- -
cido glioxflico, impidiendo la produccidn de nuevos .intermediarios para
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la biosintesis de nuevos compuestos necesarios para el metabolismo.

El resultado final, es que un orghnismo es incapaz de crecer y reproducir
se a menos que pueda fermentar o utilizar el malonato de sodio como idnica
fuente de carbono?l.

PROCEDIMIENTOS
Prueba en el caldo de malonato (pH: 6.7); es un medio ifiquido color vex-
de, que se inocula agitando el asa dentro dsl medio, contiene malonato de

sodio, dextrosa y un indicador de pH que es el azul de bromotimol.

TECNICA:
_Inocular con un cultivo puro de 18 a 24 horas.

Incubar a 35° C de 24 a 48 horas y examinar.,

RESULTADOS

" Prueba positiva: color azul claro a azul de prusia intenso en todo el me
dio (Ver Fig. 2.29).

' Prueba negativa: no se observa cambio de
color (verde) o amarillo (linicamente fer-
‘mentacién de glucosa)ll,

Fig. 2.29 ‘Prueba del malonato:

. caldo de malonato; A)
reaccidn negativa; B)
reaccién positiva y
C) utilizacidén de tiras
reactivas.

1)
A.
(=1

VERDE

PRUEBA RAPIDA (tiras reactivas).

'Existen en el comercio tiras impregnadas con el reactivo (malonato), que
son utilizadas para la identificacidn x&pida de las enterobacterias, los
resultados se obtienen en las primeras 4 horas. .

La correlacidn con las pruebas estdndar es de 98 - 99.5% utilizando este
método (Ver Fig. 2.29). ’
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1.8 REACCION DE LA UREASA

FUNDAMENTO :
determinax la capacidad de un oxganismo para desdoblar la Urea,
formando dos moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa.

Esta prueba se utiliza, sobre todo, para. diferenciar los organismos del
génexo Proteus ripidamente ureasa positivos de otros miembros de las Ente
robacterias

5

BASES BIOQUIMICAS

La hidr6lisis de la Urea es catalizada por una enzima especifica, la ureasa,
para dar dos moléculas de amonio, la actividad de la ureasa se demuestra
por la produccifn de flcali a partir de una solucién de Ureal8.

C--- O+ 2 HOH _ureasa _ CO_+H O+ 2Ni, (NH) CO

‘ 27 2 3
/. |
H, N

Urea

3

La ureasa es considerada un enzima constitutiva dado que es sintetizada
por ciertos microorganismos sin tener en cuenta la presencia o ausencia
de 'su sustrato, la Urea, el pH optmo para la actividad de la ureasa es.
de 7.0.

" MEDIOS EMPLEADOS PARA LA PRUEBA
CALDO DE UREA. PH: 6.8 (Rustingian y Stuart, 1945)

Es un medio liquido color amarillo - anaranjade que se inocula por agita-
cién del asa dentro del medio, sus ingredientes principales son: Urea,
fosfato de sodio, extracto de levadura, y rojo de Fenol como ‘indicador de

pHl8, 41
AGAR UREA. PH: 6.8 (Christensen, 1946)

El medio de Christensen evita la necesidad de que un organismo utilice el
amoniaco como su finica fuente de nitrSgeno, asi como permite la deteccidn
de la hidrdlisis de la urea causada por otros miembros de enterobactenas,
cuya actlv:.dad ureasa es muy leve y retardada 8,

Es un medio s6lido con supetfic:.e inclinada de color amarillo pilido, que
se sismbra por estria continua en la superficie del agar. No se hace pun
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cidén de la capa profunda, poxque ella sirve para
control del colox, contiene peptonas, fosfato mo
nopot&sico, glucosa, Urea y rojo de Fenpl como
indicador de pH,

‘PROCEDIMIENTOS

CALDO UREA:

inocular un cultivo puro de 18 « 24
horas densamente y agitar suavemente para lograr
la suspencidn bacteriana. Incubar a 37° C y ob-
servar las reacciones despuds de 24 - 48 horas.

AGAR UREA DE CHRISTENSEN:

inocular un cultivo de
18 - 24 horas en la superficie del agar, incubar
a 35 - 37° C y observar reacciones de 6 a 24 ho-
ras y todos los dfas siguientes durante 6 dfas.

RESULTADOS
CALDO UREA DE STUART -

Reaccién positiva: color rojo rosado intenso en
todo el caldo.

Reaccidn negativa: no se produce cambio de color : .

(Ver Fig. 2.30~.a7).

AGAR UREA DE CHRISTENSEN

Reaccidn positiva: color rojo rosado intenso en
la superficie del agar. El color puede penetrar

en el medio.

Reaccidn positiva rdpida: de 1 - 6 horas (en el
género Proteus).

Reaccidn negativa: no se produce cambio de color
(Ver Fig. 2.30- B).

Fig. 2.30 Reacciones en la prueba de urea.

NARANJA
AMARILLO  ROJO

(=)

B L
(+)

AMARILLO  RQJO -
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1.9 PRUEBA DE REDPUCCION DEL NITRATO
FUNDAMENTO: .
determinar la capacidad de un organismo de producir enzihas
que reduzcan el nitrato en nitritos o en nitrdgenc libre

BASES BIOQUIMICAS

1
La reduccién del nitrato (NO3) en nitrito (NO2) y en gas nitrégenc (N3)
tiene lugar generalmente en condiciones anaerébicas, en las cuales un or-
ganismo obtiene su oxigeno del nitrato.

En la reduccidn del nitrato, los citocromos bacterianos transportan elec—
trones a moléculas aceptoras especificas, los productos finales de la re-
duccién del nitrato son: nitrito, amoniaco, nitrSgeno molecular, 6xido ni
trico, 6xido nitroso e h1drox1dolamina41

REDUCCION DEL NITRATO AL NITRITO

NO. - + 2@ + 8H  —ememn- - + H
%3 se s N9, 2 ©

El producto final de la.reduccidn que se forme depende de la especie bac-
teriana, el mis comin es el nitrSgeno molecular (un gas) por medioc de la

reduccién del nitrito; éstos productos, seglin las condiciones del medio ya
no son mis oxidados o asimilados en el metabolismo celular, sino que se
excretan en el medio.

La reduccién del nitrato a gas nitrSgeno u &xido nltroso (N2 O) se denomi
na desnltrlficaCLOn.

NITRATO EN NITROGENO MOLECULAR

2 N03 e 10e + 12 H T me— N2 + [ H2 o

El proceso de desnitrificacién, el &xido nitroso (un intermediario)'puede
acumularse si la concentracifn de nitrato es alta; sin embargo, cuando &s
ta baja el éxido nitroso es reducido nuevamente a nltrogeno molecular.

La reduccién, por lo tanto, en la prueba de reducciSn del nitrato, se ma-
nifiesta por la presencia de un producto final catabdlico o la ausencia
de nitrato en el medio%l.

MEDIO DE PRUEBA

CALDO NITRATO (pH: 7.0):

es un medio 1fquido, de color amarillo, su ingre
diente prlnclpal es el nitrato de potasio.  El medic puede llevar inclui=
do un tubo invertido @e Durham, utilizado para demostrar la formacibn de
gas a partir del nitratol8,
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REACTIVOS:

SOLUCION A:

Acido sulfinilico 8.0 g.

Acido acético 5 N 1000 ml,
SOLUCION B:

Alfa - naftilamina . 5.0 g

RAcido acético 5 N © 1000 ml.
PROCEDIMYENTOS

Inocular el medio con un cultive puro de 18 a 24 horas, incubar a 35 -.37°
C de 12 horas hasta 5 dfas.

- La incubaci6n durante 5 dias no‘gs‘necegpria para las Enterobacterias, ya
que 8éstas, reducen el nitrato a nitrito en 8 horas.

FASE 1

= Agregar directamente al cultivo incubado 1 ml de la solucién de &cido
'sulfanilico y luego 1 ml de la solucidn de alfanaftilamina gota a gotalS.

RESULTADOS :

Positivo: color rojo del medio dentro de los 30 segqundos inmediatos, que
indica una prueba completa; desechar el tubo.

Negativo: no aprece color. Continuar con la fase 2 (Ver Fig. 2.31).
FASE 2

~ Agregar directamente al tubo que contiene los reactivos A y B, unévpe—
quefia cantidad de polvo de zinc (20 mg.).

=~ El polvo de zinc debe estar libre de nitratos o nitritos.

RESULTADOS

Si se produce un color rojo, el zinc a reducido el nitrato a nitrito, es-
to indica que el nxtrato estaba presente y no se reducxa por la accidén

bacteriana. - -

" 8i no se produce el color rojo, indica que las bacterias han reducido los
nitratos y los nitritos hasta gas nitxdgeno (Ver Fig. 2.31). ) .
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Fase No1

-Reactivos

@

&)

( +
_ - T AMARILLO - ROJO 7
Fig. 2,31 Lecturas en la reduccidn del nitrato.
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;.10 PRUEBA DE ROJO DE METILO- VOGES PROSKAUER (MR- VP)

FUNDAMENTO:

Rojo de metilo: comprobar la capacidad de un organismo de pro
ducir y mantener estables los productos terminales &cidos de la fexmenta-
cidn de la glucosa.

Voges Proskawey: (VP): determinar la capadidad de algunos or-
ganismos de producir un compuesto final neutro, el acetil metil carbinel
{acetoina), a partir de la fermentacibn de la glucosa4

BASES BIOQUIMICAS

La prueba de rojo de metilo (MR) se basa en el empleo'de un indicador de
pH, rojo de metilo, para determinar la concentracién de iones hidr&geno‘
-presente cuando un organismo fermenta la glucosa.

Todos los miembros de las Enterobacterias son, por definicidn, fermentadores
de la glucosa. En el caldo MR - VP, después de 18 a 24 horas de incuba-
- @ibén, la fermentacidén resultante da productos secundarics metabéllcos 8ci~
dos; pox lo tanto, inicialmente todes los entéricos darin una reaccidn po-
sitiva con el rojo de metilo; sin embargo, despuds de mis tiempo de incu~
bacién como lo exige la realizacifn de la prueba (de 2 a 5 dfas), aquellos
organismog que son rojo de metilo positivos continfian produciendo mis 8ci~
dos, y dan como resultado un bajo pH terminal, venciendo el sistema amor-
tiguador de fosfato, y manteniendo un medio Acido (pH: 4.2).

. Los organismos rojo de metilo negativos continlan metabolizando los produc
tos iniciales de la fermentacifn por descarboxilacidn, produciendo acetil~
metilcaxbinol (acetoina) neutro, lo que da un elevado pH terminal que dis~-
m;nuye la acidez del medio, elevando el pH la neutralidad (pH: 6. 0y41

La reaccion de Voges Proskauer (VP) se basa en la deteccidn del acetilme-
- ‘tilcarbinol (acetoina), un producto final neutro derivado del metabolismo
de la glucosa, ésta es metabolizada en Acido piruvico, una bacteria puede
sequir muchas vias, la produccidn de acetoina es uno de los ciclos para
la degradacidén de la glucosa en las bacterias.

Las Enterobacterias se clasifican como fermentadoras de acidos mixtos ]
del Acido férmico, lo cual indica gue sus productos terminales por la uti-
lizacidn de la glucosa gon dcidos.

Acido 14ctico

Oxalacetato  ==-=~= Acido succinico

o ; ‘/coz

Acido pirdvico Acido f6rmico\\
%

Ac. acético

Acatil coenzima‘A

Ac. etflico
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Estos fermentadores de &cidos mixtos pueden ser divididos a su vez en dos
grupos: 1) los que producen dcidos, pexo no 2, 3 Butilenglicol como la
E. coli (VP ~), o 2) los que producen 2, 3 Butilenglicol como principa-
les productos terminales, como los grupos Klebsiella - Epterobacter (VP+).

El producto terminal en la utilimacién del piruvato por los grupos Xleb-
siella ~ Enterobacter, Serratia, Bacillus, es el 2, 3 Butilenglicol. La
reaccién de (VP) se basa en la deteccién de la acetofna, un precursor de
la produccién de 2, 3 Butilenglicoldl,

MEDIO DE PRUEBA

CALDO MR -~ VP: .

son dos tubos que contienen el medio de MR - VP, modifica-
do del medioc original de Clark y Lubs (1915). Se inocula por ‘agitacidn
del asa en el medic, contiene peptona amortiguada, dextrosa al 0.5% y fos-
fato de potasio (Buffer). . .

REACTIVOS:

SOLUCION DE ROJO DE METILO (MR)

' Rojo de metilo  0.04 g.
Etanol . ' IR .40 mi.

Agua destilada B ' a 100 ml.

Disolver el rojo de metilo en etanol y d;luir al volumen con agua; puede’
utilizarse alcohol etilico de 95°,

REACTIVO VP (de Barritt)

o<-naftol (1 - naftol) . 5 g.

Alcohol etilico (absoluto) 100 ml.

+Disolver e1<>< - naftol en menos de 100 m). de alcohol etilico absoluto.
Trasvasar la solucidn a un frasco volumétrico de 100 ml y agregat alcohol
etIlzco absoluto, c.s.p. 100 ml. .

Hidxbxido de potasio R " 40 g. '

" Agua destilada ' ' 100" ml.

Pesar rSpidamente el hidrdxido de potasio y disolverlo en menos de 100 ml
de agua destilada. Colocar en un bajio de agua fria circulante para contxo -

lar la temperatura. Enfriar y trasvasar a un frasco de 100 ml Yy agregaxr
agua destilada, c.8.p. 100 ml.lg.
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PROCEDIMIENTOS
PRUEBA DE ROJO DE METILO (MR)
Inocular el medio con un cultivo puro de 18

a 24 horas e incubar a 37° C por 48 horas.

Agregar 5 gotas del indicador de pH rojo de metilo directamente al medio
antes de intentar la interpretaciSn.

RESULTADO
Prueba MR positiva: el cultivo es lo suficientemente &cido como para per
mitir que el reactivo rojo de metilo mantenga un definido color rojo (pH:

4.4) en la superficie del medio.

Prueba MR negativa: color amarillo (pH: 6.0) en la superficie del medio
(Ver Fig. 2.32).

Reacciéh'fetatdada: color anaranjado. Continuar la incubacién hasta 4
dfas y repetir la prueba.

REACCION DE VOGES PROSKAUER (vp)

Realizar la lectura después de 24 - 48 horas; puede necesitar una incuba—
cidén mis prolongada, hasta 10 dfas. :

Agregar directamente los reactivos (VP), en el orden sigulente:
~ Primero: 0.6 ml de una solucidn de o< -naftol al 5%.
- Ssegundo: 0.2 ml de la solucidn de KOH al 40%.

Agitar el tubo suavemente para exponer el medio al oxfigeno atmosférico a
fin de oxidar la acetoina y obtener la reccidn

RESULTADOS

Reaccifén VP positiva: color rojo rosado en la superfmcie del medio {nos
indica la presenc1a de acetoina), (Ver Fig. 2.32.).

T
Reaccidn VP negativa: color amarillo en la superficie del medio (mismo co
lor del reactivo). '

PRECAUCIONES

Las pruebas de MR - VP, no ofrxecen confianza como Gnico medio necesario
para diferencia la E. coli de los grupos Klebsiella - Enterobacter. De-
.ben realizarse pruebas de citrato y de indol junto con las reacciones de
MR - VP de rutina (pruebas del IMVIC).
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Muchas personas tiepen la erxfnea impresiép de que up organismo que es VP
positivo es automfticamente MR pegativo, o viceversa, basados en el funda
mento de la prueba, pero algunos organismos como e) Entexobacter hafniae
(cuando es incubado a 37° C) y Proteus mirabilis pueden dar tanto una
reaccién MR positiva como VP positiva4l,

El orden de adicién de los reactivos de Barritt es muy importante.
Agregar primero el o< -naftol, seguido por el KOH. La inversi6én del orden
de incorporacidn del reactivo puede dar un resultado debilmente positivo
o falsamente negativo.

2. PRUEBAS DE REACCION MULTIPLE

- 2.1 PRUEBAS EN EL MEDICQ S.I.M.

FUNDAMENTO: o :
o el medio de 5.I.M,, se utiliza para realizar tres pruebas a la
vez, que deben ser lefdas y reportadas por separado, es usado rutinaria-
“mente en la diferenciaciSn de cultivos puros de Enterobacterias y que de-

tecta la produccién de Sulfuros, Indol y Motihdad

Ayuda a la diferenciacifn de las siguientes especies:

CUADRO 2.11

Reacciones de algunas Entexobacterias en el
medio de S.I.M. ‘

e e — —— — —— — — —— m—— - et et T — At Wt et e i emat ymmn S e v S — o

ESPECTIE Pro;lltziccs:ién de - Pr;:ggii.&' 7 Motilidad
Salmonella typhi +0- , - - +
Salmonella +0 - - o .- . +
shigela ' - B + o - -

E. coli _ - : 4+ . + o =~
Klebsiella . - By "+ o - R
Enterobacter - - - +
Citrobacter . + ' . - +

FUENTE: Mac Faddin, 1979.
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BASES BIOQUIMICAS

PRODUCCION DE ACIDO SULFHIDRICO:

detexmina si se ha liberado &4cido sulfhi-
drico (Hy S) por acci6én enzimfitica, de los aminofcidos que contienen azu-
fre produciendo una reaccién visible de color negro.

La peptona, la cistefpa, la cigtina y el tiosulfato, todos son fuentes de
azufre, pero las diferentes especies utilizan distintos compuestos o aming
Acidos que contienen azufre para producir (Hs S). La enzima responsable

de esta actividad es la cisteinasa.

Se encuentran en el comercio muchos medios que contienen peptona e hierro
"y que sirven para detectar la produccidn de &cido sulfhfdrico entre las-en
terobacterias. Los indicadores de H2 S varian entre estos medios: hierro,
sulfato ferroso, sulfato de amonio ferroso o férrico, tiosulfato de sodio
o sulfito de bismuto; sin embargo, el principio es el mismodl,

REACCION TOPAL:

Bacteria (medio &cido) + Tiosulfato de sodio--~~~Gas H2 51

By, S + iones férricos =—--—--- Sulfuro ferroso
‘ ' Precipitado negro insoluble

PRUEB}\ DEL INDOL:
.. determina la capacidad de un organismo de desdoblar el
mdol de la molécula de Triptefano.

El TriptSfano es un aminofcido que puede ser oxidado por ciertas bacterias
para formar tres metabolitos indSlicos principales: . Indol escatol .(meti-
lindol) e indolacético. :

El principal intermediario de la degradacidn del ’rriptéfano es el &cido in
dolpirfivico, del cual paede formarse indol por desaminacion, y escatol por
descarboxilacidn del &cido indolacético.

El indol es volitil y puede ser detectado tratando el-medio con P - dime-
tilaminobenzalodeh{do o con tiras de papel impregnadas con dcido oxdlico
mantenidas cerca de la boca del tubo de cultivo por el tapdn de algoddn.
- ambos métodos son sensibles y dan los mismos resultados. .

El xeact.wo de Xovic's o Ehrlich, tienen la ventaja de que el solvente (al
cohol amflico o etanol) se encuentran en la solucién a pruebal8, 41,

PRUEBA DE MOTILIDAD

La motilidad del gérmen se demuestra por una turbidez difusa en el seno
del medio.
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MEDIO DE PRUEBA

El medio de S.I.M. es un medio semisélido (0.75% de agar) en tubo, que se
siembra por picadura. Contiene peptona de caseina, sulfato de hierro y
amonio, tiosulfato de sodio y agar.

REACTIVOS (para demostrar Indol) '

REACTIVO DE KOVAC (1928).
P - dimetilaminobenzaldehfido
Alcohol amflico

. HC1 conc.

59,
75 ml.

25 ml.

Disolver el aldehido en el aicohoi por calentamiento ligero en bafio Maria
(50 - 55° C). Enfriar y agregar el &cido, proteger de la luz y almacenar
a 4° c. - : ! .

REACTIVO DE EHRLICH

P - dimetilaminobenzaldehfdo ‘ “1g.

Etanol. absoluto 95 ml.

HC1 conc. o 20 ml.

Disolver el }aldeh.{do en el atanol y agregar el Acido, pzoteéer de la luzm.

PROCEDIMIENTO

Inocular la cepa pura en estudio por picadura, alcanzando ésta unoé 3/4

de la longitud de la columna, retirar la aguja siguiendo la 1£nea de ino-

culacifn e incubar de 24 a 48 horas a 37° c8,

RESULTADO

Motilidad: :
prueba positiva- difusién del gérmen en el medio, provocando

turhtdez (Ver Fig. 2.33) .

pruebha negat:iva: crecimiento acentuado en la 1Inéa de inocula
cién, ' ' ' ‘
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La temperatura de incubacidn es importante: en la mayor parte de los mi-
croorganismos mSviles, lo son a temperaturas mis bajas (15 a 25° C) y
pueden no ser méviles a 37° cl18,

Acido sulfhidrico:

prueba positiva: se observa ennegrecimiento del medio
siguiendo la 1fnea de inoculacifn e en todo el agar (Ver Fig. 2.33)

prueba negativa: mno se observa ennegrecimiento en el.
medio.

UTILIZACION DE TIRAS DE ACETATO DE PLOMO

Deteccidn de H 8 de rutina:
Prueba positiva: coloracién negro - pardusca de la tira de papel.
Prueba negativa: no hay altercaciones ni coloracidn de la tira..

Deteccidn del Indol .
agregar directamente al tuvo incubado, 0.5 ml del reac
tivo de Kovac o Ehrlich, agitar perfectamente y examinar 1 minuto después.

_ Prueba positiva: presencia de un anillo rojo en la superficie del medio
(Ver Fig. 2.33).

Prueba negativa: no se produce cambio de color, toma el color del reactivo.

Fig. 2.33 Interpretaciones en
‘el medio de SIM:
a). motilidad positi
“va; B) produccién
~de H2 'S; C) produc~
¢idén de Indol.

156



TIRA IMPREGNADA CON ACIDO OXALICQ (Prueba x3pida)
- Colocar una cinta con icido oxflico entre el tapbn y el tubo.
Prueba positiva: formacién de un color rosa pdlido.

Prueba negativa: no se aprecia cambio de color.
2.2 PRUEBA DE LA LECHE CON TORNASL

~ FUNDAMENTO:
diferenciar organismos sobre la base de sus miltiples reaccio
nes metabSlicas en un medio lacteo.

BASES BIOQUIMICAS

La leche tornasolada es un medio diferencial que se emplea para determinar
varias funciones metabSlicas de un organismo: fermen;acién de la lactosa,
caseblisis y coagulacién de la casefna.

El tornasol incorporado a la leche es un indicador del pH y un indicador
Redox (oxidacidn-reduccifn) que hace que el medio pueda indicar diversas
funcionnes. La leche sola contiene el hidrato de carbono lactosa junto con
tres importantes protefnas: casefna, lactalbiimina y lactoglobulina.. Por
lo tanto, un organismo puede mostrar una o varias propiedades metabdlicas,
cada una propia de una especie determinada, ayudando asi a la identifica-
cién bacteriana. ‘ ' o

FERMENTACION DE LA LACTOSA

" El tornasol como indicador de pH es rojo en solucidn icida (pH: 4.5) y
azul en condiciones alcalinas (H: 8.3). La leche tornasolada presenta un
color azul purplixec (pH: 6.8) cuando no estd inoculada, pero si un orga~
nismo es capaz de -fermentar la lactosa, produciendo principalmente dcido
ldctico, se produce una condicién 8cida indicada por el cambio de color
del medio, que se vuelve rojo rosado. Ciertas bacterias que forman &lca-
lis no fermentan lactosa, pero actflan sobre las substancias nitrogenadas
que se encuentran en la leche liberando amoniaco, y dando en consecuencia
un pH alcalino que se manifiesta por un color plrpura azulado.

Lactosa ~=~===-- glucosa + galactosa

‘ fcido 14ctico
Glucosa =~=-~=-- ac. pi:ﬁvico<EEE;5cido butirico
' ’ C02 +H2‘
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REDUCCION DEL TORNASOL

El tornasol es un indicador del pH y un indicador de oxidacidn - reducciém.
Algunos organismos son capaces de reducir el tornasol a una leucobase
{blanca).

FORMACION DE COAGULO Y DIGESTION

Las enzimas proteoliticas provocan la hidr8lisis de las proteinas de la le
che de lo que resulta su coagulacidén: la enzima responsable de la forma-
cidn de codgulo es la renina. La formacién de codgulo en la leche torna-
solada es causada por: una precipitacién de la caseina por la formacidi

.. de 8cidos, o por la conversién de la casefna en paracaseina por la enzima
renina.

FORMACION DE UN COAGULO ACIDO

La precipitacidn de la caseina provocada por los dcidos orginicos a partir
de la lactosa en condiciones fcidas, produce un codgulo firme, gelatinoso
que no se separa de las paredes del tubo y es facilmente disuelto cuando
es sometido a condiciones alcalinas. La lactosa es fermentada dando aci-
do lictico y otros &cidos orginicos comé productos finales de la glucéli~-
sis, &stos a su vez, se combinan con el caseinato de calcio, sal soluble Al
en agua, para dar caseinSgeno que precipita en forma de codgulo insoluble’ .

Lactosa ~—==e=———— &cido lactico

Acido lactico + caseinato de Ca .
: caseasa _._ Caseinégeno

{medio acido) {sal soluble) {(insoluble)

DIGESTION (PEPTONIZACION)

La hidrS8lisis de la caseina por la actividad enzimitica produce una con-
versién final del precipitado caseindgeno en un liquido claro; el proceso
se denomina peptonizacidn, y se manifiesta por una aclaracidn acuosa del
medio causada por la digestién del precipitado {coigulo) y las protefnas
de la leche por las inzimas proteoliticas. S6lo se produce peptonizacién
cuando la bacteria en prueba contiene la enzima proteolitica caseasa.

FORMACION DE UN CUAJO (COAGULO)

La otra forma de codgulo es el cuajd, es el proceso que ocurre por la con'
versién de la casefna en paracasefna por las enzimas renina, pepsina o -
quimotripsina contenidas en la leche.

La renina provoca el cuajado de la leche convirtiendo la sal de césefna_
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soluble (caseinato de calcio) en una paracaseina insoluble (paracaseinato
de calcio) que es el cuajo o requeson.

renina
Casefna ~===-eeewn Paracaseina

Cuajada

La paracaseina es precipitada como paracaseinato de calcio por arriba de
un pH de 4.5; este cuajo es blando, insoluble, no se disuelve en condicio
nes de alcalinidad y se separa de las paredes del tubo despu@s de algunas
noras, dando un liquido residual claro que se denomina "suero".

FORMACION DE GASES

Los gases (CO, y Hy) se forman como resultado de la fermentacifn de la lac
tosa. e produce una fermentacién turbulenta cuando hay abundancia de ga
ses que descomponen un coigulo &cido.

MEDIO. DE LECHE TORNASOLADA (PH: 6.8)

Es un medio diferencial 1£qﬁido de color azul purpiireo, se siembra por
agitacién_del asa y contiene lactosa, galactosa, trazas de glucosa, casqi'
na, sales minerales y tornmsol como indicador de pHlB,

PROCEDIMIENTOS

Inocular un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubacidn.

En caso de Clostridium agregar hierro estéril, por ejemplo, polvo de hie-
rro, limuaduras de metal o clavos al tubo.

Incubar a 35 - 37° C por 18 a 24 horas; pueden ser necesarios periodos
mis largos, hasta 14 dias. :

RESULTADOS :
ROJO ROSADO (A)

Reaccidn &cida

Fermentacidn de la lactosa

AZUL PURPUREO (SC)
No hay fermentacién de la lactosa

No hay cambio en el indicador de pH
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AZUL (ALK)
Reaccidn alcalina
No hay fermentacidén de la lactosa

“Metabolismo de substancias nitrogenadas

-~ BLANCO (RED)

Reduccidn del tornasol a una Leucobase

- DIGESTION (PEPTONIZACION) (D)
- FORMACION DE COAGULO O CUAJO (C)

Coagulacidn de la protefna de la leche

-~ GAS (CO2 Y H2) (G)
Burbujas en el medio

El cofgulo puede desintegrarse

~ FERMENTACION TURBULENTA (T)

El cofigulo cido es fragmentado por la abundante produccidn _

de gas.

NOTA: En una sola bacteria puede producirse una de estas reacciones meta
bS8licas o una variedad de combinaciones de las mismas?!,

-CUADRO 2.12

Posibles lecturas en el medio de leche con tornasol

" REACCION.

_ABREVIATURA

Acido solamente () -
Acido con gas {AG)
Acido con codgulo (AC)
Acido, codgulo y gas (XCG)
Acido digestidn (AD)
Codgulo digestidn (cD)
DigestiSn (D)
Cofgulo, gas (CG)
Codgulo (©)
Reduccién del tornasol (Red)
Sin cambio (sc)

FUENTE: Mac Faddin, 1979.
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2.3 PRUEBA DE LA DESCARBOXILACION DE LA LISINA

FUNDAMENTO: .
medir la capacidad enzimAtica de un organismo para descarboxi-
lar un aminoicido formando una amina, con la consiguiente alcalinidad4l.

BASES BIOQUIMICAS

La prueba se basa en la descaboxilacién de la lisina, formacién de sulfu-
ros y fermentacién de la glucosa: ademds detectar la desaminacién de la
lisina.

La descarboxilacibén es un proceso por el cual las bacterias que poseen en-
zimas descarboxilasas especfificas son capaces de atacar a los aminoicidos
en su grupo carboxilo (-~CQOH), dando una amina o una diamina y anhidrido
carbdni.co.

El aminofcido L - lisina sufre la descarboxilacidn para dar una diamina
(cadaverina) y anhidrido carbdnico por accidn de la enzima especifica li-
sina - descarobixilasa.

Las descarboxilasas son enzimas adaptativas o inducidas; son formadas por
un organismo solamente cultivadas en un medio Acido en presencia de un
sustrato especifico. Los productos de la descarboxilacidn provocan una
desviacidn del pH hacia la alcalinidad. El proceso enzimitico resultante
es irreversible, no oxidativo, y requiere una coenzima comin, el fosfato
de piridoxal.

En el laboratorio de bacteriologia clinica, las tres descarboxilasas uti-
lizadas para la indentificacién bacteriana son la lisina, ornitina y la
arginina.

La descarboxilacidén de la lisina, puede ser detqctada en forma simple por
la observacién del cambio de color de un indicador de pH, incorporado al
medio de cultivodl,

MEDIO DE L.I.A. {Lisina - hierro ~ agar)

!

Es un medio diferencial empleado para caracterizar las Enterobacterias.
Es muy (itil para diferenciar tempranamente cepas de Salmonella y Arizona
de Citrobacter. Es un medio s8lido en tubo con superficie inclinada de
color piirpura, contiene lisina (1%), glucosa, un indicador de H,S y piir-
pura de bromocreosol como indicador de pHS8.

PROCEDIMIENTOS

Inocular el medio por e;tria en la superficie del agar. Utiligar un cul-
tivo puro de 18 a 24 horas.
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Incubar a 37° C por 48 horas; puede ser necesaria la incubacién prolonga-
da, hasta 4 dfas.

RESULTADOS

Prueba positiva:

Prueba negativa:

Plrpura ---- Amarilleo ---- Plirpura

Plrpura ---- Amarillo (solamente fermentacidn de gluco-
sa), (Ver Fig. 2.34).

NOTA: Todas las Entercbacterias provocan una fermentacidn incial de glu-
cosa que produce acido, que se manifiesta por un cambio de color
en el indicador de pH, de piirpura a amarillo en las primeras 10 a
12 horas de incubacidén. En respuesta a la acidez, los organismos
que producen lisina - descarboxilasa forman una amina (cadaverina)
que hace que el medio se torne alcalino, pudiendo ser demostrado
por el indicador, el cual toma una apariencia piixpuradl,
CUADRO 2.13
Reacciones de los grupos entéricos
en medio L.I,A.
Superficie Fondo del H2 s GRUPO
del agar agar .
Alc. Alc. o N - Escherichia
Alc. Acido - Shigella
Alc. Alc. o N (=) Salmonella
Alc. Alc. o - S. typhi
alc. Acido o+ S. paratyphi A
Alc, Alc. o N + (=) Arizona
Alc. Acido o~ Citrobacter
Alc. Alc. + Edwardsiella
Alc. o N Alc. o N - Klebsiella,
Enterobacter
Alc. o N Acido . - E. cloacae
Alc. o N Alc. o N - Serratia
Rojo (Alc.) Acido (+) Proteus,
Providencia

FUENTE: Davidson y Bernard, 1983,

Los simbolos incluidos en paréntesis indican reacciones ocasionales.

Alc. = Alcalina,

N= Neutro,

Rojo= Desaminacidn oxidativa de la lisina.
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ORIGINAL 24 HRS 48 HRS

PURPURA AMARILLO PURPURA

CONTROL

PURPURA AMAR!LLO
ORIGINAL 24~48 HARS
Fgi. 2.34 Resultados en el medio de L.I.A. En la prueba: p051t1va, as pro=
_bable, para alqunas Enterobacterias, que €l medio muestre un pre

cipitado negro que nos indicaria la produccién de H_ S formado’
2
por el metabolismo bacteriano.
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2.4 PRUEBAS EN EL MEPIO T.S.I. (Triple azficar hierro)

FUNDAMENTO ¢ .

determinar la capacidad de un organismo de atacar un hidrato
de carbono especifico incorporado en un medio de crecimiento bisico, con
la produccién o no de gases, junto con la determinacidn de posible produc
cidn de acido sulfhidrico41.

BASES BIOQUIMICAS

La produccidn de &cido sulfhidrico y/o las formas de fermentacidn de los
hidratos de carbono son generalmente caracteristicas de los grupos, géne-
ros o especies bacterianos especificos, sobre todo entre las Enterobacte-
rias.

El agar triple azlicar hierro (TSI), es un medio diferencial que se utili-
za con un doble propdsito: 1) determipar la fermentacidn de carbohidra-
tos, y 2) determinar la produccidn de'HZS.

El medio TSI contiene tres hidratos de carbono: lactosa, sacarcsa y glu
cosa. - En este agar, algunos microorganismos tienen la facultad de fer-
mentar todos los hidratos de carbono; otros fermentan solamente la gluco-
sa; y otros, ain no son capaces de fermentar ni la lactosa ni la glucosa.
La fermeéntacidén del azilcar puede llevarse a cabo con produccidén o no de
gases (CO2 + Hz)‘

- La fermentacién se produce aerSbicamente (en la superficie del agar) -y
anaer8bicamente .(en la capa inferior del medio).

'FERMENTACION DE LA GLUCOSA SOLAMENTE (alcalina/dcida).

La fermentacidn de 1a glucosa sdlo gueda indicada por la formacién de aci
do (amarillo} en -el fondo-del medio, sin gas o con el mientras que la
" superficie permanece alcalina (roja}.

La superficie es alcalina (roja), lo que indica que se ha producido la de
gradacién aerébica de la glucosa. Después de 18 a 24 horas de incubacidn
la baja concentracidn de glucosa {£.1%) ha sido consumida pox completo y
el organismo comienza a utllizar las peptonas que se encuentran en el me-
dio. : :

Sin embargo, en la capa profunda del medio se observa un color amarillo
debido a la degradacifn anaerdbica de’ ‘la glucosa, aqui, la glucosa- también
es degradada después de 18 a 24 horas de incubacién; sin embargo, se for-
man productos finales Acidos dando un pH &cidodl (color amarille).
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a. orgénicos

aldehfdos
ciclo de Embden -~ Meyerhof alcoholes
GLUCOSA - anaerdbico
CO2 + H2
Energia

FERMENTACION DE LA LACTOSA Y LA GLUCOSA (Acida / 8cida)

. La fermentacidn de la lactosa se demuestra por el desai?rollo de acido y
_ gas tanto en la superficie como dentro de la capa del agar (amar:.llo /ama -
rillo). :

Algunos organismos tiepen la facultad de fermentar tanto la glucosa, como
la lactosa o la sacarosa en busca de elementcs nutritivos, dando una reac
cién en el medio de superfic:.e dcida y una capa profunda &cida después de
la incubacidn (&cida/4cida). En un perfodo de 18 a 24 horas la concentra
cién de la lactosa (1%). _

_ Alin no-se ha consumido y todavia existe una condicidn dcida, si se leyera
' el ' mismo medio después de 48 horas o mis, la superficie se habria vuelto
alcalina por deplecidn de la lactosa y la utilizacidn de peptonas.

LACTOSA B - galactosidasa

glucosa + galactosa

Glucosa o galactosa ciclo do Krebs . co, + H_ + energia

aerdbico 2 2

© NO FERMENTACION DE LA LACTOSA NI DE GLUCOSA
{Alcalina/alcalina; alcalina sin cambio)

Algunas bacterias, sobre todo los bacilos no entéricos Gram positivos, son
incapaces de fermentar la glucosa o la lactosa. Como ellas no fermentan
los carbohidratos para su metabolismo, utilizan las peptonas de forma aerd
bica o anaerdbica dando dos posibles lacturas en el medioc de TSI. La reac
cidn (alcalina/alcalina), se da cuando las peptonas son- utilizadas tanto
_en forma aerdbica como en la anaerSbica. La reaccidn (alcalina/sin cambio)
se presenta unicamente en aguelllos organismos aerSbicos).

" Cuando las peptonas son degradadas se produce un pH alcalino por la libe- -
racién de amoniaco (NH3) que imparte un color rojo intenso al medio.

Rerdbicamente '
PEPTONAS Anaerabicamente amoniaco (NH3)
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PRODUCCION DE GAS

La produccidn de gas se ve por la aparicién de burbujas en el medio en la
trayectoria de la pun¢idn y alrededor de ésta, los gases producidos son
anhidrido carbénico e hidr6geno, la bacteria que produce gas se denomina
aerogénica y puede ademds manifestarse por el desdoblamiento del medio,
por el desplazamiento total del medio del tubo dejando un area clara, o
una ligera muesca del medio en el costado del tubo. La no produccidn de
gas se denomina anaerogénica.

2.5 PRODUCCION DE H2‘S

Otro sistema de diferenciaciSn utilizado = en el medio TSI, es la produc= -
cién de. dcido sulfhidrico (H2 S], que se manifiesha por un ennegrecimien-.
to del medio como xesultado de la formacidn de sulfuro de hierro. :

Bacteria (medio &cido) + tiosulfato de sodiop ===m=w=r= _H_ S gas I

El 8cido sulfhidrico es un gas incoloro; por lo que es necesario un segun
do indicador para detectar en forma visible su produccidn.

H2 ‘'S + iones férricog —e---es=ea=- sulfuro ferroso (precipitado negro
T insoluble)

AGAR TRIPLE AZUCAR HIERRO (Agar T.S.I.)

El agar T.S.I. es un medio diferencial en tubo con superficie inclinada
de color rojo-anaranjado, es un medio utilizado para la diferenciacidn ten
tativa de los bacilos entéricos. Contiene lactosa (1%), sacarosa (1%),
glucosa (0.1%); citrato férrico y tiosulfato de sodioc como indicadores de
Hz S, y rojo de fenol como indicador de pH. .

PROCEDIMIENTO

Utilizar un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubacién.

Se toca el centro de la colonia del cultivo original con un-alambre recto
que se hace penetrar en la capa del agar (cuidando de no puncicnar hasta

el fondo del tubo).

. Luego se hace pasar el alambre por encima de la superficie mclinada en
estrias.

Incubar a-37°.C por 18 a 24 horas. Ni antes ni despuds .
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RESULTADOS

Cuando se interpreta un resultado en el medio TSI puede observarse la com
binacién de culaquiera de las reacciones mencionadas a continuacidn, 1)
Fermentacidn de los hidratos de carbono; 2) produccidn de gases (co2 y

llz), y 3) produccidn de Hz S. Registrar todas las observaciones32,

REACCIONES: .
ROJO -~ NARANJA =-~--=w Tubo sin inocular (control)

AMARILLO -Acidow~-~~ Fermentacidn de glucosa, lactosa y saca-
rosa.

ROJO INTENSO =~~-—- No fermentacién de los carbohidratos
(no entéricos)

NEGRO EN EL FONDO -~ Produccidén de Hz [
BURBUJAS DE GAS EN EL MEDIO - Pruduccidn de gas.

R CUADRO 2.14
Registro de las reacciones en el agar triple azficar hierro

REACCION ' ABREVIATURAS
Acido / ‘dcido . - A/ A

Acido / &cido, gas - A/ A, gas
Alcalino / &cido - ' Ale. / A

‘illcalino / &cido, gas : Alc. / A, gas
Alcalino / 4&cido, gas, H2 s Alc. / A, gas, H2 [
AMlcalino / &cido, H, S : "~ Ale. / A, H, §
Acido / Aacido, H2 ‘ A/ A, st
Alcalino/alcalino - Alc. / alc.
Alcalino/ sin cambio . aAlc. /sC

Sin cambio /sin cambio sC / scC

FUENTE: Mac Faddin, 1979.
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INTERPRETACION

1.

2,

Fondo Acido
Superficie &cida
Gas en el fondo

Sin color negro

Fondo &cido
Superficie alcalina
Variable en gas

Color negro

Fondo &cido
superficie dcida -

Variable en gas

Fondo &cido - ‘
Superficie &cida
Variable en gas

Color negro

Fondo -alcalino
Superficie alcalina
No gas A

Sin color negro

Fondo &cido’
Superficie &cida
No gas .
Variable en colox

negro.

.das, No pruduccién de H, S.

" No gas. Variable en la produccién H

REACCION

Fermentacién de glucosa, lactosa o saca-

rosa con formacibén de &cido y gas.

Fermentacidn de glucosa,- con la produc-
cién de Acido y variable en gas. Lacto-
sa y sacarosa no fermentadas. Produccidn

de H2 S.

Fermentacién de glucosa, con la formacidn

de &cido, sacarosa y lactosa no fermenta

2

Pexmentacion de glucosa, sacarosa o lac

.tosa con formacién de &cido y variable

en gas. Produccidn de H,_ S.

2

‘No fermentacidn de.glucosa, 1éqtosa o

sacarosa.’ No‘produccién de gasg No

s.

produccidn de H2

Fermentacidn dé glucosa, sacarxosa o lac
tosa con formacidn solamente de dcido.

»2,5.
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CUADRO 2.15
Reacciones de los bacilos entéricos en el medio

T. 8. I.
Géneros y especies Agar inclinado Fondo del agar GAS H2 s
Escherichia A A + -
Shigella Alc. A ‘ - -
Sélmonella‘typhi Alc. A - +
Otras Salmonellas » - ale. a + o
Arizona _ ; Alc. a + o+
Citrobacter | | hic. _ a + - +
Edwardsiella ‘ alc. | ‘ A o
Klebsiella Ai : a + 4 -
Enterobacter : A A . + -
E. hafniae alg. . A . o+ -
Serratia ‘ Alc. o A A - | -
Proteus vulgaris . ' A ' A +. ‘ ++
P. mirabilis _ alc. A e e
P. morganii ’ Ale. ’A Co- -
P. rettgeri » ‘alc. ‘ A - | - -
Providencia L Alc. . A +o0 - b, -

FUENTE: Davidshon y Bernard, 1983,

Los tubos. con agar triple aaficar hierro deben de ser examinados a las 24
horas, si se prolonga el perfodo de incubacién las reacciones &cidas pue-
den revertir a alcalinas (debido a la terminacién de los carbohidratos:
fermentables con el subsecuente ataque a las peptonas a partir de las cua
les se producen substancias alcalinas {amoniaco, etc.). La pequefia can~
tidad de Acido producido de la glucosa es oxigenado rdpidamente en el tu-
bo el cual puede regresar a alcalino. Cuando existe una tensidn baja de

" oxigeno en el fondo del tubo, la reaccidn dcida debida a la fermentac1on

- de la glucosa es mantenida.
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NOTA: La lectura del medio se realiza primero en la superficie y poste-
riormente en el fondo del agar.

3. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

3.1 PRUEBA DE CAMP - ESCULINA

FUNDAMENTO: .

la reaccidén de CAMP es @itil para diferenciar al Streptococcus
.agalactiae de otras especies de Streptococcus; la prueba se fundamenta en
la capacidad, de este microorganismo, para completar la lisis parcial de
los hematies producida por la hemolisina beta de una cepa de Staphyloco-
ccus. Pueden dar reacciones positivas, en ocasiones, las cepas de Strep-
tococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis, esta dltima especie desdo-
" bla la Esculipa, mientras que la primera y el 8. agalactiae no le hacenl6,

MEDIO DE PRUEBA |

El medio Qtilizado consiste en una caja con agar sangre al que se le adi-
ciona 0.1% de Esculina y 0.01% de Citrato férrico.

PROCEDIMIENTOS k

Técnicas altérnativas

'Método 1

- Trazar una linea a través del centro dekla caja de agar sangre.

-. Sembrar en estrfa continua el cultivo de Stregtococcus en 4ngulo recto
cruzando la lfnea.-

- Inocular un cultivo puro de siaphylocoécus aureus cruzando la supexfi-
cie del agar paralelamente a la linea inicial.

- Incubar a 37° C por 18 a 24 horas, y examinar.
RESULTADOS
Si el Stregtococcus pertenece ‘al grupo B, produce una caracteristxca zona

de hemblisis beta, semicircular, dentro de la zona hemolizada por las to-
xinas del Staphylococcus aureus.

MEtodo 2

~ Se requiere de ur cultivo de Staphylococus aureus, capaz de producir
una zona amplia de beta hemSlisis, de la cual se siembra una linea rec
ta que abarque la superficie del agar,

179



PRUEBA DE CAMP - Esculina UTILIZANDO UNA ESTRIA DE
Staphylococcus aureus.

CEPA DE STREPTOCOCCUS |

AGAR SANGRE

STAPH. AUREUS

Fig. 2.35 Diferenciacion de StreEtococcus en la prueba de CAMP
= Esculina (Ver pigina siguiente para su interpretacion)
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- La cepa de Streptococcus es sembrada perpendicularmente a la 1fnea de
inoculacidn del Staphylococcus, a unos 2 o 3 mm de &sta. Un cultivo
conocido de Streptococcus agalactiae deberad incluirse en cada prueba
como control (Ver Fig. 2.35).

- Incubar las cajas a 37° C durante 18 a 24 horas, y examinar.
Interpretacion. La reaccidn positiva a CAMP se manifiesta por una zona
semicircular de lisis completa dentro de la zona de la beta hemSlisis pro
ducida por el Staphylococcus, el oscurecimiento del medio alrededor del
Streptococcus corresponde a la separacidn de la Esculina46. (Ver Fig. 2.35).
Prueba de CAMP. (Christie, Atkins y Much-Peteraen, 1944).

~ Preparar una caja con base para agar sangre, cubriendo esta capa con u-
na capa de la misma base + 10% de glébulos rojos de carnero.

- Inocular el cultivo de prueba durante 18 a 24 horas

- Después de la incubacidn, y en la estufa bacterioldgica para evitar el
enfriamiento, adicionar 0.02 a 0.04 ml (2 gotas) de toxina B-estafilocd
c¢ica (10 unidades por ml) en el Area de colonias discretas, y continuar
la incubacidn por 2 horas mis. :

RESULTADOS

Una zona clara en el medio, alrededox de las colonias cubiertas por la B-
toxina, es una prueba positiva a camplis8,

INTERPRETACION DE LA PLACA DE CAMP.
A-Reaccidn positiva a CAMP |
~ B-Obscurecimiento del medio por la sepaxacién de la 'elsculi»na. _
C-Zona de beta hemSlisis por es Staphylococcus. . ' » S,
1.Cultivo CAMP (+) Esculina (-). -
2.Cultivo CAMP (-) Esculina (+).
3.CAMP (+); Esculina (4)
4.Cultivo CAMP (-) Esculina (-).

CUADRO 2.16

Caxacteristz.cas de los. Streptococcus causantes
de mastitis en la prueba de CAMP

'ORGANISMO CAMP ESCULINA HEMOLISIS
Str. agalactiae + . - «,B 0 ninguna
Str. dysgalactiae - - o4 0 ninguna
‘'str. uberis - + = 0 ninguna

+) Pueden encontrarse cepas de Str. agalactiae CAMP {-)

") Pueden encontrarse cepas de Str. uberis CaMP (+) 172



3.2 REQUERIMIENTOS DE LOS FACTORES X y V

FUNDAMENTO :
Es una prueba que se utiliza para la identificacién y diferen=~
ciacién de los miembros del género Haemoghilusn.

El género Haemophilus, estd restringido a las bacterias que requieren de
uno o ambos factores, "X" (hemina o hematina) g "v" (coenzima I; difosfopi
ridfn - nucleotido = NAD) para su crecimientol3.

Las especies de Haemophilus no sélo son exigentes en sus requerimientos de
X y V sino que también necesitan de algunos constituyentes de la sangre o
del suero. Para obtener resultados consistentes en estas pruebas es esen
cial el empleo de un indculo pequefio (para evitar el transporte). La ne-
‘cesidad para el COz no es tan marcada para este género, por lo que el "e-
_fecto del CO2" no ha recibido una consideracién seria 18 (Boyce, ‘frazer,
1969).

PROCEDIMIENTOS GENERALES
PREPARACION DE LOS FACTORES X y V (Marshal y Kelsey, 1960).

FACTOR X (hemina o hematina). Centrifugar los glébulos rojos de 40 ml de
sangre y agregar, agitando constantemente, 100 ml de acstona conteniendo

1.2 ml de HCL conc, -filtrar y agregar de 100 a 120 ml de agua al filtrado
para precipitar la hemina. Colectar por filtracidn y lavar con agua. Di
solver la hemina cruda en 25 ml de solucidén de Na _HPO,~0.1 M y esterili--
zar a 115° C durante 10 minutosl8. 2 4

- FACTOR V (Difosfopiridin - nucleotido « NAD)., Suspender 50 g de levadura
en 100 ml de solucidn de KH3P04-0.2 M y calentar a 80° C durante 20 minu-
tos. Clarificar por centrifugacién y esterilizar el sobrenadante por f£il
tracidén. Conservar en refrigeracidn o en congelacién.

DISCOS DE FACTORES X, V y X + V. .Cortar en discos de aproximadamente 10 mm
de dismetro papel filtro (tal como el What_man No. 3 u otro papel adecua-
do absorvente). Sumergir los discos en solucién de los factores X, V, o
una mezcla de los factores X y V. -Escurrir a 37° C o liofilizar. Conser
var en un recipiente cerrado en refrigeraciénl8. i .

3. TECNICA
Método 1
~ Inocular una placa de agar:sangre y una placa de agar nutritivo con el’

microorganismo e inocular por sitios miltiples en la superficie de am-
bas_placas una cepa de Staphylococcus aureus.

- Observar cada placa para crecimiento y "Satelitismo".
Método 2
- Trazar una Linea a través del centro de una placa de agar sangre y una ‘
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RESULTADOS (para el Método 1 y 2):

de agar nutritivo.

Inocular en estrfa el cultivo de Haemophilus en Sngulo recto y cruzan-

do la linea en ambos medios.

Sembrar un cultivo de Staphylococcus aureus cruzando la placa paralela

mente a la linea (Ver Fig. 2.36-A).

Incubar ambas placas a 37° C por 18 a 24 horas y observar para creci-

miento y "satelitismo".

-~Requiere del factor X

-~-Requiere de los factores X yVv

-~Requiere del factor V

-~ No requiere de factor X ni V

1. Crecimiento inicamente en la

placa de agar sangre.

2. El crecimiento muestra "sate

litismo" en el agar sangre.

3. Muestra "satelitismo" en am-

bos medios.

4. Crecimiento en ambos medios

pero no muestra *satelitismo"

NOTA: Para los métodos mencionados anteriormente, la cepa de Staphyloco-
ceus aureus, actlia como donador del factor "V". E1 factor "X" lo
proporciona el agar sangrelS.

Método 3

Inocular una placa de agar nutritivo y colocar un disco de- factor X y
otro de factor V en la superficie a una distancia aproximada de 2 cm

uno de otro (Ver Fig. 2.36-B) .

Examinar para creclm:.ento en las cercanfas de uno o ambos discos.
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COLONIAS DE HAEMOPHILUS, STAPHYLOCOCCUS AUREUS.

Fig; 2.36-A Prueba para "satelitismo" utilizando una placa de agar;sangfe.

FENOMENO DE

* DISCO CON FACTO
SATELITISMO 215CO C ACTOR

Flg. 2 36~B Utilizacidén de discos impregnados con los Eactores X y v
en una placa de agar nutritivo.
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CUADRO 2.17
Identificacidn del género Haemophilus

PRIMER CUADRO PARA HAEMOPHILUS A: Que requieren Xy V
HemS1lisis co, Requiere suero
H. influenzae - - -
H. suis : - - +
H. haemolyticum ' + - : -
H. gallinarum - + o+
SEGUNDO CUADRO PARA HAEMOPHILUS B: Que requiere solo X
Catalasa HemSlisis €O, Indol
H. haemoglobinophilus + ' - - +
H. influenzamurium ' - - - -
H. aphrophilus ) + - + -
H. ducreyi . + + . -
TERCER CUADRO PARA HAEMOPHILUS o C:' Que requiere solo V
_ Catalasa HemSlisis co,’ " Indol
H. parainfluenzae +. - - -
H, parahaemolyticus + ' + C - - d
H. para galllinarum - - o+ -
H. paraphrohaemolyticus + + o+ : d

FUENTE: Pijoan, Ciprian y Lastra, 1978.

176



3.3 PRUEBA DE LA COAGULASA

FUNDAMENTO :

comprobar la facultad de un organismo de coagular el plasma
por accidén de la enzima coagulasa. La prueba de la coagulasa se utiza de
manera especifica en la diferenciacidn de especies pertenecientes al géne
ro Staphylococcus: S. aureus (+) del S. epidermidis (~). Una reaccién po-
sitiva a la coagulasa es de criterio diagnfstico final para la identifica

cidn del Staphylococcus.

Frecuentemente esta prueba es utlllzada como Indice de virulencia o pato-
_genic:.dad4

BASES BIOQUIMICAS

La prueba de la coagulasa fue desarrollada a partir de las observaciones
de que ciertos Estafilococos coagulaban el plasma de ganso (Loeb, 1903),
humano, de caballo y de ovino (Much, 1908)18B.

Se desconoce el mecanismo exacto y la estructura qufmica de la coagulasa.
Sin embargo, Gratia (1920) introdujo el nombre estafilocoagulasa para el
agente activo, la cual, esti constituida por dos substancias, la coagula-
sa ligada {ligada a la célula) y coagulasa libre

smith y Col. (1968) sugieren que la coagulasa es una substancia semejante
a la protrombina que reacciona con los factores plasmiticos normales para
formar un compuesto parecido a la trobina que, ‘a su vez, activa el fibri-
négeno para formar fibrina.

Plasma bacteria codqulo de fibrina
coagulasa

La coagulacifn del plasma se produce en dos etapas: 1) hay una reaccidn
entre la enzima producida por las bacterias, una procoagulasa, con un fag
tor o activador presente en el plasma para formar coagulasa, y 2) la pro
pia coagulacxon del plasma activada por la coagulasa. El factor bacteria-
no verdadero es la procoagulasa, y el factor plasmitico es una fraccidn
globulinica similar, pero no idéntica, a la prutrombina.

La coagulasa ligada se detecta con el método del portaobjetos, la reaccidn
de aglutinacidén del plasma, y no estd presente en filtrados de cultivo.
. El método de la prueba de la coagulasa en tubo detecta tanto la coagulasa
libre como la ligada.

La actividad de la coagulasa es independiente de otras toxinas estafiloqé
cicas que pueden sexr producidas por el §. awreus; no obstante, Cowan ase-
/gura que todas las cepas de S. aureus coagulasa positivas producen alfa

o beta hemdlisis, o ambas4l, .
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REACTIVOS
PLASMA
Recomendado: humano o de conejo.
Alternativas: de caballo, carnero o bovino
FIBRINOGENO
Estéril o fresco
PREPARACION
Plasma fresco de sangre entera.

~ Dejar que los gldbulos rojos sedimenten o centrifugar la sangre éomplg
ta. ‘

~ Asépticamente, quitar el sobrenadante (plasma) gque contiene el anticoa
gulante en un recipiente estéril.

Fibrinégeno fresco.

- Asépticamente retirar el plasma que contiene anticoagulante de la san-
gre entera.

Precipitacidn de fibrinfgeno de plasma fresco citratado.

- Mezclar voliimenes iguales de plasma y una soluciSn saturada de cloruro
de sodio, dejar que se precipite el fibrindgeno y centrifugar.

-~ Reconstituir el fibrindgeno precipziado hasta 5 veces su volumen con
agua destilada estéril y almacenar.

- El fibrinSgeno resulta efectivo tanto para el método del portaobjetos
como el del tubo, alin diluido hasta 1: 60,

NOTA: Existen productos comerciales, los cuales son reconstituidos en la
cantidad necesaria para su uso diario. No se recomienda guardar
en frascos con plasma.rehidratado?l,

PROCEDIMIENTOS

PRUEBA EN PORTAOBJETOS (Coagulasa ligada)
(Williams y Harper, 1946)

TECN ICA

Colocar una gota de agua destilada o solucién salina fxsiol6g1ca estéril
en un portaobjetos limplio.

Con el minimo de extensién, emulsionar una colonia de StaghxloCOCCu en
la gota de agua destilada hasta producir una suspencxon densa,

178



Mezclar suavemente la cantidad recogida con un asa impregnada con plasma,
en la suspencién de bacterias.

W
Cbservar la inmediata formacién de un precipitado macroﬁcép:.co en forma
de aglutinados blancos. '

RESULTADOS

Una especie coagulasa (+) da por lo general una reaccién entre los 5 y 20
sequndos. La formacién retax&ada de gnmoa no constituye una reaccidn. ‘PO
sitiva (Ver Fig. 2.37).

Se considera negativa la prueba en portaobjetos si.no se pruduce la coagu
lacién a los 3 a 4 minutos.

La prueba de la coagulasa en portaobjetos es un método Gnicamente presun-
tivo y todos los resultados negativos o retaxdados (mds de 20 segundos)
deben ser confirmados con la prueba en tubo de ensayo.

Fig. 2.37. Detexminacién de la Coagulasa ligada en portapbjetos.
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PRUEBA EN TUBO DE ENSAYO (Coagulasa Ligada y libre)
MBtodo 1 (Cowan, 1938).,
TECNICA

= Mezclar 0.5 ml de plasma htmiamo 0 de conejo no diluido con un volumen
igual de un cultivo de Staphylococcus en caldo BHI de 24 horas, o re-
coger con el asa una buena cantidad de una colonia pura de una placa
de agar.

= Incubar a 37° C durante 4 horas, observar cada 30 minutos si .se produ
ce coagulacidn.

Fig. 2.38 Prueba en tubo de ensayo para
la determinacidn de la coagu-
lasa ligada y libre. Prueba

- positiva. .

Cowan sugiere utilizar plasma sin ‘diluir con el cultivo en caldo, pero
.@iluirlo en la proporcidn dé 1:2 cuando se hace una suspencién con una so
~ la colonia, Gillespie recomienda una dilucidn de 1:10 del plasmal®,
Método 2 (Gillespie, 1943)

TECNICA

- A 0.5 ml de una dilucidn 1:10 de plasma en solucién salina, se agrega
0.1 ml de un cultivo de 18 horas del microorganismo en caldo. -

-~ Incubar a 37° C y examinar para formacidn de coagulo al, 3 y 6 horas
despues.

RESULTADOS DE H.E'I’ODO ly?2

Prueba positiva: “ se forma cofgulo o filamentos de fibrina definidos.
COmpieta: el cofigulo abaxca todo el tubo (Ver Fig. 2.38).

\Pax:cialz el cofigulo no se extiende por toda la columna. Cuélquier gx':adi:_

do de coagulacifn se considera positivo. -
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Pruaba negativa: no hay formacién de coigulo, la suspencifn se mantiene
- homogénea.

NOTA: La concentracifn de Estafilocoagulasa influye sobre la velocidad
de coagulacién del plasma; cuanto mis alta la concentracidn, mfs
ripidamente se formar§ el cofgulo, una concentracién elevada provo
ca la instant8&nea coagulacién del plasma.

Las cepas de S. aurous mis virulentas poseen enzimas coagulasa.

Se recomienda que no se use la presencia o ausencia de coagulasa
como criterio de virulencia; los sfntomas clfnicos son. de mayor

importancia para detemminar la patogenicidad.

CUADRO 2.18
Diferenciacién de las especiles del género

Staphylocaccus

REACCION S. aureus S. epidermidis .
Coagulasa . , P -
Manitol - o+ D
Reaccién OF (0) o + : T
Reacciéﬁ OF (F) B + o o -

Alfa toxina e +o | ’ e
Endonuleasas v
termoresistentes ‘ . + _— -

Biotina para su .
crecimiento . a - +

FUENTE: Pijoan, Ciprian y Lastra, 1978.

D.~ Diferentes tipos bi.oquilﬁicos.
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D. 'AXSLAMIENTO DE ANAEROBIOS

Las bacterias se clasifican en variag categorfas de acuerdo a su habilidad de cre
cer en presencia de oxfgeno molecular. Aquellasl que requieren de libre acceso de
aire son conocidas como aercbias, las cuales, en condiciones de tensiones reduci-
das de oxfgeno crecen débilmente o no lo hacen, sin embargo la mayorfa de las bac
terias que utilizan el ox{geno atmosférico pueden crecer bien en su ausencia, ya

que son capaces de utilizar el ox{geno combinado para sus procesos de sintesis,

éstas reciben el nombre de anaexobios facultativos. '

Los anaerobios estrictos tienen la barticuluidad de crecer solamente en ausencia
completa de oxfgeno, ya que es perjudicial para estos miclroorgavni.smos {por carecer
de peroxidasas), al no presentar peroxidasas, no son capaces gie desdoblar los meta
bolitps téxicos para ellas mismas y que son el resultﬁd.o de laé reacciones de di-

chas bacterias en presencia de oxigeno.

Un grupo relativamente pequeiic de bacterias tiene la caracterfstica de crecer uni-

camente en tensiones reducidas de oxfgeno, debido a estos requerimientos minimos

de gas (10% de coz) "a este grupo se le ha denominado bacterias micrdaerofilicasw.
1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Todas las muestras utilizadas para ei estudio de los microorganismos anaercbios

deben exarinarse o cultivarse tan pronto como sea posible _despuSé de su‘»obtencic?n .
con el cbjeto de evitar la p8rdida de su viabilidad. ‘

Los indicios que éugiéreh posible infecciSn por bacteriaa fanae_robias.somfg
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- Descargas mololientes.

~ Tejidos necrSticos, gangrena o formacidn de pseudomembranas.
- Presencia de gas en tejidos y secresiones.

~ Endocarditis con hemocultivo negativo.

- Infecciones relacionadas con la administracidn de aminoglucosidos  (por via
oral, parenteral o tdpica}. :

~ Cuadros tipicos de edema maligno, tétanos o carbdn gintomitico en los animaled.

~ Aborto séptico.

- Infecciones subsecuentes a heridas (mordeduras, heridas por esquila o traumid~
tismos) .

-~ Presencia de "granulos de azufrd en exudados (frecuentes en gabarro y actino-
micosis) . : -

~ Infecciones relacionadas con destruccidn tisular asociados con trastornos cir
culatorios.

Las muestras pueden consistir en un trozo de Organo o tejido, o bien, se recomieg
da recoger el especimen por aspiracidn con jeringa y aguja est&ril protegiéndola
del contacto del aire (doblando la aguja), ¢ insertdrdola en un trozo de caucho

en el caso de exudados o 1iquidos49.

Los tubos para el cultivo de sangre pre-reducida (tipo Vacutainer), son ideales

para este tipo de muestra, estos tubos son suplementados con caldo peptona y CO2

9 son un método bastante econdmico para colectar sangre con un dispesitive de sa<
lida adicional que permite aumentar el bidxido de carbono en el interior de los '
tubos. Se recomienda adicionar a estos tubos penicilinasa la cual, pefmite el

cultivo de muestras provenientes dé pacientes con tratamiento de penicilinasd.'

Las muestras son remitidas al laboratorioc lo mas rdpido posible (20 a 30 min. co
mo miximo) , sin utilizar refrigerantes, el uso de higsopos para la obtencidn de

. . 40
este tipo de muestras no es recomendable, a excepcidn de las muestras de heces ., -
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si el retrazo en el envio de las muestras es inevitable, se recomienda su colec-
cidén en tubos con un medio pre-reducido (caldo tioglicolato o medio de transpor-
te de Stuart), pueden utili;arse jarras anaerobias (como la jarra Gaspak), o al-
giin otro sistema similar en el caso de érganos. Cualquiera que sea el método --

utilizado para la remisidn de muestxas al laboratorio, tiene la finalidad de evi

tar el contacto del microorganismo con el oxigeno atmosféricog.
2. IDENTIFICACION PRELIMINAR DE ANAEROBIOS POR DEMOSTRACION DIRECTA

Las bacterias anaerobias juegan un importante papel tanto en medicina humana co-
mo en medicina veterinaria; las encontramos provocando varias enfermedades, son
extremadamente patégenas pbr lo que deben manejarse las muestras sospechosas con

sumo cuidado.

La morfologia tipica de muchos anaerobios es una guia valiosa para la” seleccidn
de medios y t8cnicas de aislamiento especiales, el examen directo utilizando la
tincidn de Gram o el método de Schaeffer y Fulton, pueden ser de gran ayuda en la

identificacidn preliminar de algunos géneros 55 {(Ver cuadro 2.19).

3. MEDIOS DE’ CULTIVO PARA AISLAMIENTO PRIMARIO

’

Aunque no se considera conveniente para el aislamiento de anaérobio§ muy exigen-
tes, uno de los medios mds utilizados para el cultivo de estos ﬁicroorganismos, ‘
sigue siendo el medio liguido de tioglicoiéto (introducido‘por Brewer, 1940). ELl-
‘tioglicolato sédico (HéCH2 COOsz contenido en este medio, mantiene las condicip
nes de reduccidn necesarias para el desarrollo bacteriano, mediante la absorcidn

del oxigeno disuelto en el medio®’ >4,
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CUADRO 2.19

Algunas caracteristicas de los principales géneros anaerobios

GENERDO REACCION AL GRAM MORFOLOGIA
Actinomyces + Bacilos delgados filamentosos
o ramificados (parecidos a mi

celios).

Bacteroides - : Baéilps delgados con puntas =
redondeadas; en algunas oca~~-
siones adoptan forma de coco-
bacilos o pleombrficas.

Clostridium -+ Bastones grandes, anchos; o -

: bacilos pequefios ‘que pueden -
presentar esporas.

Eubacterium + " } Bacilos en pares o cadenas --

‘ : cortas; formas pleombrficas.

Fusobacterium - Bastones delgados' rematados -

: punta; frecuentemente son ——
pleomSrficos.

Lactobacillus + Bacilos en cadena (comfin); --
formas pleomSrficas.

» Peptococchs + . Cocos en pares o formando ca=-
. denas cortas.
Peptostreptococcus. + Cocos simples, en pares o for
' : : : mando cadenas.

Propionibacterium + . PleomSrficos; bacilos delgados
formando grandes masas.

Veillonella Cocos en pares, cadenas cortas

‘. 0 enh masas irregulares.

" FUENTE: Willis, A. T., 1977 . e 185




Para el aislamiento primario, es conveniente agregar al medio una pequefia canti-
dad de agar, el cual, limita la conveccidn y, por lo tanto, reduce la absorcibn
del oxigeno presente en el aire. El tioglicolato sddico reacciona con el oxige-
no y mantiene las enzimas de las células en forma reducida (evitando la produc-
cién de metabolitos téxicos para la bacteria). Este medio no necesita sellarse

y ademds puede prepararse para ser presentado en placa554.

Existen otras sustancias ieductoraé que inciuidas en los medios de cultive (tu-
bos o plaqés) para ahaerbbios, pueden ser utilizadas en ausencia o junto.con el
tioglicolato sédico), la cistefna, el Scido ascBrbico, la glucosa, o bien, las
limaduras de hierro reducido (comercial o por calentamiento), son las que mis uso

tienen en los laboratorios de diagnéstico 35 (Ver cuadro 2.20). 

El medio de carne cocida de Robertson y la léche con tornésdl, son tambié&n pre;
séntaciones en,tubo,_qde pueden obtenerse en forma deshidratada y que son de éran
'utilidad para el cultivo y~caracterizaci6n de los ahgerobios (principalmente para
el género Clostridium). Antes de emplear estos medios, deberép calentarse en un
bafio hirviendo durante 10 a 15 min., para expulsar todo el oxigeno disuelto en

el medio (si los medios son de preparacidn reciente, o se han hervido reciente-
mente, no es ﬁecesaiio cubrirlos con vaspar)54.

Cuadro 2.20

Agentes reductores utilizados en los medios
para. anaexobios

- AGENTE CONC. USUAL (%)
Acido tioglicolico 0.01 - 0.2
Glucosa 0.5 ~ 1.0
' Sulfito de sodio 0.025 .
f' Acido ascdrbico 0.1 I
. { Cisteina 0.5

FUENTE: Willis. A. T., 1977, S
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La mayoria de los anaerobios patbgenos, tales como el Cl. tetani, Cl. perfrin-

gens y el Cl. botulinum, prcducen esporas resistentes al calor hasta un grado ca
paz de destruir todas las bacterias vegetativas. A menudo es posible, al inten-
tar cultivar estos anaerobios a partix de heces, de alimentos sospechosos o com-
presas de heridas, inocularlos en tioglicolato liquido, carne cocida, o en tubos
con agar profundo, luego se pone el cultivo en un bafic de agua a 75° C durante

10 a 15 min., lo cual destruird todas las formas vegetativas (aerobias o anaero-
bias), y las esporas se qenerarén a temperatura de incubacién (37° C), para lue-
go desarrollarse. Puede tenerse mds €xito con este método que con los cultivos

realizados en placaslg.

El empleo del agar‘yema de ‘huevo utilizando el sistema de doble-caja, las jarras
anaersbicas o bien las campanas de anaercbiosis: nos permiete determinar la reac
cidn de lgcitinésa y lipasa (reaéci&n de Naéler,~1939), producida por el géngro

Clostriéium. .Ademss, favorece el desarrollo de ésporas de los bacilos Gfam posi

tivosla.

REACCION DE NAGLER:

La lecito -~ vitelina (LV) es el cdmponente lipoprotéico de la yema de huevo y —
puede obtenerse como un 1fquido amarillo claro por la mezcla de la yema de huevo

con la solucidn salina.

Produccidn de lecitinasa: 1la lecito -~ vitelina se wvuelve opalescente cuando se

mezcla con ciertas toxinas bacterianas o lecitinasas; pudiendo ocurrir posterior
B AN eant - I . M -

N

mente la floculacidn y separacibn de una capa gruesa de grasa. Cuando'los micro
oxganismos formadores de licitinasa se desarrollan en un medio sg6lido contenien-

do LV, la lecitinasa se difunde en el agar y produce una zcna de opalescencia al
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redor de las colonias aisladas constituida de un diglicerido de fosforil clorina

18, 55. (Ver Fig. 2.39).

Produccibn de Lipasa: los microorganismos lipolfticos también producen opalesg--

cencia en el agar con LV, la cual se cbserva como una zona de iridiscencia "aper
lada" sobre y alrededor de las colonias, asi como una zona de opacidad debajo de
las colonias debido a la insoclubilidad de los &cidos grasos liberados o formados

por lipasaaz. (Ver Fig. 2.40).

La capacidad para producir opacidad en el agar LV es {itil en la Qivisi6n del gé&-

nero Bacillus y Clostridium, pero otros microorganismos, tales como Staphylococ-

cus aureus, pueden cia_r reacciones positivasle' 55. {(Ver cuadro 2.21).

IONA DE OPACIDAD
POR LECITINASA R

g"_}

Ty i
“ ,ﬁ}ﬁ.&w
[T,

_Fig. 2.39 Produccian de Licitinasa: A) . Cl. perfringens sobre agar. yéma de
‘ huevo; mostrando opalescencia. . B) Cl. perfringens en »el mismo
- medio conteniendo antitoxina. ' ‘ :
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Cuadro 2.21

Reaccidn de algunos Clostridium de interes
Veterinario en el Agar Lv

Especie Lecitinasa Lipasa Morfologia del esporo
haemolyticum : + - ovoide (ST)*
botulinum - + . oQoide { E)
sordellii + - ovoide (E )
tetani ' _ - : ’ - redondo {T )
histolyticun N = ’ ovoide (ST)
chauvoei ' C- o - ovoide (E )
septicum ' R - - ovoide (E )
novy ‘ + - _ _ovoide ({E)
perfringens o o ‘ o - ovoide {C )

*). C = central
E = excéntrico : e
ST = subterminal

T = texminal

FUENTE:l Jang, Biha‘rstaiﬁ,y Barajas, 1974. -Oswaldiston, G. w;, 1983,
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Las placas de agar sangre, el agar de infusién cerebro y corazén (BHI)+ sangre,

y el agar sangre lacada (congelada y descopgelada); soﬁ algunos medios no selec-
tivos, pero que son de bastante aceptacidn para el cultivo de anaerobios formado
res de esporas. La placa de Brewer (Ver Fig. 2.41) estd especi&lmente ideada pa
ra el uso de estos medios sblidos, esta caja tiene la finalidad de eliminar el

oxigeno y permitir al mismo tiempo el cultivo en superficie; el oxigeno conteni-
do en el pequefio espacio aéreo encima del agar se elimina mediante la reaccién -
del agente reductor utilizando, ‘o bien, las blacas ya inoculadas se colocan en -
jarras anaerdbicas o en otro recipiente especial (velobiosis o incubador anaerd-
bico). El agar yema de huevo, el.agar dextr&sa tripticaseina o el medio de txip

. . 54
ticasa soya, son también utilizados en la preparacidén de estas cajas .

- CAPA’ PERLADA

" IONA DE OPACIDAD POR LIPASA

Fig. 2. 40 Colonia lipolftica sobre agar yema de huevo
' mostrando un &rea de opacidad restringida
'y upa capa perlada.
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TAPADERA DOE UNA PLA~
CA DE PETRI ANAEROBIA =

_CAMARA DE A

wis

Caja de Brewer

Fig. 2.41 Placa de Brewer.
4. -METODOS Y TECNICAS EMPLEADAS PARA EL AISLAMIENTO DE ANAEROBIOS

Normalmente las bacterias anaexobias pueden desarrollarse y crecer en una atmds-—

fera qué présente un 100% de nitrSgeno; sin embargo, algunos microorganismo-(co-‘

mo Brucella o Bacteroides), requieren de una atmésfera menos estricta que conten

ga un 10% de COZ'

“‘Para el aislamiento Y estﬁdio de las bacterias anaerobias son nécesarios métodos
especiales; en esencia hay tres tipos de procedimientos utilizados para la obten
piénide una atmdsfera 1ib£e de oxfgeno: a) El empleo de medios que contengan -
sustancias reductoras que eliminen el oxfgeno del medio; .b) el empleo de me---
dios y técnicas en que puede éxcluirse el oxigeno del medio, y ¢) el eméleo de
jarras, piacas o iﬁéubaéores anaerobios, en los cuales puede retirarse el oxige-
no (aire) y sustituirse por hidrdgenc o nitrégenolg' 56.

La efectividad del procedimiento de. anaercbiosis empleado, puede ser comprobada

por mgdio de la inclusidn de agentes indicadores de oxidacidn - reduccidn, en --

los feéipienﬁes en los que debid sexr removido el oxigeno libre, . también pueden -

incluirse en los medios de cultivo4o.
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Para asegurarse a Simple vista que las condiciones anaerobias son adecuadas pue-

de emplearse la solucuidn indicadora descrita a continuacién:

Indicador de Fildes y McIntosh (1921).

Soluciones:
- NaCOH 0.1 H, 6 ml; agua destilada hasta 100 ml.

- Azul de metileno, 3 ml, al 0.5% en solucidn acuosa; agua destilada hasta 100
ml. :

- Glucosa, 6 g:; agua destilada hasta 100 ml.

Colocar volﬁmenés iguales de cada solucién en un tuvo de ensayo, afiadir un cris-.
tal de timol pequefio y hervir hasta que ‘1a soluéién guede incolora, colocar en -
él recipiente utilizado para obtener una atmdsfera anaerobia. Ia soluci&n perma
nece incolora si se han mantenido las'cohdiciones anaerobias. Existen eﬁ_el mex

" cado indicadores de Sxido - reduccidn desechableslg' 55.

Cuadro 2.22

Indicadores de oxidacin-reduccibn

INDICADOR : - APARIENCIA
: Oxidacidn - Reduccidn
Azul de metileno azul : incoloro
Resarzurina o ) rojo : incolore

En los laboratorios de bacteriologia general, pueden realizarse trabajos de ais-

lamiento bastante aceptables utilizando técnicas simples (como el sistema de do-
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ble caja o utilizando el método del pirogalol alcalino), o bien, empleando las -

jarras anaerdbicas que se encuentran en el mercado.

La finalidad del procedimiento utilizadc para el cultivo de anaerobios, es reem-
plazar el oxfgeno libre, o reemplazarlo por otrc gas y los podemos clasificar de

la siguiente manera:4°
TECNICAS FISCAS

-~ Sembrado en un medio sdlido por picadura.
- Ebullicidn del medio que se va a emplear, antes del sembrado.
- Tubos de zollo.

"~ C8maras de anaercbiosis: funcionan por evacuacién - reemplazo, son metilicas
y el catalizador que emplean es paladio o aluminio. :

= Jarra de Brewer: es de cristal, funciona por evacuacién reemplazo y su cata-
lizador es el asbesto platinizado activado por la electricidad.

.-

- Jarra de McIntosh - Fildes: es metflica, funciona por evacuacidn reemplazo y
sus catalizadores son el paladic y el aluminio.

TECNICAS QUIMICAS - .

=~ Jarra de Gas-Pak: es de pldstico y su ;:atalizador‘ es el paladio. Utiliza el
método del sobre nebulizador.

- Utilizaci6n de medios PRAS (pre-reduced anaerdbically sterilized), son medios
comerciales s6lidos o liquidos prerreducidos y esterilizados anaerSbicamente.

- Caldo tioglicolatc: es un medio nutritivo que contiene tioglicolato de sodio
como agente reductor y un indicador de 8xido - reduccidn.

- Compuestos quimicos que eliminan el oxigeneno libre al combinarlo, ejemplos:
Pirogalol + carbonato de sodio
cistefna + dcido clorhidrico

Acido ascérbico + glutationa
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A continuacidn, describiremos algunos de los métodos mis utilizados en el aisla-
miento de los microorganismos anaerobios, en un laboratorio de Bacteriologfa ge-

neral.
4.1 JARRAS ANAEROBICAS

a. JARRA DE TORBAL (JARRA BTL).
Las jarras anaerSbicas mis utilizadas en la mayoria de los laboratorios bacterio
16gicos, son los tipos modificados del modelo original disefiado por McIntosh y ~

Fildes (1916).

La jarfa BTL (Bair y Tatlock (London), 1958) es una vagija de metal. Ia jarxa -
Y su cejé kque se asienta'sobie un anillo junta de hule) estén fabricadas”de,co:
bre y esmgltadas en el e#terior, con un barniz de estafio/niquel en el interior.

la tapa estd prensada a la vasija y tiene ésta ltima un braio lateral que pésee
un indicador capsular del potencial deiéxido -~ reduccidn que debe utilizarée ——
(Ver Fig. 2.42). Los tipos antiguos de estas jarras requieren de un catalizador
(platino o‘paladio) calentado mediante un mechero de Bunsen, el cual se encarga

de catalizar la reaccidén del oxigeno con el hidrégeno para formar agua‘(princi-—
pio original aplicédo para el cultivo de bacterias aﬁaerobias por Laidlaw, 1915).
Posteriormente, estos catalizadores fueron modificados y se utilizaron los cata-
lizadores calentados electrdnicamente (Brewer, 1938) y los catalizadores en frio

(Brown,l922)55.

Mis recientemente, se introdujeron los catalizadores que trabajan a temperatura
‘ambiente (Heller, 1954), estos consisten en pequeias pelotitas de aluminio conte
nidas en un saquito fino de paladio (la jarra BTL utiliza este tipo de cataliza-

dor) .
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TORNILLO CON VOLANTE
PUENTE SUJETANTE

VALVULA DE HIDROGENO

CEM -ANILLO

RAZO LATERAL

SAQUITO QUE -~ TUBO DE HULE
CONTIENE €L :
CATALIZADOR ' CAPSULA
: _ INDICADORA
BOTEMA___ |

HACIA LA BOTELLA
ANAEROBIA

HACIA EL CILINDRO DE
. HIDROGENOQ

Fig. 2.42 Jarra de Torbal.
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Para hacer funcionar la jarra, se colocan las‘placas o tubos que van a ser incu-
bados en el interior de la vasija. E1l hidrdgeno se introduce (utilizando un apa
rato Kipp) y la concentracidn deseada es regulada mediante un mandmetro. Exis--
ten en el mercado cilindros que contienen gas hidrégeno disponible, asi como ---
biéxido de carbono, el gas debe circular hacia la jarra a través de una vdlvula

reductora o empleando una cdmara de latex como reservorioc de presién baja, cual-
quiera que sea el reservorio, deberi pasarse el gas a través de una botella aspi

radora33 (Ver Fig. 2.42).
. b. SISTEMA ANAEROBICO GAS-PAK (Brewer y Allegeier, 1966)

Este sistema fue digefiado para utilizarse en la jarra Caspak (hecha de plisticb

policarbonato transparente) o en la jarra de cristal de Brewerg.

La jarra Gaspak utiliza un catalizador a temperatura ambiente, un indicador de -
Rh y un paquete de'gas hidrdgeno desechable con envoltura generadora de bidxido
de carbono. La introduccidn de este sistema, elimina la necesidad de utilizar -

una bomba de vacfo, del cilindro de gas y del man6metro$3.

La jarra no presenta conexidn externa y-estd construida de tal forma que la pinza

liberard cualquier exceso de presidn como medida de sequridad (Ver Fig. 2.43).

ia

Los sobres Gaspak contienen dos tabletas, una compuesta de dcido cftrico y bicar
bonato de sodio y la otra de borhidrato de sodio y cloruro de cobalto. EIl gene-

rador es activado cuando se afiade agua a la jarra, la cual, debe cerrarse inme--

diatamentess.

Los sobres disponibles en el comexcio, que liberan el hidrégenoc y el €O, al afia~

2

dirles agua, pueden ser utilizados con cualquier sistema anaerobio que empléé un
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catalizador de’platino o pa1a61051' 4

Fig. 2,43 Sistema anaerobio Gaspak. .

Recientemente, Don Whitley Scientific produjo un nuevo generador de ﬂidrégeno -
Bidxido de carbono para ser utilizado en estas jarras anaerdbicas. Este produc-
to comercial, esti registrado con el nombre de Gaskit (Ferguson, Phillips y Wi--

liis, 1976)55.
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Fig. 2.44 Jarra de BRrever utilizando el método de velobiosis.
c. JARRA DE CRISTAL DE BREWER (Brewer y. Evans, 1938).

otro hétodo utilizado para obtener ﬁna atmfsfera libre de oxfgéno en la j&tra de
cristal de Brewer (ademés‘de ﬁtiiizar el sistema Gaspak), consiste'én enéénder -
una candela dentr§ del recipiente conteniendo las placas o tubos que,vah a incu-
barse un vez encendica la'candela, se procede a cerrar la jarra inmediaﬁamente,

{(Ver Fig. 2.44), esta téqnica, puede ser aplicada tgmbién, en las campanag de --

anaercbiosis (técnica de velobiosis),las cuales son vasijas de cristal resisten - -
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Fig. 2.44 Jarra de Rrewer utilizando el método de velobiosis.
‘c. JARRA DE CRISTAL DE BREWER (Brewer y. Evans, 1938). -

Otro método utilizado para obtener una atmésfera libre de oxfgeno.en la jarra de.
cristal de Brewer (édémés‘de utilizar el sistema Gaspak),.éoﬁsisfe‘en enéen&er -
una candela dentro del recipiente conteniendo las placas o tubos gue van a ingu—
barse un vez encendica la candela, se procede a cerrar la jarra inmediatamente,

(Ver Fig. 2.44), estaltécniéa, puede ser aplicada también, en lasvcampanas de ~-

anaercbiosis (técnica de velobiosis), las cuales son vasijas de cristal resisten

198



te (constituidas de una base y su tapa), estas campanas tienen gran aceptacién,
por ser econfmicas y de ficil utilizacidn, sobre todo en los laboratorios donde

no se cuenta con un sistema anaerdbico mis sofisticado.

La campana de anaerobiosis, requerird de un "sellado” el cual se realiza aplican

do una cantidad determinada de vaselina slida entre la base y la tapa.

La llama arderd hasta que el nivel de oxfgeno descienda por debajo del necesario
para una combustidn continua cuando la llama se extingue hay en la atmdgfera ---

. Este e3 un método algo imperfecto y se recomienda
5, 54..

aproximadamente un 7% de co2

unicamente cuando no se dispone de una técnica de aislamiento mis adecnado
(Ver Fig. 2.45). ‘ ‘

Fig. 2.45 Método de Velobiosis utilizando la campana de anaerobiosis. =~
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4.2 INCUBADORES ANAEROBICOS

Actualmente, la sustitucibn del aire por un gas inerte es un método ampliamente
utilizado y que ofrece ventajas. Las placas y los tubos de agar que van a ser =
incubados se colocan en una estufa incubador anaerSbico (Ver Fig. 2.46). El ai-

re contenido en la estufa, es eliminado por evacuacibn, cuando se introduce en

su lugar anhidrido carbdnico, hidrdgeno o nitr8geno, contenido en cilindr0554.

Las cajas anaerdbicas y las cajas enguantadas, constituyen otros métodos mis so-

fisticados, que permiten el cultivo de anaercbios en ausencia total de oxfIgeno.

Estos gabinetes unicamente son empleadds por un niimero reducido de laboratorios,

Yy en équellaé instituciones dedicadas a la investigaciénss,

.

GASES

Fig, 2.46 Estufa incubador anaerdbico.
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4.3 OTROS METODOS UTILIZADOS PARA OBTENER UNA
ATIMOSFERA LIBRE DE OXIGENO.

Para el estudio y aislamiento de rutina de los microorganismos anaerobios prove--

nientes de material cldénico, el método mis conveniente es la utilizacidn de jarras
o incubadores anaerdbicos; sin embargo, existen otras técnicas sencillas pero efec
tivas, que pueden ser empleadas para el aislamiento cuando no se cuenta con el ma

terial adecuado. Algunas de las técnicas que mis uso tienen en los laboratorios

bacteriolSgicos son descritas a continuacidn:
‘a. UTILIZACION DE ORGANISMOS AEROBIOS QUE ABSORVEN EL OXIGENO ‘

El uso de microorganismos: aerobios que consumen el oxfgeno atmosf£érico, fue des-

crito originalmente por Fortner (1928), Los microorganismos mis utilizados son -

los bacilos coliformes, Pseudomona aeruginosa y Bacillus subtilis.

La técnica puede realizarse utilizando dos placas de -agax sangxe (aungue pﬁedep -
emplearse, para algunos géneros como los Clostridios, una placa de'agar Yema‘deb-_
huevo y la otra de algfin medio selectivo como el agar de Mac-Conkey), una de las
placas se inocyla con un‘organismo‘aerobio, y la otra se inocula‘éoﬁ el organismo
-anaerobio a prueba., Las dos placas se juntan por los bordes, y la unién se sella .
utilizando cinta adhesiva (Ver Fig. 2.47). La preparacién se incuba inmédia#amgé

te a 37° C.
Utilizando este método, debe tenerse en cuenta que la condicién de anaercbios to-

ma alglin tiempo para desarrollarse, y que pueden ocurrir fallas, sobre todo, cuan

do tratamos con microorganismos nuy exigenteSSS.
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Sellado de las Cajas

Cinta -
Adhesiva

Fig. 2.47 Preparacidn del sistema de doble caja para el aislamiento de
anaerobios. '
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b. EL METODO DEL PIROGALOL ALCALINO PARA CULTIVO SIMPLE

El método del pirogalol alcalino fiockhart, 1953) es muy utilizado para el cul-
tivo de anaerobios en tubos de ensayo. La condicién de anaerobiosis, estd pro--
porcionada mediante el usc de carbonato sédico y pirogalol, este método es espe-
cialmente satisfactorio para el cultivo de Actynomices sp. anaerobios, ya que --
deja el residuo deseado de anhidrido carbSnico. La téncia que describen Ajello

y col., es la siguiente:ls' 55

PROCEDIMIENTO

- Al tubo inoculado con el\microorganismb a prueba se le coloca una torunda de .
algodén.

- Se corta la parte del tapdn de algodfn no absorbente que sobresale del tubo.

~ Mediante un movimiento de rotacién, empujar el resto del tapén dejando un es-
. pacio de 2 a 2.5 cm en el extremo superior del tubo.

-~ Introducir un taquito de algoddn absorbénte en este espacio.

~ Ahadir 5 gotas de cada una de las soluciones de pirogalol (100 g de pirogalol.
(dcido pirogalico) + 150 ml de agua) y de solucidn al 10% de Na2C03.

- Cerrar herméticamente con tapdn de goma e invertir el tubo. Se incuba en es-
ta posicidn (ver Fig. 2.48).

El pirogalol es oxidado a una serie de compuestos cuando se introduce el Elcali,
utilizando asi el oxigeno libre. Si se utiliza este método, debe tenerse en --
. cuenta que el &cido pirogdlico es téxico y se debe tener mucho cuidado al mane-
jarlo. El-CO2 p;oducido pér la oxidacidn, puede inhibir el desarrollo de aléu-

. i .54
nos microorganismos vegetativos™ .
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El uso del pirogalol para el cultivo de anaerobios a sufrido varias wodificacio-
nes (Pankhurst, 1971; Sacks, 1974; Karnauchow, 1961), donde fue utilizado en las

jarras anaerdbicas, o bien incluido en placas de agar, preparadas de manera simi

lar a la técnica de doble cajass.

?

'c. INOCULACION DE UN MEDIO SOLIDO POR PICADURA

Otro método simple péro de valor significativo, consiste en inocular un tubo con

Fig. 2.48 . Método del pirogalol alcalino para el cultivo de
anaerobios en tubo de ensayo.
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medio sélido profundo, este medio se inocula por picadura utilizando un alambre

recto y tiene la ventaja de que en condiciones adecuadas ofrece un ambiente ana-
erobio en el espesor del agar, el cual permite el crecimiento de ciertos micro--
organismos que no pueden crecer o lo hacen dificilmente en presencia de oxigen056

(Ver Fig. 2.49).

i 42 28

A BLAE

5

2

Fig. 2.49 Tubos cop capa profunda de agar inoculados con bacterias con
diversas reaccicnes al oxigeno. 1) bastante anaerobio, co-
mo el Cl. botulinum; 2). menos anaerobio, como el Cl. per-

~ fringens; 3) anaerocbio facultativo, como E. coli; 4) mi—-
croaerofilico, como Br. abortus; 5) aercbio estricto, como
Pseudomona fluorescens. '
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4. UTILIZACION DE MEDIOS PRAS (Hungate, 1966-1969)

El uso de los medios PRAS (Pre-reduced anaerobically sterilized), fue introduci-
do porHungate 1980) para el aislamiento de bacterias muy exigentes preéentes en el
1iquido ruminal. Este método ha sufrido varias modificaciones e improvisaciones,

que lo han hecho nuy adaptable, scbre todo, para los estudios de carbohidratos
9, 40, S5

Los medios comerciales, s6lidos o 1fquidos, son esterilizados anaerdbicamente, y
presentan uha capa de aceite mineral sobre el medio (ejempio, el mediq de Carxry
y Blair). (Ver Fig. 2.50). Estos medios son de uso‘com‘ﬁn en los laboratorios

dédicados a la investigacidn, - para llevar acabo la técnica del tubo de rollo =--

(roll-tube), utilizando- las cajas enguantadasss.

Fig. 2.50 Preparacidn de.un medio PRAS.

ACEITE MINERAL
: G VAS PAR
CALDO TIOGLICOLATO .
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En los laboratorios bacterioldgicos, podemos implementar estos medios de cultivo
cuando se requiera un aislamiento en medio liquido (en caldo tioglicolato o en el
medio de Robertson), mediante la expulsidén del oxigeno gaseoso hirviendo éste y -
seguidamente impidiendo que vuelva a penetrar, utilizando una barrera reiativamep_
te compacta, como una capa de aceite mineral o de Vaspar (mezcla a partes iguales
de vaselina y aceite de parafina) estéril, Es importante hervir el medio durante
10 minutos, enfriarlo ripidamente a 40-502C e inocularlo masivamente (una gota o
varias asas de cultivo) sin agitarlo, Inmediatamente de la inoqulacién debe se--

llarse el tubos4.
@. INOCULACION EN EL MEDIO DE ROBERTSON

El medio de carxne cocida (Cooked Meat Medium) fue introducido por Robertson (1915

1916), y se utiliza extensamente para el cultivo de la mayorfa de los anaerobiosss.

- £l medio de carne cocida puede ser preparado con particulas de carne de aproxima-
damente 2.5 cm., cub'i'ert:a_ por 10 ml, de caldo nutritivo; la esterilizacidn de es-
te medio es dificil debido a la pobre conductividad de la carne, por lo que se xe

comienda, cocer la carne a 121° C durante 20 a 30 minutos33.

Las substancias reductoras presentes en el medio, principalmente la glutationa, ~
‘ penhiten, el crecimiento de microorganismos anaerobios estrictos como el Cl. teta-
ni, E1 medio provee de una gran variedad de nutrientes para llenar todos los re-

quisitos metabSlicos de: estos microorganismosss.

Las condiciones de anaerobiosis que guarda este medio (;‘educcién) , estd indicada

por una coloracién rosa, presente en la capa del tubo o frasco,
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Un desarrollo comercial reciente, lo constituye la sustitucidn por particulas de
. carne congeladas y deshidratadas en forma acelerada (Ver Fig. 2.51), las cuales

liberan factores esenciales para el desarrollo en el medio después de ser rehi--
dratadas. Se agrega en forma adicional cisteina y almidén para reducir el poten
cial de oxido-reduccién estdndar y aumentar la recuperacién de los microorganis-

mos daﬁados33 .

- Fig. 2.51 Medio de carne cocida de Robertson.

e

' COOKED
i MEAT
i MEDIUM
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Cuadro 2.23
Microorgananismos con especiales necesidades de

crecimiento
ATMOSFERA
IV R —
Microaer6£ilos Anaexobios
Cémpylobai:ter fetus ’ TT— Espirilos
Campylobacter jejuni e " Bacilos ’ )
B - Borrelia
Brucella abqrtus /,/’ : .
i I Tincibn de Gram
o . .
T ) N
7 . Produccifn de catalasa Bacilos pleomorficos :
e
Cocds +) ) + ~-)
Corynebacterium Morfologfa Sphaerophorus Bacteroides
I Propionibacterium Fusobacterium
.~ Tincidn de Gram h Dialister
",,‘/ ‘\_‘__. ‘\
(+).— (=) N
Produccidn de catalasa Veillonella Ramificaciones Formacifn de esporas
// S //\~
p . Ve . \\\\\
+ - ’ :
o (+) (=) . e .
Peptococcus Peptostreptococcus Actinomyces (+) . (-
Ramibacterium Clostridium Eubacterium

FUENTE: Osbaldiston, 1983.

Catenabacterium



E. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

La quimioterapia, es decir, la destruccién de los microorganismos por medio de --
los firmacos, se inicié con los estudios pioneros de Ehrlich, que culminario con
la obtencidn del Salvarsan para el tratamiento de la sifilis. En 1935 fueron in-
troducidas las Sulfonamidas, después del trabajo de Domagk sobre el uso del Pron-
tosil, cuyo principio activo es la Sulfanilamida, en las infecciones estreptoct-

cicas en ratones. Desde entonces se han sintetizado docenas de nuevas Sulfamidas

con actividad.antibacteriana cada vez mayor y con una menor toxicidadlg.

..El té;miné "antibibticos" se refiere a substancias elaboradas por microorganismos
vivos que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de otros microorganismds;ﬁ
Actualmente no existe una diferencia net#-entre los términos “antihi&ticos y =
"agentes guimioterapé@uticos" pues algunos de los antibidticos que inicialmente ég

~aislaron a partir de fuentes naturales se han prepérédo‘fanbién sintéticamente, -

un ejemplo notable de ello es el cloranfenicol.

La tendencia de muchas bacterias a hacerse resistentes a los antibifticos ha Qeqi’
. do arconatituif un problema cada vez mayor, muchas cepas de miCxporganismos ér&di'
cionalmgnte considerados hace algunos aiios como segsibles a ciertos ahtibiﬁticos
son ahora resistenﬁes, principalmente debido a la amplia distribucién de pldsmidos
responsébles de resistencia miiltiple infecciosa a drogaé'quimioterapéuticas. Es-
to parece indicar que el uso inadecuado de 163 antibidticos puede conducir a gra-

ves consecuenéias y Qubraya. por tanto, la importancia de elegir el antibidtico
conveniente con ayuda de pruebas de sﬁsceptibilidad in 31559}9' 40.
Varios factores influyen en:la eleccidn del antimicrobianq mis aproplado paﬁa la

quimioterapié-de una infeccidn bacteriana.
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- Susceptibilidad inherente del agente etiolSgico a los antimicrobianos apropia-
dos in vitro.

-~ Relacidn de la susceptibilidad de la cepa bacteriana en cuestidn con aquella -
de otros miembros de la misma especie.

~ Farmacocinética del antimicrobiano, incluyendo su toxicidad, su unién con pro-
tefnas en el organismo, su distribucién, absorcidn y excrecidn, especialmente
en presencia de dafio hepitico y/o xenal.

- Experiencia clinica previa sobre la eficacia del tratamiento de infecciones --
po;l;a misma especie del microorganismo.

"= Naturaleza del proceso patol&gico y el estado inmune del organismo,

Tanto la susceptibilidad inherente del micrcorganismo a los antimicrobianos in wi-
tro, como los niveles alcanzados por estos, en los liquidos tisulares, pueden ser

medidos en el laboratorio clinico‘o.

La mayorié de las pruebas de sensibilidad son relativamente sencillas en su apli--
cacidn, principalmente por métodos de difusién eﬁ medios de qu;tivo de gelosa gb~
lida. Estos métodos son de alta exactitud, si se hacen correctamente, y si se con
serva en mente que la razén para hacerlos consiste en el disefio del t;atamiento -

clinicolz. ; Lo

1. METODO DE DIFUSION EN GELOSA

El método mis comfn aplicado universalmente es el disco. Este fue recomendado en -
1961 por el W. H. 0. (Expert Committee on Antibitics), quiehes lo hallaron como el

mis adecuado para trabajos sistemiticos,
Discos o tiras de papel impregnados con cantidadesrconocidas de antibibticos se -
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colocan en la superficie de cajas de Petri sembradas con los microorganismos que
han de examinarse. La susceptibilidad queda indicada por una zona de inhibicidn
del crecimiento alrededor del papel impregnado con el férmac054.

Con los métodos de difusién en agar, el microorganismo a prueba se expone sobre -
un medio de cultivo nutriente, tal como gelosa sangre, a un gradiente de difucidn

del antibibtico proporcionado por un disco.

La difusidén es influida por muchos factores. Cooper, Linton y Sehgal (1958) y Lin
ton (1958), han estudiado a fondo este tema. El contenido y el grosor del medio,
sangre, concentracidn lonica, el pH, la magnitud del inéculo, todos pueden afectar
la zona de inhibicién. Lo mis importante es el grado de difusi6n del antibidtico

contra la velocidad de desarrollo bacterianolz.l
2. METODO DE DILUCIONES DE LA PLACA DE AGAR

Placas de agar que contengan cantidades conocidas de antibidtico se siembran con
A}
lo microorganismos que han de examinarse, y se observa la inhibicién del crecimien

to.

Este método, en contraste con el del disco, es cuantitativo, es particularmente'-

adecuado para la N. gonorrohoeae y N. meninéiti&is, pero no puede utilizarse en -

organismos que tienden a extenderse en el medio, como el Proteus y Pseudomona. -~

Es similar al de la dilucidn en tubos, la nica diferencia es que las diluciones
de los antibi8ticos se hacen en gelosa fundida a 56° C y que se extiende en cajas

de Petrilz.
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3. METODOS DE DILUCIONES EN TUBOS DE ENSAYO

Se inoculan varios tubos que contengan un vehLculo nutritivo y diluciones séricas
del antibidtico, con suspenciones del microorganismo problema. La determinacifn
de la susceptibilidad al f&rmaco queda manifiesta por la incapacidad del microor

ganismo de crecer a una dilucién determinadalg.

Las pruebas de dilucidn (en agar o tubo) de los antimicrobianos proporcionan un -
dato muy valioso para el clinico: la concentracién minima inhibitoria o M. I, c.
(Minimal Inhibitory Concentration) para un determinaado m;cxoorganismo. Este pa-
rametro nos permite establecer una relaciéh con los niveles alcanzados por la dro
ga en los liguidos tisulares, especialmente en la sangre, para asi contar con ma-

yores probabilidades de escoger un antibidtico adecuadodo.

" Con el método de las diluciones en tubos pueden surgir graves errores si no se —-
tienen en cuenta los siquientes factores y no se controlan de manera adecuada:
el tamafio del in6culo; la solubilidad y la estabilidad del antibiStico que ha de
examinarse, la composicifén del medio de cultivo empleado y las necesidades de los

microorganismos en estudio para que se desarxallenlg.
4. OTROS PROCEDIMIENTOS

La susceptibilidad a los antimicrobianos, puede también demostrarse por cambios -
fisicos o quimicos durante el crecimiento bacteriano, tales como un cambio en el
pH, reduccién de la hemoglobina, inhibicién de la hemblisis y el uso de indicado-

res para la deteccibn de las reacciones de 6xido - xeducciénlg.
Lo mds importante en todoas las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos, in-
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dependientemente del método que se emplee, es asegurarse de que §ste Gltimo, sea
exacto y reproducible, de que todas las operaciones se realicen correctamente y -

con controles adecuados, y de que los resultados se anoten de la manera debida.
5. TECNICAS EMPLEADAS PARA LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS
5.1 METODOS DE DIFUSION DEL DISCO

Los intentos realizados a lo largo de los Gltimos aﬁos.por la Food an Drug -Adminis
tration y otros centros para estandarizar los métodos de difusién-en gelosa, ha -
culminado con el desarrollo de un conocimiento basado en el decrito por Bauer, --
Kirby y cols. (19665. Este procedimiento representa en.;a actualidaﬁ el método .~
mejox descrito, dicho procedimienté conjuntamente con los rfgidos controles de -—
los discos antibiSticos' y los controles de calidad entre laboratorios, ha reéulpg
do de gran importancia en el .establecimiento de una t&cnica de sensibilidad ade--

cuadalg.

NOTA: Con el objeto de simplificar las pruebas de susceptibilidad, es necesario
- limitar el nfimero de agentes que se prueban mas comunmente. En general, -
las pruebas habituales deberfan incluir sdlo un representante de cada gru-
po de agentes antimicrobianos con actividad in giggé estrechamente ;elac;g
nada. . |
Generalmente 1;5 fabricantes suminisﬁran los cartuchos que contienen discos para
la prueba de ;usceptibilidad qh recipientes separados que contienen un agente de—
secante. 'Estos recipientes deben mantenerse refrigerados por debajo Qe los B8° C. -

o congelados (-14° C) hasta su utilizaciénlg.
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a. MEDIO UTILIZADO PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD EN DISCO

El agar de Mueller -~ Hinton (pH: 7.4), es un medio muy rico en nutrientes que se
recomienda para realizar pruebas de sensibilidad antimicrcbiana (antibiograma).

También se emplea, sobre todo, para el aislamiento y desarrollo de Gonococos Yy

Meningococ os.
FORMULA:
Infusién de carne de res 300.0 g
Peptona de caseina &dcida 17.5 g
Almidén . 15g. B IR
Agar 17.0g9 o
Agua destilada 1000.0 mL. -

NOTA: Cuando la pruei:é. 'requiere.ser montada sobre uhé placa de agar saané o vc’hg_
colate, es necesario adicionar saix@i;re de carnero, bovino o humano a razén
de~5%l. La baseﬁ de agar Mueller-ﬂinton deberd estar a un fluido, a una tem
peratura de 45 - 50° C para el caso de ‘agar sangre, y a 80 - 90°C en la -~

preparacién de agar chocolatee.
b. METODO DE LA SUPERPOSICION EN AGAR (Barry y cols. 1970)

Esta técnica resulta aplicable s8lo para bacterias de r3pido crecimiento y no pue
de.utilizarse en los casos en que es preciso afiadir sangre al medio de pruebalvg.

PROCEDIMIENTO

- Seleccionar de 5 a 10 colonias cultivadas durante 18 horas. Preparar una sus-
pensidn trbida uniforme en 0.5 ml de caldo de infusidn cerebro y corazdn.

- Incubar el caldo de cultivo a 37° C durante 4 a .8 horas.
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~ Transferir una porcidn calibrada de 0.001 ml del caldo de cultivo bien mezcla-
do a 9 ml de una solucidn acuosa estéril al 1.5% de agar (en tubos con tapén -
de rosca) fundido y mantenido a 50° C.

-~ Mezclar rapidamente este agar inoculado mediante una.inversfdn.cuidadesay . a-
continuacifn extenderlo sobre la superfice de una caja de Petri de 150 x 15 mm
que contenga agar de Mueller ~ Hinton en 4 mm de profundidad. (8i se utilizan
cajas de 90 mm, sembrar 4 ml de agar con un asa de 0.01 ml).

- Dejar descansar sobre una superficie lisa las cajas inoculadas durante 3 a 5 -

" min. y a continuacién aplicar los discos antimicrobianos de alta concentracién

presionando suavemente sobre cada uno de ellos con pinzas estériles a fin de -
asequrar un buen contacto con el agar.

En este método se pueden aplicar hasta 1l.discos en estas condiciones en una caja
de 15 cm devdiEmetro, y 6 discos cuando utilizamos cajas de 10 cm. (Ver Fig. 2.
52). Es de importancia recordar que sSlo deberin emplearse concentraciones de --

‘antibiéticos comparables con las cifras terap€uticas generales.

=" Invertir las cajas e incubarlas a 37° C. Los pasos 3 a 6 deben completarse ‘en
en un periodo de 30 minutos.

- Despues de 'las 16 a 18 horas de incubacidn, medir los difmetros de las zonas -
de inhibicidn total 12 (ver rig. 2.53). :

Los “Multidisc" también se pueden probar por este métoao y se consideran para to-
do caso o propdsito como métode de un sélo disco (Ver Fig. 2.54). Es imporgante
juzgar por separado la zona de inhibicifn de cada antibidtico y no compararlos -
entrxe s8f, los resulgados se describen al igual gue en la prueba de disco simple

12
de Bauer - Kirby (Ver cuadro 2.24)
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Discos
Antimicrobianos

’ Fig. 2 52 Distribucién de los discos unpregnados con am:i-
bioticos en el agar de Mueller - Hint:on.
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Fig. 2.53 Técnica de difusidn del disco en aéar mostrando
la zona de inhibicidn.
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RESULTADOS
Después de la incubacidn, se examinan macroscdpicamente las dreas de inhibicién -
o se miden con calibradores Bernier y el grado de sensibilidad se determina sdlo

por medio visual o con grdficas de la zona de inhibicidn.
c. METODO DE BAUER - KIRBY (Bauex - Kirby y cols. 1966)

Es una prueba de difusién en gel referida como cualitativa que sin embargo, se -

puede considerar como cuantitativa dado que los didmetros de inhibicidn se rela-

Sens%brg

Resistente

Fig. 2.54 Multidisco montado sobre una piaca de gelosa.

-, cionan directamente con las concentraciones minimas inhibitorias pbtenidas por -

. pruebas de dilucibén en tubo de ensayon’ 32

El método de Bauer - Kirby - Turck, es una prueba normativa de sinsibilidad con -

disco Gnico, para patdgenos de répido‘desarrollolz.
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PROCEDIMIENTOS :

Se transfieren unas pocas (de 3 a 8) colonias bien aisladas del mismo tipo -~
morfolSgico a un tubo de ensayo que contenga 4 ml de fosfato de triptosa, cal
do de infusién cerebro y corazén o caldo de cultivo de soya con tripticasa.

Incubar los tubos de 2 a 5 horas para producir una suspensién bacterioldgica
de cpacidad moderada.

Diluir la suspencidn, si es preciso, con solucién salina estéril o calde nu--
tritivo hasta una densidad equivalente a la de un estindar preparado mediante
la adicién de 0.5 ml de cloruxo de bario al 1% a 99.5 partes de &cido sulfdri
co al 1% (0.36 Normal).

Para la pruebz, se utilizan cajas de Petri grandes (15 cm) con el agar de Mue
ller - Hinton, pH de 7.2 a 7.4 (4 mm de profundidad), lo cual regqueriri de --
70 - 75 ml de medio. Los organismos dificiles (Haemophilus, Streptococcus,
etc.) pueden necesitar la adicifn de un 5% de sangre. Las cajas de Petri ---
grandes resultan lo suficientemente espaciosas para acomodar 8 discos en su -
perimetro exterior y 3 o 4 mis en el centro, es aconsejable colocar los anti-
microbianos que se difunden bien en los circulos exteriores y los discos que
producen zonas de inhibicién-mds pequefias (como la vancomicina, colistina o -

"kanamicina) en el &rea central de la caja. S06lo se utilizan discos de alta -

potencia. Pueden utilizarse cajas de Petri (10 cm) pequefias, siempre que se
llenen hasta una altura de 4 a 5 mm y que no se utilicen por cada caja mids de
4 o 5 discos.

Las cajas se secan durante 30 minutos antes de la 1nocu1ac10n y deben utili---
zarse dentro de los 7 dfas a partlr de su preparacidn.

La suspensxon de caldo bacteriano se aplica uniformemente en 3 planos sobre -
la superficie del medio con una torunda estéril de algoddn, el exceso de sus-
pensién de escurre de la.torunda haciéndola girar contra la pared del tubo an
tes de inocular el medio de prueba.

Después de que se ha secado el indculo (de 3 a 5 minutos), se colocan los dis
cos apropiados sobre el agar mediante pinzas estériles y se presionan suave--
mente hacia abajo con el objeto de asegurar un buen contacto. No debe mover-

- se ninglin disco, una vez que se ha puesto en contacto con la superflcxe del -

agar (Ver Fig. .2. 55)
Las cajas.se lncuban antes de los primeros 30 minutos y se dejan durante toda

la noche (tiempo Sptimo 14 horas) a 35 - 37° C. Debe evitarse el exceso de -
incubacidn.
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Sensible

! Resistente

Fig. 2.55 Discos antimicrobianos distribuidos en el agar de
Mueller ~ Hinton.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

- Medir los didmetros de inhibicién utilizando un comp@s, una regla o un Bernier.
Si es preciso, los difmetros de las zonas pueden leerse después de la incuba-
cién al cabo de 6 a 8 horas, siempre que hayan aparecido &reas definidas de -

inhibicidn.

- Se acepta como punto final el &rea que no muestra crecimiento visible, detec-
table a simple vista (Ver Fig. 2.55). Los tamafios de las zonas de inhibicidn

. . . 1 1
se interpretan a continuacion, y en el cuadro 2.24 % 9.
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. Cuadro 2.24
Esquema de interpretacién de la zona de inhibicidn para las pruebas de difusidn

en gelosa
Agex.lt.e Potencia Didmetro de la zona de inhibicidn
antimicrobiano del disco (Resultados redondeados en mm)
Resistente Intermedio Susceptible

Gramnegativos y 10 11 o menos 12-13 14 o mas
Ampicilina enterxococos _

Estafilococos y 20 o menos 21-28 29 o mas

organismos sen-

sibles a la pe-

nicilina

Otros organismos 11 o menos 12-21 22 o mis
Bacitracina ' 10U 8 o menos 9-12 13 o mis
Carbenicilina 50 X g

Pseudomonas sp 12 O menos 13-14 15 o mis -
E. Coli y Proteus 17 o menos 18-22 23 o mis

Cefaloriaina 30 ug 11 o menos 12-15 16 o mas
Cefalotina - 30 u4g 14 o menos 15-17 18 o mis
Cloramfenicol 30 «9 12 o menos 13-17 18 o més
Clindamicina 2. w9 11 o menos 12-15 16 o mis
Colistina 10 49 8 o menos 9~10 11 o més
Eritromicina 15 ug 13 o menos 14-17 18 o'mis
Gentamicina L 10 &9 12 o menos 13-14 15 o mis
Kanamicina 30 wg 13 o menos 14-17 18 o mis
Lincomicina 2 ug 9 o menos . 10-14 15 o mds
Metilicina 5 wg 9 o menos 10-13 14 o mds
Nafcilima y Oxacjilina 1 ug 10 o menos 11-12 13 o mas
Acido nalidixico~ 3049 13 o menos 14-18 19 o més
Neomicina 1 30 ug 12 o menos 13-16 17 o mas:
Nitrofurantgina . 300 g 14 o menos 15-18 19 o mis
Novobiocina 30 4 g 17 o menos 18-21 22 o mas
Oleandomicina 15 4 g 11 o menos 12-16 17 o mis

Estafilococos 10U 20 o menos 21~28 29 o mis
Penicilina G- 3 -

Otros organismos 11 o menos 12-21 22 o mis
Polimixina B . 300 4 g 10 o menos 11-14 15 o mas ~
EStreptomi;fini 10 u g 11 o menos 12-14 15 o mds
Sulfamidas™ '~ 300 4 g 12 o menos 13~16 17 o mds
Tetraciclina 30 49 14 o menos 15-18 19 o mas
Vancomicina 30 g 9 o menos 10-11 12 o mas

Preparado por el National Comittee for Clinical laboratory, Los Angeles Calif.,
Junio, 1971.

1- Infecciones del conducto urinario ‘

2= No aplicable a medios que contengan sangre, 3 Esta categoria incluye algunos
organismos, tales como los enterococos, que pueden causar infecciones sistémicas
tratables mediante altas dosis de penicilina G. 4 Cualquiera de los discos de 250
a 300 mg. de sulfamida, comercialmente disponibles, puede utilizarse con los mismos
estindares de interpretacidn de zona. 222



5.2 METODO DE DILUCION EN TUBQ DE ENSAYO

El método requiere utilizar soluciones antimicrobianos originales; pueden obte--

nerse en el mercado o de diversos fabricantes farmac&uticos partidas de firmacos

cristalinos de potecnica conocida.

PROCEDIMIENTOQ

Preparar las soluciones originales que contengan 1.000 g. o U/ml en agua des-
tilada estéril. Solubilizar con los disolventes apropiados o bien ajustando

el pH, si es necesario. Si es preciso, esterilizar tambidn medianﬁe filtra-~
cién a través de una membrana, estas soluciones pueden congelarse a -20° C en
recipientes individuales herméticamente cerrados de 6 a B semanas sin pérdida
de su potencia. ) |
Para cada uno de los agentes que han de ensayarse, preparar en una gradilla -
una serie de 10 tubos de ensaye estériles, afiadir a cada uno de los Gltimos 9
tubos de la serie 0,5 ml de caldo de cultivo, Puede utilizarse para ello -
soya con tripticasa, tioglicolato o caldo de infusi&n enriquecido con fluido

ﬁscitico o sangre de conejo, segiin los requisitos de crecimiento del organis-

mo gue se desea ensayar.

Afladir a continuacidén 0.5 ml de la solucidn de trabajo del antibidtico, gene-
ralmente 100 U/ml, a los dos primeros tubds, mezclar, transferir 0.5 ml del ~
tubo 2 al tubo siguiente y continuar este proceso hasta llegar al tubo nimerco
9, del-cual se desechan 0.5 ml, El tubo nimero 10 actfia como control del cul

tivo.
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~ Preparar una solucién 1:1000 en un caldo, de un cultivo incubado por 18 horas
del organismo que ha de probarse. En los casos de organismos de crecimiento -
lento o delicados, debe utilizarse una dilucién de 1:100. anadir 0.5 ml de es
ta solucién a cada uno de los tubos de la serie y agitar, incubar la prepara--

cidén durante 12 a 18 horas a 35 - 37° C (Ver cuadro 2.25).

RESULTADOS :

- Examinar macroscdpicamente los tubos. La concentracién minima inhibitoria ---
(M. I. C.) es la dilucién mdxima del antibiStico en el Gltimo tubo que no mues

tra crecimiento visible y se expresa en unidades o microgramos por milili-

tro.

Para determinar la conceptracién bactericida minima, cada uno de los tubos claros

se subcultiva en un medio adecuado en cajas de agar.

Esta técnica debe modificarse para agentes como las sulfamidas, 4cido nalidfxico
y nitrofurantofna (Blair, 1970; Ericson y Sherris, 1971)19.

Cuadro 2.25
Método de dilucién del tubo de ensayo

No. de tubo Caldo afiadido Agente antimicrobiano Indculo de Concentrado

(ml) (ml) Cultivo  antimicrobiano

(ml) (U o Mg).

1 0 0,5 0,5 100

2 0,5 0,5 0,5 50

3 0,5 0,5 del tubo 2 0,5 25

4 0,5 0,5 del tubo 3 0,5 12,5

5 0,5 0,5 del tubo 4 0,5 6,25

6 0,5 0,5 del tubo 5 0,5 3,12

7 0,5 0,5 del tubo 6 0,5 1,56

8 0,5 0,5 del tubo 7 0,5 0,78

9 0,5 0,5 del tubo 8 0,5 - 0,39

desechar 9,5
10 0,5 [¢) 0,5 0

224



GLOSARIO EMPLEADO PARA LA DETERMINACION DE SENSIBILIDAD
SENSITIVA (S):

En infecciones no complicadas, se pueden esperar que el microorganismo infectante
sea inhibido por concentraciones ficilmente obtenidas en la sangre con los esge--

mas usuales de dosificacién.
RESISTENCIA (R):

El microorganismo infectante no es inhibido por la concentracién del antibidtico

obtenida en la sangre.
INTERMEDIA- (I):

Se aplica cuando el microoxrganismo se encuentra entre sensible y resistente. En
la conduccibn de tratamientos deben considefarse cuidadosamente la dosis y el si-
tio de la infeccibén, junto con las posibles “C.I.M.S", in vitro, para poder calcu

lar tanto el grado de sensibilidad como la dosis.

Este método no debe apiicarse para deteminar sensibilidades a las sulfonamidas.
Tampoeo resulta aplicable para determinar la susceptibilidad de ;rganismos de len -
to crecimieﬁto ﬁue requiéren CO2 o de anaerobios también de lento crecimiento, co
mo los Bacteroides, puesto que los resultados no pueden ser interpretados adecua-

12 .
damente ' 19.
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CAPITULO III
MICOLOGIA

Durante las dos filtimas décadas se han acumulado ;Epidamente vastos .conocimientos
acerca de los hpngos patdgenos y de las enfermedades que producen; antes de este
tiempo la Micologfa era una ciencia despreciada y poco comprendida en la mayor -
parte de los programas de ensefanaza. Conforme las micosis se fueron descubren-
do con mayor frecuencia y fue puesta de manifiesto su importancia, la Micologia

ha sido ya reconocida como una especialidad médicags.

El objetivo de esta sécciﬁn es el de proporcionar una idea bisica y general de -
los conocimientos Yy criterio§ actuales que existen para el diagndstico de las --
enfermedades prodﬁcidas por hongos que afectan a los animales. No obstante de -
existir en México la gran mayorfa de hongos éapaceSvde afectar a los animales de
impértancia en Medicina Veterinaria, su estudio requiere de mayor investigacién, . -

trabajo y paciencia por parte del M&dico Veterinario.

Los métodos empleados para el estudio de los hongos microscSpicos, incluyen para
su desarrollo algunos medios y técnicas, (gembrado, tincién, etc.), semejantes a
las utilizadas para Bacteriologia. Sin embargo, las técnicas descritas en esta

seccidn permiten identificar; aislar y tefiir de manera especifica a la mayoria de

los hongos causantes de enfermedad en los animales domésticoszs.
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A. MORFOLOGIA BASICA DE LOS HONGOS

¢Qué son los hongos?. Definir los limites exactos del grupo es virtualmente impo-
sible, ya que cuanto mis estudiar_nos los organismos vivos, tanto mis resultan caren
tes de significado nuestras tentativas por delimitar cualquier grupo en particular.
los bidlogos utilizan el término hongo para incluir organismos con nficleo, portado
res de esporas, acrxdfilos, gue por lo general se reproducen sexual y asexualmente,
y cuyas estructuras somdticas, por lo comin filamentosas y ramificadas, estdn tipi

camente rodeadas por una pared celular que contiene celulosa o quitina, o ambas3.

Los hongos se manifiestan de muchas maneras. Sus propiedades biol&gicas se extien
den hacia todos los campos. Los hay altamente infe’cciosos o venenosos, tanto pafa
el hombre como para los animales; otros por el contrario, constituyen la base de -
una_ gran cantidad de procesos indusﬁrialgs de fermentacidn, tales como la elabora
cién del pah',bvi»no, cerveza, y la preparacidén de algunos quesos; algunos tienen --
gran importancia en la produccidn comercial de muchos &cidos orgénicos y de algu-~
* nas preparéciones vitaminicas, y son fesponsables de la elaboracidn de ciertas sus
tancias antimicrobianas o antiffingicas. Un cuarto grupo, en cambio, se caracteri-
za por dafiar la materia orgénica (alimentos, tejidos, cueroc y otros articulos). -

: . 5
Por iltimo unos pocos se emplean como alimento 7.

Los hongos constituyen un grupo de orxganismos vivos queAtie'nen en sus células ver-
daderos nﬁcleos tipicos, que se reproducen por medio de esporas y que carecen de -
clorofila. No poseen-tallos, x.jaices ni hojas, ni tienen un sistema vascular desa-
rrollado como lbs tipos i/egetales mas evolucionados. Son unicelulares (levaduras),

o pluricelulares {conocidos como hongos filamentosos), o carnogsos (Ver Fig. 3.1).

Los filamentos que constituyen el cuerpo de un hongo.se alargan por crecimiento --
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apical (a partir de una estructura denominada tubo germinativo), pero la mayor --
parte del organismo es potenclialmente capaz de crecimiento, y un pequeiioc fragmento

. s R . 20
de cualquier parte del hongo es suficiente para dar origen a un nuevo individuo

(Ver Fig. 3.2},

Las estructuras reproductoras estdn diferenciadas de las somdticas y exiben una -
gran variedad de formas que son indispensables para su clasificacién. Pocos hon-
gos pueden ser identificados si no se dispone de sus estadios reproductores; con

pocas excepciones, sus estructuras somaticas son muy similares entre si3.
1. ESTRUCTURAS SOMATICAS

El talo de los hongos estd formado tipicamente por filamentos microscdpicos cuyas
ramas dispuestas en todas direcciones se extienden sébre o dentro del sustrato uti
lizado comc alimento. Se denominan a cada uno de estos filamentos con el nombre
de Hifa”(hyphe=tejido, tela de araRa). La hifa est§ constituida por una pared tu-
bular delgada, transparente, interiormente llena o revestida por un. estrato de pro

toplasma de espesor variableﬁ Seglin la especie de que se trate, el protoplasma -

Fig. 3.1 Morfologia general de los hbngos: A) hongos miceliales; B} levaduras;
C) hongos carnosos : :
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ESPORA
O HIFA SEPTADA
B 1
HIFA NO
SEPTADA
(o] ]
Cd
ESPORA
GERMINATIVA

Fig..3.2 Crecimiento apical a partir de una espora germinativa.

puede fluir libremente en el’ interior dé la hifa o ser‘interrumpidb a- intervalos
irregulafes por tabiques o paredes transversales que dividen a las hifas en célﬁ—
las. Las paredes transversales se denominan septos (seprum=cerco, paitici&n), -
‘yvlas'hifas que presentan ésta caracteristica son conocidas como‘hifas septadas‘
(Ver Fig. 3.2-B). En 1lés hongos en cuyas hifas no hay septos- (hifas ~--
asgptadas), los nﬁcieos estan incluidos en el citoplasma y distribuidos uniforme-
mente en todo el protoplasma (Ver Fig. 3.2-C). Este_estado se denomina cenociti-
co (coenos=vacio y citos=célula); mientras que en cada célula de las hifaé septa-

das, los nficleos varian de uno a vario§3' 20, 24;

Al conjunto de hifas se le denomina Micelio. El micelio se diferencia de acuerdo
a su estructura, funcidn y localizacidn (Ver Fig. 3.3). Cuando &ste est8 consti-
tuido por una estructura laxa como la de los mohos, recibe el nombre de micelio

prosenquimatoso;- por el contrario, cuando el micelio es compacto como el de los
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hongos carnosos, se denomina micelio presenquimatoso. El micelio aéreo, llamado
también reproductor, es la porcidn proyectada que contiene la mayoria de las es-
poras y proporciona el material necesario para la identificacién del hongo. EL

micelio'vegetativo, es la porcién que se adhiere al sustrato actuando como una -

9, 15

raiz debido a que es a través de esta parte que el hongo se nutre (Ver Fig.

3.3).

Los térmimos levadura y moho no pueden, en algunas ocasiones, aplicarse de una -
manera estrcita. Algunos hongos patégenos'del hombre y de los animales pueden -
adoptar carcteristicas de Dimorfismo, de tal ménera, que pueden presentar forma
de mohos en su estado sapréfito y transformarée en levaduras, cuando se localizan
en los tejidos o .cuando son incubédos a 37° C en yn medio de cultivo apropiado

(ejemplo, Histoplasma capsulatum).

2. ESTRUCTURAS REPRODUCTORAS

Las estrﬁcturas encargadas de labreprodﬁééién de los ﬁongos son denominadés espo
ras. Los tipos y formas esporxulacifn son 1é forma més coﬂvincente péra caracte-
rizar a los hongos, un hongo que produce solamente esporas asexuales se clasifica
como hongo imperfecto {en esﬁe'giupo se incluyen la mayoria de los hongos patdge
" nos); por- el contrario;>lo§ hongos perfectos son aquellos que producen esporas -

sexuales y asexuales para su reproduccién.
2.1 'REPRODUCCION ASEXUAL

Se define la reproduccidn asexual como la produccidn no sexual de células repro-

ductoras especializadas. Debemos incluir en esta definicidn, también,’ cualquier
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Fig. 3.3 Ejemplo de un Hdngo Micelial.

/| MICELIO REPRODUCTOR

MICELIO VEGETATIVO

Co 232



método de propagacién gque dé nuevos indiv:n;.duos; seglin este concepto, las formas

de reproduccién asexual que comunmente se encuentran en los hongos son las si---
guientes: 1) Fragmen‘tacién del soma y crecimiento de un nuevo individuo a partir
de cada fragmento. 2) Fisidn de células somiticas en células hijas. 3) Gema-
cién de células son}éticas o esporas y produccién de esporas cada una de las cua-~

- : : : .3
les, por lo comiin, formard un tubo germinal que iniciard un nuevo micelio”.

La forma mis simple de las esporas asexuales la constituyen las Talosporas, las
cuales se desarrollan directamente de la célula vegetativa. Las Blastosporas, -
las Clamidosporas y las Artrosporas son algunos ejemplos de la produccidn de Ta-

losporas.

ARTROSPORAS (Ver Fig'. 3.4-7). Son formadas de manera simple por la desarticul_é_
cidn del ‘micelio al final de las hifas, Son de paredes gz;uesas, de tamafio Y mor
folégia variable, dependiendo de la especie. Son las estructuras de identifica-
cién "in vitro" de varios agentes; patdgenos importantes en Medicina Veterinaria

y Salud Piiblica como en el caso de Coccidioides .i.mmitisg.

BLASTOPORAS (Ver Fig. 3.4-B). Se originan por gemacién a partir de una yema, la
particidn ocurre por constriccién de la pared de la c&lula madre. Esta es la for
ma comin de reproduccién vegetativa entre las levaduras. Algunos ejemplos de le

vaduras patbgenas son: Candida spp., Cryptococcus neoformans,Blastomyces dermati-

tidis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenkii, etc.

CLAMIDOSPORAS (Ver Fig. 3.4-C}. Son esporas asexuales de forma redonda, resisten
tes y de paredes giuesas. Se forman por la diferenciacién directa del micelio y

contienen en su interior una fraccién de protoplasma y material nutriente. En =--

233,



) CLAMYDOSPORAS
TERMINALES

CLAMYDOSPORAS
INTERCALARES

CONIDIA. GERMINATIVA

Fig. 3.4 Formacidn de Talosporas: *A) Artrosporas; B) Blastosporas; y C)
Clamidosporas. D) conidios multicelulares. S
A .
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glOOSPOIA

COLUMNELA

Fig; 3.5 Esporangioforos maduros: A) Esporangiospotas con-
i tenidas en el asca. B) Liberacidn de Zoosporas.
Funder, 1968, :

en realidad &stas no son estructuras reproductoras, sino formas de resitencia de

la mayoria de los hongos a'condiciohes desfavorables. Su valor de diagndstico es

nulo, a excepcidn del hongo Trichophyton vekrucosum, causante de la Tifia en bovi-

40
nos .

(¥

Las esporas asexuales pueden ser producidas dentro de estructuras especializadas:

LAS ESPORANGIOSPORAS (Ver Fig. 3.5): se producen dentro de ura estructura globo-
sa formadora de esporas conocida como esporangio. Esta estructura se origina por

una modificacidén de la hifa, el esporangioforo. ' Los hongos impértantes que se -

caracterizan porveste tipo de espora son: Mucor, Rhizopus, y Absidia24.
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LAS CONIDIOSPORAS: Son esporas que se pueden comparar con las semillas de flores
o de grandes plantas. Se pueden presentar en "estuches" o conidibforos, los cua~
les son una estructura modificada de la hifa (Ver Fig. 3.4-D) o bien, por medio -
de una célula "pie" o base de la hifa madre (Ver Fig. 3.6), los conidiéforos ter-
minan en un cuerpo frutal, el cual es caracteristico de las especies en relacién
a su estructura y pigmentacién, el cuerpo frutal consiste en una o varias coni---
‘diosporas creciendo de acuerdo a la especie de que se trate, en unas estructuras

de sostén de varias formas y complejidades. Un conidio puede ser pequefio, de foé
ma globosa, pirifdrme, formado de una célula simple como las microconidias o mul-
ticelﬁlares grandes con septacidn longitudinal y transversal, como las macroconi-

dias, algunos ejemplos de hongos que presentan estas caracterisitcas son: Aspergi-
40, 15 :

llﬁs, Penicillium, Alternaria, Microsporum y Trichophyton
2.2 REPRODUCCION SEXUAL

Las esporas sexuales se producen con menor frecuencia y niimero que las esporas —-

asexuales.

Pueden ser producidas solamente bajo algunas condiciones especiales, asi que pue-

den estar ausentes en cultivos de hongos sobre medios ordinarios.

La reproduccién sexual se puede .llevar a cabo en diferentes‘formas dependiendo de
las caracterisitcas sexuales déllos hongos, como son: la presencia de 6rgano§'sg
xuales diferenciados o indiferenciados, la formacidn de estructuras especializa--
das como ascaslf‘basidias asf como la caracteristica de homotalismo y héﬁérotalig

2 .
mo . .
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Como resultado de estas diferentes formas de reproduccidén se originan 4 varieda-
’des de esporas sexuales en las que se basa principalmente la separacién de los --
" . s 2

‘hongos en clases: Ficomycetos (Oomycetos), Ascomycetos y Basidiomycetos™ (Ver cua

‘_drc 3.1).

Cuadro 3.1

‘Clasificacién de los hongos

CLASE ESPORAS ESPORAS ) MICELIO
ASEXUALES SEXUALES.
Fiéomycetps ’ endogenosl Oosporas y no septado
Zigosporas
. ii

Ascomycetos ) exogenos ascosporas septado
Basidiomycetos. exogenos basidiosporas ~septado
Deuteriomycetos ‘ exogenos ausentes septado
Adelomycetos

Fungi imperfecti

¢ i = Contenidos en sacos

: ii = Presentes al final o al lado de las hifas.
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Los siguientes tipos de esporas sexuales se encuentran en los hongos de interés -

médico:

LAS OOSPORAS: vresultan de la fertilizacién de una ocosfera femenina por una zoos-
pora. La cosfera esti contenida dentro de un oogonio producido por el micelio:

(Ver Fig. 3.7-A).

2IGOSPORAS: se forman a partir de la unidn o coalecencia de dos ramificaciones =
de hifas vecinas formindose un cuerpo esférico pigmentado en el punto de fusidn,
que constituye la zigospora. Los hongds que algunas veces forman este tipo .de es

poras son los del género Mucor y Rhizopus. Ambos son patdgeres oportunistas del

hombre y los animalesls(Ver Fig. 3.7-B).

‘ASCOSPORAS: en este caso una vesicula especial, denominada asca (saco), se forma
con el proceso de fusidn celular, un proceso sexual corto precede a la forxmacién
de esporas. Cada saco contiene esporas en niimero par. Los sacos estin conteni--

dos dentxo de un cuerpo frutal llamado Ascocaxpo (Vexr Fig. 3.7-C).

BASIDIOSPORAS: se forman al final de una estructura en forma de bastén, el basi-
dio, que generalmente se encuentra en grupos de cuatro. Este tipo de esporula---

cibén es caracteristica de los hongos carnosos (Vexr Fig. 3.7-D).
En el caso de los ascomycetos y Basidiomycetos macroscdpicos las esporas sexuales

se encuentran sobre o dentro de un estroma que presenta caracteristicas propias =

de forma, tamaiio, color, consistencia, etc., seglin el género y la especiez.
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/ESPOIANGIO

DESARROLLO DE
ZOOSPORAS

ESPORANGIOFORO__

IYGOSPORA

ANTERIDIO

OOGONIA CONTENIENDO
OOSPORA .

Fig. 3.7 Formacidn de esporas sexuales: RA) Oosporas y Zoospoxas;
B) 2igosporas; C) Ascosporas; y D) Basidiosporas.:
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B. MICOLOGIA MEDICA VETERINARIA

Para comprender un poco mejor las infecciones micSticas que afectan a los anima-
les domésticos y al hombre, es necesario tener un tipo de clasificacién orienta-
dora de las micosis. La mis informativa, es la llamada CLASIFICACION CUTANEA DE
LAS MICOSIS propuesta por el Dr. Gonzdlez Ochoa del Instituto de Salubridad y En

fermedades Tropicales de México, que comprende tres categorias:

a) Micogis Exclusivamente Tegumentarias
b) Micosis Inicialmente Tegumentarias
c) Micosis Secundariamente Tegqumentarias

£l primer grupo como lo indica el t&rmino Exclusivo $on producidas por un grupo
de hongos que se desarrollan sdlo en estructuras superficiales de la piel y sus
anexos queratinizados; en este grupo se incluyenh las Dermatofitosis (tifias). - Es _

tas micosis son contagiosas, muy frecuentes y de fiacil tratamiento. Las tifias

afectan a todas las especies de animales Gtiles.al hombrez.

jas micosis inicialmente tegumentarias son provocadas por un grupp de hongos que
penetran a través de la piel o de las mucosas externaé'produciendo lesiones en el
sitioc de penetracién, las cuales se van exéendiendo con cierta lentitud haéta in-
vadir los tejidos profundos tales como,sgbcuténeo, muscular, articulacidnes y -
huesos, tejido 1inf$£ico y aun tejidos viscerales. Las mis importantes de este
grupo son las infecciones producidas por el gé@nero Candida (Candidosis), la Rinos
poridiosis, las Maduromicosis (Micetomas), y la Esporotricosis. Estas micosis no
son contagiosas, son poco frecuentes y no tienen un traiamiento,especifico excep—

to la Esporotricosis.
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En las micosis "Secundariamente Tegumentarias", el hongo penetra por diversas --
vias extrategumentarias, produce lesiones internas importantes y posteriormente

va a ocasionar lesiones en la piel o mucosas externas, esta invasién cutdnea pue
de ser precoz o tardia dependiendo del hongo de que se trate y de la superviven-
cia del paciente y son estas manifestaciones visibles la finica pista de que dis-
pone el clinico en muchas ocasiones para realizar el di#gnastico presuntivo de -

la infeccidn.

Existe otro grupo de enfermedades dencminadas micosis miScelaneas (raras) dentxo
de las cuales podemos citar: La Aspergilosis y las Ficomicosis, las cuaies‘tie—
nen gram importancia en Medicina Veterinaria, por encontrarse involucradas en la
' presentacidn del denominado "Aborto Micético"; ademéé} es importante mencionar ~
el problemavde tipo alérgico que numerosos hongos anemofilos causan 51 hombre y

; . \ . : 2
a los animales por la excresidn de micotoxinas®,

1. COLECCION DE MUESTRAS PARA LA DEMOSTRACION
Y AISLAMIENTO DE LOS HONGOS PATOGENOS '

Los procedimientos de diagndstico en Micologia Médica estdn encaminados directa-
mente a la demostracidn y al aislamiento de‘los hongos preseﬁtes en los tejidos

Yy en los 1fquidos corporales. E1l diagnfstico de laboratorio, por lo taﬁto, no -
puede realizarse de una manera adecuada si las muestras clinicas remitidas al =--
mismo, no son las recomendables o fueron obtenidas sin tomar las medidas aséapti-

1
cas adecuadas” .

Para el diagndstico de las‘micosis,'pueden remitirse a3l laboratorio diversas mues ~

tras, segiin el tipo de infeccién y la regidn afectada (Ver cuadro 3.2).
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1.1 MICOSIS EXCLUSIVAMENTE TEGUMENTARIAS

Los hongos que provocan micosis superficiales en los animales se localizan, oe-
neralmente, en el tejido muerto (queratina). Las muestras obtenidas en el caso
de las dermatofitosis son los raspados cutdneos, pelo afectado, ufas, lana, y --
plumas en el caso de aves. El raspado cutfneo debe realizarse del borde de las

lesiones que muestren actividad, previa desinfeccidn del a‘\rea6 (ver Cap. I).
1.2 MICOSIS INICIALMENTE TEGUMENTARIAS

La micosis inicialmente tegumentarias comprenden:‘ la Candidosis, Rinosporidio--
sis, los Micetomas y la Esporotricosis. E1 matérial clinico qﬁevpuede ser remif_ -
tido al laboratorio en el caso de estas infeéciones, incluye: loéyraspados cutd-
neos, cost#as y pué obtenida de abscesos abiertos, exudadbé qpe'fluyan de las lg
siones localizadas y ganélios regionales, exudados obténidos por aspirécién, Y

muestras obtenidas por biopsial' 6.

“

1.3 MICOSIS SECUNDARIAMENTE TEGUMENTARIAS

Las ‘infecciones éor hongos que afectan de forma sistemética’al ofgénismo, éuedep
- ser diégnosticadaé mediante el examen de muestxas tales como sangre, liquido ce-
falorraquideo, esputo, exudados provenientes de abscesos y ganglios regionales, .
‘raspados del borde de lesiones y iilceras, tejidos obtenidos por biopsia, y tejie
dos obtenidos durante la necropsia (Ver Cap, I, para envio de muestras al labo-

ratorio)l.
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Ccuadro 3.2

Tipo de muestra y medios indicados para el aislamiento

de hongos causantes de micosis

localizadas

ENFERMEDAD TIPO DE MUESTRA MEDIO DE CULTIVO
EXCLUSIVAMENTE
TEGUMENTARIAS
Escamas de piel Agar Micobiotic
Dexrmatof itosis Pelo afectado Agar Sabouraud
(Tifias) Raspado de uiias +C&sS’
INICIALMENTE
TEGUMENTARIAS
Raspado mucocutineo Sabouraud + C & S °*
Escamas de piel y Agar Sabouraud
Candidosis Ragpado vaginal
Biopsia de polipos
Rinosporidiosis nasales y oculares Ninguno
Raspado cuténeo
Pus de las lesiones
Esporotricosis ulcerativas Sabouraud + C & S '
Liquidos aspirados y. Agar sangre
Tejido para biopsia
Mycetoma Liquidos aspirados - .Agax- Sabouraud
(Maduromicosis) Pug de las lesiones Agar BHI '~

Agar sangre
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Continuacién del Cuadro 3.2.

Candidosis

Orina, Heces

ENFERMEDAD TIPO DE MUESTRA MEDIO DE CULTIVO
SECUNDARIAMENTE
TEGUMENTARIAS
(Actinomycetos)
Liquido espinal Agar BHI
. Pus y Exudados BHI ‘con 0.2% de
Actinomicosis aspirados glucosa
Esputo ‘ Medio de carne
Lavado bronguial’ picada, a 37° C.
Agar Sabouraud
" Agar BHI + Sangre
) Igual al {incubado a tempera
- Nocardiosis anterior tura ambiente y a
’ 37° ¢C).
Técnica de la para-
fina.
{Hongos ] .
Levaduriforemes)
Sabduraud + Cloran-
) fenicol
Esputo, Orina - Agar de Papa y Dex-
. Liquido espinal trosa/Urea-antibid-
Cryptococcosis Pus de abscesos ticos. )
! Raspado de piel Medio de Czuzatinina
lesionada (a 24° y 37° C)
Medio de Niger.
Lavado bronguial Sabo@raud +C&S "
Liquido espinal Agar Sabouraud (para
Esputo ) las especies sensi-

bles a los antibid-
ticos). .~
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Continuacidn del Cuadro 3.2

ENFERMEDAD

TIPO DE MUESTRA

MEDIO DE CULTIVO

(Hongos Difdsicos)

Lavado bronquial
Esputo, Orina

feria de las le-

siones.

Coccidioidomicosis Liquido espinal
Ragpado cutdneo Sabouraud + C & S
" Pus de abscesos y
Senos afectados
Sangre, Esputo
M&dula Ssea - :

’ Lavado bronquial BHI + antibiSticos
Histoplasmosis Liquido espinal Agar Sangre de Sabhi
o Pus de senos + antibidticos

. afactados y filceras . BHI + 6% de sangre
Raspado de piel cultivado a 37° C.
lesionada.
Raspado de la perife- Sabouraud + C & S '
ria de las lesiones Agar BHI + antibié-
. Orina, Esputo ticos.
_Blastomycosis Pus de abscesos y BHI (sin antibibti-
Norteamericana . " heridas cos) a 37° C y Agar
Lavado bronquial de Shabi a 37° C,
Biopsia de nédulos
linfiticos
Raspado de mucosas : )
, Esputo JIgual al
Blastomycosis Lavado bronguial Anterior
Sudamenticana Raspado de la peri- ’ ’
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Continuacién del cuadro 3.2

ENFERMEDAD TIPO DE MUESTRA MEDIO DE CULTIVO
MICOSIS
MISCELANEAS
Esputo : Agar Sabouraud +
Lavado bronquial antibibticos
: Feto y Placenta :
Aspergilosis ’
Tejido para biopsia
‘Feto y Placenta L ,
Mucoxrmycosis - - Esputo ‘Agax. Sabouraud +

Lavado bronquial =~ = = -  Cloranfenicol . - |

FUENTE: Beneke, E. S., 1970:; Ajello L, y Col., 1975.

NOTA: C & S ' = Cloranfenicol y Cicloheximida.

_Agar BHI = Agaxr de Infusidn ‘Cerebro- Corardn.
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2. FROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

Dentro de los procedimientos de laboratorio para establecer un diagndstico presun-
tivo de las micosis, el método mis sencillo, consiste en realizar un examen direc«
to de la muestra sobre un portaobjetos utilizando una solucidn aclaradora de hidrd
xido de potasio al 10 o 20%. Si a la observacifn microscGpica, el resultado es ne

gativo, no se debe descartar la posibilidad de que exista una.infeccién‘ndcétj.ca.

El diagn&stico definitivo del agente micdtico s; realiza mediante la demostracién
~del hongo en 1as muestras y el aislamiento del mismo en medios de cultivo especia-
les. Sin embargo, no todos los casos sospechosos pueden ser diagnost:.cados median
'te estos procedimentos, en tales situac:.ones, los cortes histopatolSgicos

‘la inoculacmn de animales de experimantnoion, el examen radiol&gico (en las pe~
quenas especies), las pruebas inmunoldgicas y la t_ecru.ca. de anticuerpos ‘fluorescen
tes, pueden ser utilizados comp procedimientos adicionales en la confirmacién de -

las infecciones por hbngoss'.
2.1 TRATAMIENTO .DE LAS MUESTRAS
"'RASPADO CUTANEO

faré este tipo de muestras, Qe recomienda el examén diré;:td uti-lifzando upa solu---
ci&n de hidr&:udo de potasio (KOH) al 10 o 208 . (Ver examen microscépico dll'GCtO)t

otros métodos . que pueden emplearse, son las preparaciones de hidr&xido de potasio
v, + glicerina, el hidréxido de potasio Ink, y la tincién de P.A.S. El cultivo en =--
) ’Agar c-C Sabouraud debe realizarse para ‘1a identificaci&n del qenero y la especie

correspondiente .
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En las lesiones sospechosas de infeccidn por Candida albicans, se deberid realizar

un frotis y se procederd a tefiir por el m5todo de Gram; el resto de la muestra se

1
inocula en una placa de agar dextrosa Sabouraud .
PELO

Puede realizarse un examen directo del pelo, en‘ el sujeto, empleando la lampara -
de Wood. XLos pelos infectados gensralmente fluorescen d‘e un color verde amari<--
llento. Debe tomarse en cuenta que el diagnc‘:sfico de las tifias empleando este —--
procedimiento no es muy confiable, ya que s6lo un nimero iﬁm‘.tado de dermatrofi-~
_tos producen un material que dardicha fluorescencia cuando es expuesta a la luz -
ultravioleta. El uso de la limpara de Wood, es como un medio “"pantalla" para la

blisqueda de portadores asintométieos36.

En maﬁto al examen en fresco de los pelos, ﬁtilizando la técnica del KOH, es im.-
portanté diferenciar la foi'ma endotrix y la ectotrix de paxasitismo, en la prime-
ra se pueden observar abundantes esporas redondas dentro del pelo y.en la segunda
fuera de éste rodeéndolo a manera de manguillo (Ver Fig. 3.8), es uupon:ante re--
portar este tipo de paras,i.tis;no ya que esto, tiene un gran significado epideniold
gico. Otra parte de la muestra, se inocula en-agar Micobiotic, o bien en agar C-

C Sabouraud.
PUS Y EXUDADOS

El examen de estas muestras puede realizarse en forma directa o bien, sa pueden -
agregar 1 o 2 gotas de XOH al 10% para aclarar la preparacidén. Pueden observarse,

dependiendo el tipo de micosis, tubos germinales, células grandes cont_eniéndo'en-
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ESTRUCTURAS PARASITARIAS EN PELO.

_ ECTOTRIX; PEQUENAS ESPORAS : ¥4 ECTOTAIX; ESPORAS GRANDES
\ .
. FUERA DEL PELO \ o /. FUERA DEL PELO

© ENDOTRIX; ESPORAS DENTRO DEL PEIO - = NO PARASITISMO

- Fig.3.8
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dosporas o bien, grAnulos de azufre.

*
Los frotis de pus se debe tefiir por el método de Gram para demostrar fragmentos -
de hifas, pseudomicelios o estructuras tubulares, las cuales tienen afinidad por
el colorante bdsico. Los grinulos de azufre pueden ser tratados por el método de

8cido resistentas.

Las muestras remitidas en recipientes estériles se destinan para la inoculacién -

Qe medios de cultivo especificosl.

o

LIQUIDO CEFALORAQUIDEO

“El liquido obtenido .en tubos o jeringas estériles, és centrifugadd a 2000-2500 =~
rpm., durante 15 mihutos,‘y el sedimento se observa al microscopio; donde pueden
observarse células ovaladas o tubulares; otra parte del sedimento se tifie rara de

"~ mostracidn de cdpsula, cuando se sospecha de una infeccién por Cryptococcus neo--

" formans, utilizando la técnica de la tinta china o la tincién de nigrosina.

El sedimento puede tratarse por el métodoe de Gram y también por el método de &ci-

do resistentes, en el caso de infecciones por‘Actinogzcetose.
ESPUTO

" Los frotis de ‘esputo, son tratados de manera similar a los de pus y exudados. La

tincién de Gram es fitil para demostrar hifas denctinggxcetoa.célulés levadhrifqg‘

: ﬁes de Candida albicans,y értrosporaé,‘la tinéi&n de écidovzesisténtes, nos ayuda

a identificar el género Nocardia; si se sospecha de infeccidn por Cryptococcus,
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puede utilizarse el método de la tinta chinal.
MEDULA OSEA Y SANGRE

Los frotis realizados con este tipo de material, son tefildos con los colorantes -
de Giemsa y de Wright en los casos agudos de Histoplasmosis. Las muestras prove-

nientes de jeringas, son inoculadas directamente en un medio de cultivo adecuado.
' MATERIAL DE BIOPSIA Y WECROPSIA

El material cbtenido por biopsia o durante la necropsia, puede ger preparado por '
fijacién para realizar cortes mstopatologmos, o hien, pueden ser inoculados di—

‘rectamente en, algln medio de cultivo,

Los réspados éuténeos y el material dle. bibpsia obtenidos en el caso de Rinospor_i-i
diosis, se deben examinar directamente, o fijarse‘ para histopatologia. f:l culti- '
. vo en forma meceliai no puede sex llevado a cabo en el laboratorio, ni les .animaf-
les de laboratorio han sido ihfectados ’experimentalmente. Sin emba.rgo,' Grover ==
(1970') , obtuvo la maduracidn de las esporas y eéporangios en material de _biopsia»

colocado ‘en el medio sintético T.C. 199?6.

@

2.2 EXAMEN MICROSCOPICO bIREC'IO (Técnica del KOH al ;0%)

E]l examen, mic‘roscépico’ de las prepaxaciones en fresco, 'n'o_:t:eﬁidas tales como bi‘ir
- na, exudados y liquidos perii:oneales o pleurales pueden demostrar la p:esencia ‘de
estructuras caracter!sticas (esporas, esfe,v:ulas, hifas, etc.), en la mayorfa da -

: los Cagos.
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TECNICA DEL KOH AL 10%

Las preparaciones utilizando una solucién aclaradora de hidrdxido de potasioc al -
10 o 20%, son un método rdpido y confiable para el diagnGstico de las tifias, cuan
', do examinamos muestras de pelo o raspados cutfineos. Este procedimiento también -

puede ser aplicado a muestras tales como pus y e_xudados.

En el examen microscépico del material bioldgico, pueden identificarse los filamen
tos de los dermatSfitos que pueden ser largos, cortos, ramificados, fragmenta-—
dos y de un difmetro regular de 3 micras, es importante el saber difezenc;arlos

de -filamentos de hongos contaminantes o de artefactos diversosz4' 31.

:Ei-matgtial debe primero examinarse a bajo aumento con el diafragma parcialmente
cerzado para obtener contraste visual; axam;inando ;elv material se‘ debe enfocar pri
mero un pelo que aparezca roto o deformado y observarse a mayor aumento. En el

. tejido que es examinado, se encuentran con mayor frecuencia esporas, mis bien que

‘ hifas, las cuales generalmente estin dispuestas en‘racimos (mogsaico) o en cadenas

sobre la superficie del pelc:36 (Ver Fig. 3.8).

La ventaja del método microscépico directo para el dibagnéstico, sobre los otros

procedimientos, es de que en un corto perfodo se pue&e establecer un diagndstico

definitivo e instituirse la terapia desde el examen inicial del paciente36.

PRECAUCTIONES :

- ‘Debe tenerse cuidado en no colocar upa cantidad excesiva de muestra (pelo, es~-
camas o exudados) sobre el portaobjetos, ya que esto puede impedir la observa-
cion de los elementos fungales.

- En terminos generales, mientras m4s tiempo permanezca el material en el hidrd-
xido de potasio, es mis exacto el examen; el dejar reposar las preparaciones -
durante toda la noche en una clmara himeda facilita- ampliamente la observacidn
de las eatructurasl4, 253



PROCEDIMIENTO: 14, 31
1. Frente al mechero y sobre un porta-
objetos, se deposita una pequeiia --
cantidad de pelos y escamas raspa--

das de la periferia de la lesién.

2. Se agregan 2 0 3 gotas de una solu-
- ‘cifn de hidréxido de potasio (KOH)

al 10 o'20%.

3. Se deja én_ reposo ‘173 pgeparacic‘m ~
‘durante 10 o 15 minutos, antes de
. colocar el cubrecbjetos; un calen-
tamiento ligero de la laminilla ==
" acelera el aclaramiento de las mies

tras.

4, ‘Obgervar al microscopio con el ch-
- jetivo seco fuerte (40 X) para la
identificacidn de estxucturas.

W
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2.3 CULTIVO DE LOS HONGOS

Los hongos obtienen su alimento como parasitos infectando organismos vivos, o co
mo sapr&fitos atacando sustancias orgénicas muertas. La mayoria de los hongos -
conocidos, pardsitos o no, son capaces de vivir sobre materia organica muerta, -
como lo deimuestra el hecho de poder cultivarlos artificialmente sobre medios sin

téticos.

La mayoria de los hongos se desarrollan entre los 0° y 35° C, pero las temperatu
. ras dptimas estln entre 20° y 30° C. En contraste con las bacterias, los hongos
prefieren un medio acido para su ciecimiento, siendo el &ptimo alrededor de pH -

6.0 para la mayoria de los géneros3.

Existen una gran variedad de medios de cultivo especificos para cada género, y -
aiin, para cada especie de hongo, perc las cajas o los tubos con Agar dextrosa Sa—ﬁ
bouraud‘(pH 5.6), son el medio estdndar utilizado para el aislamiento de los hon
gos; pueden ademis emplearse cajas preparadas con agar de infusidn cerebro-cora-
28n (agar BHI), o agar sangre adicionados o no con antibifticos, para favorecer

el desarrollo de las formas miceliales y leﬁaduriformes (Ver Cuadro 3.2).

El sembrado de las placas y tubos, conteniendo el medio de cultivo, se realiza --
empleando un asa de inoculacién en forma de L o bien utilizando el asa bacteriold
* gica. La técnica géneralmen@e es similar a la recomendada para Bacteriologia ge-

neral; sin embargo, como en el caso de las derxmatofitosis, la muestra es inocula-

da por picadura en sitios diversos del medio de cultivo.

El examen de les medios de cultivo, inoculados con material clinico, varia depen-
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diendo del género en cuestién. Los hongos levaduriformes requieren de una incu-
bacién de 24 horas a 37° C (como las bacterias); por el contrario, las formas mi-
celiales requieren de un periodo de incubacién mis prolongado, que varia de una -

a tres semanas a temperatura ambiente.

Las caracteristicas generales que nos permiten realizar una identificacién preli-

minar de los hongos en cultivo, las podemos agrupar en dos formas:l' 2

R Morfologia Colonial: es importante observar para todos 'lo_s tipos de creci---
miento; Y
a. Aspecto de la colonia
b. Morfologia gemeral (plana, agx:upad_a, con plieques régulareré: o irrequlares)
c. Textura: Levadurifome, pulvurulente, éranufar, veilosa ogalgodondéa
d. v'riempo de crecimiento o desarrollé ' |

e. ' Pigmentacién y la difusidn del pigmento al reverso de la colonia.

2) Tipos de Micelio:

Unicélular " Filamentoso
Pgeudomicelio Macrosifonado  septado
Pigmentado Microsifonado = Pigmentado .

Hialino ‘Cenocftico Hialino

Las caracteristicas macroscdpicas de las colonias y la pigmentacidn son medios ==
Gtiles para la identificacidn, pero'en la identificacién final se hace nesesario
el desarrollo pleno de todas sus estructuras para asf realizar una apreciacidn --

exacta de ellas.
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Ya que el estudic de la morfologia de las esporas y las relaciones espora-micelio
son necesarias para la identificacidn final del hongo, los micdlogos en ocasiones
suplementan sus cultivos, mediante el cultivo del honge en portaobjetos, utilizan
do el método del microcultivo (Ridell, 1950), el cual permite un estudio exacto -

de los hongos miceliales36.
2.4 METODO DEL MICROCULTIVO

En estos cultivos el crecimiento se realiza en una cimara hiimeda, preparada con -
una rodaja de papel-filtro que se coloca en el fondo de una caja de Petri, una va
rilla de vidrio doblada, un portachjetos y un cubreobjetos. Este paquete se este

riliza en el autoclave y se almacena hasta ser utilizado.

NOTA: .Cuando se trabajan coﬁ cultivos de hongoé, se debe de tener cuidado para -
evitar la contaminécién del laboratorista y del &rea de trabajo; se emple-
an técnicas asépticas; es conveniente colocar una toalla de papel so?re el
drea de trébajo de la mesa y humedecerla con Amphyl al 2%,-éceite de pino,
fenol o algiin otéo deéinféetante, la toalla puede doblarse y desechaxse --

después de haber -terminado el'trabajo36.
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PROCEDIHIENTO:I' 14

- DPreparar un placa con 30-35 ml de -~

medio.

- Se corta un bloque de aproximadamen-
te 1 cmz, utilizando material y téc-

nicas asépticas.

- Se transfiere el blogque de agar a la

superficie del portaobjetos.

- Se inoculan los cuatro lados del —-
blogue de agar con las esporas o el
crecimiento micelial del hongo que

se estd estudiando.

- Se colbca un cubrecbjetos utilizan-

do unas pinzas previamente flamea--~
das encima del bloque, haciendo una

ligera presidn.
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Se adicionan aproximadamente 10 ml
de agua destilada estéril o una so-
lucidén al 10% de glicerina estéril
teniendo cuidado de que el nivel de

1fquido NO toque el portaobjétoé.

Se incuba el microcultive a 28° C
hasta observar sobre el medio el -
desarrollo del micelio. Cuando el
micelio. toque tanto al porta como
a‘1 c'ubreobjetos, puede realizarse

su observacidn.

Antes de observar, se retiz:a el -~
agua destilada con pipeta y se sus
tituye por formol al 10% (10 ml).
Se déja actuar por espacio de 2 a

24 horas.

Posteriormente se retira el medio
de cultivo con un bisturi previa-
mente Elameado‘ y obtenemos el hon

go sobre el porta y cubreobjetos..
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- DPara el examen, se agregan 1 o 2 go-
tas del colorante azul de algoddn ~-
lactofenol en un portaobjetos limpio
Yy se coloca el cubreobjetos del mi--
crocultivo en el colorante; por otro

lado, al portaobjetos del microculti

vo se le agrega el colorante y un cu

breobjetos limpio.

- Para el examen micrqscépico, se ob~--
se;va‘primero con bajo. aumento y des

‘pués con el objetivo de immersidn.

NOTA: Con este procedimiento se chtienen dos hexmosas preparaciodés, con el mice
1io,ve§poras y conexiones intactas; estas preparaciones pueden hacerse se-
mipérmaﬁentes, sellando los bordes de los cubrédbjetos con barniz para ---

uﬁasaﬁ.
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. 2.5 TECNICAS DE TINCION

Los métodos de tincién utilizados para la demostracién de los hongos incluyen la
tincidén de Gram, el método de Ziehl - Neelsen y la modificacidn de Kinyoun (para
Acido-resistentes), asi como la tincién para cdpsula. Estas tinciones se descri
bieron con anterioridad en el capitulo correspondiente a Bacteriologia; en esta

ocasidn, describiremos algunas de las técnicas rutinarias empleadas en el labora

torio de Micologia general.
.a. TINCION CON AZUL DE ALGODON LACTOFENOL

Esta es una excelente preparacidn utilizada para la demostracidn de la mayoria de

los hongos meceliales’’ 24 14,

REACTIVOS
Solucidn A: Solucidn Aclarante (Lactofenol)
Cristalés de Fenoliccvecsaesasaeesa .20 g
ACcido LACtIiCO.«eeavracancanseonsnss . 20 @
GlicPrinBieciiccsentsccatansosanaas 40 g

Agua Destilada...ccevnsvasrecsecaa .20 ml.

Disolver en el agua destilada el fenol, en bafio Marfa, agregar el dcido léctico

la glicerina.

Solucién B; Azul de AlgodSn Lactofenol

Colorante Azul de Algoddn ..... 0.05g

A-los 80 ml del aclarante anterior se le adiciona el colorante azul de algodén y

se filtra antes de usarse.
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PROCEDIMIENTO

NOTA:

Poner un portaocbjetos sobre una super
ficie transparente e iluminada, si es
to no es posible, poner el portaobje-
tos sobre una hoja de papel blanco.

Agregar una pequefia gota de azul de

algodén lactofenol en el centro del

poxtaobjetos.

Remover un fragménto de la colonia

del hongo (aproximadamente 1 a 2 mm
dentro de la periferia) con un asa,
yidepositar sobre la gota,‘A"del colo-

rante.

Desbaratar el fragmento de la colonia

utilizando el asa de inoculacién o --

aguja de diseccidn.

Moptar la preparacién dejando caer un

cubreobjetos sobre ella, no presionar

el cubreobjetos porque esto podria -

desprender algunas estructuras del --
1

hongo ™.

Estas prepax:aciones pueden guar-

darse por meses quitando el exce

so de colorante a los lados del

cubreobjetos y rocifiridolo con --

spmay Merckoglas o sellindolo con
esmalte de uiias incoloro.
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b. TINCION CON AZUL DE ALGODON ACETICO

REACTIVOS:
Azul de algoddn ...eeeeuan 0.5 g
Acido acBtico ..ivvivnnann 3.0 g
Agua destilada seseeeaenes 100 ml.
PROCEDIMIENTO2

- Fijar con alcohol metiiiqg.éubriendo el po:taquétos’y dejando evaporar. (Mi--—
crocultivo) .

- Agregar la solucidn de’azul de.algoddn acético por 20 minutos, calentando has-
ta la emiéién de vapores. | ‘ |

- Lavar ripidamente con agua cérriente.

- Pasar por alcohol absoluto dé 96°.

- Pasar por alcohol absoluto.

= Poner en xilol hasta que se transparente la breparacisn.

~ Montar en bilsamo de Canada o resina sintética.

- Obsérvar al microscopio, empleando primero, el objetivo seco fuerte.
c¢. - TINCION CON ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS).

Es una excelente tincidn utilizada para demostrar hongos en muestras de raspados

cutineos y cortes de tejidoz' 6, 14.
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REACTIVOS:
Solucién A: Acido Peryddico
Acido Peryddico ...e.iice... 5.0 g
Agua destilada .«ceceseresae 100 ml,
Poner en un frasco con tapdén de rosca.
Solucidn B: Solucién de fucsina bidsica
Fucsina basica cscecavecsaes 0.1 g
Alcohol etilico (95%) ...... 5.0 ml.
Agua destilada .............95.0 ml,
Mezclar el alvcohol etilico y el agua, afiadir cuidadosamente la fucsina a la mez--

cla y agitar la solucidn con movimientos rotatorios.
PRCCEDIMIENTO
~ Poner una capa delgada de albimina de Meyer sobre un portaohjetos limpio.

Sobre &sta colocar algunos fragmentos de escamas de piel o wfias utilizando una

aguja de diseccién. No fijar por calor. Dejar secar la preparacidn a tempera

tura ambiente durante toda la noche o a 37° C por una o dos horas; si se hace

indispensable se puede utilizar una placa de calentamiento a 60-65°C.

- Poner el portaobjetos en alcohol etilico a?soluto por i minuto.

'~ Secar la preparacién e inmediatamente ponerla en dcido peryddico al:5% por es-
pacio de 5 minutos.

- lavar en agua corriente por 2 minutos.

- Porer en fucsina bisica por 2 minutos.

- Lavar por 2 minutos en agua corriente.

- Sumergir el portacbjetos en una solucidn de Metabisulfito de.sodio,'po; e#pacio‘

de 3~5 minutos,
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- Lavar en agua corriente por 5 minutos.
- Deshidratar pasando a través de alcohol al 70%, 85%, 95% y absoluto a interva=-
los de 2 minutos.

- Poner en xilol por 2 minutos y montar con un cubreobjetos y resina sintética.

INTERPRETACION
/
La mayorfia de los hongos se tifie de color Magenta; el material restante presentab

un color rosado o rojizo.

Ocasionalmente las bacterias asi como los neutrdfilos pueden retemer la fucsina -
pero no debe haber dificultad en diferenciar estas estructuras de los elementos -
micGticos.

d. TINCION DE GIEMSA

Esta tincidn y otras (Gridley, Tincién de PAS, o la técnica de Gomori - plata me<

tenamina), son utilizadas en la demostxacidn de"HistOplasma capsulatum en las cé~

lulas reticulo endoteliales®’ 13' 26,

REACTIVOS:
Solucidn A: Colo::}:mte de Giemsa
PolQo de ¢olorante de Giemsa .. 600.0‘ ng
Aicohol metflico (absoluto)..... 50,0 ml
Glicerina (neutra) «vivesssceass 50,0 ml.
. m;er el color«inte en un mortero, afiadir la glicerina y moler de nuevo, pasar a -

un frasco color ambar, afiadir el alcohol y mezclar vigorozamente.

265



Solucién B: Solucién Tamponada de Wrigth (pH 7.0).
Fosfato Monopotdsico........ 6.77 g
Fostafo de Sodio (dib&sico). 2.59 g

Agua destilada.......c00.0.. 1000 ml.

Solucibn C: Solucidn Colorante
Colorante de Giemsa ...c.... 2 ml

Solucidn Buffer .veeeseesse. 6 ml.
PROCEDIMIENTO

- Fijar el frotis con alcohol metflico al. 100% durante 3-5 minutos. 'ﬁna técnica
mis exigente raquiere una fijacién con vapores de Tetrdxido de Osmio al 2%, --
por‘20—30 minutos. |

~ Sumexgir en liquido de Giemsa diluido (se recomienda una parte de colorante en
19 partes de solucién tamponada de Wright) duxante 15 minutos.

-~ Lavar con agua destilada,

- Secar al aire o utilizar papel secante.
3. MICOSIS EXCLUSIVAMENTE TEGUMENTARIAS
REBMATOFITOSIS

Las Dermatofitosis o Tifias, son unas de las micosis mis frecuentes dentro del gru -

po de las micosis exclusivamente teéumentarias.

La Dermatofitosis es una enfermedad intertequmentaria cuyos agentes etioldgicos,
son diversos hongos denominados genéricamente, dermatéfitos: est05'miqrdorganismbs
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presentan un tropismo estricto hacia los tejidos queratinizados, de tal manera,
que cuando se encuentran en el huesped, habitan y est&n situados en las capas més
superficiales del mismo afectando la piel, ufas (garras y cuernocs), y al pelo --

(plumas y lana)36.

Los dermatdfitos estdn comprendidos dentro de tres géneros: Microsporum, Tricho-

phyton y Epidermophyton; con diferentes espacies los dos primeros géneros y el -

tercero con una sola especie: Epidermophyton floccosum, el cual es un parasito

exclusivo .del hombre. En el cuadro 3.3, se muestran las especies de dermatéfitos

6
que han sido reportados en los animales dom@sticos .
3.1 . CLASIFICACION

El probable lugar de origen de los dermatdfitos es el suelo. Un niimero signifi-
cativo de microorganismos han cambiado su existencia.saprofitica en al naturaleza,
por una exisﬁencia parasitaria en la piel animal o humana. Sobre la base prefe-~
rencial de los dexmatdfitos, estos microoxgapismos pueden sex clasificados come
'geofilicoé'(afectos al suele) o queratofilicos (afectos a la queratina). Otra --
clasificacién de estos hongos ha sido fealizada tomando en cuenta: 1) la prefe-
rencia de los hicroorganismos parxa el tejido animal o humano (Zoofflicos o Antro-
pofilico); 2) la posicidn de las esporas fungales dentro o en la superficie del
pelo (Endotrix o Ectotrix); 3) por las caracteristicas del cultivo; y 4) en el
hombre, la regidn del cuerpo que es preferentemente afectada (Tinea capitis, Ti-—

nea barbae, etc.)qz' 48.

La clasificacidn de las tifias en base a las manifestaciones clinicas y a la loca-~

lizacidn de las lesiones, no puede llevarse a cabo en los animales dom@sticos, ya
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FUENTE:

CUADRO 3. 3

Dermatofitos en Medicina Vaterinaria

canis
distortum
audouinii
(M?) gallinae
gypseum
nanum
persicolor
cookei )
vanbreuseghemii
ajelloi

simii
mentagrophytes -
equinum
verxucosum
megninii
rubrum
violaceum
floccosum

canis

distortum
audouinii

(M?) gallinae
gypseum

cookei
vanbreuseghemii
ajelloi

simii

mentagrophytes
equinum
verrucosum
rubrum

_comfin

frecuente
frecuente
reportado
ocasional

reportado

ocasional

reportado

reportado

ocasional
reportado

frecuente

dudoso

ocasional
comiin
ocasional

REBEL, G TAPLIN, D. 1974,

frecuente
reportado
reportado
repoxtado
frecuente
reportado
reportado
reportado
dudoso

reportado
frecuente
reportado
reportado
reportado
reportado

HaaN

ocasional

reportado
frecuente

reportado

repoxtado  ocasional

reportado -

dudoso -

ocasional ocasional

comfin ocasional

frecuente
reportado
repoxrtado
reportado
ocasional
reportado

frecuente
(India)
frecuente

reportado

reportado

reportado
comiin

ocasional

reportado

frecuente
(India) -
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que estas son extremadamente variables. La infinita variedad de lesiones se re-
fiere, por una parte, a la interaccifn del dermatSfito y a la capacidad reactiva
del huesped por la otra, en un extremo estd el portador asintomdtico; como punto
intermedio, la lesidn clisica "anillada", la cual se aprecia como una area circu
lar de alopecia, con una zona central de curacidn y una reaccidn inflamatoria en
la periferia, y en el otro extremo estd la lesién violenta, eruptiva nodular o -

tumoroéa, referida como Ker:ion36 (Ver Fig. 3.9).
3.2 DIAGNOSTICO

Como ‘t.odas las enfermedades infecciosas, el diagnSstico definitivo de las tiifas,

depende de la demostracidn del agente causal. E1 diagn8stico bésado en las carac-
teristicas clinicas de la lesidn es diffcil con la excepcidn de los casos tipices
de la lesidn "anillada"; otras dermatoéis tales ccmo infeccioneéba’cterianas, ﬁr-
ticaria, seborre;'-x y tumores pueden errdneamente ser confundidas con una infeccién

dermatofitica.

El diagnOstico de las dermatofitosis, en el la_.boratorid, incluye los siguientes -

pro cédimientos :

EMPLEO DE LA LAMPARA DE WOOD, Algunos de los dermatSfitos tienen la caracteristi
ca de fluorescer ex.'x- el pelo afectado, lo cual se puede demostrar con la lampara -
fluorescente de Wood, siendo esi;a caracteristica un paso de ayuda en el dia'gnést_i_
co. El fenémeno de fluorescencia verde amarillenta se produce como resultado de
la interaccidn huesped-paxdsito, la fluorescencia se observa infortunadamente, s&

lo en el caso de: Microsporum canis, M, distortum y M. audouinii y en ocasiones

Trichophyton tonsurans y T. schoenleinii, por lo tanto, el empleo de la lampara -
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2y

Fig. 3.9 Localizacidn mis frecuente de las tifas en los diferentes
animales domésticos. :
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de Wood tiene un valor diagnSstico limitado y s6lo da resultados positivos en ca-

sos de infecciones por estos microorganismosl' 36, 40.

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO. El examen microscdpico del pelo o de raspados cuté-
neos, es un método répido y confiable para el diagndstico de las tifias, previo --
aclaramiento o transparentamiento de la muestra utilizando la t&cnica del KOH ~--
(Ver antes). Este examen directo nos permite apreciar las estructuras fungales y
su accidn en los tejidos, se observan microscOpicamente, artrosporas, las cuales

pueden localizarse dentro o en la superficie del pelo (Ver Fig. 3.8), y fragmen-~
tos de micelio cuando examinamos raspados cut@neos, utilizando los objetivos seco
débil o seco fuerte (Ver cuadro 3.4); en cambio en su estado saprofitico formaﬁ -
estructuras mis complejas y’diveraas que se utilizan, precisamente para su separa

cién en génexos y afin en especies (Ver Figs. para cada género)z' 31.

CULTIVO (asilamiento). La identificaciSn del género y la especie se establece --
por la observacién de la morfologfa colonial tanto macro como microscdpica en los

medios de cultivo. (Ver Figs. 3.10 - 3.19).

Los cultivos se realizan ihéculando las muestras (pelo y escamas de piel) en me--
dios de cultivo como el agar Micobiotic, agar Micosel, o bien el medio de Sabou--
raud dextrosa conteniendo cloranfenicol 0.05 mg/ml y-cicloheximida o actidiona -
0.05 mg/ml {Sabouraud C = C). La acidez del agar Sabouraud inhibe la mayorfa de
bacterias; por 6tro’1ado el cloranfenicol restringe el crecimiento bacteriano Y

la cicloheximida inhibe la mayoria de los hongos contaminantes4o.
La inoculacidn del medio, puede realizarse de la siguiente manera:

- Tomar con el asa. o aguja de diseccifn estériles algunos fragmentos de lafmﬁgs-
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tra y depositarlos en el centro de 2 tubos con medio de Sabuvuraud dextrosa y 2
con medio de Micosel agar.

- 1Incubar a 28° C por dos semanas. La incubacidén puede prolongarse hasta por 30
dfas.

- Observar las caracterisitcas macroscdpicas de la colonia obtenida (no pasar --

~ por alto la pigmentacidn al reverso de la placa).

- Realizar un Microcultivo para llegar a la identificacién correcta del hongo, -
siguiendo la técnica descrita anteriormente.

NOTA: Para el desarrollo de ciertos dermatdfitos es necesario el enriquecimiento

del medio con vitaminas, por ejemplo, Trichophyton equinun requiere de éqi

do nicotinico y T. verrucosum requiere tiamina e inositol; por otra parte,

T. verrucosum crece mejor y mis ripido a 37° C que a temperatura ambiente36..

- - DERMATOPHYTE TEST MEDIUM (D.T.M.). Como su nombre lo indica, el D.f.M.(Tapiin y
Col., 1969) es un medio diferencial exclusivo para este tipo de hongos, que ha «-
mostradd una precisién de 97% de 3000 casos aprobados. El medio es originalmente
de color amarillo, s6lido que contienen Glucosa, fhytopa, Cloranfenicol,: Ciclohe~ -
ximida, Sulfato de Gentamicina y Rojo de fenol como indicador de pHe. ‘
La prueba.consisteen inocular el medio con la muestra problema, los dermatdfitos

.hacen virgr a rojo el indicador de pH cuando se desarrollan en este medio impri--
miéndole al mismo el color rojo; por el contrario, si la muestra inoculada en el

- mismo contenia otro tipo ‘de hongo (lévaduras u hongos saprofitos) o bacterias cau .

santes de dermatosis, el medio permanece del color or;ginal4o.,
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Cuadro 3.4

Diagndstico preliminax de las tifias en
animales a partir del material clinico

ESPECIE EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES KOH

DEL HONGO Raspados de piel Pelo

Vaina en mosaico de pequeras
esporas (2 - 3AM4) que rodea
Fragmento de hifas septa- completamente el pelo en la

" Microsporum das y cadenas de artrospo base (ectotrix). El micelio
canis ras redondas. dentro del pelo estd dispues

to paralelamente a su lengi-
tud (Ver Fig. 3.10).

Microsporum ~ Micelio fragmentado y Igual a M, canis (Ver Fig.
‘audouinii cadenas de artrosporas. 3.11). : ’

Esporas grandes (5 -~ 84) en
cadenas o masas irrequlares

Micelio y masas muy gran en la superficie de los pelos
Microsporum des de artrosporas, algu (ectotrix). El micelio estd
geum - nas en cadenas. dispuesto paralelamente a su

longitud (Ver Fig. 3.12).

Vaina de pequefias espoxas
(2 - 3X) que zodea el pelo

Microsporum Micelio ramificado en la base, (ectotrix). El
nanum -micelio estX dispuesto para

lelamente a su longitud
(Ver Fig. 3.13).

FUENTE: Jungerman y Schwartzman,1977,
~ Beneke y Rogers, 1970.
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KOH-Pelo

Fig. 3.10 Microsporum canis. Fig. 3.11 Microsporum audouinii

Cultivo KOH-Pelo

KOH -Pelo

Fig. 3.12 Microsporum gypseum Fig. 3.13 Microsporum nanum.
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Cuadro 3.4

ESPECIE

DEL HONGO

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES DE KOH

Raspados de piel

Pelo

Trichophyton
rubrum

Micelio ramificado

La invasién del pelo es rara.
En animales de experimenta-
cién, se han observado cade~
nas de esporas fuera del pe-~
lo v micelio dentro de él.
(Ver Fig. 3.14).

Trichophyton |

ronsurans

Micelio y cadenas de
artrosporas.

Los fragmentos de pelo, pre-:
sentan en su interior masas
densas de color oscuro, las
cualeg, corresponden a espo-

"ras de gran tamafio (4 - 7.5)

micras en cadena (enjotrix). .
{Ver Fig. 3.15).

Trichophytan

varrucosum

Micelio Yy cadenas de
artrosporas.

Vainas o cadenas aisladas de

" grandes esporas (5 - LOu)

en la superficie del pelo
(ectotrix). (Ver Fig. 3.16).

Trichoghzton
equinum

Micelio y cadenas de
artrosporas.

Vainas o cadenas aisladas de

esporas (3.5 - BA) en la su
perficie del pelo (ectotrix)
Micelio dentxo del pelo. °

(Ver Fig. 3.17).

FUENTE: - Jungerman y Schwartzman, 1977.
‘ Beneke y Rogers, 1970.




_~Cultivo «__

KOH-Pelo
KOH~ Pelo

Fig. 3.14 Trichophyton rubrum. ' Fig. 3.15 ‘Trichophyton tonsurans

Fig. 3.16 Trichophyton verrucosum Fig. 3.17 Trichophyton equinum.
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Cont. cuadro 3.4

ESPECIE

DEL HONGD

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES DE KOH

Ragpados" de Piel ) Pelo

Trichoghxton
mentagrophytes

Vainas o cadenas aisladas

. de esporas (3 - 54) en la.
Micelio y cadenas de superficie del pelo (ecto-
artrosporas. - trix). Micelio dentro del
pelo (Ver Fig. 3.18).

Trichophyton
gallinae

Micelio y cadenas de Lag plumas no son afectadas.
artrosporas, : - {Ver Fig. 3.19).

FUENTE: Jungerman y Sxhwartzman, 1977.
Beneke y Rogers, 1970. i




KOH Pelo

KOMH “Piel

Fig. 3.18 T. mentagrophytes.

+/ NO AFECTA

KOH Piel

Fig. 3.19 Trichophyton gallinae
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4. MICOSIS INICIALMENTE TEGUMENTARIAS s

Las micosis Inicialmente Tegumentarias, son un grupo de infecciones que general~-
mente se presentan en forma localizada, involucran a la piel y al tejido subcutd-

neo, y raramente se pueden diseminaxr a drganos internos.

Para Medicina Veterinaxia, se consideran de importancia clinica: La Rinosporidio

sis, la Esporotricosis, la Maduromicosis (Mycetoma), y la Candidosis.
los agentes etioldgicos de estas enfermedades se encuentran como sapréfitos en la
naturaleza, y la via general de infeccién ocurre por la contaminacidn de heridas

por el hongos.

NOTA: Estas enfermedades las trataremos en forma de cuadros sindpticos para fa

cilitar su comprensidn.
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Cuadro 3.5

Micosis Inicialmente Tegumentarias

ENFERMEDAD

DESCRIPCION.:

Rinosporidiosis

La Rinosporidiosis en los animales consigte en una
rinitis poliposa crénica producida por el Rhinos-
poridium seeberi. La lesifn consiste en un polipo,
generlmente dnico y unilateral, pedunculado, adop-:
tando en este caso un aspecto de coliflor. La en~
fermedad no es transmisible. Puede afectar a los
equinos, bovino y caninos, asi como al hombre35.

Esporotricosis

Es una infeccidn micStica de la piel y linfdticos
‘cutdneos, provocada por el Sporothrix schenckii.
La infeccidn suele presentarse en las extremida-
des o el trxonco, y toma una forma de nddulos sub-
cutdneos o intradérmicos, de 1 a 4 cm. de didme-
tro. Los nédulos estin formados por granulomas
purulentos. Entre los animales la mayor parte de
los casos descritos se refiere a los equinos28, 35,

Candidosis

Ver pAgina 295
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Cont. C}xadro 3.5

ENFERMEDAD

DESCRIPCION

Maduromicosis
(Mycetoma)

El término Micetoma, se aplica a las tumefacciones,
que ocurren por lo comiin en las extremidades. Los
tumores son crénicos, la mayorfa afectan la piel,

tejido subcutdneo, fascia y huesos, y pueden conte-
ner ‘abscesos y miltiples fistulas gue drenan. Las
especies de animales que mis frecuentemente se ven
afectadas son el caballo, el perro, el gato y los

bovinos. En los animales los agentes etioldgicos -
involucrados sen el género Helminthospoxium spp.,

Allescheria boydii, Curvularia geniculata, Ascomy-

cetos, vy algunos Deuteriomycetos<®s =9,

Nocardiosis

Ia Nocardiosis ocurre como un.procesc granulomats-

so supurativo crfnico que puede verse localizado

en la piel y tejido subcutfineo o generalizado a --

partir de un foco priwario, generalmente pulmopar.

La enfexrmedad es comfin en perros y gatos. La in--

feccidn se ha diagnosticado en mandibulas equinas,

y en los cerdos. Existen numerosos reportes de --
mastitis bovina causada por Nocardia astervides.
24, 28. )
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Cuadro 3.6

Identificacifn de las Micosis Inicialmente Tequmentarias

AGENTE FORMA EN EL FORMA EN EL
TEJIDO CULTIVEO
Como saprdfito, el hongo toma
La fage parasitaria es una una forma migelial con hifas
levadura, Gram (+) descri-~ tabicadas de cerca de 2 micras
ta a veces como "formas en - de didmetro., En la extremidad’
purc” de 2 a 10 micras de de las ramificaciones se encuen
Sporothrix longitud, demostrable en - tran dispuestas en racimos, es
schenckii frotis de pus (Ver Fig. 3. poras ovales o piriformes, que
20). . semejan a "los pétalos de una
flor" (Ver Fig. 3.20).
6. .
El agente puede sexr demos-
trado mediante cortes his~
‘16gicos o por medio de pre _ : :
Rhinospori- paraciones himedas de los No se ha logrado el cultivo
'} diun' seeberi | pdlipos. Entre el estroma | - en forma artificial. B
’ .1 'puede verse el agente en - ‘35. : )
i forma de esférulas de dis-
tintos tamafics (Ver Pig.
3.21).
Candida Ver plgina 295 Ver pigina 2¢s
_albicans ) .
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Culitivo a temperatura
ambiente

Cultivo a 37°C

’ A Y
,+108 ELEMENTOS \
7 DE ESTE HONGO SON ™
7” RARAMENTE DEMOSTRASLES “

EN TEJIDOS

. L ‘ ’

LA FASE EN CULTIVO ES OESCO=:
T L4

'NOCIDA - - - /s

Fig. 3:21 ' Rhinosporidium seeberi .
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(Cont. Cuadro 3.6)

AGENTE

FORMA EN EL
TEJIDO

QR
(=]
[
3
H
< Z
Q

Nocardia
asteroides

En Los tejidos y exudados,
el microorganismo aparece
como filamentos delgados
(0.5 ~ 1.0 4}, ramificados
y Gram (+). Es relativa-
mente, :8cido resistente y
aesta caracteristica se de-
muestra mejor cuando se --
evita el empleo de alcohol
en la tincidn24,

(Ver Fig. 3.22).

Las especies de Nocardia crecen
bien en condiciones aerobias, -
sobre muchos medios de cultivo
simples. Las colonias son cé—-
reas con pigmentacidén que varia
de amarilla a naranja o xojiza.
Las hifas blancas aérxeas se for
man sobre la superficie de la -
colonia. La esporulacién ocu-~
rre por fragmentacidn en artros
poras. (Ver Fig. 3.22).

34.

. Allescheria
boydil-

El examen microscdpico re~

.vela una-proliferacién gra
. nulomatosa eosinéfila de la

submucosa’ y mucosa basal,
células de Langhans, y cla
midosporas de pared delga-
da con hifas segmentadas.
En las muestras de pus y -
exudados pueden cbservarse
colonias pigmentadas como
puntos color marrén o. negro.
(Ver Fig. 3.23) ’

36.

Produce un micelio adreo blanco
algodonoso. = Al microscopio se

observa un micelio septado, mo-
deradamente ancho. Conidiag —-
unicelulares, ovales o en forma
de pera (6 - 94) (Ver Fig. 3.

23). :

24.

Cont.

S2e8




(Cont. Cuadro 3.6)

AGENTE FORMA EN EL FORMA EN EL
TEJIDO CULTIVO

Crece formando una colonia de
color gris, la cual presenta
una area central deprimida de
color negro. Al microscopio,
el micelio conidioforo y coni
.dias son de color café oscuro.
El conidioforo se desarrolla
o L como una rama del micelio y -
Helminthos~ ' Igual al anterior. : " se ensancha en la terminal y
porium ssp. ) . . puede aparecer anudado o tor-
. _ ‘ cido. Las conidias tienen --
una semejanza notable con los
huevecillos segmentados de los
helmintos (Ver Fig. 3.24).
4.

El micelio aéreo es blanco al-
godonoso que torna a gris, ca~-
£é y finalmente negro, Al mi-
croscopie se observan conidior

Survularia Igual a A. boydii foros - fusiformes, abundantes - -
: de colox café oscuro, tienen -

geniculata
R 3 - 4 tabiques y una tendencia
a curvarse ligeramente. :
(Ver Fig. 3.25)

4, ' '
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.Fig. 3.22 Nocardia astercides Fig. 3.23 Allescheria boydii .

Fig. 3.24 Helmintosporium Spp. ' ‘Fig. 3.25 Curvularia geniculata
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5. MICOSIS SECUNDARIAMENTE TEGUMENTARIAS (Micosis Sistémicas)

Las Micosis Sistémicas son aquellas que involucran a los &rganos internos y en al
gunos casos pueden verse afectados la piel, el tejido subcutineo, y los huesos.

En qxuchos de los casos las micosis sistémicas pueden cursar asintcmdticamente, Y
s6lo pueden ser reconocidas mediante procedimientos inmunoclégicos. En la forma -
progresiva de las enfermedades los sintomas son pronunciados, y los Srganos inter
nos pueden encontrarse seriamente lesionadas, y llegar a producir la muerte si no

se ha realizado un tratamiento oportunol.

- NOTA: La forma de exposicidn de estas enfermedades, es similar a la utilizada pa
.ra las Micosis Inicialmente Tegumentarias.
Cuadro 3.7

Micosis Secundatiamente Tegumentarias
(Micosis Sistémicas)

ENFERMEDAD o DESCRIPCION

La Coccidiocidomicosis ocurre como un infeccién respi-
ratoria primaria, provocada por el Coccidioides immi-
tis. La mayor parte de las infecciones respiratorias )
son benignas y no progresivas. Cuando la infeccién -
llega a desimiparse, forma lo que se conoce como "gra
Coccidioidomicosis nuloma coccidial". En los animales se observa la fox
: : ' ma generalizada en perros, caballos y ovejas. La en-
fermedad es muy confin en los bovinos y los cerdos, 1i’
mitada exclusivamente a las visceras torfcicas 35

Es una infeccién micética que primariamente invade el -
sistema retfculo endotelial del hombre y a los anima-

les, provocada por el Histoplasma capsulatum. La en--
s ' fermedad puede ser aguda, subaguda o crdnica; locali-
Histoplasmosis zada o generalizada. Las lesiones primarias suelen -~
' » o localizarse en las cavidades bucofaringeas e intesti-
nal. La infeccién generalizada reculta siempre pro--
gresiva y mortal. De los animales domésticos, el pa-

rro, es el més .'1£e'ct:.'idc’,‘28 -
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Cont. Cuadro 3.7

ENFERMEDAD DESCRIPCION

Es una infeccidn de presentacién local o generali-
zada, del hombre y los animales. Blastomyces dex-
matitidis, un hongo dimérfico, es el responsable -
de la infeccidén. E1 sindrome usual es el de una -
' enfermedad crdnica, con trastornos respiratorios -
Blastomicosis terminales y muchos otros signos dependientes de -
‘Norteamericana . de la topografia de diseminacién, se observa coje-
: ra.de una o mis extremidades. Las manifestaciones
clinicas pueden ser exclusivamente cutfneas, afec-
tando la pJ.el, ojos, glandulas mamarias y ganghos

linfiticos supea:flcj.ales1 35

’ .

Es unaenfermedad micStica crénica que asemeja a la
Coccidioidomicosis y a la Blastomicosis norteameri-

. cana, provocada por el Paracoccidioides braziliensis.
Blastomicosis La enfermedad puede manifestarse de forma mucotutd-
‘Sudamericana " nea (lesionando los labios, nariz y mucosa oral); en

: S la forma linfagftica (que se inicia en la boca y se
extiende a los linfdticos del cuello); o en la forma
" generalizada, que afecta el tracto digestivol

Candidosis . o . Ver plgina 29s

" cont.
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Cont. Cuadro 3.7

ENFERMEDAD

DESCRIPCION

Criptococosis

Es una miccsis subaguda o crdnica, provocada por el
Cryptococcus neoformans. La enfermedad puede ser -

local o generalizada, aunque demuestra una marcada

predileccidn por el sistema nervioso central en el

hombre, perro y otras especies. La infeccidn puede
ser cutdnea, manifestindose en forma de nédulos ul-
cerativos.  En la cavidad nasal las lesiones apare-
cen en forma de polipos mixomatosos35.

Actinomicosis

Es una infeccidn especifica que afecta a la mayoria
de los animales domésticos. La lesidn clisica pro-
vocada por el Actinomyces hovis, es la "quijada no-
dosa" de los bovinos, dgta y algunas otras lesiones
se han estudiado en el hombre. En los cexdos el pa
decimiento afecta la glandula mamaria, provocando
mastitis; en los caballos el {inico tipo de Actinomi
cosis se da en el llamado "Mal de la Cruz®™. En los
perros y gatosg, la enfermedad, presenta un curso --
mis virulento y las lesiones recuerdan la infeccién
provocada por Nocardia3 6

Aspergilosis

Ver pigina 305
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Cuadro 3. 8

Identificacidn de las Micosis Sistémicas

AGENTE

FORMA EN EL
TEJIDO

Coccidiocides

immitis

El hongo es dimdrfico.
En los tejidos su forma
caracteristica es una -
esférula o esporangio -
de 5 a 50&de difmetro
.provisto de una doble -
pared gruesa (Ver Fig.
3.26).

En el crecimiento micelial, se
observan hifas que en su parte
terminal presentan artrosporas
de paredes gruesas, las cuales
son altamente contagiosas {(in-
fectantes) (Ver Fig. 3.26)28 B

Histoplasma

capsulatum

En los tejidos, el pard
sito se localiza intra-
celularmente en las cé-
lulas del S.R.E., y las
levaduras tienen de 2 -~
a 4 micras de 8ifmetro,
cuando se tifien con H.E.
(Vexr Fig. 3.27).

Produce un abundante micelio
en cultivo. Este produce dos
tipos de esporas, un microco-

_nidio pequeno, liso y globoso,

Yy un macroconidio o clamidos-
pora grande de paredes grue--

88845,

(Ver Fig. 3.27).

candida v
albicans

Ver pigina 29s

‘Ver pagina 295

Cont.
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Cont. Cuadro 3.8

AGENTE

FORMA EN EL
TEJIDO

FORMA EN EL
CULTIVO

Blastomxces

" dermatitidis

A 37° C, el hongo se ha-
ce similar a una levadu-
ra de 5 a 15xde difme--
tro, con una doble pared
gruesa, se reproduce por
gemacién, siendo esta la
forma ‘que se observa en
el material clinico.
(Ver Fig. 3.28).

En cultivo a 27° C, produce un
profuso crecimiento micelial.
El examen microsclpico revela
hifas tabicadas, a lo largo de
los lados de lasg hifas y en =~
los extremos de las ramas cor-
tas laterales (conidioforos),
se apreclan conidias caracte---
risticas de paredes lzi.sz-xs1

{Ver Fig. 3.28).

Para-
coccidioides
braziliensis

La fase levaduriforme —-

que se observa en el exu
dado y los tejidos infec
tados, asf como en los -
cultivos mantenidos a -~
37° C, se caracteriza por
la presencia de células
gemadas (4.5 - 9 micras),
con gemas miiltiples, E1
hallazgo de las formas
genadas miiltiplaes, en los
tejidos,  sirve para dife-
renciar P. braziliensis

de B. dermat::l.t:j.ais24

(Ver Fig. 3.31).

Anélogd a g_’. dermatitidis

Cont.

. 291



Cultivo a temperatura ambiente

Pus dilvida en SS
24 hrs. despues Tejidos

Fig. 3.»2'6 Coccidioides immitis Fig. 3.27 Histoplasma capsulatum

qutivo a temperatura ambiente Cultivo a cualquier temperatura

Cultivo
a 37°C}

Fig. '3.28 Blastomyces dermatitidis Fig. 3.29 Cryptococcus necformans .
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Cont. Cuadro 3.8

AGENTE

FORMA EN EL
TEJIDO

aQwx
ax
[
[ ]
<z
[«

c;zptﬂéoccus

neoformans

El hongo es monof8sico,
en forma de levadura, -
rodeada por una amplia
cépsula compuesta de mu
copolisaciridos, la ---
cual puede evidenciarse

en las muestras de L.C.R.

leche, orina y otros 1ii
quidos corporales, ex--
tendidas en una gota de
tinta china o nigrosina,
observandose como un ha
lo grande transparente.
En el tejido, el agente
se demuestra mediante -
la tincidn de P.A.S., -
Azul alcifn, y por la -
técnica de plata de Go-
mori, donde se obgervan

-levaduras de 5 a 20 mi~

cras de difmetro (Ver
Fig. 3.29). " g

En cultivo, el agente forma co
lonias lisas, mucoides de co--
lor crema o cafd, cuando se in
cuba 2 20 y a 37° C. Microscd
picamente se pueden observar -
células. en gemacibn, caracte—-
risticas, con paredes gruesas.
El hongo crece en la mayorfa =~
de los medios oxdinarios de la

boratorio 6.

{(Ver Fig. 3.29).

Actinomyces

bovis

para la deco

El agente se puede de-~
mostrar en los frotis -
de los grinulos prove--
nientes de pus, y de las
aestr{as de sangrs, y de
los fragmentos de teji-
do, utilizando la tin--
cibn de Gram y el méto-
do de Kinyoun en frid -
(empleando H4SGal 1% -
foracic’m).
El agente aparece como
Filamentos ramifjicados
y plecmdxficos de tamafio

Las especies de Actinomyces spp
son microaerofflicas a anasro-
bias. Ios medlos pueden incu-
barse en cualquier sistema ana
erbbico. A.bovis, forma colo-
nias en "gotas de rocié", con-

.vexas. Las caracterfsticas --

morfolSgicas resaltan de la --
cantidad de filamento produci-

doge. (.Ve; Fig. »3.30).

bacilar (Ver Fig. 3.30)
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Cultivo

Tejidos

ra ambiente Tejidos

Cultivo a 37°

Fig. 3.31 Parxacoccidioides braziliénsis.
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6. CANDIDOSIS

La Candidosis (Moniliasis), es causada por un hongo parecido a levadura, conocido
como Candida Spp. El hongo se encuentra frecuentemente como saprofito inerme -~
alojado en el tracto digestivo, respiratorio, y en la piel dei hombre y de los --
wles domésticos, las especies involucradas y reportadas mias frecuentemente, -

en medicina humana y veterinaria, son C. albicans y el C. trogicalis%.

La presentacifn de la infeccién por este agente, comprende una seire de factores

predisponentes, los cuales podemos agrupara de la siguiente forma:

Terapia con citostdticos

Ahﬁ_:ibioterapia prolonqada

Causas Iaxgroqénicas Corticoterapia

Radioterapia (sobre todo en

humanos) .

. » PH
m : Humedad e:_(éesiya

Fisit.:of-yguimicos !5aﬁo @csni‘?° R
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Gestacién
Factores Parto (nacimientos prematuros)

Figiol8gicos Infancia
Obesidad

Diabetes mellitus
Factores Cancer

Discracias sanqufneas

Pétolégicos
. Deficiencias inmunoldgicas

La Candidosis aparentemente no tlene 11mitaciones geograficas, Candlda Spp. ., esti
’pxeaente en el hombre, Y animales, donde quiera que residan y 8810 xaquieren la ~
condicidn inductiva para hacerse manifiesta clinicamente. Los casos animales y

en particular los de las aves, y los bovinos, son sin duda mis frechentes que los

que indican las estaﬂisticas‘S.A
6.1 DATOS CLINICOS

Dabido a los diversos factores predisponentes y condiciones patoldgicas relaciona
. das, los signos clinicos de la Candidosis en los animales domésticos no son espe-~
cificos, los aspectos Veterinarios de esta enfetmedad, los podemos resumix de- la

siguiente manera-36

En las aves (pollos, palomas, pavos y perdices) son muy'ﬁrecuentes y bastante gra
ves las lesiones parecidas al algodoncillo de los nifios {crup)., invaden la boca,

el buche, el proventriculo, la molleja, y los inteatinos, estas lesiones se carac
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terizan por la aparicién de puntos o placas blanquecinas de forma circular o alar
gada sobre la parte superior de los plieqgues de la mucosa descritas como pareci--

das a una "toalla turca" o a un "cofgulo". Los pollos afectados muestran creci--—

miento retardado adoptando el cl8sico sindrome del "pollo achaparrado”.

Especies de Candida (sobre todo, albicans), han sido la causa de enfermedad gene
ralizada en bovinos, y se han aislado en casos de nu_xstitis agudas, ademis, se ha
demostrado el agente en la ocurrencia de neumonfas crénicas, exudados vaginales

patolégicos, abortos e inflamaciones especificas de eséfagoza.

La Candidosis en el cerdo ha sido reportada con mayor frecuencia en los lechones,
donde la inéeccién oral, cursa con una elevada mortalidad. Las lesiones en el --
tiactb digestivo de los animales en engorda, se caracterizan por la presentacidn
de filceras gSstricas, y la afeccibn de la mucosa oral y esof?gica’.‘ también, se

ha observado la candidiasis cutfnea en esta especie.

En el perro by en el gato, la Candidosis, se presenta como una dermatosis micdtica,

y esta generalmente relacionada con procesos patoligicos y con antibioterafa pro- -
longada. Se han ze_portado"infecciones genitales, en el perro, provocando vagini~

tis y balonopostitis.

La Capdidosis equina es muy rara y apaxentemente sélo ha sida descrita como una -

infeccién secundaria.
6.2 DIAGNOSTICO
El diagndstico de la Candidosis requiere mis que un aislamiento e identificacién
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de las especies de Candida Spp., y un diagndstico de esta enfermedad nunca debe
aparecer en un informe de laboratorio, el papel del laboratorio, se reduce exclu
sivamente, a identificar un patSgeno potencial; la interpretacién y el diagndsti

co final, deben de ser reservados al clinicoae.

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

Los raspados de piel y mucosas son examir_lados en preparaciones con KOH al 10%.

Lo's raspados de mucosa pueden ser extendidos en: un‘portaobjetos y tefiirse con -=
Gram, o preparaciones directas puden trabajarse con Azul de Algoddn de [actofe--
nol, el examen microscdpico de estos frbtis, puede mostrar la presenéia de célu-
las redondas u ovales en gemacidén de 3 a 6 micras de difimetro (Blastosporas), y
fragmentos de micelios (pseudomicelios), 6 micelios verdadexos en abundancia ---
{Ver Pig. Fig. 3.32), si sé observan estas tres estructuras caracteristicas,' es-

indicativo generalmente, de' la invasidn de los tejidos por especiés de Qandidaso.

NOTA.: El examen directo de muestras provenientes de focos inflamatorios cerrados,
liquidos corporales normalmente estériles (1fquido pleural, L.C.R., y san- .
gre), o de orina recolectada en forma estéril, que demuestre la presencia -

de Candida, afin en nfmero reducido, es patoldgico.
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IDENTIFICACION DEL GENERQO CANDIDA

MATERIAL CLINICO

(Hisopos, Raspado Cutdneo y Mucocutdneo, Sangre)

DEMOSTRACION
Examen en Fresco (KOH)
Tincidén de Gram

Tincidn de P.A.S.

ATSLAMIENTO
. Aéar E.M.B.
. Agar para Staphylococcus 110
- Agar Sangre ‘

Agar Mycosgel o'S,D.A.

DETERMINACION DE - ESPECIE

Prueba del Tubo Germinativo
P:oducci&ﬁ de Clamidosbofas
Zimograma (Fermentacidn de Azdcares) :

Auxonograma (Asimilacidn de Aziicares)
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CULTIVO (Aislamiento)

Se deben inocular medios selectivos para lograr el aislamignto primario de Candi-
da spp. va que la mayoria de las muestras se ob;ienen de sitios normalmente habi-
tados por bacterias, es recomendable inocular medios como el agar eosina azul de

metileno el agar para Staphylococcus 110, agar chocolate, el agar sangre (incuba-
do a 37° Cy a 27 ~ 28° C por 48 a 72 horas), y el agar Micosel o agar dextrosa '

Sabouraud (SDA) incubado a 37° C por 4 a 5 dias.

En el agai S.D.A., ias coloniés jévenes de Candida albicané son blancas, -blandas
Y generalmeﬂte liéas: las‘éolonias viejas presentan un crecimiento micelial sumex v
gido en los mirgenes dando la apariencig'plumosa caracteristica. El examen mi--
croscépico demuestra cé;ulas ovales, redondasvy en.gemaci§n. En>los cultivos’——
viejos pueden ser observados pséudomicelios y en ocasiones micélios vérdéderos36.

(Ver Fig. 3.32).
PRUEBA DEL TUBO GERMINATIVO

La prueba del tubo germinativo (Prueba'de,Filamegtgcién), descrita poxr Taéchdj;an
y Cols., 1960., es un método rdpido utilizado paia la identificacién de Candida
albicans, se‘basé en 1a'prod§cc16n de crecimientos periféricos por laé’células de
-c.-albiéans (pseudogermen) cuando se inocﬁlan en 0.5 ml. de ‘suero humano o suexo
fetal bovino, y se incuban a 37° C por 3 horas, esta prueba ofrece grandes venta- .
jas, es fépida, simple y muy especifiéa.y no requiere el empleo de quléiVos Puxos.
La produccidn de tubos ge:minativns, distingue a Candida aibicans, de otras fo;?

13, 50 14

-mas de levaduras (Ver Fig. 3.33).

NOTA: Una modificacidn empleando clara de huevo, en lugar del suero, fué descri-
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CULTIVO

KOH —-PIEL..

L. ';'-

LAS HIFAS NO SIEMPRE ESTAM PRESENTES

o E‘itj. 3.33 . secuencia en el desarrollo del tubo germinativo en’
T Candida albicans. e - :
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ta por Buckley y Van Uden en 1963; otro método utiliza lfquido amniStico bovino
con la misma finalidad, la ventaja de este ltimo, es que la filamentacin ocu--

rre en un lapso de 30 minutos®t 27,

PRODUCCIUN DE CLAMIDOSPORAS

La produccidén de Clamidosporas (conidios) por C. albicans constituye una prueba
diferencial importante; &stas pueden ser producidas en el agar Harina de Mafz, o
en el medio Gzapek Dox, suplementados con carne o con Tween 80 al 1%. El medio
se inocula en angulo de 45° con un alainb?e recto, parte dél $rea inoculada deberd
ser’c\‘xbierta con un cubreobjetés estéril, las cajas se incusan a 37° C por 24 ho-
ras y, si un crecimiento no es caracterfstico, se reincuban por 2 a 3 dfas mis. |
Deben ev:}tarse los errores de interpretacién, debidos a la rara produccidn de Cla
midosporas‘, similares, aunque mxfongicamente diferentes de otras especies de -

Cahdida, especialmente C.- guilliermondi y-C. stellatoideaas.

ZIMOGRAMA Y AUXONOGRAMA

A causa de la simplicidad y especificidad de la pmé)a del sue'r.o en tubo y de la .

producci&n de Clamidosporas, Candida albicans puede _sér ripidamente identificada
con certeza mediante una combinacién de las dos pruebas; la cqx\fima.ci&h puede -
ser obtenida mediante las pruebas de Fermentacién y Asimilacidén de azficares (Ver

cuadre 3.9 y 3.10).
NOTA: En la realizacién de las pruebas de Fermentacién y Asimilacién de azficares,

. es indispensablé. contar con cultivos puros.. En el caso del Zimograma (Fexr

.mentacién), el medio de prueba puede ser sellado con vaselina fundida, o -
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Cuadrxo 3.9 «

Reacciones de Fermentacidén de Azlicares por Candida

(Zimograma)

ESPECIE Crecimiento C4qrbohidratos (21 - 27°C)

en pH 4cido D+ M s L
C. albicans + Ag Ag A 4]
C. stellatoidea - Ag : Ag Ao O 0.
C. tropicalig - ‘ : Ag --- aAg Ag o
C. guilliermondi - AoAg.: | O Ao Ag o]
C. parapsilosis - : ' Ag o] Ao O o}
C. Pesudotxopicalig - Ag ol o Ag ag
C. Krusei - » Ag B o) ko] o]

FUENTE: Jungerman, P.; Schwartzman, R., 1977. y Hazen, E.; Gordon, M., 1970.
+ : D= Dextrosa M = Maltosa S= Sacarosa L= Lactosa
+ + : A= S3lo Acido; Ag= Acido Y Gas.
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Cuadro 3. 10

Caracteristicas diferenciales de Candida en base a
la asimilacidn de aziicares* (Auxonograma).

1 - ']
ESPECIE Accibn sobre los Carbohidratos ( 21 - 27 °C)
™ -
Glu. Gal. Lac. Mal. Raf. Sac. Cel.
C. albicans sk + 0 + 0 + o
C. guilliexmondi | + + 4] + + + +
C. krusei + [o} [o] (o] (o) o} ) o
C. parapsilosis + + 0 + (o] + 0
0
C. pseudotropi | + + |+ 0 + + ]
calis +
C. stellatoidea + + o] + o [+] [o)
C. tropicalis + + 0 + [¢) + +
) 0 .
(o]

*FUENTE: Jungerman, P.; Schwartzman, R., 1977. y Hazen, E.; Morris, G. 1970.

%: Glu.= Glucosa Ga1.=calactosab Mal.= Haltosé Raf.= Rafinosa Sac.# Saca-

yYosa Cel.= Celobiosa La.= Lactosa.
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bien, llevar incluido un tubo invertido de Durham para demostrar la produc

cién de gas, los tubos se incuban a 37° C, durante 10 dfas36.

7. ASPERGILOSIS
La Aspergilosis, ampliamente difundida, comprende un grupo de micosis con causas

diversas y patogénesis distinta, ‘los hongos del género Aspergillus son ubicuos,

y de las numerosas especies que se conocen, una de ellas, 21 Aspergillus fumiga-

tus, produce la mayor parte de infecciones en mamiferos, aves y hombre, aunque -
hay otras especies, como el A. flavus, el A. niger y el A. nidulans, que pueden

2 = : 34, 3
actuar también como patdgenos ocasionales 4 5.

La enfermedad es relativamente rara en los animales domBsticos y en los animales

de cémp;ﬁf.a, éero ocurre, con frecuencia en las éyes y los bovinqsl. La Aspergilo
sis demostrada por la deteccién -de- los organismos en las lesiones, es considerada . -
como una infeccic_’)n respiratoria primaria, iniciada por la inhalacidn de esporas; o

bien, como una infeccién placentaria, en la cual, se encuentra involucrado el fe~

to y utero gestante36.

Los Aspergillus estan presentes como sapréfitos en la mayorfa de los climas, y
las principales. fuentes de contaminacién las constituyen ios aliment;)s y,cangas‘,eg‘ ,
hohecido;, especialmente el heno y los granos que, por una excesiva humedad, favo
recen la piolifer‘acién del hohgo, estos honqps producen substéncias Yenenésas de-~

nominadas Micotoxinas, principalmente A. flavus y A. fumigatus, estas substancias

- son altamente téxicas (al ‘igual que carcinogénicas) para los animales y el hombre
28, 34 ‘
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Ocasionalmente puede ocurrir met&stasis de la infeccidn hacia otros tejidos (en~
tre los que se cuentan las meninges), y al rifidn, el cual es uno de los mis afec-

tados.
7.1 DATOS CLINICOS

Los signos clinicos que han sido descritos en las aves, y en los bovinos, compren -

den:

En las aveé, la Aspergilosis, se presenta (en la mayoria de las ocasiones) en for
ma epizodtica, en cuyo cago las pérdidas econdmicas son considerables, a diferen-
cia de la mayorfa de los otros hongos productores de micosis profundas, &ste ata-
ca conv mayor freguencia a las aves jGvenes que a las a;iultas: en la forma éguda
(neumonfa de criadoxra), ll,a .infecci6n cursa- con problemas respiratorios maxcados,
en algunos casos el hongo im‘rade el cgi:ebm y f:a\isa pardlisis y oﬁros signos de

afeccecidn del SNC, las afecciones oculares son comunesas.

En los bovinos, se han observadc varias formas de Aspergilosis; para Medicina Ve-
terinaxia, es importante hacex mencifn al denpminado “Aborto MicStico" bovino pro

vocado por la invasidn oportunista de los géneros Aspergillus, Absidia, Mucor y

Rhizopus, con la excepcién de los Rhizopus, estos microorganismos son patSgenos

secundarios bien conocidos. Bl aboxto se presenta en la gestacidn .avanzada, en-
tre el sexto y el octavo mes; el feto abortado m; vez estf vivo, ¥ la xetencién
placentaria ocurre en: aproximadamente un €60% de 165 cagos, el feto puede aparecer
normal, pexo con frecuancia muestra lesiopes cutfneas .caxactexisticas en forma =

de placas elevadas irragulares semejantes a la ictiosis o a la tiia difusaz.a' 35.
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Son raros los casos auténticos de Aspergilosis en las demds especies dom@sticas;
existen reportes de que la ingestidn de alimentos enmohecidos, sobre todo si es-
tén contaminados por A. fumigatus y A. flavus, pueden producir una enfermedad --
mortal en los cerdos y ganado vacuno, que se manifiesta por hemorragias internas.
Se ha reportado la Aspergilosis pulmonar fatal en gatos. Los aislamientos del -
agente, en perros, se han realizado de infecciones nasales y en infecciones mix-

tas de la oreja.

Las lesiones producidas por las Micotoxinas (aflatoxinas), son muy variadas, gra
ves y en muchas ocasiones mortales, estas lesiones, son las mismas que se obser-
van en el llamado "Sindrome Hemor;&gipo" y se caracterizan por la presencia de
fragilidad capilar y hemorragias generalizadas; la hepatotxiébsis, es comiin en: -
presencia de aflatoxinﬁs; la Citrinina, presenta uﬁ marcado efecto nefrotdxico,

y la Zeafalenona, esta involusrada con la ocurrencia de abortbsza’ 34.

7.2 pIAGNOSTICO

Ei diagndstico de la Aspergilosis requiere de un cuidadoso enfoque, los Asperi--
llus constituyen los hongos contaminantes mds comunes en el laboratorio y ruti-
nariamente pueden ser cultivados de la piel y del tracto respiratorio superiox -
"de los animales sanos; es evidencia presuntiva de Aspergilosis el aislamiento re
petido de una especie de Aspergillus del material clinico en ausencia de otros

agentes patagenos36.
EXAMEN MICRQSCOPICO DIRECTO

Las preparaciones himedas pueden examinarse directamente. El matexial clfnico -
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(raspados) se obtiene con facilidad de las vias adreas, durante la necropsia de
las aves afectadas. Los raspados cutlneos del feto, y las muestras de liquido

abomasal, lo mismo que las muestras de placenta, pueden ser tefildos por el méto-
do de Gram, o bien, puede emplearse Azul de Algodn de Lactofenol. El examen mi
croscépico demuestra un micelio de 4 a 6 micras de ancho, es tabicado y de un -~
disfmetro regularmente uniforme, aunque no es posible (a menos que una cabeza co~-
nidial esté presente) distinguir este micelio de otros eumicetos hialinos, la --
presencia de grandes cantidades del mismo es sugestiva de Aspergilosis36. (Ver

Fig. 3.34).
. CULTIVQ (Aislamiento).

El Aspexgillus fumigatus y el Aspergillus flavus, asi como otras especies de As-

pergillus crecen bien en el agax dextrosa Sabouraud, los antibiStices antibacte-
rianos pueden ser utilizados en el medio, perc no deberd emplearse la ciclohexi-~

mida ya que la mayor parte de los Aspergillus son sensibles a este antibidtico.

Las colonias de Asgefgillus fumigatus son planas,al principio son blancas y lige

ramente vellosas, posteriormente las conidias toman un color verde azulado ozcu-
ro y unaspecto pulverulento. Los cultivos viejos tienen una apariencia gris --

“ahumada", la cual es muy caractexistica.

El examen microscdpico muestxa una vesficula de t‘orn;a parecida a la de un matraz
invertido con un fonde redondeado y un cuello alargado. Una fila de esterigmata
esti si.tuada en la mitad superior de la vesfcula, en una formacidén mis o menos -
pax:aiela (aglomerada), las conidias son esféricas, verdes y de superfi_.cie rugosa,
las cadenas de las conidias que se desprenden de la esterigmata son mis o menos
paralelas, esto da una apariencia coltmnar o de bandera a las cabezas (Ver Fig.

3.35-B).
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'

Las colonias de Aspergillus flavus crecen y se extienden répidamente en los me-

dios ordinarios, el color de las Areas conidiales varia del verde amarillento -
claro al oscuro, la coloracidén verde puede desaparecer en los cultivos viejos -

resultando una apariencia de la superficie de color amarillo o café amarillento.

Al éxamen microscépico, pueden observarse cqnidi&foros de 400 a 1000 micras de
por 5 a 10 micras de didmetro, las paredes del conididforo pueden estar excava-
das, rugosas y en ocasiones espinosas en apariencia. La esterigmata esti dis-
puesta ya sea en una serie ‘simple o en series simples o dobles en la misma vesi-
cula, las conidias son de 3 a5 micras de didmetro, pixiformes o redondas, ex--

: : . . : 24
cavadas y equinuladas, pueden variar de casi incoloras a verte amarillentas” '

300 36 (ver Fig: 3.35-n). : :
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