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I N T R o D u e e I o N 

No obstante que las modernas teorías sobre el origen de la vida (la 

teoría de los Coacervados y la teoría Sulfocianica, de Oparín 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 años que un hombre, con ayuda de un primitivo mi--­

croscopio de fabricación casera, pudo asomarse por vez primera al -

extraordinario mundo de los microorganismos. A partir de ese 11\omeE_ 

to trasendental se fueron sucediendo una larga serie de de descubr.!_ 

mientos en el campo de la Microbiol09ía1 tiene particular importan­

cia el siglo pasado, ya que en éste es cuando se realizan los prim.!!_ 

ros avances técnicos en esta ciencia nueva~ Para citar algunos ---

.ejemplos, están los descubrimientos de Pasteur en el campo de los -. 

colorantes y la vacunación antii:lrábica, Robe:rto Koch pronuncii.a sus 

postulados y reproduce el Carbunco en animales de laboratorio, Hes~ 

se descubre que se trabaja mejor en el agar que en la gelatina como 

superficie para aislar microor9an.ismos1 por otro lado, Winogradsky 

estudia la especificidad de algunas bacterias por un sustrato deteE, 

minado, permitiendo la identificación de las mismas. 

El siglo XX es igualmente importante en cuanto a los adelantos téc­

nicos, ya que en las primeras décadas se descubren los principales 

antibióticos que empleamos hoy en día, como tratamiento de las en-­

fermedades infecciosas. A nosotros nos corresponde el privilegio -



de ser los herederos de estos conocimientos, y por lo tanto sabemos 

de la responsabilidad que ello implica y también estamos concientes 

que nuestros conocimientos actuales, en tiempos futuros, serán obso 

letos. 

En la actualidad la importancia del Laboratorio en Microbiología -­

queda de manifiesto ya que mediante la utilización de técnicas sen­

cillas podemos f acilmente establecer un diagnóstico confiable de 

las enfermedades infecciosas en el hombre y los animales. 

Este Manual se realizó con el objeto de llenar la necesidad de con­

tar con una fuente de inf oJ:lllación accesible y cons~sa sobre las téE_ 

nicas y procedimientos prácticos del laboratorio en Bacterio~ogía y 

Micol09!a Médica Veterinaria, La fÓrma de presentación ilustrada -

está pensada de manera que sea útil tanto al Veterinario en ejerci­

cio como al estudiante de Medicina Veterinaria. EsperaJ110s que el -

presente trabajo sea igualmente útil para los laboratoristas, pro~· 

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

el. c~ de la Microbiología. 

En el capítulo I se descril:lep, los métodos de campo y los procedi--­

mientos para obtener, preservar, y remitir las muestras para su an! 

lisis en el laboratorio. 

El capítulo II esta estructu,r~do según los principiós fundamentales 

del Diagnóstico Microbiológico. que son: Demostración, 1\isl~ento e 
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Identificación. En base a lo anterior se incluyen algunas de las -

pruebas y métodos de uso rutinario que se utilizan en el laborato--

rio de Bacteriolog!a, para terminar con las pruebas de sensibilidad 

antimicrobiana mas comunes y de esta manera tener los elementos ne-

cesarios para poder establecer un esquema terapéutico de las enfer-

medades causadas por bacterias. 

Por Gltimo, en el cap!tulo III, se hace una introducción a los cam-

pos fundamentales de la Micoloq!a Médica,· y aplicando lo~. mismos -­

principios del Diagnóstico Microbiológico; se describen.los proced_! 

mientas para manejar espec!menes en este campo, También se inclu--
.. 

yen las técnicas mas usuales para el aislamiento, demostración y la 

identificación de los hongos que ilfectan a· 1os :animales Gtiles 

al hombre. 

En esta reseña introductoria desealllOs lllOBtrar nuestro agradecimiento 

· MVZ Gilberto Ochoa Uribe y al Dr, Roberto A, Cervantes, por. su apo.=. 

tación de ideas y por su cr!tica al manuscrito original, Asimismo, 

agradecemos al MVZ Tonatiuth cruz sanchez, y al MVZ Luz Ma, ortec;¡a 

de o. , por su colaboración y facilidad.es que nos brinda.ron durante 

la recopilación bibliografía. 

Deseamos mostrar nuestro agradeci¡niento de manera especia! al .~ic, 

Gerardo A. Hernáridez Ponce, por !,a ordenación temática y ~ la Srita. 

Florin.a Luc!a castillo P,, por la laboJ: 111ecanoqrafica, sin la cual 

el presente trabajo no hubie.se sido posible, 
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OBJETIVOS 

l • Elaborar un Manual, el cual , cumpla con la funci6n de libro 

de trabajo, palla laboratorio, en las asignaturas de Bacte-­

riología y Micología Médica Veterinaria. 

2. Mostrar en forma ilustrativa las técnicas y procedimientos 

de laboratorio más colllUlUllElnte utiliza~as, 

3. Hacer llegar este Manual, en pri1110r lugar, al estudiante de. 

Medicina Veterinaria, al Méqico Veterinario ClÍnico y a l.os 

profesionistas afines al &rea, Sirviendo éste, como material 

de apoyo en su for11tación y su ejercicio profesional. 
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CAPITULO I 

RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS 



CAPITULO I 

RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS 

El laboratorio de diagnóstico es un auxiliar en el reconocimiento de las enfe:an.! 

dades de los animales, el Médico clínico en ejercicio tiene necesidad, con fre-

cuencia, de consultar los laboratorios comerciales u oficiales para poder propo_;: 

cionar un diagnóstico acertado. Pero para obtener los resultados esperados es 

esencial que las muestras enviadas para el examen sean rmnitidas de una manera 

adecuada 17 • 

Los resultados que arrojan estos análisis dependen de la naturaleza de la muestra 

del cuidado con que sea tomada, del tiempo de recolección, de l~ eficiencia téc-

nica del personal que realiza los exámenes de.laboratorio, del criterio con que 

sea tomada y de la adecuada selección de la muestra. 

El tipo de muestra que deberá examinarse está dete:aninada por el cuadro clínico 

inicial. Si los signos o síntomas señalan afección de un órgano o sistema espe-

cífico, las muestras deberán obtenerse de tal fuente. Si las lesiones a la ne-

cropsia sugieren la presencia de un agente bacteriano o micótico, ias muestras a 

tomax se limitarán exclusivamente a los órganos afectados y no a los de aparien~ 

cia noI111al, ya que de lo contrario se trabajarán muestras inadecuadas que encar!_ 

cerán los costos de transporte, aumentando los gastos de materiales pudiendo 11!_ 

gar a dificultar el diagnóstico de laboratori~49 • 

En la recolección y envío de muestras, .es recomendable observar los siguientes P.! 

sos: 

a) La muestra seleccionada para el laboratorio debe ser representativa del 

proceso infeccioso en cuestión. Se recomienda de ser posible, toniar la muestra 
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de un animal sano, así como de otro que manifieste el cuadro clínico y una más, 

de sor posible, de un animal que se encuentre en un estado avanzado de la enfer-

111edad, 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 epiz~ticos en aves de corral, lechones u otros animales cuyo· 

costo por unidad es bajo8• 

b) Deberá ser una cantidad suficiente a fin de lograr un estudio lo más com­

pleto posible. 

c) Tomar las muestras con valor confirmativo antes de la administración de 

·cualquier medicamento. 

d) Erilplear material estéril y tomar la muestra con asepsia a fin de no con­

taminar el produeto durante su recolección. 

e) Evitar la desecación de la muestra, empleando medios de transporte ade7 

cuados (medio de transporte de Stuart, caldo nutritivo, medio de Tioglicolato, 

etc.) para su traslado al laboratorio. 

f) Si el animal.no muestra signos o síntomas de infección localizada, debe­

rán tomarse muestras seriadas de sangre para su cultivo, posteriormente se toma­

rán muestras de otros sitios anatómicos, según la opinión y criterio clínico del 

Medico, por ejemplo urocultivos. 

g) Si el germen (a veces gérmenes) aislado proviene de una región estéril se 

podrá considerar como el agente etiológico de la infección, por ejemplo, sangre, 

líquido céfalo raquídeo, líquido pleural y sinovial¡ por el contrario, la recupe­

ración de un: microorganismo patógeno o potencialmente patógeno, pero proveniente 

de zonas del cuerpo que normalmente albergan una flora bacteriana mixta, como son 

el tracto génito-urinario, tracto gastrointestinal y heridas de la piel, deberá 
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de ser considerado dicho germen, como saprófito, siempre y cuando no se trate de 

microorganismos de patogenicidad definitivamente establecida, tales como salmon~ 

las, shigelas, E. coli enteropatógenas, aisladas sobre todo en los coprocultivos8 

h) Por último, las muestras deberán ser remitidas al laboratorio y solicitar 

el diagnóstico a la mayor brevedad posible, generalmente se requieren muestras 

con no más de 24 horas, a menos que el conservador utilizado sea confiable. 

En la recolección de todo tipo de muestras, el instrumental empleado debe esteri-

lizarse previamente utilizando la flama directa, la ebullición o el vapor según 

sea su naturaleza. El material que será utilizado para el env!o de las muestras 

debe presentar también condiciones estériles, de no contar con un sistema adecua-

do de esterilización, se recomienda hervir todos los recipientes (frascos, tubos, 

etc.) durante 20 minutos17 • 

El resultado obtenido en el laboratorio es muy valioso. pará el diagnóstico y de­

pende de muchos factores, la mayor!a de ellos son de la obsoluta responsabilidad 

del Médico de campo, quien en ocasiones inculpa al laboratorio al no obtener los 

resultados esperados. El env!o_de las muestras, manejadas, seleccionadas y pre-

servadas inadecuadamente, sólo ocasionan pérdidas de tiempo para el Médico Vete-

rinario y el personal de laboratorio. 

El Médico Veterinario de campo debe ser competente para realizar algunas técnicas 

sencillas que le permitan verificar el diagnóstico rápido y seguro de una enfer-

medad infecciosa, debe de conocer con seguridad .cómo, cuándo y dónde tomar la 

muestra, qué exámenes se deben llevar a cabo en el laboratorio, as! COll\O de in­

terpretar y correlacionar los resultados de dichos análisis49 • 
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A. RECOLECCION DE ORGANOS Y TEJIDOS 

La toma de órganos y tejidos se realiza al momento de la necropsia. Las muestras 

destinadas para estudio bacteriológico deben ser tomadas con precaución y como má 

x1mo una hora después de la muerte del animal. Las muestras de elección serán 

v!sceras como h!gado, bazo, pulmón, corazón, riñón, cerebro e intestino, depen­

diendo del proceso infeccioso que se trate (Ver cuadro 1.1) • En ai.limales peque­

ños se recomienda conservar el órgano completo, mientras que·en anillia.les grandes 

se tomará un fra9111ento significativo que incluya la lesi6n37 • 

,._ 

Fig. 1.l Muestras de elección para el caso de órganos y tejidos. 

Algunas ocasiones, la muestra debe ser "sellada" flameándola directamente o uti­

lizando una espátula previamente fl.ameada, para luego depositarlas en frascos in­

dividuales previamente esterilizados o herv:idos, se prefieren frascos de boca an­

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



CUADRO 1.1 

TIPO DE ENFERMEDAD Y ORGANO A ENVIAR. 

ENFERMEDAD 

Abomasitis 

Aborto 

Artritis 

Aspergilosis 

Brucelosis 

Candidosis 

Carbunco 

cólera aviar 

.Colibacilosis 

Coriza 

Criptococosis 

Desinteria 

Edema intestinal del cerdo 

Edema maligno y pierna negra 

Enfermedad de Glasser 

Enterotoxemia 

Enfermedad crónica respiratoria 

Erisipela . 

Espiroquetosis 

Epidermitis 

MUESTRA 

Animal entero, abomaso 

Placenta 

Animal entero vivo 

Animal entero, órgano afectado, pulmones 

Abomaso y pulmones de feto 

Animal entero, placenta 

Animal entero, músculo 

Animal entero, hígado, pulmón, bazo e in­
testino 

Animal entero, intestino delgado, ba-z:o, 
ganglios linfáticos 

Animal entero, órganos afectados 

Animal entero, pulmón, hígado, riñón 

Animal entero y vivo 

Animal entero, encéfalo, intestino, gan­
glios linfáticos 

Animal entero 

Animal enteró 

Asa intestinal y tejidos afectados 

Animal entero, órganos afectados 

Animal entero, bazo, hígado, riñón, ton­
cilas, ganglios linfáticos 

Animal entero, bazo, hígado 

Animal entero, piel, riñón 

10 



CONTINUACION DEL CUADRO 1.1 

ENFERMEDAD 

Hemoglobinuria bacilar 

Listeriosis 

Para tuberculosis 

Pasteurelosis 

Rinitis 

Salmonelosis 

Shigelosis 

Tuberculosis 

Tularemia 

Vibriosis 

FUENTE: 

MUESTRA 

Ganglios linfáticos 

Hígado 

Plancenta, encéfalo, médula 

Animal entero, ganglios linfáticos mese! 
téricos, cólicos y rectales 

Ganglios linfáticos, pulmones 

Cerdo entero vivo, trompa 

Animal entero, intestino• .. hígado, riñón, 
bazo, pulmón 

Animal entero, intestino, hígado, bazo, 
pulmón 

Tejidos afectados 

Animal entero, hígado y órganos afectados 

Placenta 

Elaborado en base al cuadro 1.8 
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Fig. 1.2 "Sellado" de una muestra de órgano. 

Cuando no se cuenta con un adecuado sistema de refrigeración y se desea un estu-

dio bacteriológico, se.puede emplear una solución estéril de glicerina y agua al 
. . 23 

SO\, la cual retarda la descomposición de .las muestras • 

En general, para el envío de una. muestra al laboratorio de diagnóstico es impor-

· tante considerar 3 puntos básicos que son: 

l. Identificación de la muestra 

2. Historia clínica y 

3. Método de conservación 

l. La ·identificación de la muestra es de primordial.importancia para el labora-

torio, y debe .consistir en lo siguiente: 



- Nombre del propietario o cliente 

- Descripci6n de los animales 

- Fecha y -hora de muerte, así como de la toma de la muestra 

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

llonib<~ ...... 
~dad.••••···· 

Nombre del propietario ----------

Direcci6n. ___________ Tel. ____ _ 

Especie __________ sexo -----

Color----

Número -------

Descripción del caso: 

Fig. 1.3 Aspeéto de lá identificaci6n de la~ muestras enviadas al laboratorio 
de diagnóstico. 

2. Es necesario incluir una hist~ria clínica adecuada y no omitir detalles ta­

les como: 

- CUrso de la enfermedad 

- Número de animales afectados 

Indice de morbilidad y mortalidad 

-· Edad de los animales afectados 

- Tipo de alimento (cantidad y calidad) 

- Tipo de explotación (estabulación, semiestabulaci6n, libre pastoreo, etc.) 
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Sintomatolog{a general 

Sintomatología individual 

Calendario de vacunación 

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 diagnóstico presuncional emitido por el Médico Vet_! 

rinario Zootecnista17 • 

3. como medio ideal de conservación se recomienda la refrigeración, ya sea con 

hielo natural o hielo seco, pero siempre y cuando dichas muestras sean debidame!!. 

te empacadas. 

Para el envío de las muestras a un laboratorio de diagnóstico, siempre debe de 

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

el medio más eficaz y seguro para el envío de muestras es el mensajero directo; 

pero en algunas ocasiones se requiere del servicio postal, cuando esto último 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 plástico) ya que se mejora el aislamiento y aumenta la resis-
37 tenciia · del recipiente • 

Como se mencionó anteriormenter las muestras deberán de ser enviadas en 

recipientes individuales, entre cada bolsa o f.rascos que contengan las 

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

medad (se prefiere el aserrín, pero puede utilizarse papel o viruta) (Ver 

Fig. 1.4), la caja externa se cierra de tal forma que todas las esquinas 

y tapas queden 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 puestos con claridad los siguientes datos: MATERIAL DE FA 
21,23 -

CIL DESCOMPOSICION PARA J\NALISIS, MJ\NEJESE CON CUIDADO, FRAGIL. (Ver Fig. 

1.5). 



Fig. 1.4 Método para empacar muestras 
utilizando hielo natural co­
mo conservador, 

M:t~cr:OI &º1ologiw de 

foUI 04.!'c.ompo~itiÓt'\ 

~on<jtst C<>I\ Cuidado 
f•a91I 

MICT"eRIJ\L 
'eioLOr.lc.o. 

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

'incluir, su respectiva ho 
ja .clínica. -
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Con el fin de que el material biológico llegue lo más pronto posible al laborato-

rio, deberá considerarse la conveniencia de la forma de 1mvío (área o por carra-

tara, ya sea por flete en líneas comerciales o vehículos particulares), además 

al remitir la muestra, es conveniente comunicarse inmediatamente al laboratorio, 

indicando el medio de transporte, línea comercia·l empleada y hora probable de a-

rribo a su destino, así como el número de guía sanitaria. 

No es recomendable enviar muestras a los laboratorios de diagnóstico los fines de 

semana, períodos cercanos a vacaciones, días festivos, ya que se corre el peli-

gro de que éstas no sean recibidas. 

B. RECOLECCION DE SANGRE 

l. Recolección da·· sangre completa 

Las muestras de sangre completa son remitidas al laboratorio, en todos aquellos 

casos en los que el proceso infeccioso cursen los signos como hematuria, hemogl~ 

binuria. ictericia, o bien se sospeche de una septicemia38 (Ver cuadro l.2). 

En la práctica veterinaria los exámenes hematológicos se realizan más satisfacto 

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

riles, se realiza en cualquiera de las venas superficiales prominentes, por eje!!!_ 

plo, en el caballo, la vaca, la oveja y la cabra, la vena de elección es la vena 

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

{Ver Fig. 1.6). La longitud y el calibre de las águjas utilizadas debe ser pro-

. 1 - d 1 . 17 
porciona al tamano e suJeto (Ver cuadro 1.3). 
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CUADRO 1.2 

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA SANGUINEA 

Abomasitis por clostridiwn 

Aborto 

Sangre 

Suero de la madre 

Antrax 

Botulismo 

Punción de oreja, sangre, frotis sanguíneo 

Sangre 

Candidosis 

Colibacilosis 

Criptococosis 

Enfermedad de Glasse~ 

Enfermedad crónica respiratoria 

Erisipela 

Espiroquetosis aviar 

Hemoglobinuria bacilar 

Leptospirosis 

Listeriosis 

Muermo 

.. Paratuberculosis 

Tétanos 

Tuberculosis 

Tularemia 

Vibriosis 

. sangre 

Sangre 

Sangre 

Suero 

Suero 

sangre y suero, frotis sanguíneo 

Frotis sanguíneo 

Sangre 

Suero·, sangre 

Suero 

suero 

Suero 

Suero 

Suero 

Suero 

Suero 

FUENTE: Elaborado en base al cuadro 1.8 

1'1-



Fig. 1.6 V!as de sangrado utilizadas en los animales domésticos. 
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ESPECIE 

Equino 

Bovino 

ovino 

caprino 

Porcino 

canino 

Felino 

Conejo 

Hamster 

Cuyes 

Ratón 

Rata 

Ave 

CUADRO 1.3 

OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA 

SITIO 

Vena Yug'ular 

Vena yugular, coxigea ventral 
subcutariea abdominal 

Vena yugular 

Vena yugu1~.t: 

vena cava ánterior o auricular 

Vena ce!Íl.f.ba o safena 

Vena cefáli~a o safena 

Punción cardiaca, vena yugular, 
vena auricular 

Ptinción cardiaca, seno retro­
orbi tario 

Punción cardiaca, seno retro­
orbitario 

Corte del apéndice caudal 
seno retroorbitario 

Punción cardiaca, seno retro­
orbitario 

Punción cardiaca, vena radial 

FUENTE: Keilbach, 1983 

TAMAflO DE LA AGUJA 
Calibre Long. (Pulgs.) 

14 - 18 2.5 - 3.0 

14 - 18 2.5 - 3.0 

16 - 18 2.5 - 3.0 

16 - 18 2.5 - 3.0 

19 - 21 1.5 - 4.0 

20 - 22 1.5 

20 - 25 1.0 

19-23 2.0 

22 - 25 1.5 

22 - 25 1.5 

27 o 1.0 
tubo capilar 

25 - 27 1.0 

21 - 27 1.0 
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Para su recolección se recomienda la técnica aséptica descrita a continuación: 34 •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 jeriE_ 

ga estéril, usando la aguja adecuada para cada especie (Ver cuadro 1.3). 

La cantidad de sangre varía, y se obtienen no menos de 5 ml en pequeñas e~ 

pecies y 10 ml en grandes especies. 

Incluir la sangre en un tubo estéril con anticoagulante, se prefiere el 

polyanetosulfonato de sodio (SPS) al O.OS - 0.025 por ciento. El oxalato, 
. 19 citrato y E.D.T.A no se recomiendan· por inhibir a los DU.croorganismos • 

Para evitar .la .hemólisis se deberán tomar ciertas precauciones: la aguja y je­

ri~gas deben estar estériles y secos, la .sangre debe fluir libremente en la je-

ringa, ejerciendo la menor aspiración posible con el émbolo. Antes de pasar la 

sangre de.la jeringa al tubo debe de quitarse la aguja, al vaciar esta sangre d.!!_ 

be de res.balar por las paredes del tubo y no caer directa.mente al fondo. Una 

vez que se tia.ne la sangre en el tubo, este se invertirá suavemente una docena 

' de veces para homogenizar de una manera adecuada la sangre con el anticoagulante 

(Ver Fig •. l. 7), la muestra se env!a inmediatamente al laboratorio identificada y 
. 1 

en refrigeración37• 

2 • Obtención de suero sanguíneo 

Para la obtención de suero sanqu!neo, se recomienda que la sangre debe tomarse 

directamente en un tubo estéril sin ningÚn preservativo, y en cantidad de 10-20 

ml, dependiendo la especie, no se debe de sangrar.en recipientes de plástico ya. 

que el suero no se separa del coágulo satisfactoriamente17~ 

La técnica de muestreo es similar a la de la sangre, es importante dejar deslizar 

lentamente la sangre en la pared del tubo evitando la heio.ólisiJ;en el campo, los 
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tubos con la muestra se dejan a temperatura ambiente e inclinados hasta formarse 

el coágulo; una vez formado éste, se colocan en refrigeración para su envío. 

Cuando la muestra puede ser llevada de inmediato al laboratorio, se centrifuga a 

2500 rpm durante 10' removiéndose cuidadosamente el suero con el fin de eliminar 

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

Una vez que los tubos han sido identificados y sellados, deberán colocarse en 

una bolsa de plástico que luego se guarda en congelación o refrigeración hasta 

34 el momento de su entrega al laboratorio • 

INCORRECTO CaRRECTO 

~' 

' ' ' 

Fig. l •. 7 Manera correcta de depositar una muestra de sangre para su envío al 
laboratorio de diagnóstico. Nótese la forma incorrecta al introdu­
cirla al tubo de ensayo. 
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Fig. 1 •. 8 Método adecuado para la separación del coágulo y 
obtención de suero sanguíneo. 

C. RECOLECCION DE ORINA 

El análisis de orina es uno de los procedimientos de laboratorio más comunes apli:_ 

cados a la práctica veterinaria, es de gran ayuda para el diagnóstico y deferenci!!_ 

ción de padecimientos generalizados como la septicemia y localizados del aparato 

genitourinario38 (Ver cuadro J.4). 

La muestra de orina puede obtenerse por dos métodos comUI1111ente usados: en \111 re-

cipiente estéril durante la micción espontánea o bien por medio del sondeo vesi-

cal en la mayoría de las especies. Las muestras obtenidas por este Último método 

son preferibles para estudios-más exactos ya que están libres de detritus uretra-

les o vaginales~ 
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Las yeguas, vacas y perras y se pueden cateted.z:ar con relativa facilidad, en t~ 

dos los casos se deben emplear instrumentos estériles, junto con un apropiado 

17 esp<liculo en el caso de la yegua y perra (Ver Fig. 1.9), es conveniente sonde-

ar al animal sin provocarlo dolor o traumatismo que pueda producirle alguna in-

facción. 

En animales pequeños, la muestra se 

obtienen por punción de la vejiga en 

ccndicionesabsolutamente estériles, y 

auxiliados por una persona capacita-

da en el menejo del animal (Ver Fig. 

1.10). 

, , 

/: 

I 
I ·-·, ··. 
r /1~ 

. l k 
~\( 

/ 
c. 

Fig. 1. 9 Método apropiado para la 
obtención de orina en ~- . 
rras. 

_,,../' Fig. 1.10 Punción vesical en conejos 
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Por micción espontánea, las muestras se obtienen satisfactoriamente del toro, 

del carnero y del macho cabrío por el método descrito por Besson (1943), que ern-

plea un bolsa hembra de hule o caucho que es atada al animal, de tal forma que 

su abertura está yuxtapuesta al orificio prepucial (Ver Fig. 1.11), el aparato 

~ i . 17 consta de un arnes que pasa entre los cuartos anter ores 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 prácticos utilizados en la obtención de orina en las pequeñas esp~ 

cies, son: 1) ejrecer presión sobre la vejiga urinaria hasta lograr que fluya 

esta Última, en los perros y gatos; y 2) la utilización de cajas de recolección 

limpias. 

Para todos los métodos, deben de recogerse un mínimo de 120 ce, Y ser . deposi-

tados en un recipiente estéril, el cual es remitido al laboratorio de diagnósti­

co lo más rápido posible y en refrigeración; 

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

berá obtenerse directamente' de la vejiga tratando de evitar el contacto con otras 
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vísceras o líquidos corporales, utilizando una aguja y jeringa estéri137 • 

Debido a que el diagnóstico de la bacteriuria depende del análisis cuantitativo, 

es muy importante que la toma, la conservación y el envío de la muestra se real.!_ 

ce de manera adecuada y con cuidados extremos, ya que las bacteriaG contaminan­

tes pueden multiplicarse a la te¡nperatura ambiente e invalidar completamente los 

resultados del análisis bacteriológico. Si la muestra no puede ser analizada 

dentro .de las primeras 2 horas de colectada debe refrigerarse inmediatamente; de 

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

40 nos 

CUADRO 1.4 

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA DE ORINA 

ENFERMEDAD 

candidosis 

Criptococosis 

Hemoglobinuria bacilar 

Leptospirosis 

Listeriosis 

Pielonefritis 

FUENTE: Elaborado en base al cuadro 1.8 

MUESTRA 

Orina 

Orina 

Orina 

Orina 

Orina 

Orina 
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D. RECOLECCION DE LECHE 

Las muestras ~e leche son obtenidas y remitidas al laboratorio para demostrar de 

manera específica a los agentes eti.ológicos involucrados en los cuadros de mast!, 

tis. La muestra se deberá recoger después de depilar, lavar y secar la ubre, sin 

eliminar los primeros chorros de leche, ya que éstos contienen mayor número de 

microorganismos infectantes. Utilizando un escobillón de algodón humedecido con 

una solución yodada o con alcohol al 70%, se desifecta el extremo del pezón, de-

jando secar, la leche se obtiene ordeñando la cantidad necesaria y utilizando 

frascos estériles49 (Ver Fig. 1.12). 

Fig. 1.12 T&cnica utilizada para obtener una adecuada muestra de 
leche en bovinos. 
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mJ ~ @JJ JAD \ 
[ 1385 \ í 1385] 1385 i 

Fig. 1.13 Muestras individuales ya identificadas, que ser:in remitidas 
al laboratorio de diagnóstico. 

') 

La muestra deberá ser tomada en un frasco estéril con tapón de rosca con capaci-

dad de por lo menos 20 ml, evitando el contacto entre el frasco y el pezón, lá · 

muestra puede ser tomada por otra persona para que el cl!nico pueda proteger la 

boca del frasco con la tapa y mantenerlo inclinado, evitando as! la contamina­

ción con bacterias del medio ambiente17• 

Generalmente, se recogen de 15 a 20 m1 de cada cuarto afectado, las muestras se 

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

·do. (Al),, posterior derecho y anterior derecho. Los frascos· son identificados i,!l 

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

ción utilizando el método descrito anteriormente3~. 

Es importante que el área de muestreo esté libre de corrientes de aire y que los 

operadores laven sus manos en una solución desinfectante entre las tomas ef ect~ 

das en cada animal. 
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E. RECOLECCION DE MUESTRAS DE HERIDAS ABIERTAS, ABSCESOS Y EXUDADOS. 

cuando en las manifestaciones clínicas se presentan secreciones o exudados las 

muestras de estas sustancias pueden ser de valor diagnóstico tal es el caso de 

Gunna, Queratoconjuntivitis, Linfadenitis caseosa, etc., (Ver cuadro 1.5). 

En heridas abiertas o abscesos, lo mismo que para frotis de qarganta y otros e-

xudados, los hisopos de algodón previamente esterilizados en tubos de ensayo, 

49 son los que ofrecen las mayores ventajas • A menudo es difícil recobrar el a-

qente causal ~n una heridá pues ella contiene muchos gérmenes contamin~tes; por 

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

la muestra 44• 

' 

Fiq. 1.14 Métodos utilizados para la recolección y envío de ~uestras 
cuando el material requerido son hisopos o jeringas estériles 
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CUADRO l. 5 

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA DE HERIDAS, EXUDFIDOS Y ABSCESOS 

ÉNFERMEDAD 

Absceso 

Actinobacilosis y Actinomicosis 

Antrax 

Artritis 

Brucelosis 

Coriza 

Edema maligno y pierna negra 

Erisipela 

Gurma 

Linfadenitis 

Muermo 

Pasteurelosis 

Queratoconjuntivitis 

Rinitis 

Tuberculosis 

Vibriosis 

FUENTE: 

MUESTRA 

Exudado 

Biopsia, exudado 

Líquido de edema 

Líquido ~rticular 

Exudado vaginal 

Exudado 

Líquido de edema 

Exudado articular 

Secreción nasal 

Exudado 

Secreciones 

Secreción nasal 

Exudado conjuntiva! 

Elc\ldado nasal 

Secreciones, esputo 

Moco vaginal 

Elaborado en base al cuadro 1 • 8 
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Una vez tomada la muestra se procesa inmediatamonte, pero si ello no es posible, 

se debe evitar que se seque colocándola 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 exámenes de abscesos, edemas y hemato-

mas, para obtener este tipo de muestras, ·e.stá indicado el empleo de punciones, 

la técnica de punción varía según el sitio donde se toma la. muestra, para todos 

los casos, el sitio de la piel donde se va a realizar la punción se debe lavar y 

desinfectar, las agujas.y jeringas deben de estar secas y estériles, lo mismo que 

los tubos o frascos empleados para recolectar la muestra, cuando la muestra no 

puede ser aspirada por lo denso del material, se puede inyectar en el sitio, so­

lución salina ·o caldo nutritivo estéri149 (Ver Fig. 1.14). 

En el caso de muestras líquidas de cavidades articulares, el procedimiento es s.!_ 

milar, y el mínimo de muestra requerido es de l ce; la muestra se obtiene con j~ 

ringa estéril y aguja de calibre variable, dependiendo la especie animal (Ver 

Fig. 1.15). El líquido obtenido, se envía al laboratorio en la misma jeringa o 

bien en un tubo de ensayo estéril. 

Flg. 1.15 Punción. de la articu­
lación del menudillo 
en un equino 
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F. RECOLECCION DE LIQUIDO CEFALORAQUIDEO 

Los microorganismos relacionados con los padecimientos del Sistema Nervioso Cen­

tral. (Por ejemplo,Cryptococcus neofo:tmans), pueden ser demostrados mediante el 

examen directo del líquido cefaloraquídeo (Ver cuadro 1.1). 

La muestra se puede obtener de la cisterna magna o del espacio subaracnoideo es­

pinal en la región lumbar, independientemente del lugar utilizado se requiere de 

una adecuada aguja espinal con su estilete en posición, pues de otra manera se 

--Aguja Hipodérmica na21 

U Vertebra Lumbar 

-----Músculo 

~Canal Medular 

Ultima Costilla 

Fig. 1.16 !?Unción lumbar 

puede taponar con grasa u otro tejido44 • 

Es indispensable tomar estrictas medidas de a~epsia en el área elegida para la 

punción, cuando se realiza la punción de la cisterna magna, se recomienda la ane,! 

tesia general, mientras que la anestesia local puede ser sufiente en el caso de 

la punción lumbar. 

Cuando se utiliza la región lumbar, el animal se coloca en posición esternal con 

la cabeza en el extremo más alto de la mesa ínclinada formando un ángulo de 75º 
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con el objeto de acumular en el área 111;!!! 

bar la máxima c.antidad de líquido (Ver 

Fig. 1.16), usualmente se colectan. de 2 

a 5 ml utilizando tubos estériles para 

su envío al laboratorio38• 

G. RECOLECCION DE HECES 

La recolección de :heces se hace indi!_ 

pe~sable para la determinación dé los D!! 

croorganismos causantes de problemas ga.!!_ 

tro-entéricos en todas las especies (Ver 

cuadro l. 6) • 

La muestra debe de ser fresca Y estar li ·:.;! .. :.\\M'. 'l. 
bre de piedras, tierra y paja, lo más re . ·i'-!~:; . ., ¡y-·" ~ 

;.r •. .11 . 

comendable es obtener la muestra direct,e. \ ~ \_: '·i/i , 1j'[: 

~ 
A..fl"\ . "·,'.'l.' .. "1'-· . 

~-.. ' ... 
mente del recto utilizando un guante plá.!!_ . ~ \. 

tico, tan pronto como la cantidad de he- '--~~.....:.··~~~~~....._)~~~~~~~~-' 

heces sea suficiente, el guante es reve!. 

sado hacia adentro, y de esta forma sir-

ve como recipiente de recolección, se 

Fig .. 1.17 Utilización del guante 
de palpación en la to­
ma y envío de heces 

cierra·cuidadosamente y se identifica Pi!_ra su envío al laboratorio17 cver Fig. 1.17). 

En las pequeñas especies se recomienda el uso de hisopos, los cuales son enviados 

en un tubo. de ensayo que contenga algÚn medio de transporte (caldo de BHI, tiogl.!_ 

colato, etc.) pa~a evitar su desecación53 • 

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

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

CUADRO 1.6 

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA DE HECES 

ENFERMEDAD MUESTRA 

Colibacilosis Heces 

Disenteria Heces 

Edema intestinal del cerdo Heces (·' 

Enterotoxemia Asa -i:ntestirial, heces 

Listeriosis Heces. 

Paratuberculosis Heces 

salmonelosis Heces 

Shigelosis 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 pérdidas 

por este motivo. 

Una muestra se semen se puede obtener por tres métodos: vagina. artificial, es­

timulación de órganos sexuales accesorios y por último por el empleo del electro 
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eyaculador. 

El método más usual es el de la vagina artificial, ya que nos ofrece la ventaja 

de poder recoger la totalidad del l!quido eyaculado en forma natural y además e-

vitar la contaminaci6n accidental (Ver Fig. 1.19). 

La estimulación de órgano!i sexuales accesorios, se realiza por palpación rectal 

i7 estimulando la próstata, vesículas seminales y la raíz del pene • 

La DIAllipulación manual de los gen:!.tales externos, es la técnica recomendada para 

la obtención del sémen en· él perro, en el cerdo y las aves (Ver Fig. 1.19). 

La éstimulación eléci:r.._~ p practicada con éxito en el ganado ov..ino, bovino y los 

cerdos, el método fue de!iqrLto por GWm (1940) y por Lambert y Mackenzie (1940); 

utilizando esta técnica, al operador, deberá tener· cuidado de no pennitir la con­

taininación de la mueatra 9111pleando sólo material estéri159 (Ver Fig. 1.20). 

El sémen normalmente ea e'atéril, sin.embargo es susceptible a contaminarse a su 

paso por la uretra; loa frascos y tubos utilizados para su recolección .deben pre-

sentar condiciones estériles y no contener ningún preservativo, las muestras de-

berán ser enviadas· en refdgeración, o bien procesadas inmediatamente, de ser~ 

sible49• 

I. MUESTRAS DE FETO . Y PLACENTA 

1. Muestras de placenta 

El procedimiento_ a seguir en el caso de placentas, es similar al utilizado en la 

recolección de órganos y tejidos, se pueden remitir porciones de placenta fresca· 
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Fig._ 1.18 Vagina artificial y su uso 
en el verraco. 

Fig, 1.20 Algunos ejemplos de electroe­
yaculaculadores. 

Fig. 1.19 Obtención de séme~ en 
aves. 



que se encuentre dentro de la vagina (en todo caso, la placenta que cuelga por 

fuera de la vulva no es útil para el examen bacteriol6gico por presentar un al-

to grado de contaminación en bacterias fecaloides). 

Para aquellos casos en los cuales no pueda obtenerse la muestra de placenta, es 

recomendable obtener muestras de los líquidos fetales (líquido intestinal, l!-

quido abomasal u obtener porciones de órganos afectados), puede además, obtene_E 

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). 

1 

1
,-
1 

. 

Fig. 1.21 Muestras recomendadas, en los casos de aborto 

2. Remisión· del feto completo 

Si se desea un examen del feto, límpiese de suci<~dad, estiércol y paja, y enví~ 

se al laboratorio preservado en hielo seco o hit!lo natural 17
• 

Cuando las lesiones en el feto denotan una infección de origen micótico, la mue! 

tra se debe obtener mediante un raspado cutáneo y, además incluir una muestra 

de líquido abomasal y remitirlas al laboratorio sin utilizar ningÚn preservati-

vo40 i (Ver F g. 1.22). 
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CUADRO 1.7 

ALGUNAS ENFERMEDADES QUE PROVOCAN ABORTO 

ENFERMEDAD MUESTRA 

Aspergilosis Feto y placenta 

Bruce los is Feto y placenta 

Candidosis Feto y placenta 

Leptospirosis Feto y placenta 

Listeriosis Feto y placenta 

Vibriosis Feto y placenta 

Fig. 1.22 Obtención de l!quido abomasal en un aborto bovino, es recomen 
dable realizar una incisión que permita exponer el abomaso, -
para la obtención de una muestra más pura 

37' 



J. RECOLECCION DE EXUDADOS PREPUCIAL Y VAGINAL 

El examen de la secreción prepucial y vaginal por medio del microscopio o a tra­

vés de un cultivo, tiene gran importancia para el diagnóstico 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 arobos casos) , se depila, se lava con agua y jabón toda el área externa y en 

el caso de los machos, .debe verificarse que el orificio externo del prepucio se 

49 mantenga seco 

l. Obtención de exudado prepucial 

La secreción prepucial se puede obtener introduciendo una pipeta de plástico ada_2 

tada a un bulbo de goma especial o conectada a una jeringa en la parte más profu_!l 

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 aspirar al 

interior de la pipeta o de la jeringa mediante la succión de Ía misma38 • 

Se recomienda realizar un lavádo de la cavidad prepucial introduciendo aproxima­

damente 30 ml de solución salina estéril o un medio de cultivo (caldo nutritivo 

o caldo tioglicolato) • con el líquido dentro de la cavidad ·se efectuan masajes 

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

misma jeringa o en un frasco previamente esterilizado. 

La muestra es remitida al laboratorio plenamente ipentificada y lo más rápido ~ 

sible, debe incluirse una historia clínica completa haciendo énfasis en los pro-
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Fig. l.24 Recolección de 
prepucial 

l. Testículo· 

2. Pene 

3. Sméqma 

4. Prepucio 

s. Pipeta 

6. Jeringa 

\ 
© 

secreción 

Fig. 1.23 Obtención de exudado uter! 
no 

l. Ovario 

2. U tero 

3. cérvix 

4. Recto 

s. Vejiga 

6. Espéculo de vidrio 

7. Jeringa 

a. Pipeta de plástico 
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blemas reproductivos presentes en la explotación. 

2. Obtención de exudado vaginal 

Para obtener la muestra del tracto reproductor femenino se requiere, además del 

material mencionado anteriormente, un espéculo el cual, se encarga de proteger 

el paso de la pipeta evitand•.:> la contaminación con la flora bacteriana normal de 

la vagina. 

La secreción vaginal, es por lo general, una manifestación de infección uterina 

· (piometra) o bien de una infección lozalizada, los agentes etiológicos involucr_! 

dos son muy variados, por lo que se recomienda obtener estas muestras util1zando 

. medios de cultivo de transporte (principalmente medios reducidos como el caldo 

tioglicolato o el medio de stuart). 

La muestra obtenida (utilizando el lavado uterino o vaginal), deberá ser remiti­

da al laboratorio inmediatamente o bien mandarla debidamente refrigerada (Ver Fig. 

1.23). 

K. RASPl\DO CUTl\NEO 

con el objeto de descubrir la existencia de bacterias y hongos presentes 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 biopsia 

de la piel para poder examinar las estructuras más profundas. 

Si se sospecha de infección por hongos, la muestra se obtiene lavando la zona 

con agua y jabón, desinfectándola posteriormente con alcohol al 70\. El raspado 

cutáneo se puede realizar con una hoja d·e bistur! o con un portaobjetos tratando 
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de 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 raíz (Ver Fig. 

1.25). La muestra se envía sin refrigerar incluida en una caja de petri, en so-

37 40 bres de papel 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 

38 conteniendo algún medio de transporte como el tioglicolato • 

L. RECOLECCION DE AGUA Y ALIMENTO 

Algunas enfermedades como Botulismo y Leptospirosis, pueden tener su origen en 

la contaminación del agua y alimento, por lo que se hace necesario su análisis 

en el laboratorio. 

l. Obtención de mues­
tras de agua 

Las muestras de agua se Pll,!1. 

den obtener de diferentes 

lugares: ·agua de acueduc-

·to o de ~·acimiento, pozos, 

ríos o tinacos (Ver Fig. 

1.26). 

En el caso de aguas de a-

cueducto, las llaves se d!_ 

sinfectan cuidadosamente o 

Fig. 1.25 Raspado cutáneo 
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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 líquido y la tapa. 

En casos de muestras tomadas de pozos, ríos, yacimientos o tinacos, se utiliza el 

mismo tipo de recipiente, se acostumbra anudarlas un cordón o un alambre alrede-

dor del cuello, dejarlos caer en el centro del pozo, estanque o r!o hasta que se 

49 llenen y taparlos • 

En caso de aguas quietas, se hace necesario 11:.anar varias muestras de diferentes 

sitios, previa agitación del área. a muestrear. se recomienda que al quitar la 

ta~a del frasco, se humedezca con alcohol la superficie externa del mismo as! C.!?_ 

mo la porción de alambre que vaya a penetrar en el agua, prendiéndoles fuego pa­

ra esterilizarlos40
• 

Las muestras se deben envia·r refrigeradas antes de las 

12 horas de su toma, solicitando el análisis cualitat.!_ 

vo y cuantitativo correspondiente. 

Fig. 1.26 
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2. Obtención de muestras de alimento 

La técnica de recolecci6n, establece una serie de precauciones, ello implica, en 

primer lugar, precisar el objetivo de estudio, puede tratarse de un alimento so~ 

pechoso de haber causado una infección o intoxicación, puede ser el caso de un 

alimento con un grado de frescura incierto, o bien un problema de investigación 

sobre la causa de su contaminación. 

El tamaño de la muestra (peso o volumen si es. un sólo producto aparentemente ho-

11109éneo1 o el nÚl!lero de unidades si se trata de un lote) está determinado por e-

se objetivo, y por supuesto, en la práctica, por la cantidad de alimento dispon_!. 

ble22
• 

Las recOlllendaciones generales, son las siguientes: 

Utilizar recipientes, bolsas y material, estériles 

Al colectar la muestra evitar contaminaciones del al!lbiente tales como po,! 

vo, tierra, líquidos o de cualquier otra naturaleza. El recipiente se a­

brirá justamente lo necesario para introducir la muestra. 

Si se trata de alimentos a granel, pacas de heno o silos habrá que reti­

rar una porción, obtenerla de.diferttiteslugares evitando mezclarlas entre 

·sí (Ver Fig. 1.27). 

Si.se trata de alimentos envasados, se deben colectar las unidades necesa 

rías de acuerdo con el propósito del análisis¡ si es el caso de un produ~ 

to de fabricación, se obtienen muestras sucesivas distribuidas a lo largo 

del período en el que se realise la inspección (Ver Fiq. 1.28) • 

En la hoja anexa que acompañe a las muestras, se .consignará toda la infor 

~ación pertinente que pueda ayudar en la dirección de su diagnóstico. · 

Una vez identificadas las muestras se env!an al laboratorio en refrigeración (2 

a SºC), utilizando para su env!o hielo natural o hielo seco, en este caso es rec~ 

mondable el uso de hielo contenido en bolsas de plástico para evitar el deshielo 
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Fig. 1.27 

y la posible contaminación de la muestra. 

M. MUESTRAS DE BIOLOGICOS Y PRODUCTOS FARMACEUTICOS. __ 

La eficiencia de los productos biológicos y farmaceúticos como vacunas, bacter,!· 

nas, hormonas, vitaminas, etc., se basa en el control de calidad del producto, 

así como en el método de conservación utilizado para su mantenimiento, ya que 

pueden ocurrir alteraciones durante su elaboración, conservación, transporte, y_ 

uso, ~ue repercuten en forma directa en una disminución del efecto deseado. 

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

que es necesario realizar un análisis cuando se sospecha de estos productos (Ver 

Fig. 1.29). 

Fig. l.28 Alimento procesado 
que puede ser remi ,.~ 
tido para su exa-- "-..J¿{ 
men en el 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, remitir el frasco completo sin abrir y del 

lllismo lote. La hoja clínica debe especificar detalles como: casa comercial, 

no. de lote, distribuidora comercial. Las muestras se envían en refrigeración37 

Fig, l.29 Muestras de biológicos¿ debe utilizarse 
hielo natural como conservador para su 
envío al laboratorio, 

Una vez presentada la manera idónea de recolecta,r y enviar una muestra se está 

en condiciones de poder tomar qesiciones de qué pedir al lClboratorio pa.ra poder 

conf irl14'lr un diagnóstico en el caso de enfermedades causadas por bacterias y --

hongos, o bien, a falta de un laboratorio, el Hédico clínico de C<l.lllpo pueda tr~ 

bajar las :11uestras se<Jún las técnicas que se describen en los siguie11.tes capít~ 

los y poder establecer la causa de la enfert11edad, 
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CUADRO 1.8 

CUADRO RESUMEN DE RECOLECCION Y ENVIO DE MUES'l'RAS 

ENFERMEDAD 

Abomasitis por 
clostridium 

MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO 

Animal entero Refrigeración Necropsia 
Sangre Refrigeración Hemocultivo 
Abomaso Refrigeración Bacteriología 

------------------~~~~~------------~~~!-----------~!~~~~~~~!~2f ~------------
Aborto Feto y placenta Refrigeración Necropsia, histopatologíco 

Aislamiento bacteriológico 
y micótico 

suero de la madre Refrigeración Aislamiento de un virus y 

------------------------------------------------------~~~!~2f~-----------------
-~~=!~~----------~~~~~~------------~~f :!2~=~=!§~----~~!~!~~E~-~~=~~=!~!§2!=~ 
Actinobacilo- Biopsia Refrigeración Aislamiento bacteriológico 

-~-~=~!~~~!=~~!~---------------------~~~±-----------~!~~~f~~~!§2!=~-----------
Antrax 

Artritis 

Porción de oreja 

Frotis sanguíneo 

Animal entero y 
vivo, líquido 
articular y ton­
cilas 

Refrigeración 
en recipiente 
sellado y ro­
t.u lado 

Olt metílico 

Anticoagulante 

Refrigeración 
o congelación 

~slamiento bacteriológico 

Microscopía 

Inoculación en c navas 

Necropsia, histopatológico 
Aislamiento bacteriológico 

--------··-----------------------------------------------------------------------
Aspergilosis Animal entero 

Organo afectado 
Refrigeración 
Refrigeración 

Necropsia, histopatológico 
Cultivo y aislamiento micó 
tico -

Pulmones Refrigeración Histopatología 

------------------~!~~-X-~!~=~~~----~~!:!2~!~=!~~----~~!~!~~~~-~!=§t!=~------

Botulismo Contenido inte.!!_ 
tinal y estoma­
cal 
Sangre 

Refrigeración 

Anti coagulan te 
Refrigeración 

Aislamiento bateriológico 

Inoculación a ratón 
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ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO 

Brucelosis sémen, exudado Refrigeración Aislamiento bacteriológico 
vaginal y microscopía directa 
Abomaso, pulmón Refrigeración Aislamiento bacteriológico 
Suero Refrigeración Serología 

~-----------------!~!~-~-E!~=~!~----~~~:!2~:~s!§~----~~!~!~~!~-e~=~~:!~!§2!s~ 
Candidosis Raspado cutáneo Refrigeración cultivo 

Orina Refrigeración Aislamiento 
Sangre Refrigeración Microscopía directa 

------------------!~!2-~-~!~~~~E~----~2!:!!!2!-----------~!~!~~~!~!§2!s~-----------
Carbunco Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 
--~--------------~ª~=~!2 ____________ ~2~!-----------~!~~2~e~~!~2f~------------
có1era aviar Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 

Hígado, pulmón Refrigeración Aislamiento bacteriológico 

------------------~e~2-~-!~!~~~!!!~---~~~!-------~---~!~!2~e!~!~2f~------------
Colibacilosis Animal entero 

Intestino delga­
do (duodeno) bazo, 
ganglios linfáti-
ces 
sangr_e 

Refrigeración 
Refrigeración 

Formol 
EDTA y refri­
geración 

Necropsia, histopatología 
Aislamiento bacteriológico 

· Histopatologí:a 
cultivo bacteriológico 

~-----------------~~=~~--------------~~!:!2~:e=!§~----~!~!~~~!~-~~s!~E!~!§2!s~ 
Coriza qrganos afectados Refrigeración Aislamiento bacteriológico 

~-----------------~-~!~~~~2---------------------------!~2s~!es!2~-~~-e~!Te!~~---
Criptococosis L. C. R. 

Sangre 

Pulmón, hígado 

Refrigeración 

Refrigeración 
y anticoagulante 

Aislamiento micótico, mi­
croscopía directa 
Frotis con tinta china 

Riñón Formol Histopatología 

~-----------------2E!~~--------------~~!E!2~E~=!§~----~~!~!~~~~-~!s§~!=~------
Dermatitis Biopsia, raspado Formol Microscopia directa 

~~s§!!=~---------=~E~~2~-~~!2-------~~---------~----~!!!Y2-------------------
Disenteria Animal entero y Necropsia, aislamiento bac 

vivo teriológico, microscopia -
directa 

------------------~~=~~--------------~~!!!2~:~=!§~------------------------------
Edema intesti­
nal' del cercfo 

Animal entero 
Encéfalo, intest! 
no 
Ganglios linfáticos 
Heces 

Refrigeración 
Refrigeración 

Formol 

Necropsia, histopatología 
Bacteriología 

llistopatología 
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ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO 

Edema maligno Animal entero y Refrigeraci6n Necropsia, Bacteriología, 

_i_E!~~~-~!:2!~---!fg~!~~-~~-~~~--------------------!:!!S!~~~~~f~----------------
Enfermedad Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 
de Glasser Suero Refrigeración Bacteriología 

------------------------------------------------------~~!~!~2f~------------------
Bacteriología Enfermedad eró Organos afectados Refrigeración 

nica respirato 
ria - Animal entero Refrigeración Necropsia 

------------------~~~!~--------------~~~!!2~!~s!§~----~~!~!~2f~------------------
Enterotoxemia Asa intestinal y 

tejidos afectados Refrigeración Bacteriología y Microsco-

------------------------------------------------------Ef~-~!~S~~----------------
Erisipela Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 

Bazo, hígado, ri-
ñón, tonsilas, 
ganglios linfáti-
cos, exudado arti 
cular - Refrigeración Bacteriología 
Frotis sanguíneo OH metílico Microscopía directa 
Suero Refrigeración Serología 

------------------~~2!~-------------~~!~-------------~~~~!~!~----------------
Espiroquetosis Frotis sanguíneo OH metílico Campo obscuro 
aviar Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 

------------------~~~~-hf 2~~~-------~~~E!2~!es!§~----~~=~~!!~!~2fe _____________ _ 
Epidermitis Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 
exudativa Piel y riñón Refrigeración Bacteriología 

-------------------------------------~~!E!!!~!-----------~!~~~E~~~!~2fe ____________ _ 
Gurma Secreción nasal Refrigeración Bactetiología 

ganglios linfát.!_ 
cos 

~--------------------------------------------------------------------------------
ffemoglobinuria HÍgado y orina Refrigeración Bacteriología 

Bacilar Microscopía directa 

~-----------------~~2!~-------------~~!~-------------~~~=~!~!~~----------------
Leptospirosis Feto Refrigeración Bacteriología 

Suero (madre) Refrigeración Serología 
Orina Refrigeración Campo obscuro 

~-----------------~2!!e-~~-2~e!~~-------------------------------------------------
Linfadenitis 
caseosa 

Exudado Refrigeración Bacteriología 
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ENFERMEDAD 

Listeriosis 

MUESTRAS 

Heces, orina 
Leche 
Suero 
Feto, placenta 

CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO 

Refrigeración Bacteriología 

Serología 

Encéfalo Histopatología __________________ !:!§~~!~-------------~~~~! ____________________________________ _ 

Muermo Ulceras Refrigeración Bacteriología 
suero Refrigeración Serología 

------------------é~s:~s!'2~~~--------~~:!2~:~s!ª~----!~~s~!~s!ª~-~-~!~~!~~----
Paratuberculosis Animal entero 

Biopsia rectal 
Heces 
Suero 
Recto 
Ganglios linfá­
ticos mesentéri 
cos, cólicos y-

Refrigeración 
Formol 
Refrigeración 
Refrigeración 
Refrigeración 

Necropsia, histopatología 
Histopatología 
Bacteriología 
Serología 
Microscopía directa 

------------------:~S~~!~~-----------~~~'2! ___________ !!!~~~~~~~!'22f~------------
Pielonefritis Orina Refrigeración Bacteriología 

_e'2~!~~------------------~----------------------------~s:~~s~~f~-~!:~s~~-------
Queratoconjun-
tivitis Exudado conjuntial Refrigeración Bacteriología 

------------··-----~~!!~-~~~!:~~~~------~'2~!=!! ___________ !!!~~'2~~~'2!'22f ~------------· 
Rinitis Cerdo entero vivo Necropsia, histopatología 

trompa, exudado 

------------------~~~~!---------------------------~---~~s~~:!~!<:?2f~-------------
Salmonelosis Animal entero Refrigeración 

Intestino, hígado Formol 
riñón, bazo y pu.!, 

Necropsia, histopatología 
·Bacteriología 

món .Histopatología 

------------------ff~S~~---------------------------------------------------------
Shigelosis Moco cervical 

Animal entero 
Intestino, bazo, 
Hígado, riñón y 

Refrigeración 
Refrigeración 

Cultivo Bacteriológico 
Necropsia, histopatología 

pulmón Refrigeración Aislamiento bacteriológico 
Formol Histopatología 

__________________ ff~S~~--------------~~~:!2~:~s!ª~----S~!~!~~-~s~~!!~!§2!S'2 ___ _ 
Tétanos Suero 

Heridas 
Refrigeración 
Refriqeración 

Inoculación a animales 
BacterioloqÍa 
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1 ENFERMEDAD 

Tuberculosis 

·MUESTRAS CONSERV~CION 

Tejidos afectados Refrigeración 

Fonnol 
Secreciones, es-

PRUEBAS DE LABORATORIOS 

Microscopía directa 
Bacteriología 
Histopatología 

puto Refrigeración Inoculación a cobayo 
~-----------------2~~E~------~------g~É!!2~Ee=!§~~--2~E~!~2!e ________________ _ 

Tularemia Animal entero Refrigeración Necropsia, histopatología 
Hígado y otros 
órganos afectados Refrigeración Aislamiento bacteriológico 

~-----------------2~~E~--------------g~É!!2~Ee=!§~----2~E~!~2!~-----------------
Vibriosis suero Refrigeración 

sémen, moco vagi-
nal 
Feto y placenta 

Serología 

Bacteriología 
Necropsia, histopatología 
Bacteriología 

FUENTE: Flores Caballero, E. 

Manual de Necropsias. F,E.S. C.-UNAM. 1979. 
cuautitlán Izcalli, Edo. de México. 
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CAPITULO II 

BACTERIOLOGIA 

Durante los Últimos años, el área de la bacteriología diagnóstica, ha demostrado 

avances considerables en la rama de la Medicina Veterinaria, esto ha permitido 

que el diagnóstico de las efermedades infecciosas que afectan a los animales, se 

realise de una forma rápida y precisa. 

Por mucho tiempo el área de diagnóstico se mantuvo distanciada de las prácticas 

de bacteriología. Actualmente, debido a las necesidades de incrementar la pro­

ducción animal en ·México, se hace indispensable que el Médico Veterinario posea 

un.conocimiento básico de los principios y técnicas utilizadas en el laboratorio 

de Mlcrobiología40 • 

Para poder actuar ante un caso de enfermedad infecciosa, el Médico debe saber que 

organismo específico es el agente causal (agente etiológico), por tanto, para 

diagnosticar estas enfermedades es necesario aislar e identificar el microorgani~ 

mo responsable de la infección10• 

Continuamente se desarrollan métodos y técnicas mejoradas para el aislamiento 

y la identificación de los microorganismos; en algunos casos, es posible realizar 

una identificación tentativa de un organismo por demostración directa mediante un 

estudio microscópico, pero en la mayoría de los casos es necesario realizar un 

cultivo en un medio artificial bajo condiciones ambientales que sean adecuadas p.e_ 

ra el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, incluyendo el tipo 

de organismo que más se sospecha de acuerdo a la naturaleza y el origen del mat_! 

rial que se vaya a examinar, así como de los datos aportados por el Médico clíni 
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Este capítulo está planteado de manera que cualquier persona, con los conocimie_!! 

tos básicos de laboratorio, pueda demostrar, aislar e ·identificar en forma rápi-

da y sencilla la mayoría 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 sensibilidad a los antimicrobianos, y así poder establecer un posible esquema 

terapéutico. 

El propósito de esta ·sección de diagnóstico es el de informar al estudiante de 

Medicina Veterinaria de los principios, técnicas y evaluación del dia911óstico de 

laboratorio de las enfermedades bacterianas, basándonos en los 3 aspectos básicos 

en el dia911óstico microbiológico32
: 

a. Demostración 

b. Aislamiento 

c. Identificación 

se debe tener en cuenta por el estudiante que esta sección es el complemento o 

aplicación de sus conocimientos en el área de la bacteriología general y una base . 

en sus próximos estudios de las enfermedades infecciosas y clínicas en las difere_!! 

tes especies domésticas. 

A. DEMOSTRACION 

Tiene por objeto la visualización del agente patógeno o su efecto en el material 

biológico remitido al laboratorio de diagnóstico, la demostración puede realiza!. 

se mediante el examen directo de una extensión sin teñir, o bi.en, utilizando co-

32 lorantes específicos • 

Ventajas: 

Se obtienen resultados inmediatos. 
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Requerimientos mínimos de equipo, tiempo, técnicas de laboratorio, espacio 

de trabajo, etc. 

Puede ser el único. método de diagnóstico probable, como en el caso de que 

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

o poseer características de cultivo especiales. 

Nos puede orientar tentativamente a un diagnótico y tratdllliento rápidos. 

Nos puede dar una idea de la cantidad de gé:z:menes realcionados en el pro­

ceso infeccioso (forma, tamaño y disposición). 

Nos IJIUestra sus características de tinción. 

Limitaciones: 

Se requiere la presencia de grandes cantidades de microorganismos para la 

obtención de resultados positivos. 

Se calcula que aproximadamente por cada bacteria que se.observa al microscopio 

con el objetivo de inmersión existen io6 bacterias por ml o gramo de muestra. 

En la mayoría de los casos no proporciona respuesta de la acción de toxi­

nas, anticuerpos, etc., relacionados con el proceso in vitro. Respuesta más es­

pecífica se puede obtener con el uso de anticuerpos marcados (fluoresceína, ferr.!_ 

tina, enzimas~ etc.) o utirizando microscopía de campo oscuro. 

l. CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS BACTERIAS 

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando poblaciones mixtas, 

sin embargo, el desarrollo de la Microbiología se ha conseguido mediante el est~ 

dio de especies aisladas, desarrolladas en medios desprovistos de organismos co!!. 

taminantes. 

Morfológicamente, las bacterias se clasifican dentro de los siguientes grupos: 

cocos, los cuales, cuando están totalmente desarrollados libres, son perfectarne!!. 
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te esféricos¡ cuando dos o más están en opocisión pueden ser ligeramente apl~ 

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 extra-

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

el Bacillus anthracis¡ los Vibrios, son pequeños organismos que adoptan una fo!_ 

ma de coma (con una sola curva); los espirilos, son de formas más largas y sinu~ 

sas, de cuatro a veinte curvas, con apariencia de un sacacorchos animado 5•52 

(Ver Fig. 2.1. y cuadro 2.1). 

BACILOS V I B R I O S e o e os 
no forman 

' 
formadores ~"" s PIROQUETAS 

esnoras de esnoras 

Staphylococcus E. coli Clostridium Treponema 

Streptococcus Brucella B. anthl;'acis Leptospira 

Gonococo Shigella Borrelia 

Meningococo Salmonella Vibrio 

Cuadro 2.1 Ejemplos de tipos morfológicos de algunas baterias. 

Fig. 2.1 Morfología bacteriana. 

l. Cocos aislados 
2. Cocos a pares (Diplococos) 
3. Cocos en cadena (fil:!gpj;ococcua) 
4. Cocos en racimo (Staphylococus) 
5. Cocos en tétrada (Sarcinas) 
6. Cocobacilos 
7. Bacilos en forma de clava o maza 
a. Bacilos· con extremos redondeados 
9. Bacilos con extremos cortados en escuadra 

10. Bacilos fusiformes 
11, Vibriones 
12. Spirilla 
13. Borrelia 
14. Treponema 
15. Leptospira 

Fuente: Zinsser, 1960. 55 



. Fig. 2.1 Morfología bacteriana. 
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2. OBSERVACION DE MICROORGANISMOS VIVOS SIN TERIR 

Los microorganismos se encuentran en su estado más característico y natural en los 

cultivos jóvenes y en preparaciones frescas no teñidas, observándose mejor por mi 

croscopía de contraste de fase y campo oscuro. Tal examen podrá demostrar no só-

lo la forma o formas de los microorganismos, sino que, además si tiene, o no movi 

. . 18 llll.entos propios • 

La mayoría de los microorganismos aparecen incoloros cuando se les observa in vi-

.!!?_ aunque existen algunos, que presentan pigmentos como en el caso de las algas 

fotosintéticas que poseen clorofila. Utilizando el objetivo de inmersión del mi-

croscopio es posible descubrir ~etalles estructurales internos en las· células más 

grandes, pero es prácticaménte ·imposible en organiamos tan pequeños como las bac-

terias, esto se debe parcialmente, a que el pod.er de resolución del microscopio 

de campo claro no alcanza a poner de manifiesto estructuras más pequeñas de O. 2 

micrómetros, y también a que el citoplasma tiene un índice de refracción de la luz 

muy bajo, por lo que la observación de microorganismos resulta difícil cuando no 

se tiñen26 • 40 

La observación de lilicroorga¡úsmos vivos se puede realizar satisfactoriamente, uti-

lizando preparaciones hGmedas (como la gota suspendida o utilizando portaobjetos 

excavados) las cuales, son fliciles de montar y requieren de un mínimo de' material. 

La técnica puede realizarse de la siguiente manera: a) se deposita una delgada C!, 

pa de vaselina alrededor del borde de la depresión en el portaobjetos excavado; 

bl en el centro del cubreobjetos se coloca, un asa, una gotita.de la suspensión 

de la bacteria; c) se toma el portaobjetos cóncavo invertido y se presiona firme-

mente contra el cubreobjetos y dl con gran ra.pidez se vuelve a voltear toda la pr~ 

paración y se observa10 • 5 
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3. TECNICAS DE TINCION 

Los colorantes se combinan químicamente con el protoplasma bacteriano; si la cé-

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

Los colorantes más 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 ácidos nucleicos, los cuales portan cargas negativas en 

forma de grupo fosfato, éstos se combinan con los colorantes básicos cargados ~ 

sitivamente, lo cual les hace ser los más utilizados en citología bacteriana; 

los colorantes ácidos no tiñen la célula bacteriana y, por lo tanto, pueden ser 

d . . 1 f d l d . 1 54, 34 usa os para impartir a on o un co or e contraste, por eJemp o 

En colorante simple Azul de metileno es la sal cloruro de Azul de metileno, que 

se disocia de· la siguiente manera: 

e A M -----Cloruro-+ Azul de metileno+ 

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

Las células bacterianas tienen una débil carga negativa cuando el PH del medio 

externo está cerca de la neutralidad, que es lo que generalmente ocurre, la célu-

la bacteriana cargada negativamente se combina con el ion Azul·de metileno, car-

gadopositivamente, con lo cual se tiñe la bacteria, las diferencias en la carga 

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

Para los estudios bacteriológicos existen varios métodos de tinción, las ventajas 

que ofrece el uso de las tinciones en la identificación bacteriana son: a) propo_!: 

clonar contraste entre el microorganismo y el medio que le rodea, permitiendo lle 

vara cabo la diferenciación entre los distintos tipos morfológicos (Ver Fig. 2.1)1 

se 



b) permite el estudio de estructuras internas de la célula bacteriana, tales co-

mo paredes celulares, vacuolas o cuerpos nucleares¡ c) permiten al bacteriólogo, 

emplear mayores amplificaciones. 

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

plean en métodos que son modificaciones de las técnicas de tinción básicas (Ver 

cuadro 2. 2). 

CUADRO 2.2 

CLASIFICACION DE LAS TINCIONES 

I. TINCION SIMPLE 

a) Colorantes básicos 

b) Colorantes ácidos 

c) Colorantes indiferentes 

2. TINCIONES DIFERENCIALES 

a) Tinción de Gram 

b) Tinción de ácido-resistentes 

3. TINCIONES ESTRUCTURALES 

a) Tinción de Fuelgen 

b) Tinción de endosporas 

c) Tinción de pared celular 

d) Tinción de flagelos 

e) Tinción de cápsulas 

Fuente: Van Demark y seeley, 1973. 

59 



3.1 PREPARACION DE UN FRO'l'IS FIJO PARA TINCION 

Antes de teñir, se debe "fijar" el material que se va a observar. Los portaobj!_ 

tos que se empleen para realizar las extenciones deben estar limpios y bien mar­

cados para su identificación y para la delineacilln del área en que hay que colo-

car la muestra, el portaobjetos puede dividirse en varias secciones con un lápiz 

marcador y colocarse varias extenciones en una misma placa, a condición de que 

t d - . d l • 19 o as se vayan a tenir e a 11U.sma manera • 

PROCEDIMIENTO: 

La técnica para realizar el frotis bacteriano es variable si el cultivo 

se encuentra en medio ~Ólido o en líquido. Con un asa de inoculación se 

coloca una gota pequeña d~l cultivo que se va a teñir si esta, proviene 

de un medio líquidor cuando se toma a partir de un cultivo sólidQ se colE_ 

ca una.gdta <h agua destilada en el portaobjetos y se mezcla bien con un 

poco del crecimiento del cultivo54 

Extender la gota sobre el portaobjetos formando una capa fina, debe evita!_ 

se preparar un frotis demasiado grueso. 

Seque los portaobjetos al aire o manteniéndolos sobre la llama del Bunsen. 

cuando se haya secado el frotis, pase el portaobjetos tres veces por la 

llama del mechero con la capa hacia arriba, teniendo cuidado de no aplicar 

el calor en foxma excesiva ya que estropearía la morfología normal y la es 

tructlll:a de los microorganismos que se van a teñir46 (Ver Fig. 2.2). 

Aunque la fijación hecha de esta manera es buena para el trabajo corriente, no es 

la mejor, ya que la aplicación del calor no se puede precisar con exactitud. Se 

pueden emplear otros métodos, como la inmersión de las laminillas en alcohol etí-

lico, formol, soluci6n acuosa saturada de bicloruro de mercurio, líquido de Zenker 

60 



MEDIO SOLIDO MEDIO LIQUIDO 

CD ® 

---·---- .......,_, __ .,.._ 

Fiq. 2.2 Preparación de un frotis fijo para tinción 

61 



y ácido acético, si se utilizan fijadores qu!micos deben eliminarse con agua antes 

de teñir52 • 

NOTA: Es importante recordar que la fijación por calor puede no matar las bacte-

rías, por lo que todas las laminillas deben de ser tratadas con el respeto y pre-

33 caución inherentes a todo objeto presuntivamente patógeno • 

3.2 TINCIONES SIMPLES 

Los colorantes utilizados para tinción de las bacterias son en su mayoría coloré!}! 

tes básicos de anilina, tales como Azul de metileno, Vióleta de genciana y Fucsi-

na, para tinción simple S\lelen emplearse en solución acuosa al 5%, preparada ge~ 

ralmente a partir de soluciones alcohólicas saturadas filtradas; la tinción se l~ 

gra cubriendo la película bacteriana fijada con solución colorante y dejándola ªE. 

tuar de 1/2 a l 1/2 minutos, según la fuerza del colorante empleado, el Azul de 

metileno es el más débil de los tres colorantes mencionados; el Violeta de qenci~ 

na, el más fuerte33 ' 51 • 15 · 

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

Las preparaciones teñidas se examinan directamente; no es necesario. el uso de cu-

breobjetos. 

3.3 TINCIONES DIFERENCI.l\LES 

a. TINCION DE GRAM 

En 1884 un médico danés; Christian Gram, desarrolló .un método de tinción que lle-
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va su nombre y que es de enorme utilidad en cualquier laboratorio de Bacteriolog!a. 

La tinción por el método de Gram es la más apropiada para conseguir información 

de valor y debe hacerse en todos los casos en que esté indicada la tinción, se ~ 

plea también como método habitual para el examen de cultivos, a fin de determinar 

su pureza y con fines de identificación. Esta técnica, proporciona información 

sobre propiedades estructurales de las bacterias que permiten separarlas en dos 

19 40 56 grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas ' ' 

Los cultivos utilizados para ser teñidos por el método-·de Gram deben de ser jóve-

nes, es decir, deben haber sido incubados por un corto tiempo (máximo 24 horas), 

ya que en los cultivos viejos hay liberación de enzimas por autolisis, las enzimas 

atacan la pared celular y modifican sus propiedades estructurales convirtiendo 

as! gérmenes Gr5Ull positivos en Gram negativos51 • 

se han ideado muchas fórmulas y procedimientos para la tinción de Gram, las bases 

químicas de la coloración de Gram han sido revisadas recientemente por Dubas, 13a.!: 

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-

ficación de aucker (Hucker y conn, 1923) y en Inglaterra COlDO la modificación de 

Lillie (1928) 7, U, 13, 18, 19 
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1. SOLUCIONES 

Cristal violeta con oxalato am6nico 

Solución A: 

Solución B: 

Cristal violeta (garantizado) 
Alcohol etílico (al 95\) 

oxalato am6nico 
Agua destilada 

2 g. 
20 ml. 

o.a g. 
80 ml. 

Mezclar las soluciones A y B, almacenar durante 24 horas y 
filtrar a través de papel. 

Solución de yodo (Mordiente) 

Yodo 
Yoduro potásico 
Agua destilada 

1 g. 
2 g. 

300 ml. 

Triturar en un mortero el yodo y el yoduro potásico y añadir 
algunos mililitros de agua poco a poco hasta conseguir su di 
solución. Almacenar en un recipiente opaco. -

- coloración de contraste 

Safranina O(solución al 2.5% en alcohol etílico 
al 95\) 
Agua destilada 

2. PROCEDIMIENTO 

10 ml. 
100 ml. 

- Preparar un frotis fijo para tinci6n de un éultivo de 18 a 
24 horas. 



- .!lplicar la solución de oxalato de 

amonio - cristal violeta durante 

30 segundos. 

- Lavar perfectamente con agua de la 

llave. 

- Aplicar la solución de lugol durante 

30 segund()S• 

- Escurrir la solución de luqol, pero 

no lavar. 
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- Decolorar con algunas gotas de acetona. 

(La acetona no deberá permanecer en.el 

frotis por más de 2 a 4 seg.). 

- Lavar rápidamente con agua. 

Contrastar con safranina al O.S\ duran 

te 30 seg. 

~av~ y mantener por un extremo para 

escurrir, o secar cerca del mechero. 
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PASO 

Tinción inicial 

Mordiente 

Decoloración 

Contraste 

cuadro 2.3 Etapas en la tinción de Gram 

ME TODOS 

Cristal violeta durante 
JO segundos 

Aplicar lugol durante 
30 segundos 

Solución de alcohol y acetona 
(gotas), 3 a 5 segundos 

Safrani\'ª durante 30 seCJlllldos 

R E S U L T A D O S 
GRJ\M (+) GRAM (-) 

Violeta 

Violeta 

Violeta 

Violeta 

Violeta 

Violeta 

Se decolora 

Se tiñen de 
rojo 

FUENTE: Van Demark y Seeley, 1973. 

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

son: Haemophilus influenzae y·Yersinia pestis. Los frotis de.estos microorganis­

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

Toda la laminilla deber& est~ cubierta con cada reactivo y el rear.tivo anterior 

deberá ser completamente eliminado en cada etapa, cantidad insuficiente del reac-

tivo resultará en una tinción o decoloración deficiente. 

3. RESULTADO 

Los microorganislllOs Gram positivos se tiñen en azul o púrpura, 
y los organismos Gram negativos, en rojo. 

a.2 MODlFICACION DE REED2 ' J, 41 25 ' 48 

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

111aXio más estable que el original, ya que éste se deteriora rápidamente, 2) redu-. 
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cir el tiempo requerido para completar la técnica40 • 46 

l • SOLUCIONES 

Solución primaria: 
Cristal violeta 
Agua destilada 

2.5 9· 
1000 ml. 

Solución "sensibilizante": 

- Mordiente: 

Yodo 

Bicarbonato de sodio 
Agua destilada 

12.5 g 
1000 ml. 

Hidróxido de sodio (sol. ll\Olar) 
20 g. 

100 ml. 

Disolver el yodo en el hidróxido de sodio y agregar: 

Agua destilada 100 ml. 

Decolorante: 
Alcohol etílico (95%) 750 ml. 
acetona 250 ml. 

solución de contraste; 
Fticsina b&sica (sol. saturada 
eri alcohol al 95'11) 100 ml. 

Agua destilada 900 ml. 

2, PROC!DIM!ENTO 

Cllbrir el frotis fijo con la solución de cristal violeta (una 
o dos gotas son suficientes para cubrir el área del frotis). 

- Agrelplr una cantidad igual de la solución de bicarbonato de 
sodio, dejar actuar esta mezcla por 15 segundos. Lavar con 
agua corriente de la !,lave, 

- Apl,i.car el 1110rdiente, y dejar actuar durante 15 segundos. L.e_ 
var.con agua corriente. 

- Tratar el frotis con el decolorante por espacio de 3 a 5 se­
gundos y lavar nuevamente ·con agua cordénte. 

- A9regar el colorante de contraste y dejarlo actual por 15 S,!! 
vun<los·y lavar con agua corriente. 

secar et frotis al aire o cerca del mechero. 
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3. RESULTADO: 

Las bacterias Gram positivas se tiñen de color violeta, en el e_!! 
so de ser Gram negativas de calor rosa o rojo. 

En este método es crítico el tiempo de cambio de color, por lo que cada laminilla 

debe tratarse por separado y en forma individual. Prestan y Morrell (1962) han 

sugerido 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-

cias especiales como para la demostración de bacilos Gram negativos anaerobios que 

tiñen mal (Bacteroides) provenientes de material purulento ya desnaturalizado ~ 

33 el cual las hebras de fibrina pudiera enmascarar la reacción • 

a.3 PRUEBA DB KOH llL 3\19 ~ 69 

Otros métodcis utilizados recientemente para la .identificación y diferenciación de 

las bacteri~s Gram positivas y negativas incluyen, la.prueba.de KOH40 • 

Es una prueba muy útil para confirmar, en caso de duda, si la bacteria es Gram ~ 

sitiva o negativa, se ha reportado que existe una correlación de un 92\ con las 

bacterias sometidas a la reacción de Gram11 . 

l. SOLUCIONES 

Reactivo: 
Hidróxido de potasio al 3\ 

2. PROCEDIMIENTO 

- Colocar en un portaobjetos, una gota del.reactivo 

- Con el asa de inoculación, mezclar con movimientos giratorios 
una muestra de la colonia proble1:1a, apt'OKimadamente por un m,!. 
nuto. 
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3. RESULTADOS: 

Gram negativas: al sepa­
rar el asa de la mezcla -
queda entro ellas una he~ 
bra viscosa dentro de los 
5 a 60 segundos. 

Gia.m positivas: no existe 
dicha viscosidad. 

b. T.INCION DE ACIDO - :RES.ISTENTES 

La tinción de ácido resistentes es una técnica diferencial que demuestra la resi!!_ 

tencia de una célula teñida a ser decolorada por los ácidos. En algunas micobac­

terias y actinomicetos1 la propiedad de ácido.resistencia está relacionada con su 

alto contenido en lípidos, por lo tanto, la tinción de estas bacterias se debe 

realizar con colorantes que presenten mucha afinidad para tales células y utilizan 

54 do una fuente de vapor • 

.. 
Al grupo de bacterias que presentan estas características se les denomina ácido-

alcohol resistentes. El grupo está compuesto por bacterias del género Mycobacterium 

incluyendo al bacilo tuberculoso, al de la lepra y al de la enfermedad de Johne o 

paratuberculosis del ganado; también por las especies saprófitas como el Mycobac­

terium plhei, presente en el suelo y polvo; y por algunos actinomicetos, los cua­

les son bacterias que guardan similitud morfológica con los· hongos, el género ~ 

40 
~ es un ejemplo de actinomicetos • 
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En este método se tiñe con fucsina fenicada, se decolora con una solución de áci-

do - alcohol y se da contraste a las células bacterianas, las bacterias ácido re-

sistentes se decoloran más lentamente por el ácido-alcohol que otros organismos, 

15 
y retienen el color de la tinción inicial después de contrastar • 

Se han definido varios métodos de tinción en frío (Aubert, 19501 Hook, 1962) pero 

tienen poca o ninguna ventaja sobre el método convencional de Ziehl - Neelsen cuan 

18 do se aplican a cultivos puros 

b.J. Mtl'ODO DE ZIEHL - NEELSEH (1883)ll' 181 341
· 

46
• 

1. SOLUCIONES 

Colorante primario - Fucsina fenicada: 
Fucsina bá'sica 
Alcohol etílico al 95\ 
Fcnol al 5\ 

Decolorante - Alcohol ácido; 

Colorante de contraste: 

ácido clohídrico 
Alcohol al 95\ 

Solución A: 

Azul de metileno (90\ contenido de colorante) 
Alcohol etílico al 95\ 

Hidróxido de potasio 
Agua destilada 

Solución B: 

3 g. 
100 ml. 
900 ml. 

3 ml. 
97 ml. 

03 g. 
30 ml. 

0.01 g. 
100 ml. 

Mezclar las soluciones A y B. Algunos autores prefieren la 
solución acuosa de verde de malaquita al 0.5\ o solución de 
ácido pícrico corno colorante de contraste2• 



2. PROCEDil:IIENTO 

- Preparar un frotis fijo para tinción. CUbrir la laminilla 
con solución fuerte de fucsina fenicada y calentar hasta que 
se desprenda vapor (pero no hervir) . 

- Después de 3 o 4 minutos aplicar más ca-

lor1 no dejar secar el colorante en la 

la:minilla (utilizar un trozo de papel ab-

sorbente sobre el frotis). 

-Aproximadamente 5 a-7 minutos después de 

la primera aplicación de calor, lavar pe.E 

fectaznente la lazninilla con agua corrien-

te. 

- Decolorar con alcohol ácido hasta que t~ 

das las trazas de color rojo desapares-

can del frotis. Deber&n realizarse lav~ 

dos intermitentes con agua y alcohol ácl:, 

co. 
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- r.avar perfectamente con agua de la llave 

cuando la decoloración se haya completa-

do. 

- Contrastar con azul de metileno o verde 

de malaquita a:l 0.5, durante 1 minuto. 

- Lavar y dejar escurrir sosteniendo por 

un extremo la laminilla¡ no utilizar P!. 

pel secante. 

3. RESULTADO: 

" .\-...,P.'--~~~~~..," 

, , 

Los microorqanismos &cido' resitentes se tiñen en rojo, otros mi 
croorqaniS1110s ss tiñen de azul o verde según e1 colorante de 
contraste utilizado.· 
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b. 2 ME'l'ODO DF; ~OUK (1915) 

Es un método empleado para la identificación de micobactwasque no :requiere la 

aplicación de calor11 ' 32 

l. SOLUCIONES: 

Fucsina fenicada 

Decolorantes 

- AZul de metileno 

2. PROCEDIMIENTO 

Fucsina básica 
Fenol en cristales 
Alcohol (95\) 
Agua destilada 

4.0 q. 
a.o q. 

20.0 q. 
100.0.ml. 

·Ac. sulfúrico eol. acuosa al l\ 

Azul de metileno 
Agua destilada 

0.3 9· 
100.0 ml. 

- CUbrir el frotis con fucsina fenicada por 3 minutos. 
-

- Lavar con agua corriente, y decolorar con ácido sulfúrico 
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. 

3. RESULA'l'ADO': 

Las bacterias ácido resistentes se tiñen de rojo, las demás bac 
terias se tiñen de azul. 

3.4 TINC!ON DE ESTRUCTURAS 

Para .los estudios bacteriológicos h~ varios métodos de tinción ad~s de la téc 
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nica de Gram o alguna de sus modificaciones. Para detenninaciones especiales 

pueden ser útiles, el método para teñir esporas, cápsula y flagelos. Es import~ 

te recordar, que los orqanismos con características de tinci6n conocidas, debe4án 

incluirse ~omo controles de tinción en todos los casos19 

a. TINClON DE ESPORAS 

LCl formación de esporas es un fenómeno poco común, ya que solamente dos géneros 

bacterianos de interés veterinario son capaces de formarlas: Clostridi1.m1 f Baci~ 

.!..!!!!• y de las Últimas en particular, sólo B. antl\racis es indudablemente patÓg_! 

no1 la importancia de las bacterias formadoras de esporas, por ejemplo, Cl.·teta­

~' se deriva de su asociación en la contaminación de heridas, entre otros Clos-

tridios patógenos se encuentran los causantes del botulismo, la "pierna negra" y 

40 de la gangrena gaseosa • 

Las esporas se observan de la manera más simple como cuerpos refringentes int~a-

celulares, o bien, liberadas de la sustancia vegetativa de la célula, a diferen-

cia de la célula vegetativa que la produce, la espora es muy resistente y puede 

sobrevivir largos per!odos de tiempo, incluso en medios desfavorables por altas 

temperaturas, substancias qu!micas o materia orqánica en descomposición56
• 

La espora se tiñe fácilmente, pero una vez teñida resiste fuertemente la decolo-

ración y el contraste, la tinción de esporas, se realiza utilizando los siguien-

tes métodos: 

75, 



a.l Método de SChaefer y Ful.ton (1953) 19• 33 • 55 

l. SOLUCIONES 

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

- Safranina (al 0.5\) en agua destilada 

2. PROCEDIMIENTO: 

CUbrir la extensión (fijada con calor) 

con verde de llllllaqui ta y calentar hil!, 

ta la formación de vapor durante 1 JU!. 

nuto. 

- Lavar perfectamente con agua corrie.!l 

te. 

- Contrastar, aplicando safranina en 

solución acuosa durante 15 a 30 se-

qundos. 
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Lavar, escurrir y secar cerca del 

mechero. 

3, RESULT1\DOS: 

Las esporas se tiñen de verde¡ el cuerpo de la bacteria se tiñe 
de color rojo. 

La: espora puede éstar locá1izada en el centro del cuerpo celu­
lar, en cuyo caso se denanina central¡ puede estar entre el cen 
tro y un extremo de la célula, en el caso de ser subterminal, o 
bien, puede se34terminal si aparece en alguno de sus extremos 
(Ver Fig. 2.3) • 

Fig, 2.3 Tipos de esporas.bac­
terianas• terminal, 
subterminal, central, 
esférica y ova11s. 
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El método para la demostración de esporas, puede emplearse como tinción en fr!o, 

dejando actuar al verde de malaquita durante 10 minutos. 

a.2 "1iX'QOO D~ Cot.QBl\~ION ~ARA ESPO~ EN fR¡gll, 51 

(Bartholomew y Mittwer, 1950). 

l. SOLUCIONES: 

- verde de malaquita (al 7%) en agua dest+lada. 

Safranina en solución acuosa al 0.25%. 

2. PROCEDIMIEN'IO: 

Preparar un frotis fijo para tinción. 

Teñir durante 10 minutos con verde de malaquita sin aplicar 
calor. 

- Lavar durante 10 segundos utilizando agl1a corriente. 

COntrastar con safranina durante 15 ~egundos. 

Lavar y secar. 

3. RESULTADO: 

Las esporas se tiñen de verde¡ el resto de la célula de rojo. 

b. TlNCION DI;! CAPSULAS 

La cápsula bacteriana consiste en lilllO excretado, habitual.mente un polisacárid~, 

aunque en un caso (Bacillus anthracis) consiste en un polipéptido del ácido D-

glutamico, las célula~ encapsuladas forman, en los medios de cultivo, colonias 

lisas y mucoides, mientras que las células no capsuladas producen colonias 'rugo-

sas. La única función conocida de la é!ipsula es la de proteger a la bacteria de 

34 la fagocitosis y de los virus que deben fijarse a la pared celular • 
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El grosor de la cápsula varía de especie a especie, y aún dentro 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 antigenética, reacciona con anticuerpos específ.! 

cos para producir una reacción de microprecipitación que, al alterar su índice 

de refracción la hace más facilmente observable, este fenómeno es conocido como 

reacción de "Quellung" y va acompañado en algunos casos, por un aumento en el V,2 

40 lumen de la cápsula • 

La tinción para cápsula puede ser diagnóstica, como en el caso de infecciones 

por C!yptococcus neoformans en extensiones de líquido cefalorraquídeo. 

Generalmente la cápsula se pone de manifiesto mediante una tinción negativa o una 

modificación de ella, ya que por las técnicas usuales, no pueden observarse al no 

retener los colorantes utilizados34• La tinta china o la tinta pelícano son úti-

les para realizar la técnica (el fondo ·está integrado por partículas, no es homo-

qéneo y por esta razón muchos laboratoristas prefieren usas solución de nigrosina 

al 10'11) 33, 56 
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b.1 Ut:ic;¡_QN DE C)\PS.~ GQN Nl.GROS:J'.?:l'ª-33 ' 54 

(Preparación ~eca) (1951). 

2. PROCEDIMIENTO: 

- :Preparar Wta extensión delgada con 

la muestra y fijarla mediante calor. 

- Teiü;r: con safra.nina al 0,5% _por es-

pacio de 30 seglUldos. 

\\--,µ'--~~~~~,' , , 
- La.va.r con agua corriente y esCU):ri;r:, 

secax cerca del l!leche;ro. 

, 
,' , 
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Fiq. 2.4 Frotis con nigrosina para c&psula. 

- Se esparce. la nigrosina sobre la lmnini.lla, utilizan.do la tEicnica para frotis 
sanguíneo (Ver Fig. 2. 4) • 

- Dejar secar la e.xtensi6n a medio ambiente, .y observar. 

3. RESULTADOS: 

Las . c&psulas se observan incoloras sobre un fondo obscuro, 
él cuexpo bacteriano se tiña de color rojo (Ver Pig~ 2.5) 

Frotis grueso Frotis delgado 

Fig. 2.5 Demostraci6n d.á c'psulas utilizando el mlitodo de la 
nigrosina. · 
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b.2 METODO DE MUIR PARA CAPSULA
19 

l. SOLUCIONES: 

- ·Acido tánico 

solución saturada de cloruro de mercurio 

solución acuosa saturada de sulfato alu­
minicopotásico 

2. PROCEDIMIENTO: 

2 volúmenes 

2 volúmenes 

2 volGmenes 

Preparar una extensión delgada y unifor~e del cultivo, fijar 
la medi~te calor y cubrir la pel!cula con papel filtro. -

Teñir con fucsina fenicada durante 60 sequndos y carentar 
hasta la formación de vapor. 

Lavar con alcohol, luego con agua corriente. 

Apl!quese mordiente durante 30 segundos. 

Lavar con agua corriente. 

Contrastar con Azul de metileno durante 30 segundos. 

3. RESULTADOS: 

Las células se tiAen de rojo y las cápsulas de azul. 

C. TINCION DE FLAGELOS 

Los flagelos son estructuras demasiado finas (12 a 30 ·nm de diámetro) para ser 

visibles en el microscopio Óptico, sin embargo, si se tratan con suspensiones C2, 

loidales inestables de sales de ácido tánico, puede ponerse de manifiesto su pr,!! 

sencia y disposición en las células por medio de la formación de un precipitado 

grueso que se deposita sobre la pared celular y de los flagelos; en esta forma 
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el diámetro aparente de estas estructuras aumenta de tal modo, que una tinci6n 

34 subsecuente con fucsina b:isica las hace visibles en el microscopio 

En las bacterias perítricas los flagelos se agru~ en fo:ana de haces durante el 

movimiento, y éstos pueden ser suficientemente gruesos como para ser observados, 

estudiando las células vivas mediante microscopía de Clllllpo oscuro o de contraste 

de fase, la tinción de flagelos puede realizarse, utilizando el método de Leif­

son (1960) 11' 34 

c,l HETOOO DE LEIFSON PARA LA cOLORACION DE FUGELOS 

1, SOLUcIONES: 

(S04)2 ALK 12 H20 

solución saturada acuosa 2Q.ml. 

- Acido tánico (sol. acuosa al 20\) 10 ml. 

- Agua destilada 40 ml. 

~ Alcohol etílico al 95\ 15 ml. 

- Fucsina básica (sol. sáturada en alcohol al 95\) 3 ml. 

La tinción de flagelos no debe de tomarse a la· ligera, pero resulatados razona-

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

18 Qión del cultivo, del frotis y de los reactivos , 
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2. PROCEDIMIENTO: 

- . Preparar las lAlnirtillas lilnpiÑidolas en una. solución de di­
cromato o ácido nitríco caliente perfectamente, lavar en 
agua, enjuagar en. alcohol y secar. 

Preparar un frotis colocando una asada de bacterias, cultiva 
das en medio líquido, cerca de un extremo de 111. laminilla se 
ca, la cual inmediatamente se inclina a una posición verti-­
cal, de tal manera que la gota se deslice dejando una pelí~ 
la delgada con los bordes paralelos, la extensión puede rea­
lizarse utilizando el asa de inoculación como se muestra en 
Fig. 2.éO, 18, 33 

Fig. 2.6 Preparación de frotis delgado para tinción de flagelos. 
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Pig. 2.7 Demostración 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 solución dejando reposar durante 10 mi­
nutos. 

Lavar perfectamente con agua corriente. 

Separ y examinar. 

3. RESULTADOS 

Los flagelos se tiñen bien, de color rojo, en aquellas bacterias 
que no presentan flagelos extremadamente delicados (Ver Fig. 
2.7). Los flagelos pueden presentar diferente disposición, de­
pendiendo el género bacteriano (Ver Fig. 2.8). 

Fig. 2.8 

4 

Situación de los flageloss l. Monótricos, 2. per!­
tricos, 3. mult!tricos y 4. lofotricos. (Carpenter, 1979). 
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b. TINCION DE ESPIROQUETAS
11

' 
19 

(ME'l'ODO DE FONTANA, 1912) 

l. SOLUCIOO: 

NITRA'.ro DE PLATA AMONIACAL: 

- · Disolver 5 g. de N03Aq en 100 ml. de agua destilada, retirar 
unos mililitros y anadir al resto una solución concentrada de 
amoniaco, gota a gota, hasta que el precipitado que se fo:cma 
s~ disuelva; añadir luego gota a gota suficiente cantidad de 
nitrato de plata hasta que el reactivo permanezca ligeramen­
te turbio aún después de agitar, la solución se conserva en 
buenas condiciones durante meses. 

2. PROCEDIMIENTO: 

Preparar la extensión y fijarla por calor. 

Verter encima una solución de ácido tánico al 5\ en fenol al l\ 
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": 
ración. 

Lavar perfectamente con agua. 

Escurrir o secar con papel secante y examinar. 

3. RESULTADOS: 

Las espiroquetas se tiñen de marrón o de negro en un campo ma­
rrón oscuro. 

A menos que se haga una preparación permanente, la extensión se 
desint09ra después de una semana. 
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3.5 TECNICAS AU'l'OMATIZADAS DE TINCION 

cremer publicó en 1968 una valoración de las ventajas prácticas del uso de una 

máquina para la tinción estandarizada de laminillas teñidas por el método de Gram 

demostró que en la práctica la transferencia de bacterias'de laminilla a lamini-

lla en el interior de los frascos de tinción no ocurría. El obstáculo principal 

para su empleo es la ·renuencia de valorar los méritos de una máquina para algo 

tan simple COlllO la tinción de Gram. 

El valor de la máquina consiste en que los lotes de láininillas pueden ser prepa-

radas con mayor rapidez que si se prepararan en ferina individual y con un buen 

qrado de precisión. 

La máquina también puede ejecuta¡: perfecta111.ente bien el métodÓ de Auramina - fe-

nol para la tinción de microorganismos pertenecientes al género MyCobacterium, 

empleando un microscopio fluorescente para examinar las laminillas33 • 

B. AISLAMIENTO 

· La etapa de aisla.llliento consiste en el transporte y cambio de los microorganiSIDOs 
. .. 

del l!ledio natural don.de se encuentran. a :un medio artificial (medios de cultivo y 
. . ·~ 

anblales se experimentación) para su prapa.gación en cultivo puro .• 

Ventajas¡ 

- PreJ;"¡r;equisito indispensable para. la. identificación de los agentM micro-

bianos, Ga.lvo algunas excepciones, 

- Requerido para una determinación correcta. de la sensibilidad a los agen-

tes antibióticos y sulfas. 
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Desventajas: 

Requiere de tiempo, equipo, conocilllientos y experiencia. 

Puede ser peligroso para el personal de laboratorio. 

En algunas ocasiones se puede llegar al diagnóstico con técnicas menos la 

boriosas como: examen clínico, patológico, demostración, etc. 

Métodos: 

.Obtener una muestra del 111Aterial biológico en condiciones estiriles y Sil,!!! 

brar en estría, con objeto de aislar los microorganismos en cultivo puro (ver 

técnicas de sembrado para obtención de cultivos puros). 

si se sospecha de contaminación de la muestra, se recomiendan los siguie.!!, 

tes procedimientos para reducir al mSximo la posible contaminación: esteril:i.za­

ci6n de ia superficie de los órganos con un.a espátula caliente, centrifugación 

diferencial, filtraci6n o bien, sieinbra en medios selectivos. 

1. MEDIOS DE CULTIVO 

Prácticamente todos los microorganismos, .pero en particular las bacterias y los 

hongos, pueden cultivarse sobre substratos nutritivos para el estudio de sus p~ 

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

Ya que los diversos microorgania.os exigen requisitos diversos al medio.de.culti­

w, se necesitan·en el laboratorio microbiológico una serie complota de Mdios de 

cultivo especiales43 • 

.. 
La pr:oliferaci6n de bacterias ea el resul.tado de una interacci6n COlllPleja de di­

ferentes sustancias alimenticias y principios activos, en la cual intervienen fa~ 

torea físicos como la temperatura, el pH, el factor redox, etc. 
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Para su crecimiento todos los microorganismos requieren agua, además deben estar 

presentes en forma utilizable el carbono, oxígeno, nitrógeno, hidrógeno, calcio, 

fósforo y el hierro, muchos microorganismos dependen además de oligoelementos e~ 

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

Los microorganismos exigentes tienen necesidad además de factores de crecimiento 

como los aminoácidos, vitaminas, purinas u otras sustancias que no pueden sinte­

tizar ellos mismos43 • 

El carbono se necesita en la mayor parte de.las veces en forma de compuestos or-

gánicos, que luego sirven como fuente de energía, el oxígeno se toma principalmeE_ 

te de la abnÓsfera,llas necesidad~s de hidrógeno se cubren con compuestos orgánl 

cos y, en casos particulares, también a partir de compuestos inorgánicos. El nl 

trógeno proviene de sales en forma de nitratos, nitritos o compuestos arn6nicos, 

o de componenetes más complejos como aminoácidos, peptonas o proteínas. Los ot::r. '• 

elementos se toman principalmente de sales. 

Los medios de cultivo sintéticos están compuestos de una serie de substancias 

químicas definidas exactamente, los medios de cultivo complejos contienen difere.!! 

tes extractos, hidrolizados u otros aditivos43 • 

Para la producción de medios de cultivo sólidos, se añade un agente de solidifi­

cación a las soluciones nutritivas líquidas •. El agar - agar es un agente de so­

lidificación prácticamente ideal, funde a temperaturas superiores a 90º e, pero 

al enfriar permanece líquido hasta una temperatura de aproximadamente 40º c. 

El agar - agar es un extracto seco, gelificante, obtenido de algw1as especies ma 

rinas de algas rojas, particularmente de los géneros Gelidium, Gracilaria, Ptero 

claida y Adanthopeltis8 
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F.n el medio de cultivo pueden estar presentes colorantes e indicadores, cuyo ca~ 

bio de color será característico para un determinado intervalo de pH, (Ver cua-

dro 2.4). 

Los colorantes e indicadores son de importancia capital en la preparación de la 

mayor parte de los medios de cultivo diferenciales, en tales medios los coloran-

tes pueden actual de la siguiente manera: 

a) C0'1l0 agentes bacteriostáticos, -o como agentes inhibidores que impiden o de-

tienen el desarrollo de un determinado grupo de microorganismos comensales que 

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

lar. b) Como indicadores de los clll!lbios de acidez o de alcalinidad que experi-

menta el medio de cultivo (substrato) • c) Como indicadores redox en ciertos ~ 

dios de cultivo especiales, el azul de metileno y la resarzurina son los indica-

dores redox más utilizados por su color indican la presencia o ausencia de ox!g~ 

no en algunos de los medios utilizados en bacteriología anaerobia8 ' 18 • 43 
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CUADRO 2.4 

Indicadores del pH y sus características 

INDICJ\DORES [ J 
Cambio de color 

usual % 
Acido Alcalino 

Roj.o de metilo 0.2 4.2 - rojo 6.J - amarillo 

Rojo de clorofenol 0.2 4.e - amarillo 6.4 - púrpura 

Andrade - 5.0 - rosa e.o - amarillo 

Púrpura de 
bromocreosol 0.2 5.2 - amarillo 6.e - púrpura 

Azul de bromoti~l 0.2 6.0 - amarillo 7,7 - azul 

Rojo neutro 0.1 6.e - rojo e.o - amarillo 

Rojo de fenol 0.2 6.e - amarillo e.4 - rojo 

Rojo de cresol 0.2 7.2 - amarillo e.e - rojo 

Azul de timol 0.2 e.o - amarillo 9.6 - azul 
" . 

Fenolf taleina 0.1 8.3 - incoloro 10.0 - rojo 

Azul de china - 4.e - azul 6.e - incoloro 

Azul de timol (ácido) . 
1.2 - rojo 2.8 - amarillo 

Naranja de metilo 3.1 - rojo 4.4 - amarillo 

Azul de brornofenol 3.1 - amarillo 4.7 - azul 

Rojo de congo 3.0 - azul 5.2 - rojo 

Verde de bromocresol 3.1 - amarillo 4.7 - azul 
,_ 

Resarzurina 3.8 - naranja 6.5 - violeta 

Toma sol - 4.5 - rojo. 8.3 - azul 

(Cowan y Steel, 1979) (Branson p,, 1972) 

(Medios de cultivo Merck, 19e3) (Bauer y Ackerman, 197<¡ 
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l.l CLASIFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

como es lógico suponer no todos los medios de cultivo son utilizados para el ais-

lamiento de todas las cepas bacterianas, en ocasiones no sólo no son aptos para 

el aislamiento de microorganismos en general, sino que además poseen la capacidad 

40 de inhibir a algunos y favorecer el desarrollo de otros • 

Basados en el propósito para el cual eon fabricados los medios de cultivo, se 

pueden clasificar de la siguiente manera: 

a. MEDIOS DE CULTIVO BASICOS 

Son medios simples que contienen en qeneral los nutrientes esenciales para pro~ 

ver el des.arxollo · de microorganismos poco exigentes nutricionalmente, reciben 

también .el .nombre de medios generales y pueden ser utilizados en análisis cuar1ti­

tativos, para muestreos de medio ambiente y superficies y para conservar cepas 

con este tipo.de medio. 

Ejemplos: caldo nutritivo, agar nutritivo; caldo tioglicolado, caldo triptosa y 

agar tripticasa soya entre otros. 

b. MEDIOS ENRIQUECIDOS 

son medios que han sido suplementados con otros nutrientes que proporcionan "fac­

tores de crecimiento" y cuya finalidad es promover el desarrollo de microorganis-

mos más exigentes. 

Ejemplos' agar sangre, agar chocolate, agar suero, agar glicerol y en general to-

dos aquellos medios adicionados con plasma, líquido ascítico, vitaminas y aminoá-

cidos. 
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c. MEDIOS DE ENRIQUECIMmNTO 

Son muy utilizados, sobre todo en los cultivos entéricos, estos medios están con-

cabidos para aumentar la propagación 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 tetrationato, 

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 de áreas.del cuer 

po que poseen una flora normal abundante (faringe·, boca, piel,··nariz, vagina, 

etc.). En estos se incorporan substancias inhibidoras de la propagación de un 

grupo de bacterias, pero pernúten en cambio el crecimiento de otros grupos. Así, 

para el cultivo entérico, los medios usados de modo habitual contiene ciertos c~ 

!orantes e ingredientes que inhiben los organismos Gram positivos y permiten la 

propagación de los bacilos entéricos Grarn negativosr si por el contrario, se de-

sean aislar Ent~~ o Staplti(lococcus en los estudios de intestino, pueden i~ 

corporarse, por ejemplo, ácido sódico al agar sangre, lo cual inhibe los bacilos 

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

Compuestos inhibidores usados en medios selectivos 

COMPUESTO DILUCION EN PARA AYUDAR AL 
EL MEDIO AISLAMIENTO DE 

Cristal violeta· 1: 700.000 Brucella 

Acetato de talio 1: a.ooo ~ y Streptococcus 

Azida sódica 1: 2.000 Stre12tococcus 

Azida sádica 1: 1.000 E~Si,t:!!lOthriX 

Verde brillante 1: 40.000 cam12l'.lobacter fe tus 

Verde brillante 1: ao.ooo Salmonella 

Telurito potásico 1: 10.000 Listeria, Corynebaterium 

Hidrato de cloral 

Estreptomicina y 
Kanamicina 

5 - Fluorouracil 

1: 1.000 Todos 1.os patógenos 

100 mg/ml. Anaerobios 

0.002, Le2tos2ira 

FUENTE: Tomado de G. R. carter, 1969. Jang, Biberstain, Barajas, 1974. 

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

mic~rganismos simplemente variando la temperatura, el pH, atmósfera o adicio­

nando algunos antibióticos como en el caso del medio de tripticasa soya agar + 

penicilina o baoitracina, Utilizado en el aislamiento del género.Brucella. 

otros ejemplos, serían: el medio de Lowenstein - Jensen, utilizado en el aisla-

miento de ~licobacterias, el 111edio de Fletcher, útil para el aislamiento de Lep­

tospira y el.medio de agar sal y manitol utilizado en el aislamiento de StaphYl~ 

~· 
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e. MEDIOS DIFERENCIALES 

Este tipo de medios, debido a los componentes químicos e indicadores que cotie-

nen, perimiten identificar con cierta facilidad algunos géneros o especies bact~ 

rianas por el aspecto característico que toman sus colonias (Ver cuadro 2.6). M_I:! 

chas medios selectivos son también diferenciales
40

• 

CUADRO 2. 6 

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

MEDIO DE. CULTIVO 

Agar verde brillante 

Agar·Mac conkey 

Salmoella - Shigellla 

Agar ENDO 

Eosina azul de metileno 

Agar de sal y manito! 

Agar de Chapman - Stone 

FUENTE: Bioxon de México, 1984. 

LACTOSA (+) 

Verde - amarillenta 

Rosa - ll'Drada 

Rojas - Rosas 

Rojas 

Café oscuro 

"halo amarillo" 
(S. aureus) 

.l\marillas 

f. MEDIOS PARA EL ESTUDIO DE CARBOHIDRATOS 

LACTOSA (-) 

rosa - roja 

Incoloras 

Incoloras 

Gris 

Incoloras 

"halo rosa" 
(S. epidermidis) 

Blancas 

En los medios de cultivo, lou carbohidratos y glucósidos son muy utilizados como · 

fuente de energía por las bacterias, y particularmente, para diferenciar géneros 
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e identificar especies, se utiliza generalmente el agua peptonada como base para 

el estudio de los azGcares, las soluciones de carbohidratos empleados para estas 

pruebas, deben esterilizarse por filtración, ya que al calentarse (y sobre todo 

al sobrecalentamiento) los azúcares sufren varios fenómenos, como la hidrólisis 

de los azúcares complejos, la formación de productos de oxidación y reaccionar 

con algunos otros componentes de los medios de cultivo como aminoácidos. 

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

o visiblemente, por el obscurecimiento (caramelización) de la solución8 • 

Ejemplos: medio basal OF de Hugh y Leifson, medio para MR - VP, y todos aquellos 

en los cuales se pruebe algÚn azúcar en particular (agua peptonada + glucosa, m~ 

nitol, suerosa, sorbitol, galactosa, etc.). 

g. MEDIOS DE TRANSPOR'l'E 

son medios utilizados en el envío de muestras al laboratorio, algúnos contienen 

substancias reductoras o nutrientes que permiten a los microorganismos· conserva!. 

se viables hasta llegar al laboratorio. 

Ejemplos: medio de transporte d~ Stuart, caldo tioglicolado, caldo nutritivo, y' 

medio de Carry - Blair. 

1.2 PREPARACION Y DISTRIBUCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

Los fundamentos de preparación, distribución y esterilización de los medios de 

cultivo son esencialmente iguales, utilizando las formas deshidratadas o bien añ~ 

diendo los distintos ingredientes.por separado. 
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Casi todos los medios de cultivo utilizables se encuentran en el comercio en fo_!:: 

ma deshidratada, y se presentan en foz:ma de polvo o de granulados; la forma gra-

nulada de los medios deshidratados representa un producto mejor respeto a la fo_!:: 

ma en polvo, la granulación asegura una distribución más uniforme de las difere!!_ 

tes sustancias, en particular de las sustancias activas presentes en cantidades 

pequeñas, otra ventaja reside en la ho10C>genización más rápida y por consiguiente 

la disolución de los granulados en foz:ma completa13 • 43 

En la etiqueta de todos los frascos constan las instrucciones para reconstituir 

los medios deshidratados y se determinan simplemente la cantidad necesaria de po_! 

vo y se añade agua destilada, es importante utilizar un frasco o matraz Erlenme-

yer lo suficientemente grande para que se puede remover o agitar bien para diso_! 

ver el medio. Si se quiere hacer un litro de medio, por ejemplo, es con~eniente 

emplear un frasco de dos litros, si el medio no contiene agar, tal vez se disue_! 

va sin calentar, pero todos los que contienen agar requieren calor para subir la 

temperatura a 100º c. aproximadamente, este calentamiento no debe hacerse nunca 

con una llama directa, porque existe el peligro de quemar el medio o romper el 

matraz, colóquese el matraz en baño María y muévase o agítese a intervalos fre-

cuentes hasta que el agar se haya fundido; si se ven copos de agar, es. evidente 

que éste no se ha fundido y hay que continuar calentando18 • 19 

Estos medios de distribuyen en recipientes adecuados mientras están todavía ca-

lientes, los métodos de distribución de los medios disueltos en cajas de P~tri, 

tubos o frascos, dependen del tipo del medio y de la finalidad· de su empleo. 
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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 m~ 

traz y a continuación verterlo en las cajas estériles hasta una altura de 3 mm. 

antes de verter el agar fundido en las cajas de Petri .hay que dejarlo enfriar a 

unos 50 - 55°.C. para prevenir la condensación de humedad en las paredes del re­

cipiente13 (Ver secuencia página siguiente del Método de Reconstrucción para un 

medio con agar). 

Fig. 2.9 Material necesario para la recontrucción de los mediós de cultivo. 

98 



- Pesar la cantidad requerida del medio 

deshidratado utilizando una canastilla 

de plástico o aluminio, evitando con 

este pérdidas del polvo sobre la bás-

cula. 

El medio, se añade a una pequeña can-

tidad de agua destilada o desmineral.!, 

zada fria, y .se distribuye uniforme-

mente por agitación, seguidamente se 

añade la cantidad restante de agua y 

se homogeniza. 

Se deja reposar la solución durante 

10 a 15 miuutos a temperatura ambie.!! 

te, para que el agar pueda hincharse. 

Para disolver completamente los medios 

deben calentarse a más 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-

zar. 

121ºc 
15 Lb 

15Min 
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- El medio agarificado, todavía líquido 

se vieJ;te en las cajas de Petri. El 

volumen es variable y depende del ta­

maño 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 eliminan 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 

incubación, las cajas y los tubos 

son revisadas. Aquellas que mues­

tren contaminación se desechan; por 

el contrario, las libres de conta­

lllinación se refrigeran entre 4 - 15~ 

e hasta su utilización. 

37~ 

¡J 

o 

~ 
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b. PREPARACION DE AGAR SANGRE Y AGAR CHOCOLATE 

Los medios que contienen sangre total son los que más se emplean en el laborare-

rio de diagnóstico. El tipo de sangre, el agar base y la técnica empleada para 

la preparación son factores muy importantes para que se consiga un aislamiento 

adecuado de los microorganismos
19

• 

El tipo de sangre utilizada en la elaboración de estos medios,. es en ocasiones, 

un asunto .. de conveniencia y depende de los animales con que se disponga en el l.~ 

boratorio, cuando se adquiere de una fuente comercial, por lo general se utiliza 

sangre de caballo, pero puede ser empleada la sangre de otras especies (hombre, 

cabra, bovino, conejo, oveja). El conservador utilizado durante la obtención de 

sangre varía dependiendo el propósito de su utilización· en el medio de cultivo, 

se ha mencionado,. por ejemplo, que el citrato de sodio es inhibitorio para lon 

estafilococos (Rammell, 1962) y el Liquoid1 para los cocos anaerobios (Holdf:mu.1 

y Moore, 1972)18 • 

En la mayoría de los laboratorios, se prefiere la sangre desfibrinada, la cual 

se toma en condiciones de esterilidad, en frascos de sangría que contienen per-

las de vidrio para la separación de-la fibrina, ésta debe ser relativamente fre!!_ 

ca y no ser utilizada cuando la hemólisis es evidente, la sangre deberá almace-

16 narse en refrigeración y no ser congelada • 

b.l AGAR SANGRE 

Para preparar agar sangre, se esteril.iza. la base de agar sangre contenida en un 

matraz, y luego se enfría a 50. - 55° e, .posteriormente se añade la sangre al' a­

gar derretido en una cantidad de 5 - 10\. y se mezcla concienzudamente haciendo 
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rotar el frasco, una vez hecha la mezcla se vierte en cajas de Petri previamente 

esterilizadas hasta una profundidad de 3 - 6 mm. Esta profundidad tiene consi~ 

rable importancia, puesto que con frecunecia interesa comprobar.la presencia o 

ausencia de hemólisis; si la capa de agar es demasiado gruesa puede pasarse por 

alto la hemólisis. Brown (1919) estudió las zonas hemolíticas alrededor de las 

colonias de Streptococcus en placas de agar sangre y dió nombres a los tipos 

de hemólisis: Alfa (e><.), zona verde, las envolturas celulares intactas; Beta Cfil, 

zona clara, incolora, las envolturas celulares disueltas y Gamma ( '6), ninguna 

acción sobre los glóbulos rojos. Los .staphylococcus se comportan en forma dife­

rente en las placas pareparadas con sangre de diversas especies y es .confuso ha­

blar de Staphylococcus hemolíticos porque la hemólisis puede ·deberse a una hemo­

lisina o a una enzima lipolític~ (Orcutt y Howe, 1922), (Ver Fig. 2.101
18

• 

Fig. 2.10 Producción de B - hemólisis en un medio de agar sangre. 
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Algunas cepas de Clostridi\llll, producen toxinas que son capaces de provocar hemó-

lisis en el agar sangre, esta característica puede ser de gran ayuda para ident_!. 

ficar las diferentes cepas de este microorganismo. 

La actividad hemolítica de ciertos vibrios se considera que tiene valor distinto¡ 

con estos-microorganismos no solamente es importante la especie de glóbulos rojos 

atacados sino que también debemos tomar en cuenta cuando el calcio es necesario 

o inhibe la hemÓlisis18 • 

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 incubación. 

Algunos técnicos prefieren colocar una capa de agar bacteriológico en el fondo 

de la caja y luego encima w:ia. capa fina de agar sangre al 10%, para facilitar. l.: 

apreciación de hemólisis19 • 

b.2 AGAR CHOCOLATE 

Para elaborar agar chocolate, el matraz que contiene el medio.con la sangre aña-: 

dida, se calienta a 70 - 80° e y se .agita con suavidaq·hasta que haya tomado el 
,. 

auténtico color chocolate1 otra forma de preparar el agar chocolate, consiste en 

adicionar la sangre en forma estéril cuando la base de agar ha salido del auto-

clave y presenta una temperatura aproximada a los 80 - 90° e, después hay que d.2_ 

jar enfriar el medio a SO - SSº c. Si se desea, para todos los casos se pueden 

añadir suplementos como antibióticos, tales como bacit~acina1 vitaminas, levadu­

ra, etc., y se vierte en cajas de Petri como se mencionó anterionnente19
• 
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c. DISTRIBUCION DEL MEDIO DE CULTIVO EN TUBOS 

Los medios líquidos (por ejemplo, el caldo de infusión cerebro corazón) pueden 

servirse en los tubos con una pipeta automática 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 plano inclinado (sólido), u horizontal (só-

lido o semisólido), el medio preparado se distribuye en los tubos de ensayo y 

se coloca en el autoclave en posición verticai13 • 

© @ @ @ 

Fig. 2.11 Presentaciones del medio de cultivo en tubo: 
1 y 2) agar sólido inclinado, 3) agar semisólido y 4) medio 
l!quido. 

Una vez esterilizado el medio se deja enfriar en posición' inclinada en el extremo 

de la mesa, la cantidad de medio por tubo depende de la longitud e inclinación 
' 13 
deseadas (Ver Pig. 2 .11) • 
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CUADRO 2. 7 

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

FALLA 

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

2. solubilidad incompleta. 

3 •. Obscurecimiento. 

4. Falta de dureza en el·agar. 

5. Pérdidas de las propieda­
des nutricionales o cambios 
en las características ~el 
crecimiento. 

FUENTE: Bioxon de México, 1984. 

CAUSA PROBABLE 

sobrecalentamiento, mezclado inadecua 
do, exceso de tiempo en el autoclavé:" 
recipientes contaminados, agua desti~ 
lada impura, hidrólisis de los ingre­
dientes. 

calentamiento inadecuado, mezcla incom 
pleta por lo que se sobrecalientan al­
gunas porciones del medio, recipiente 
demasiado pequeño por lo que no es ~ 
sible homogenizar el líquido. 

sobrecalentamiento al disolver el agar 
o·a1 esterilizarlo. 

El agar no está en soluci6n, mezclado· 
ineficiente, pesado erróneo del polvo 
deshidratado, pH del medio demasiado 
ácido, exceso de inóculo en el agar 
por lo que éste quedará diluído. Por 
fundir el agar en varias ocasiones. 

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

· las· paredes del recipiente, demasiado 
inoculo por ejemplo: adición de dex- · 
trosa, electrolitos, detergentes meta 
les pesados, material proteico. -
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2 • 'l'ECNICAS DE SEMBRADO EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO 

La mayoría de las bacterias pueden multiplicarse formando colonias visibles en 

medios de cultivo artificiales, originalmente la preparación de estos medios era 

laboriosa y sin estandarización de sus componentes, pero en la actualidad se 

cuentan con preparados comerciales que facilitan la elaboración de los medios y 

garantizan la estadarización de los ingredientes incluidos en ellos40
• 43 

Los medios de cultivo, una vez preparados y listos para ser inoculados con bac-

tedas, pueden tener varias presentaciones en cuanto a su consistencia, la cual 

está determinada por la concentración de agar presente en el medio o la ausencia 

del mismo. 

El agar, es un polisacárido iicid.o que proporciona geles bien formaclOs y consb-

terites a la concentración usual de 1.0 a l.S por ciento, y que no licúa a la i:.P~ 

peratura estándar de incubación (37° C) , presentando además la ventaja de xc~is-

8 tir la acción enzimática de las bacterias (Ver cuadro 2.8) , 

CUADRO 2., 8 

Conc~ntración de agar.(\) en medios para diferentes 

T;IPO DE MEDIO 

MEDIO SOLIDO 

MEDIO DURO 

SEMI SOLIDO 

MEDIO LIQUIDO 
(sin agar) 

FUENTE1 Cowan y Steel, 1979. 

propósitos · 

.JAl"ONES NEO-ZELANDES 

1.5 - 2.0 1.0 - 1.2 

7.0 4.0 

0.1 - o.s o.os ~ 0.3 

o.os - 0.3 

AMERICÁNO 

1.5 

0.3 - 0.4 
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El instrumento más utilizado del equipo de un laboratorio bactetlol6gico es el 

asa de inoculación, esta puede ser de alambre de platino, nicromo ir otro mate-

tial parecido el cual se inserta en un mango; ~ién hay que disponer de un a­

lambre recto para las inoculaciones por punción y para recoger las coI<ttt.ias ilis­

ladas de las cajas de Petri sembradas19• 

Existen en el mercado asas microbiológicas calibradas para tomar un volunu1e cons 

tante de inóculo (Ver Fig. 2.12). Las asas calibradas más utilizadas con este 

fin son las de 0.01 y 0.001 ml, estas son utilizadas ampliamente para el análisis 

19 bacteriológico cuantit:a.tivo de agua y orina sin.diluir • 

® 
d 

©¡@.@© ® ® ® 

Fig. 1.12 Asas de inoculaci6n utilizadas en el laboratorio de Microbiología: 
(1, 2, 3, y 4) asas calibradas para Bacteriología, (5) aguja de 
inoculación para medios semisólidos, (6) asa en fo:i:ma de L utili­
zada en Micología, (7, 8 y 9) porta asas 

FUENTE: Smith, A. L., 1977. 
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La inoculación 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 líneas paralelas por medio d'e un asa, este 

procedimiento asegura la suficiente dilución permitiendo el desarrollo de colo-

nias aisladas que pueden emplearse para la obtención de "cultivos puros", en los 

que se pueda realizar la identificación7 ' 19 

A partir del inóculo se realizan una serie de estrías en un cuadrante de la su-

perficie del medio y esterilizando el asa, se realiza otra estría a partir de un 

extremo de la primera y así sucesivamente hasta completar cuatro series de es-

trías (Ver procedimiento pagina siguiente). El flameado del asa entre cada es­

tría asegura la disminución del número de bacterias, lo cual permite el crecimie_!! 

to aislado de las mismas15 • 

La mayor parte de estas colonias aisladas serán· "cultivos puros" de un organismo 

y puden recogerse para la próxima fase, la identificación; también las caracte­

rísticas de la colonia y la morfología celuiar ayudar&n a la identificación fi­

nal, por lo tanto, es indispensable que se emplee una técnica adecuada para la 

siembra5 ' 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 inoculación esteriliza­

da, se colocan 2 tomas del material 

cerca del borde de la placa, y se re~ 

liza una estría inicial. 

Se esteriliza el asa en la llama y se 

deja enfriar. Se recomienda sumergi¿:: 

la en agua hirviendo antes de flamea_!: 

la. 

Después, se emplea el asa para dis­

tribuir la muestra en la placa en es­

trías de la forma en que se indica 

en la figura, presionando ligeramente 

sin romper el agar. 

Recordemos que el asa de inoculación 

deberá esterilizarse entre cada cam­

bio de estría utilizando la flama de 

un mechero de Bunsen. 

\ 
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A partir del extremo de la pri(ller 

estría, se realiza Ul\a segup.da y 

así sucesivamente hasta completa.r 

las cuatro estrías. 

Al concluir el sembrado en la p~ 

ca, esterilizamos nuev<U11ente e1 

asa, evitando con esto, posibles 

contaminaciones a otros medios, 

Aspecto finai de la placa 

sembrada utilizando la ténica 

descrita anteriormente. 

·º 
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I 

I 
I 

( 

,-' 

:no 



....... 
/ " / . '-

/ 

/ 
1 

1 
\ I 
'\ , 

" / 
"-.!..] __,, 

Pig. 2.13 Diferentes técnicas de "sembrado" que pueden ser utilizados 
como patrones en la obtención de cultivos puros. 

FUENTE: Smith, A. L., 1977; Jarvis J. D., 1976; Bauer y Ackeman, 1974. 
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Las placas una vez inoculadas se incuban en posición invertida con los medios ha-

cia arriba a 37° e y se examinan a intervalos de 24 - 48 horas. Se pueden apre-

ciar las diversas colonias, las cuales deberán ser examinadas con mucho cuidado 

(tomando en cuenta su morfología, borde, tamaño y color), tratando de encontrar 

52 alguna característica que nos pueda señalar el uso de alguna técnica especial 

(Ver Fig. 2.14). 

Después de que la placa ha sido incubada, y para la obtención de cultivos puros, 

cualquier colonia bien aislada es removida con un asa,·pero tal vez sea·más conv~ 

niente emplear un alambre recto para esto sobre todo si las colonias están muy 

juntas. La colonia es resuspendida en un medio líquido, o bien sembrada directa-.. 
mente en otra caja conteniendo algún medio específico dependiendo el agente que 

se sospeche. 

Para ciertos tipos de muestras, por ejemplo, las 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 derretido (enfriado a 50º C), luego se hace rotar la placa para mez-

clar minuciosamente el material con el medio. Una vez que se haya solidificado a 

temperatura ambiente, se invierte la placa, se incuba a 37° e y se examinan las 

colonias, esta técnica ofrece la ventaja de dar una determinación cuantitativa de 

las bacterias. Si las muestras están muy contaminadas, es necesario realizar una 

dilución40 • 

El resembrado de.las colonias obtenidas en el aislamiento primario, asegura la P.!:! 

rificación de las diversas cepas bacteriana.a y por lo tanto, la obtención de "cul 

tivos puros". 
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A) PLANA,•) ELEVADA, e) CONVEXA, o) f'UlVIHADA, E) UMllLICADA, f) IAJO lA SUPHFICIE 

Fig.· 2.14 Aspecto macrocópico que presentan las colonias bacterianas 
en cuanto a su forma, borde y elevación. 
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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 bioquímicos26 • 

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

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

Con el asa, se traslada el inóculo a la superficie del medio que se siembra enté-

ramente por estrías (Ver Fig. 2.15l, a veces es necesario practicar una incisión 

en la superficie del.agar, por ejemplo, en el agar TSI para organismos entéricos, 

. 19 
la incisión nunca llega hasta el fondo • 

ARIORESCÉMTE DlfUSO ESPlNOSO 

Fig. 2.16 Diferentes tipos de crecimiento sobre agar inclinado15 • 54 • 56 
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2.3 INOCULACION DE TUBOS CON MEDIO SOLIDO HORIZONTAL 

La inoculación de algún medio sólido 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 meñique, flamear la boca del tubo e 
. 33 

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

Fig. 2.11 Inoculación de un medio sólido por picad~a. 
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2.4 INOCULACION DE MEDIOS SEMISOLIDOS 

Los medios semisólidos se emplean para los estudios de movilidad (medio de SIM), 

carbohidratos (medio basal OF) o bioquímicos (gelatina). Se inoculan utilizando 

5 19 
un alambre recto, tratando de que la incisión no llegue al fondo del tubo ' 

(Ver Fig. 2.18) 

.. ... ·. :_,_,. .. 

Pig. 2,18 "Sembrado" por pica.dura de un medio semisólido. 

[ 1 

1·\' 1 

! , ' 

,, 

Fig. 2;19 Crecimiento bacteriano en el medio de SIM. 

116 



2.5 INOCULACION DE MEDIOS LIQUIDOS 

La inoculación de los caldos de cultivo, se efeE_ 

tua con un asa o con un alambre recto a partir 

de la muestra u otros cultivos, agitándola den­

tro del medio 19 (Ver Fig. 2.20). 

El crecimiento en estos medios se manifiesta de 

tres formas: 

l. Enturbiamiento: una opacidad más o menos densa. 

1 
\ 
Fig. 2.20 

2. Formación de velo: pequeña masa de células que flota en la parte superior del 

cultivo. 

3. Sedimento: depÓsito celular que permanece en la parte inferior del cultivo54
• 

Fig. 2.21 Foxma correcta de sostener los tubos·y tapones durante la 
resiembra54• 

FUENTE: Van Dermark y Seeley, 1973. 117 



OBSERVACIONES: Existen bacterias cuyas características de crecimiento(Proteus, 

por ejemplo) no permiten su aislamiento con facilidad para obtener cultivos puros 

en los medios sólidos, por lo que se hace necesario utilizar medios de cultivo d,!! 

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

la superficie del medio, obteniéndose con esto, colonias aisladas40 • 

cuando se siembran especímenes líquidos, como sangre, líquido sinovial, etc., 

en medios de cultivo líquidos, se necesita que haya 10 veces más 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 oxígeno disuelto. 

Para conservar los cultivos durante breve tiempo, deberán emplearse caldos o 

superficies de agar inclinadas, ya que las cajas de Petri tienden a deshidratarse, 

a no ser que se cierren herméticamente con cinta de goma o plástico19• 

La conservación de cepas de un cultivo puro, tiene gran éxito cuando se reali­

zan preparados liofilizados, o en su defecto, se congelan en caldos de cultivo. 
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CUADRO 2.9 

CUADRO 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 e (+) A, F, P, 
Streptococcus e (+) A, R, 
Pasteurella B (-) A 
Haemophilus B (-) A, K, 
COrynebacteriurn B (+) A 
Bordetella B (-) A, J 
E. coli B (-) e, o, Q 
Mycoplasma FP (Giemsa) s 

Torunda de oido Staphylococcus e (+) A, F, p 

Streptococcus e (+) A, R 
Proteus B (-) e, o, Q, E 
Pseudomona B (-) P, T 
Klebsiella B (-) e, o, E, L, Q 
Corynebacteriurn B (+) A 

Torundas y Hquid6 Staph., Strep. e (+) A, F., P, R 
sinovial E. coli B (-) e, o, Q 

Erisipelotrix B (+) A, N 
Actinobacillus B (-) N, A, o 
Haemophilus B (-) A, K 
Mycoplasma FP (Giemsa) s 
Salmonella B (-) e, o, E, L 

Piel y músculo Actinobacillus B (-) N, A, o 
Clostridium B (+) A, .N, o 
Bacteroides BP(-) N, o 
Actinomyces BP(-) A, N, o 
Corynebacteri um B (+) A 
Staph. , S1;rep. e (+) A, F, P, R 

. Pseudomona B (-) P, T 
Dermatophilus B (-) A, N, o 
Brucella CB(-) ·G, H, o, A 
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TIPO DE MICROORGANISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A 
MUESTRA PROBABLE REACCION DE GRl\M UTILIZAR 

Pus, lÍquidos Staph., strep e (+i A, F, P, R 
pleurales y Corynebacteriurn 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, A, o 

Líquido cerebro- Listeria B (+} G, A 
Espinal Achromobacter CB(-) A, N 

Haemophilus B (-} A, K 
Sthap., Strep. e <+> A, F, K, R 
E. coli B (-} e, D, Q 
~¡coplasma FP{Oiemsa) s 

Puln;Ón Mycobacterium B (+) . A, M 
Diplococcus D (+) A, K 
Bacteroides BP(-} N,- O, A .. 

Mycoplasma FP(Giemsa} s 
Haemophilus B H A, K 
Pasteurella B (-} A 
Corynebacterium B (+) A 
Salmonella B (-) e, D, E, L 

Hígado Bacteroides BP(-) N, o, A 
Corynebact;erium B (+} A 
Clostridium B (+) A, o, A 
Achromobacter CB(-} A, N 
Salmonella B (-) e, D, E, L 

Riñon Leptospira E (\>iemsa) u 
E. coli B (-} e, D, Q 
corynebacteri un1 B (+} A 
Klebsiella B (-) Q, L, E 
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TIPO DE MICROORGANISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A 
MUESTRA PROBABLE REACCION AL GRJ\M 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 e <+> A, R, K 
Salmonella B (-) e, D, E, L 
Erysipelotrix B (+) A, N 
E. coli B (-) e, o, Q 

Materia fecal Salmonella B H D, o, E, L 
Enterococcus e (-) e, A, Q, L 
E. coli B H e, o, Q 
K1ebsiella B (-) o, E. L 
Proteus B H e, D,Q, E 
Mycobacteri\Dl\ B (+) A, M 
Vibrio BC(-) I, L, K 
Alcaligenes B(-) e, E, E, Q 

Orina E. coli B (-) e, o, Q 
Leptospira E (Giemsa) u 
Staph. , Strep. e· C+l '/\, F, K 
Corynebacterium B (+) A 
Actinobacillus B (-) A, N 

Leche Staph., Strep. e (+) ~· F, K; R, p 

E. coli B H A, o, E, Q 
K1ebsiella B (-) e, o, 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, K 
Moraxella CB(-) N, A 
Neisseria D (-) B, K, A 
Mycoplasma FP(Giemsa) s 
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TIPO DE MICROORGTlllISMO MORFOLOGIA Y MEDIOS A 
MUESTRA PROBABLE REACCION AL GRAM UTILIZAR 

Tracto genital Brucella CB(-) G, H, o 
y fetos Vibrio BCH I, L, Q 

Leptospira E (Giernsa) u 
Salmonella B (-) c, D, E, L 
Campylobacter E (Campo oscuro) V, N 
E. coli B (-) c, D,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) MEDIOS UTILIZADOS 

c (+) . Coco - Gram positivo ·A.- Gelosa sangre -B (+) Bacilo -Gram positivo B.- Agar chocolate 
c (-) Coco - Gram negativo c.- Agar Mac Conkey 
B (-) _ Bacilo - Gram negativo o.- Agar verde brillante 
CB(-) ._ Cocobacilo- Gram negativo E.- Agar Salmonella- Shigela 
BP(-) .• _ Bacilo pleomorfico f.- Agar para Staphilococcus 110 
FP • Formas pleomorficas G.- Agar biotriptasa 
E ·= Espirilo H.- Agar Brucella 
BC(-) _ Bacilo curvo - Gram negativo I.- Agar TCBS (para Vibrios) 
D (-) ._ Diplococo - Grarn negativo J.- Agar de Bordet gel)gou 

K.- Agar de Casman 
L.- Caldo tetrationato 
M.- Medio de Lowenstein-Jensen 
N.- Caldo tioglicolato 
EJ.- Medio de Loeffler 
o.- Agar anaerobico 
P.- Agar nutritivo 
Q.- Agar tergitol 7 
R.- Agar Estreptosel 
s.- Agar PPLO, Medio Ea ton 
T.- Agar de Sellers 
u.- Medio de Fletcher 
v.- Medio de agar de Florent 
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C. IDENTIFICACION 

Ventajas 

Es la forma más convincente del diagnóstivo etiológico de las enfermedades 

infecciosas, mediante este procedimiento se determina el género y la espec.ie bac-

teriana causante del problema. 

Desventajas 

Requiere de tiempo, equipo, conocimiento y experiencia. El personal de l~ 

boratorio q' realise la iden~ificación, debe tener un amplio conocimiento de los 

métodos y técnicas utilizados para cada género en particular. 

Puede ser peligroso para el personal inexperto en el área de diagnóstico 

microbiol.J)gico. 

Métodos 

Existen tablas o cuadros bioqu!micas en los cuales se comprueba el result~ 

do de las reacciones y son la base en la identificación de los diferentes agentes 

bacterianos. 

Las pruebas biológicas pueden ser otra forma de identificación. 

Por medio de antisueros se determina específicamente el tipo de bacteria 

de que se trate (ejemplo, serotipificación de Salmonella ~·· Brucella, etc.). 

Por otro lado, por medio de bacterias (antígeno) conocidas, es posible determinar 

la presencia, en la muestra (suero,. orina, etc.), de los anticuerpos específicos 

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

Para la identificación de las bacterias, el laboratorio de diagnóstico necesita 

conocer las características físicas y metab6licas de las mismas. 

Dentro de las características físicas, se tornan en cuenta: agrupación, reacción 

a la tinción de Gram y algunas otras particularidades estructurales que se pueden 
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apreciar con tinciones específicas, así como la morfología de Ías colonias obser-

yndas en las placas de agar. 

Conocidas las características físicas del 1nicroorganismo, se analizan sus reacci~ 

nes metabólicas tales como la producción de enzimas, metabolitos intermediarios, 

oxidación y fermentación entre otras. Esto se logra a través de pruebas estanda-

rizadas que se elaboran a partir de preparados comerciales que son medios de cul-

tivo conteniendo el compuesto sobre el cual las enzimas bacterianas actúan e indi 

cadores que ponen de manifiesto la reacci6n·que se llevó a cabo40• 

Al estudiar el metabolismo bacteriano en el laboratorio, pc¡demos dar atención prl:_ 

.mero a la localización de la acción de las difer~ntes enzimas, la mayoría de las 

enzimas se encuentran en el interior dé cada célula (endoenzimas)¡ otro grupo de 

enzimas,. no tan numerosas, se encuentran en el exterior de las i::élulas (exoenzi-

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

biente de las bacterias10
• 

Cada enzima es una proteína y por lo tanto, se fabrica bajo control genético, si 

.un organismo hidroliza el almidón, por ejemplo, ·se sabe que produce una enzima C.!!_ 

paz de llevar a cabo esta hidrólisis, la cual sólo se sintetiza si el organismo 

cuenta con el gen adecuado. 'Incluso factores como la susceptibilidad a un anti-

séptico o antibiótico se reducen a la herencia del organismo. La capacidad para 

µtilzar las diferentes fuentes de nitrógeno y de carl:>o,no es, ~almente, debida 

a la presencia o ausencia de una enzima (o enzimas) es~L la cual a su vez 

depende del material hereditario10• 

Las pruebas de enzimas preformadas y el uso de substratos enzimáticos aisladÓs 

ayudarán.a acelerar la identificación de microorganismos. Una reciente introduc­

cicSn' en el mercado, el sistema.A.P.I. (Analytab ·Products Inc.-, ,Productos AnalÍti_ 
.. ........ 124 



cos Tabulados, s. A.) constituye un ejemplo, de la disponibilidad de un sistema de 

multipruebas por rnicrométodo para Enterobacteriaceae. Se introduce un inóculo de 

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

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

la adición de reactivos, pero el método es rápido, económico en términos de tiem-

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

rias con una precisión del 90 95% dependiendo del inóculo (Washington, Yu y MaE, 

tin, 1971). cualquier método adoptado, ya sea el tradicional o el moderno, hace 

33 
incapié en la importancia de un cultivo puro 

Los métodos incluidos en este manual no son evidentemente los únicos recomendable~ 

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 situación particular, otras ~eaccionés se encuentran en las publica­

ciones que se incluyen en la bibliografía19• 

Las pruebas incluidas en este capítulo, son las siguientes: 

l. PRUEBAS DE ~ACCION SIMPLE 

1.1 Prueba de la catalasa 

1.2 Prueba de motilidad 

1.3 Prueba de la oxidasa 

1.4 Prueba del ácido de la glucosa 

l. 5 Prueba de OXido .- Fermentación 

1.6 Prueba del citrato 

1.7 Prueba del malonato 

1.8 Reacción de la ureaaa 

1.9 Prueba de reducción del ·nitrato 

1.10 Prueba del Rojo de metilo - Voges ·Proskauer 
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2. PRUEBAS DE REACCION HULTIPLE 

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

2.2 Prueba de la leche con Tornasol 

2.3 Prueba de la descarbo~ilación 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 X y V 

3. 3 .Prueba de la coagulasa 

De cada prueba se especifica: fundamento, bases bioquímicas, reactivos, medios 

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

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

1. PllUEBAS DE REACCION SIMPLE 

1.1 PRUEBA DE LA CATALASA 

FUNDAMENTO: 
. comprobar la presencia de .la catalasa, la cual es una enzima 

que desdobla el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno libre. 

BASES BIOQUIMICAS: 
La enzima catalasa es una hemoproteínar el grupo prosté­

tico está formado por cuatro átomos de hierro trivalente por niblécula, 
que retiene su estado oxidado durante la actividad enzimática. 
La enzima, se encuentra en la mayoría de las bacterias aerobias y anaero­
bias facultativas que contienen citocromo; ésta cataliza la rotura del 
agua oxigenada, liberando oxígeno41. 

Por lo general, los organismos que no poseen el sistema citocromo car.ecen 
también de la enzima catalasa y por lo tanto no pueden descomponer el pe­
róxido de hidrógeno (Dubos, 1965). Cuatro géneros que dan reacción nega­
tiva son : Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus y Clostridium54 • 
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REACTIVOS: 
Peróxido de hidrógeno al 30\ (auperoxal) o al 3\. El reactivo 

se debe de conservar en un frasco ámbar1 ·evitar la exposición a la luz. 

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

El pH óptimo para observar la actividad de la catalaaa es de 7.0 (Harrow, 
1966)1 y los métodos más comurunente empleados son los siguientes11 : 

PROCEDIMIENTOS 

METODO DEL PORTAOBJETOS 

Con una aguja de inoculación, tomar una muestra de un cultivo puro de 18 
a 24 horas y colocar sobre un portaobjetos 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 enérgica producción de burbujas y espuma debi­
do ~ la presencia de catalasa en los eritrocitos41, 

Agregar una gota de H2 02 al 30\ (superoxal) sobre el organismo, usar un 
gotero o una pipeta Pasteur. 

No invertir el orden del método porque pueden producirse resultados fal­
sos positivos. 

No es necesario mezclar con la aguja o el asa de inoculación. 

RESULTADO 

Observar la inmediata formación de burbujas (liberación de oxígeno), en 
la prueba positiva. 

Negativa: no hay formación de burbujas. 

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

A una colonia aislada en una placa, agregar una gota del reactivo al O.S\ 
y cubrir con un cubreobjetos. 

RESULTADO: 
Observar la formación de burbujas en la reacción positiva~ 
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METODO DEL PORTAOBJETOS 

Agregar una gota del reactivo al 30% 

sobre la colonia de núcroorganismos 

del portaobjetos. Usar un gotero o 

una pipeta Pasteur. 

- Mezclar con el asa de inoculación s~ 

vemente. Por lo general, no es nece-

sario mezclar el reactivo con el cul-

tivo. 

Se observa la inmediata formación de 

b b j i
# • • 41 ur u as en una reacc on positiva 

·. METODO EN TUBO DE ENSAYO 

Agre9ar directamente 1 1!11. de ~2 o2 al 

3\ a un cultivo puro sembrado eri una 

superficie de agar inclinado, densam~ 

te inoculado19
• 

RESULTADO: 
Efervecencia inmediata 

en la reacción positiva. 

¡ 1 
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cuando la formación de aerosoles pueden ser peligrosos, corno en el caso de Yersi-

nía pestis, Burrows et. al. (1964) inocularán por picadura, agar conteniendo pe­

róxido de hidrógeno al 0.5%1 la efervecencia se busca empleando el microscopio a 

bajo aumento; las burbujas de oxígeno persisten mucho tiempo y se reduce el peli-

gro de los aerosoles si se agrega al agar un cesinfectante reductor de la tensión 

18 
superficial (cetrimida al 0.5%). 

otros compuestos, ~parte del peróxido de hidrógeno, que pueden ser sustratos uti-

!izados por la catalasa, son: alcoholes (etanol), formaldehido hidratado, ácido 

nitroso, y ácido fórmico. También pueden usarse sustratos inespecíficos como las 

aminas aromáticas, fenoles y ácidos aromáticos 41 (cantarow y Schepartz, 1968). 

1.2 PRUEBA DE MOTILIDAD 

FUNDAMENTO: 
determinar si ~ microorganismo es móvil o inmóvil. 

Las bacterias tienen movieiniento por medio de sus flagelos, que se encuentran por 

lo general, entre los bacilos¡ sin embargo algunas formas de cocos son.móviles. 

·Las bacterias móviles pueden contener un sólo flagelo o muchos, y su localización 

varía con la especie bacteriana y las condiciones de cultivo
41

• 

El examen buscando bacterias móviles puede ser hecho en organismos vivos sin te-

ñir; en donde puede observarse el patrón de crecimiento, teñir los fl~gelos o de-

tectar l~s antígenos flagelares. 

La motilidad puede ser estudiada por una preparación de "gota suspendida" u otro 

tipo de preparación húmeda (tubo capilar, utilizando un portaobjetos excavado, 

etc. 51¡. 
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PROCEDIMIENTO 

METODO DE LA "GOTA SUSPENDIDA" 

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

TECNICA: 
Se utiliza un cubreobjetos con cuatro burbujas de vaselina sóli­

da (algunos técnicos prefieren el uso de plastilina) en los extremos, se 
coloca una asada llena de organismos en la fase logarítmica sobre la mi­
tad del cubreobjetos y se desciende un portaobjetos sobre ella, se inviar 
te la preparación y se examina con los objetivos de 4 y 10 nun33(ver Fig.-
2.22) 

Es importante que esté parcialmente cerrado el diafragma del microscopio 
ya que una iluminación demasiado brillante hace casi imposible la observa 
ción 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. 

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 convección. 

Exceptuando. algunas cepas de Streptococcus faecalis en las concentracio­
nes elevadas de proteínas, ningÚn coco de importancia médica es inóvil. 

Los anaerobios presentan problemas especiales en donde la motilidad puede. 
ser inhibida por el aire en las preparaciones de "gota suspendida", es 
mas 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 algÚn sellador y examinarse nuevamente después 
de 30 minutos de incubación a 37° .e 18 (Ver Fig. 2.23). 
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Anaerobios Ae;i;obios 

Fig. 2.23 Preparac:iQ~es húmedas para motilidad. 

ESTUDIO DE.MOTILIDAD EN AGAR 

En gelosa sólida o sernisólida los organismos móviles muestran un patrón típico de 

crecimiento,el medio de S.I.M.(Semisólido O. 75% de agar), es UR Wl<liQ <te ,;e;;i.ccióti. 

multíple en el cual la motilidad puede ponerse de manifiesto por la observación 

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). 

1 
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TECNICA: 
Inocu1ar por picadura del centro del medio un cultivo de 18 a 24 

horas de incubación, la aguja de inoculación debe de alcanzar una profun­
didad de l. 2 cm. 

Incubar a 35 -37ºC por 24 a 48 ho;ras¡ si resulta negativo, incubar a 21 -
25° e durante 5 días. 

RESULTADO 

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

Prueba negativa: sin motilidad¡ crecimiento acer.tuado siguiendo la línea 
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 incorpora un 
colorante de tetrazolium al medio (Kelly y Fulton, 1953)¡ en esta várian­
te los organismos móviles muestran una nubosidad turbia rosada que se di­
funde al medio. En la prueba negativa; el crecimiento bacteriano produce 
una línea rojo brillante limitada a seguir la línea de siembra. El medio 
que le rodea se mantiene claro. · 

Medio control (no inoculado): no hay crecimiento, el medio se rnant_iene 
incoloro y claro41. 

1.3 PRUEBA DE LA OXIDASA 

FUNDAMENTO: 
determinar la presencia de las enzimas oxidasas. 

La prueba de la oxidasa se utilizó originalmente para identificar todas 
las especies de Neisseria, pero más adelante se le utilizó para diferen­
ciar las Pseudornonas de los miembros oxidasa negativos de las enterobact~ 
rias41• 

REACTIVO 

Hidrocloruro de Dimetil o Tetrametil parafenilendiarnina en solución acuo­
sa al 1%. 

El reactivo es completamente inestable y debe prepararse cada.2 a 3 días, 
debe conservarse en congelación para evitar su deteriorol9. 

PROCEDIMIENTCS : 

PRUEBA EN CAJA. DE PETRI 

En un trozo de papel filtro colocado dentro de una caja de Petri e impreg-
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nada con el reactivo, se unta la colonia problema utilizando el asa de 
de platino40. 

RESULTADO 

Prueba positiva: está indicada por la aparición de un color púrpura obs­
curo sobre el papel reactivo en un lapso no mayor de 10 segundos. 

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 cultivé>19• 

RESULTADO 

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

METODO INDIREC1'0 

Se realiza utilizando discos o tiras impl'e911adas con oxidasa que se encuen 
tran en el comercio, evita la necesidad de preparar reactivos frescos41. -

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 sólido. 

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

PRECAUCIONES 

La prueba de la oxidasa se usa como rutina para la identificación del gé-. 
nero Neisseria, no obstante, otros'géneros pueden mostrar también una 
reaccion oxidasa positiva: 
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Alcaligenes f aecalis 

Algunas especies de nrucella 

La familia Enterobacteriaceae (son oxidasa negativos). 

No debe intentarse realizar una prueba de oxidasa de las colonias cultiva­
das en un medio 'que contenga glucosa, ya que su fermentación inhibiría la 
actividad de la enzima oxidasa, y dará posibles resultados falsamente ne­
gativos. 

Se recomienda el empleo de asa o aguja de inoculación de platino para re­
tirar las colonias problema, del medio sólido, en este sentido Steel afir­
ma que la presencia de un simple vestigio de hierro puede por si sólo ca­
talizar la oxidación del reactivo fenilendiamina, dando una reacción fal­
sa positiva4l. 

' 1 
:1 

li ¡1 
1 

1 

.; ,., 
\ ·: .... 

: i 

: 

i1 1 

CD ® 

Fig. 2,25 Prueba de la oxidasa. l) Reacción positiva en la prueba 
de tubo; 2) prueba positiva, utilizando tiras impregana 
das. con oxidasa. · -
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1.4 ~RUEBI\ PE~ ACIPO PE 'f.'1\ G~UCOS~ 

FUNDl\MENTO: 
detex:m.inaX' la cap¡i.cid.ad de UP. mic;roorga.nismo de fermentar 

(degradar) un hidrato de caX"bono específico (gl.ucosa) inc.orporado a un me 
dio básico, produciendo ácido, o ácido con gas visiblell, 41. . 

BASES BIOQUIMICAS 

Entre los productos comunes de la degradación de los carbohidratos por 
los microorganismos, se encuentran ácidos orgánicos (por ejemplo, ácidos 
láctico y acético) y gases (por ejemplo, anhídro carbónico e hidrógeno). 
Los tipos de productos formados y la proporción de éstos, dependen de la 
especie de microorganismo y del carbohidrato particular utilizando41. 

Ias aguas peptonadas con azúcare.s,son las más utilizadas para estos estu­
dios. En tal medio, suministramos peptonas, las cuales durante el creci­
miento de la bacteria, son demolidas en substancias de reacción alcalina; 
si. en el medio existe un carbohidrato, alcohol u otra substancia (azúcar), 
que puede ser atacada por las bacterias ya sea por oxidación o fermenta­
ción, podrá ser producido el ácido, el cual sólo será detectado por un in_ 
dicador de pH en el medio, cuando el ácido producido del azúcar exceda al 
álcali de la peptona. La visibilidad de la reacción es influida por: 1) 
las propiedades amortiguadoras del medio y 2) por el indicador empleado, 
por ejemplo, el azul de bromotimol muestra la producción de .ácido cuando 
el valor del pH desciende de ·6.0 a menos, mientras que el púrpura de bro­
mocreosol no cambia de color sino hasta cuando el pH desciende a .cerca de 
5.0. 

Con los azúcares en agua peptona.da, normalmente se emplea el indicador de 
Andrade, el cual, toma un color rosa a un pH de 5.5 más o menoslB. 

La introducción de un tubo simple para gas (Durham, 1898) permite, por 
inspección, detectar la producción de g'as19. 

MEDIO DE PRUEBA 

Ingredientes: 

Peptona 10 mg. 

NaCl 5 iog. 

Agua destilada 1000 ml. 

Disolver por calentamiento, ajustar el pH a a.o - 8.4, hervir por lO·minu 
tos, filtrar, ajustar el pH a 7.2.-·7.4 y esterilizar a 115° e por 20 mi:: 
nutos18. 

Además, contienei indicador de Andrade y una solución de glucosa al l\. 

Antes de poner en el autoclave el medio, colocar un tubo de Durhan en po­
sición invertida (Ver Fig. 2.26). 
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PROCEDIMIENTO 

Inocular el medio con el microorganismo en cuestión por agitación del asa, 
incubar a 37° e por 24 horas. 

RESULTADO 

Producción de ácido: el medio se torna de color rosado. 

Reacción alcalina: medio incoloro o amarillo. 

Producción de gas: cualquier signo, aún 
una pequeña burbuja de gas aislada, es 
prueba de producción gaseosa. A menudo 
es tan grande el volumen de gas que reem 
plaza a~mpletamente el medio del tubo de 
Durham (Ver Fig. 2.26). 

1.5 PRUEBA DE OXIDO - FERMENTACION 

FUNDAMENTO: 
determinar si los microorganis 

mos atacan a un carbohidrato por oxidációñ 
o fermentación, la prueba se realiza dejan 
do crecer la·bacteria en dos tubos con el­
medio de Hugh y Leifsonl9, 

MEDIO DE PRUEBA 0-F 

Se utiliza el medio basal OF, el cual es 
un medio semisólido en tubo de color verde 
botella que fué introducido por Hugh y 
Leifson en 1953, y que permite conocer si 

Fig. 2.26 Presencia de 
gas en el tubo 
invertido de 
Durham. 

el germen eri cuestión utiliza el carbohidrato en presencia o ausencia de 
oxígeno. El medio contiene peptonas y azul de bromotimol como indicador 
de pH. Generalmente el azúcar incluido en el medio, es la glucosalB, 40. 

PROCEDIMIENTO 

Dos tubos con el medio basal OF, recientemente preparados, se inoculan por 
picádura profunda con la bacteria en cuestión. El medio de un tubo se cu 
bre con una capa (4 - 5 mm) de parafina blanda (petrolat:o), 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) 

c) 

Oxidantes; no fermentadoras: requieren el oxígeno para utilizar el car 
bohidrato. 

Fermentádoras: actuan sobre el carbohidrato en ausencia.o presencia de 
oxl'.geno. 
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INCUBACION: 
incubar los tubos de 35 -37° e, de 24 horas a 7 dias. 

RESULTADOS 

Las bacterias oxidantes muestran producción de ácido solamente en el tubo 
abierto. 

Las bacterias fermentadoras muestran ácido en el tubo "sellado" con para­
fina e iniciándose desde el fondo en el tubo abiero (Ver cuadro 2.10). 

CUADRO 2.10 

Determinaciones Oxido-Fermentación 

REACCION TUBO TUBO ABIERTO TUBO. "SELLADO" 

Oxidación (O) Abierto amarillo (A) verde (-) 

Fermentación (F) CUbierto amarillo (A) amarillo (A) 

(aerogénica) 

Fermentación (F) CUbierto amarillo (AG) amarillo (AG) 
(anaerogénica) 

(o/ F l negativo Ninguno azul o verde 

( o ! F l positivo AmPe>s amarillo 
(A o AG) 

verde (-) 

'---~~~~~~~~~~-ama-ri-llo _ _JI - (A o AG) 

FUENTE: Mac faddin J. F., 1979. 

Ademas de la utilización de los hidratos de.carbono, puede detectarse con un medio 

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

Registrar la producción de gas y/o ácido y la reacción de motilidad de cada tubo 

utilizando las siguientes abreviaturas: 
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- REACCIONES CON HIDRATO DE CARBONO 

Acido; (A) 

Acido y gas: (AG) 

Sin cambio o reacción alcalina: (SC) o (-) 

- DETERMINACIONES OF (Ver Fig. 2.27) 

Fermentativa: (F) 

Oxidativa: (0) 

Ni oxidativa ni fermentativa: OF (-) 

Oxidativa y fermentativa: OF (+) 

- !«)TILIDAD 

./ 
Motilidad (+):crecimiento que se aleja de la línea de punción 

41 
Motilidad (-): crecimiento limitado a la línea de punción 

1.6 PRUEBA DEL CITRATO 

FUNDAMENTO: 
determinar si un organismo es capaz de utilizar el citrato co­

mo única fuente de carbono para su metabolismo, provocando alcalinidad en ·· · 
el medio41 • 

BASES BIOQUIMICAS 

Algunas bacterias pueden suministrar energía en ausencia de fermentación o 
producción de ~cido láctico empleando el citrato como única fuente de car­
bono. Normalmente el metabolismo del citrato comprende una condensación 
de acetilo con la coenzima A y oxalacetato para entrar en el ciclo de Krebs. 

El metabolismo del citrato por la mayoría de las bacterias es rápido a tra 
vés del ciclo del ácido tricaboxílico o el ciclo de fermentación 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 despcomposición inicial. 

Citrato --------- OXalacetato + Acetato 
1 

Piruvato + C0
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 

Reacción Oicidativa 

M1 
~ 

AMARILLO AMAlllLLO 

Reacción OF Positiva 

VE~DE AMARILLO 

Reacción Fermentativa 

VU~E VEllDE 

Reacción OF Negativa 
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Independientemente de los productos terminales producidos, el primer paso 
de la fermentaci6n del citrato da por resultado la producción de piruvato, 
la degradación del piruvato depende, entonces, del pH presente del medio. 

Citrato ----------~- Oxalacetato + acetato 

Oxalacetato ----------- Piruvato + co2 

pH alcalino: 

Piruvato ------------ Acetato + Formato 

pH ácido: 

2 piruvato Acetato + co2 .+ Formato 

2 piruvato --~-------- Acetoina + 2 co2 

El medio empleado para la fermentación del citrato contienen también sales 
de amonio inorg5nicas. un organismo que es capaz de utilizar el citrato 
como única fuente de carbono utilizá también las sales de amonio como úni­
ca fuente de Nitrógeno, las sales de amonio se desdoblan en amoniaco (NH

31 con la consiguiente alcalinidad del mediolS, 41. 
' •' 

PROCEDIMIENTOS 

JilEDIO DE CITRATO DE SIMMONS: 
es un medio sólido color verde botella de su­

perficie inclinada. Se siembra por estría cont!nua 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 37º e 
de 24 horas a 7 días. 

RESULTADOS 

Prueba positi~a: 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. 

PRUEBA DE LA· SANGRE, CITRATl\DA 
(Método de Cordaro y Sellers, 1968). 

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

En un medio de caldo BHI, agregar asépticamente 15 ml de sangre citratada, 
mezclar y empleando técnicas asépticas distribuir en tubos de ensayo y al 
macenar la mezcla de caldo - sangre en refrigeración (se conserva de 1 --
2 meses) 11 • 41 

INCUBACION 

Inocular abundantemente con un cultivo puro de 18 horas e incubar a 37° e 
de 1 a 3. 5 horas. Examinar los tubos cada hora. 

RESULTADOS 

Prueba positiva: presencia de un coágulo firme. 

Prueba negativa: no hay formación de coágulo; el medio se mantiene homo­
géneo (Ver Fig. 2.28). 

1.7 PRUEBA DEL MALONATO 

FUNDAMENTO: 
determinar la capacidad de un organiSlllO de utilizar el malona 

to de sodio como única fuente de carbono, con la consiguiente alcalinidad 
del medio41. 

(-> ( +> ,_, 
SIN CRECIMIENTO AZUL HOMOGENEO COAGULO 

Fig. 2.28 Prueba del citrato: 1) Agar de S~ons1 2) Prueba de la 
sangre citratada. 
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BASES BIOQUIMICAS 

El malonato es un inhibidor enzilllático que interfiere en la oxidación del 
ácido succínico en ácido fumárico, inhibiendo la acción catalítica de la 
enzima succinato - deshidrogenasa. 

El ácido malónico inactiva la enzima por un proceso llamado inhib~ción 
competitiva. La reacción enzimática nor111al (converción del ácido succín_!. 
co en ftnnárico), puede ser inhibida por un compuesto orgánico que estruc­
turalmente es similar al sustrato normal, el ácido succ!nico. El ácido 
malónico es estructuralmente análogo al ácido succínico y compite por su 
lugar en la enzima. 

COOH 

3 COOH 

Acido malónico 
(Malonato) 

COOH 

4 COOH 

Acido succínico 

El ácido malónico se une a la·enzima, esto ocasiona un ~loqueo de la oxi­
dación del ácido succínico, y si está bloqueada la activación no puede for 
marse un nuevo producto (ácido fumárico) • -

PIRUVATO 

Acetil cdenzima A 

1 
/. 0xa1artato ---___ 

/ Citrato ------

Malato Cis - aconitato 

1 1 
Fumara to Isocitrato 

X /" Succinato 
1 

~· 

cetoglutarato 
1 
1 

Inhibición del malonato 

La acumulación de ácido succínico debida a la inhibición de la succinato­
deshidrogenasa interrumpe 'el ciclo de Krebs, privando a algunos microor­
ganismos de su fuente de energía, e interfiere· también en el ciclo del á­
cido 9liox!lico, impidiendo la producción de nuevos .intermediarios para 
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la biosíntesis de nuevos compuestos necesarios para el metabolismo. 

El resultado final, es que un organismo es incapaz de crecer y reproducir 
se a menos que pueda fermentar o utilizar el malonato de sodio como única 
fuente de carbono41 

PROCEDIMIENTOS 

Prueba en el caldo de malonato (pH: 6.7)1 es un medio líquido color ver­
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° e de 24 a 48 horas y examinar. 

RESULTADOS 

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

Prueba negativa: no se observa cambio de 
color (verde) o amarillo (únicamente fer­
mentación de glucosa)ll, 

Fig. 2.29 Prueba del malonato: 
caldo de malonato; A) 
reacción negativa; B) 
reacción positiva y 
C) utilización de tiras 
reactivas. 

PRUEBA RAPIDA (tiras reactivas) 

·· ...... 
A 

(-) 
VERDE 

B 
( +) 
AZUL 

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

La correlación con las pruebas estándar es de 98 - 99.5% utilizando este 
método (Ver Fig. 2.29). 
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1.8 REACCION DE Ll\ UREl\SI\. 

FUNDAMENTO: 
determinar la capacidad de un organismo para desdoblar la Urea, 

formando dos moléculas de amoniaco por acción de la enzima ureasa. 

Esta prueba se utiliza, sobre todo, para. diferenciar los organismos del 
género Proteus rápidamente ureasa positivos de otros miembros de las Ente 
robacterias41 • 

BASES BIOQUIMICAS 

La hidrólisis de la Urea es catalizada por una enzima específica, la ureasa, 
para dar dos moléculas de amonio, la actiVidad de la ureasa se demuestra 
por la producción de álcali a partir de una solución de Ureal8 • 

Urea 

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 óptimo para la actividad de la ureasa es 
de 7.0. 

MEDIOS EMPLEADOS PARA LA PRUEBA 

CALO? DE UREA. PH: 6.8 (Rustingian '/ Stuart, 1945) 

Es un medio líquido color amarillo - anaranjado que se inocula por agita­
ción del asa dentro del medio, sus ingredientes principales son: Urea, 
fosfato de sodio, extracto de levadura, y rojo de Fenol como 1ndicador de 
pH18, 41. 

AGl\R UREA. PH: 6.8 (Christensen, 1946) 

El medio de Christensen evita la necesidad de que un organismo utilice el 
amoniaco como su única fuente de nitrógeno, así como permite la detección 
de la hidrólisis de la urea causada por otros miembros de enterobacterias, 
cuya actividad ureasa es muy leve y retardadal8, 41. 

Es un medio sólido con superficie inclinada de color amarillo pálido, que 
se siambra por estría contínua en la superficie del agar. No se hace Pll:!! 
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ci6n de la capa profw1d.a, porc¡tue ella sirve para 
control del color, contiene peptonas, fosfato mo 
nopotásico, glucosa, Urea y rojo de Fenal como -
indicador de pH. 

·PROCEDIMIENTOS 

CALDO UREA: 
inocular un cultivo puro de 18 ~ 24 

horas densamente y agitar suavemente pa.ra lograr 
la suspención bacteriana. Incubar a 37° e y ob­
servar las reacciones después de 24 - 48 horas. 

AGAR UREA DE CHRISTENSEN: 
inocular un cultivo de 

18 - 24 horas en la superficie del agar, incubar 
a 35 - 37° e y observar reacciones de 6 a 24 ho­
ras y todos los días siguientes durante 6 días. 

RESULTADOS 

CALDO UREA DE STUAAT 

Reacci6n positiva: color rojo rosado intenso en 
todo el caldo. 

Reacción negativa: no se produce cambio de color 
(Ver Fig. 2.30:..A). 

AGAR UREA DE CHRISTENSEN 

Reacción positiva: color rojo rosado intenso en 
la superficie del agar. El color puede penetrar 
en el medio. 

Reacción positiva rápida: de 1 - 6 horas (en el 
género Proteus). 

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

Fig. 2,30 Reacciones en la prueba de urea. 

NARANJA 
AMARILLO ROJO 

(-} (+) 

¡~ ~ 

~ 
'.:¡ 1¡! 

i: 11¡ 

:14 
": .. . ~. 

A 

B 
\-) (+) 

AMARILLO ROJO 
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1.9 PRUEBA DE REPUCCION DEL NITRl\TO 
f' 

FUNDAMENTO: ·' ' 
determinar la capacidad de un organismo de producir enzi~~s 

que reduzcan .. el nitrato en nitritos o en nitrógeno librc41. 

BASES BIOQUIMICAS 

La reducción del nitrato (N03) en 11itrito (N02) y en gas nitrógeno (N2) 
tiene lugar generalmente en condiciones anaeróbicas, en las cuales un or­
ganismo obtiene su oxígeno del nitrato. 

En la reducción del nitrato, los citocromos bacterianos transportan elec­
trones a moléculas aceptoras espec!ficas, los productos finales de la re­
ducción del nitrato son: nitrito, amoniaco, nitrógeno molecular, óxido n.f 
trico, óxido nitroso e hidroxidolamina41. 

REDUCCION DEL NITRATO AL NITRITO 

+ NO -2 + o 

El producto final de la.reducción que se forme depende de la especie bac­
teriana, el más común es el nitrógeno molecular (un gas) por medio de la 
reducción del nitrito¡ estos productos, según las condiciones del medio ya 
no son más oxidados o asimilad.os en el metabolismo celular, sino que se 
excretan en el medio. 

La reducción del nitrato a gas nitrógeno u óxido nitroso CN2 O) se denom_! 
na desnitrificación. 

NITRATO EN NITROGENO MOLECULAR 

2 N03 - i- 10 e + 12 + 6 o 

El proceso de desnitrificación, el óxido nitroso (un intermediario) puede 
acumularse si la concentración de nitrato es alta¡ sin embargo, cuando é~ 
ta baja el óxido nitroso es reducido nuevamente a nitrógeno molecular. 

La reducción, por lo tanto, en la prueba de reducción del nitrato, se ma­
nifiesta por la presencia de un producto final catabólico o la ausencia 
de nitrato en el medio41. 

MEDIO DE PRUEBA 

CALDO NITRATO (pH: 7.0): 
es un medio líquido, de color amarillo, su ingr!_ 

diente principal es el nitrato de potasio. El medio p\1ede llevar inclui­
do un tubo invertido de Durham, utilizado para demostrar la formación de 
gas a partir del nitratolB. 
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REACTIVOS: 

SOLUCION A: 

Acido sulfánilico 

Acido acético 5 N 

SOLUCION B: 

Alfa - naftilamina 

Acido acético 5 N 

PROCEDIMIENTOS 

a.o g. 

1000 ml. 

s.o .g 

1000 ml. 

Inocular el medio con un cultivo puro de 18 a 24 horas, incubar a 35 - 37° 
e de 12 horas hasta 5 d!as. 

La incubación durante 5 días no ,es necesaria para las Enterobacterias, ya 
que éstas, reducen el nitrato a nitrito en 8 horas. 

FASE 1 

Agregar directamente al cultivo incubado 1 ml de la solución de ácido 
sulfanílico y luego 1 ml de la solución de alfanaftilamina gota a gotal8. 

RESULTADOS: 

Positivo: color rojo del medio dentro de los 30 segundos 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, una pe­
queña 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 nitrato estaba presente y no se reducía por la acción 
bacteriana. 

Si no se produce el color rojo, indica· que las bacterias han reducido los 
nitratos y los nitritos hasta gas nitrógeno (Ver Fig. 2.31). 
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Fase No1 

~ ·:·. 

(+) (-) 
ROJO AMARILLO 

:' 1 ·;· 
• ¡~ 

1 o., ¡ 
¡ .... ,¡ 

~ali 
<> l ! ,, 11 
. 1! 

;•¡ 

! \;::' ·' , 
1 • :'• 

:~.·· 

{ + ) 

o 

AMARILLO ROJO 
Fig, 2.31 Lecturas en la reducción del nitrato. 

Reactivos 
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1.10 PRUEBA DE ROJO DE METILO- VOGES PROSl<llUER (MR- VP} 

FUNDAMENTO: 
Rojo de metilo: comprobar la capacidad de un organismo de pro 

ducir y mantener estables los productos terminales ácidos de la fermenta:' 
ción de la glucosa. 

Voges Proskawer: (VP): determinar la capadJ,dad de algunos or­
ganismos de producir un compuesto final neutro, el acetil metil carbinol 
(acetoína}, a partir de la fermentaciÓn de la glucosa41 • 

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 concentración de iones hidrógeno 

·presente cuando un organismo fermenta la glucosa. 

Todos los miembros de lasEnterobacteriasson,por definición, fermentadores 
de la glucosa. En el caldo·MR -.VP, después de 18 a 24 horas de incuba­
ción, la fermentación resultante da productos secundarios metabólicos áci­
dos¡ por lo tanto, inicialmente todos los entéricos darán una reacción po­
sitiva con el rojo de metilo¡ sin embargo, después de más tiempo de incu­
bación como lo exige la realización de la prueba (de 2 a 5 d!as), aquellos 
organismos que son .. rojo de metilo positivos continúan producie11do m5s áci­
dos, y dan como resultado un bajo pH terminal, venciendo el sistema amor­
tiguador de fosfato, y manteniendo un medio ácido (pH: 4.2). 

Los organismos rojo de metilo negativos continúan metabolizando los produc 
tos iniciales de la fermentación por descarboxilación, produciendo acetii= 
metilcarbinol (acetoína) neutro, lo que da un elevado pH terminal que dis­
minuye la acidez del medio, elevando el pH la neutralidad (pH: 6.0)41. 

La reacción de Voges Proskauer (VP) se basa en la detección del'acetilrne­
·tilcarbinol (acetoína), un producto final neutro derivado del metabolismo 
de la glucosa, ésta es rnetabolizada en ácido piruvico, una bacteria puede 
seguir muchas vías, la producción de acetoína es uno de los ciclos para 
la degradación de la glucosa en las bacterias. 

Las Enterobacterias se clasifican como fermentadoras de ácidos mixtos o 
del ácido fórmico, lo cual indica que sus productos terminales por· la uti­
lización de la glucosa son ácidos. 

Acido lSctico 

Oxa1acetato Acido succl'.nico 

co
2 

Acido pirúvico 1------ Acido fórmico< 

. H2 

A <Ac. acético Acetil coenzima 

111::. et!lico 
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Estos fermentadores de ácidos mixtos J?UCden ser divididos a. su vez en dos 
grupos, l) los que producen ácidos, pero 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 Klebsieila. - Enterobacter (VP+). 

El producto terminal en la utiliaación del piruvato por los grupos ~ 
siella - Enterobacter, Serratia, Bacillus, es el 2, 3 Butilenglicol. La 
reaccrón de (VP) se basa en la detección de la acetoína, un precursor de 
la producción de 2, 3 Butilenglicol4l. 

MEDIO DE PRUEBA 

CALDO MR - VP t 
son dos tubos que contienen el medio de MR - VP, modifica­

do del medio original de Clark y Lubs (1915). Se inocula por agitación 
del asa en el medio, 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 9'· 

Etanol 40 ml. 

Agua destilada a 100 ml. 

Disolver el rojo de metilo en etanol y diluir al volumen con agua; puede 
utilizarse alcohol etílico de 95°. 

REACTIVO VP (de Barritt) 

o(- naftol (l - naftol) 5 9· 

Alcohol etílico (absoluto) 100 ml. 

,Disolver ele< - naftol en menos de 100 ml. de alCohol etílico absoluto. 
Trasvasar la solución a un frasco volumétrico de 100 ml y agregar alcohol 
et!lico absoluto, c.s.p. 100 ml. · 

Hidróxido de potasio 

Agua destilada 

40 g. 

lOO'nÍl. 

Pesar rápidamente el hidróxido de potasio y disolverlo en menos de·lOO ml 
de agua destilada. Colocar en un baño de agua fría. circulante. para contro 
lar la temperatura. Enfriar y trasvasar a un frasco de 100 ml y agregar -

19 . agua destilada, c.s.p. 100 ml. • 
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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 37ª e por 48 horas. 

Agregar 5 gotas del indicador de pH rojo de metilo directamente al medio 
antes de intentar la interpretación. 

RESULTADO 

Prueba MR positiva: el cultivo es lo suficientemente ácido como para pe.::_ 
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). 

Reacción retardada: color anaranjado. Continuar la incubación hasta 4 
días y repetir la prueba. 

REACCION DE VOGES PROSKAUER (VP) 

Realizar la lectura después de 24 - 48 horasr puede necesitar una incuba­
ción más prolongada, hasta 10 días. 

Agregar directamente los reactivos (VP), en el orden siguiente: 

- Primero: O. 6 ml de una solución de oc -naftol al 5\. 

- Segundo: 0.2 ml de la solución de KOH al 40%. 

Agitar el tubo suavemente para exponer el medio al oxígeno atmosférico a 
fin de oxidar la acetoína y obtener la rección 

RESULTADOS 

Reacción VP positiva: color rojo rosado en la superficie del medio (nos 
'indica la presencia de acetoína) , (Ver Fig. 2. 32.) • 

Reacción VP negativa: color amarillo en la superficie del medio (mismo co 
lor del reactivo). 

PRECAUCIONES 

Las pruebas de MR.- VP, no ofrecen confianza como único 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 tie11en la. errónea impresión de que Ul\ organismo que es VP 
positivo es automáti~nte HR pegativo, o viceversa, basados en el funda 
mento de la prueba, pero algunos.organismos como el·Entérobacter hafniae 
(cuando es incubado a 37° C) y Proteus mirabilis pueden dar tanto una 
reacción MR positiva como VP positiva41, 

El orden de adición de los reactivos de Barritt es muy importante. 
Agregar primero el oe. -naftol, seguido por el KOH. La inversión del orden 
de incorporación del reactivo puede dar un resultado debilmente positivo 
o falsamente negativo. 

2 • PRUEBAS DE REACCION MULTIPLE 

. 2.1 PRUEBAS EN EL t!EPIO s.r.M. 

FUNDAMEN'l'O: 
el medio de S.I.M,, se utiliza para real.izar tres pruebas a la 

vez, que deben ser leídas y reportadas por separado, es usado rutinaria­
mente en la diferenciación de cultivos puros de Enterobacterias y que de­
tecta la prciducoión de Sulfuros, Indol y Motilidadª.· 

Ayuda a la diferenciación de las siguientes especies: 

CUADRO 2.11 

Reacciones de algunas Enterobacterias en el 
medio de s.I.M. 

Producción de Producción · Motilidad E S P E C I E 
---------- H2 s _______ _:ndol _______ _ 

Salmonella typhi +o - + 

Salmonella +o - + 

Shigela + o -

E. coli + + o 

Klebsiella + o -

Enterobacter + 

Citrobacter + + 

FUENTE: Mac Faddin, 1979. 
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BASES BIOQUIHICAS 

PRODUCCION DE ACIPO SULFHIDRICO: 
dete;rmina si se ha liberado ácido sulfhí­

drico CH2 S) por acción enzimática, de los aminoácidos que contienen azu­
fre produciendo una reacción visible de color negro. 

La peptona, la ciste!na, la cistina y el tiosulfato, todos son fuentes de 
azufre, pero las diferentes especies utilizan distint~s compuestos o ainin~ 
ácidos que contienen azufre para producir (H2 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 producción de ácido sulfhídrico entre las·e.!!. 
terobacterias. Los indicadores de H2 S varían entre estos medios: hierro, 
sulfato ferroso, sulfato de amonio ferroso o .férrico, tiosulfato de sodio 
o sulfito de bismutor sin embargo, el principio es el mismo41. ·· 

REACCION TO'l'AL: 

Bacteria (medio ácido) + Tiosulfato de sodio----...cas H2 sf 

H
2 

S + iones.· férricos Sulfuro. ferroso l 
Precipitado negro insoluble 

PRUEBA DEL INDOL: 
. determina la capacidad de un organismo de desdoblar el 
indo! de la molécula de Triptefano. 

El Triptófano es un aminoácido que puede ser oxidado por ciertas bacterias 
para formar tres metabolitos indólicos principales: Indo! escatol .(meti-
lindol) e indolacético. · 

El principal intermediario de la degradación del Triptófano es el ácido in 
dolpirúvico, del cual puede formarse indo! por desaminación, y escatol por 
descarboxilación del ácido indolacético. · 

El indol es volátil y puede ser detectado tratando el·medio con P - dill\e­
tilam.inobenzalodeh!do o con tiras de papel ill\pregnadas con ácido oxálico 
mantenidas cerca de. la boca del tÜbo de cultivo por el tapón de algodón. 

·J\mbos métodos son sensibles y dan los mismos resultados. 

El reactivo de Kovác's o Ehrlich, tienen la ventaja de que el solvente (a,! 
cohol am!lico o etanol) se encuentran en la solución a pruebalB, 41. 

PRUEBA DE MOTILIDAD 

La motilidad del gérmen se demuestra por una turbidez difusa en el seno 
del medio. 

154 



MEDIO DE PRUEBA 

El medio de S.I.M. es un medio semis6lido (0.7S\ 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 Indo!) 

REACTIVO DE KOVAC (1928). 

P - dimetilaminobenzaldeh!do s g. 

Alcohol amílico 7S ml. 

HCl conc. 2S ml. 

Disolver el aldehído en el alcohol por calentamiento ligero en baño Mar!a 
(SO - SSº C). Enfriar y agregar el ácido, proteger de la luz y almacenar 
a 4° c. 

REACTIVO DE EHRLICH 

P - dimetilaminobenzaldeh!do ·· 1· g. 

Etanol absoluto 9S ml. 

HCl conc. 20 ml. 

Disolver el aldehído en el etanol y agregar el ácido, proteger de la luz18• 

PROCEDIMIENTO 

Inocular la cepa pura en estudio por picadura, alcanzando ésta unos 3/4 
de la longitud de la columna, retirar la a~ja sigtiiendo la l!nea de ino­
culación e incubar de 24 a 48 horas a 37º éfJ, 

RESULTADO 

M:>tilidad: 
prueba positiva: difusión del gérmen en el medio, provocando 

tu;b.idez (V~r Fig. 2.33) 

prueba negativa.: crecimiento acentuado en la l!nea de inocula 
ción. 
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La temperatura de incubación es importante: en la mayor parte de los mi­
croorganismos móviles, lo son a temperaturas más bajas (15 a 25° C) y 
pueden no ser móviles a 37º cl8. 

Acido sulfhídrico: 
prueba positiva: se observa ennegrecimiento del medio 

siguiendo la línea de inoculación e en todo el agar (Ver Fig. 2.33) 

prueba negativa: no se observa ennegrecimiento en el. 
medio. 

UTILIZACION DE TIRAS DE ACETATO DE PLOMO 

Detección de H
2 

S de rutina: 

Prueba positiva: coloración negro - pardusca de la tira de papel. 

Prueba negativa: no hay altercaciones ni coloración de la tira .• 

Detección del Indo! 
agregar directamente.al tuvo incubado, 0.5 ml del reac 

tivo de Kovác 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 producé ~ambio de· color; toma el color del reactivo. 

Fig. 2.33 Interpret~ciones en 
el medio de SIM: 
A) motilidad positi 
va; B) producción -
de H2 S1 C) produc­
ción de Indo! • 

A 

1 ! ! 

' ¡ 
,! 1 1 

;· '¡ :~ 

B 
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TIRA IMPREGNADA CON ACIOO OXALICO (Prueba rápida) 

Colocar Wla•cinta con ácido oxálico entre el tapón y el tubo. 

Prueba positiva: formación de Wl color rosa pálido. 

Prueba negativa: no se aprecia cambio,de color. 

2. 2 PRUEBA DE LA LECHE CON TORNAS~-

FUNDAMENTO: 
diferenciar organismos sobre la base de sus múltiples reacci~ 

nes metabólicas en Wl medio lácteo. 

BASES BIOQUIMICAS 

La leche tornasolada es un medio diferencial que· se emplea para determinar 
varias funciones metabólicas de Wl organismo: fermentación de la lactosa, 
caseólisis y coagulación de la caseína. · 

El tornasol incorporado a la leche es un indicador del pH y un indicador 
Redox (oxidación-reducción) que hace que el medio pueda indicar diversas 
funciones. La leche sola contiene el hidrato de carbono lactosa junto con 
tres importantes proteínas: caseína, lactalbúmina y lactoglobulina. .. Por 
lo tanto, Wl organismo puede mostrat una o varias propiedades metabólicas, 
cada Wla propia de una especie determinada, ayudando así a la identifica­
ción bacteriana. 

FERMENTACION DE LA LACTOSA 

El tornasol como indicador de pH es rojo en solución ácida (pH: 4.5) y 
azul en condiciones alcalinas (H: 8.3) • La leche tornasolada presenta un 
color azul purpúreo. (pH: 6.8) cuando no está inoculada, pero si un orga­
nismo es capaz de ·fermentar la lactosa, produciendo principalmente ácido 
láctico, se produce una condición ácida indicada por el cambio de color 
del medio, que se vuelve rojo rosado. Ciertas bacterias que forman álca­
lis no fermentan lactosa, pero actúan 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 púrpura azulado. 

Lactosa -------- glucosa + galactosa 

ácido láctico 

Glucosa -------- ac. pirúvico ~ácido but!rico 

co2 + "2 
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REDUCCION DEL TORNASOL 

El tornasol es un indicador del pH y un indicador de oxidación - reducciÓR. 
Algunos organismos son capaces de reducir el tornasol a una leucobase 
(blanca). 

FORMACION DE COAGULO Y DIGESTION 

Las enzimas proteolíticas provocan la hidrólisis de las proteínas de la le 
che de lo que resulta su coagulación: la enziIDa responsable de la fonna-­
ción de coágulo es la ranina. La formación de coagulo en la leche torna­
solada es causada por: una precipitación de la caseína por la formación 
de ácidos, o por la conversión de la caseína en paracaseína por la enzima 
ranina. 

FORMACION DE UN COAGULO ACIDO 

La precipitación de la caseína provocada por los ácidos orgánicos a partir 
de la lactosa en condiciones ácidas, produce un coágulo 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 áci­
do láctico y otros ácidos orgánicos c0tno productos finales de la glucóli­
sis, éstos a su vez, se combinan con el caseinato de calcio, sá.l soluble 41 en agua, para d.ar caseinógeno que precipita en forma de coágulo insoluble · 

Lactosa --------- ácido láctico 

Acido láctico + caseinato de Ca 

(medio ácido) (Sal soluble) 

DIGESTION (PEPTONIZACION) 

-=~~~~~~---- caseinógeno 
(insoluble) 

La hidrólisis de la caseína por la actividad enzimática produce una con­
versión final del precipitado caseinógeno en un líquido claro¡ el proceso 
se denomina peptonización, y se manifiesta por una aclaración acuosa del 
medio causada por la digestión del precipitado (coágulo) y las proteínas 
de la leche por las inzimas proteolíticas. sólo se produce peptonización 
cuando la bacteria en prueba contiene la enzima proteolítica caseasa. 

FORMACION DE UN CUAJO (COAGULO) 

La otra forma de coá~lo es ol cuajo, es el proceso que ocurre por la co.!! 
versión de la caseína en paracase!na por las enzimas ranina, pepsina o 
quimotripsina contenidas en la leche. 

r.a ranina provoca el cuajado de la leche convirtiendo la sal de caseína 
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soluble (caseinato de calcio) en una paracaseína insoluble (paracaseinato 
de calcio) que es el cuajo o requeson. 

re ni na 
Caseína -----++---- Paracaseína 

ca l 
Cuajada 

La paracaseína es precipitada como paracaseínato 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 después de algunas 
horas, dando un líquido residual claro que se denomina "suero". 

FORMACION DE GASES 

Los gases cco2 y H2l se forman como resultado de la ferinentaci6n de la laE, 
tosa. 3e produce una fermen1:aci6n turbulenta cuando hay abundancia de g!_ 
ses que descomponen un coágulo ácido, 

MEDIO DE LECHE TORHASOLADA (PH: 6. 8) 

Es un medio diferencial líquido de color azul purpúreo, se siembra por 
agitaci6n del asa y contiene lactosa, galactosa, trazas de glucosa, case!, 
na, sales.minerales y tornnsol como indicador d~ pH18, 

PROCEDIMIENTOS 

Inocular un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubaci6n. 

En caso de Clostridium agregar hierro estéril, por ejemplo, polvo de hie­
rro, limuaduras de metal o clavos al tubo. 

Incubar a 35 - 37º c por 18 a 24 horas; pueden ser necesarios períodos 
más largos, hasta 14 días. 

RESULTADOS: 
ROJO ROSADO (A) 

Reacción ácida 

Fermentación de la lactosa 

AZUL PURPUREO (SC) 

No hay fermentación de la lactosa 

No hay cambio en el indicador de pH 
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- AZUL (ALK) 

Reacción alcalina 

No hay fermentación de la lactosa 

-Metabolismo de substancias nitrogenadas 

BLANCO (RED) 

Reducción del tornasol a una Leucobase 

- DIGESTION (PEPTONIZACION) (D) 

- FORMACION DE COAGULO O CUAJO (C) 

C~agulación de ra· prote!na de la leche 

Burbujas en el medio 

El coágulo puede desintegrarse 

- FERMENTACION TURBULENTA (T) 

El coágulo ácido es fragmentado por la abundante producción 
de gas. 

NOTA~ En una sola bacteria puede producirse una de estas reacciones meta 
bÓlicas o úna variedad de combinaciones de las mismas41 , 

·CUADRO 2.12 
Posibles lecturas en el medio de leche con tornasol 

REACCION 

Acido solamente 
Acido con gas 
Acido con coágulo 
Acido, coágulo y gas 
Acido digestión 
coágulo digestión 
Digestión 
Coágulo, gas 
coágulo 
Reducción del tornasol 
Sin cambio 

FUENTE: Mac Faddin, 1979. 

ABREVIATURA 

(A) 
(AG) 
(AC) 
(itCG) 
(AD) 
(CD) 
(D) 
(CG) 
(C) 
(Red) 
(SC) 
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2.3 PRUEBA DE LA DESCARBOXILACION DE LA LISINA 

FUNDAMENTO: 
medir la capacidad ~nzimática de un organismo para descarboxi­

lar un aminoácido formando una amina, con la consiguiente alcalinidad41. 

BASES BIOQUIMICAS 

La prueba se basa en la descaboxilaci6n de la lisina, formación de sulfu­
ros y fermentaci6n de la glucosa¡ además detectar la desaminación de la 
lisina. · 

La descarboxilación es un proceso por el cual las bacterias que poseen en­
zimas descarboxilasas específicas son capaces de atacar a los aminoácidos 
en su grupo carboxilo (-COOH), dando una amina o una diamina y anhídrido 
carbónico. 

El aminoácido L - lisina sufre la descarboxilación para dar una diamina 
(cadaverina) y anhídrido carbónico por acción de la enzima específica li­
sina - descarobixilasa. 

Las descarboxilasas son enzimas adaptativas o inducidas; son formadas por 
un organismo solamente cultivadas en un medio ácido en presencia de un 
sustrato específico. Los productos de la descarboxilaci6n provocan una 
desviación del pH hacia la alcalinidad. El proceso enzimático resultante 
es irreversible, no oxidativo, y requiere una coenzima común, el fosfato 
de piridoxal. 

En el laboratorio de bacteriología clínica, las tres descarboxilasas uti­
lizadas para la indentificación bacteriana son la lisina, ornitina y la 
arginina. 

La descarboxilación de la lisina, puede ser detectada en forma simple por 
la observación del cambio de color de un indicador de pH, incorporado al 
medio de cultivo41. 

MEDIO DE L.I.A. (Lisina - hierro - agar) 

Es un medio diferencial empleado para caracterizar las Enterobacterias. 
Es muy útil para diferenciar tempranamente cepas de Salmonella y Arizona 
de Citrobacter. Es un medio s6lido en tubo con superficie inclinada de 
color púrpura,. contiene lisina (1\), glucosa, un indicador de H2 s y púr­
pura de bromocreosol como indicador de pHS. 

PROCEDIMIENTOS 

Inocular el medio por estría en la superficie del agar. Utilizar un cul­
tivo puro de 18 a 24 horas. 
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Incubar a 37° e por 48 horas¡ puede ser necesaria la incubación prolonga­
da, hasta 4 días. 

RESULTADOS 

Prueba positiva: Púrpura 

Prueba negativa: Púrpura 
sal, (Ver Fig. 2.34). 

.Amarillo ---- Púrpura 

Amarillo (solamente fermentación de gluco-

NOTA: Todas las Enterobacterias provocan una fermentación incial de glu­
cosa que produce ácido, que se manifiesta por un cambio de color 
en el indicador de pH, de púrpura a amarillo en las primeras 10 a 
12 horas de incubación. 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 púrpura41. 

CUADRO 2.13 
Reacciones de los grupos entéricos 

en medio L.I.A. 

Superficie Pondo del H
2 

S GAS GRUPO 
del agar agar 

Ale. Ale. o N - o + Escherichia 

Ale. Acido Shigella 

Ale. Ale. o N + (-) Salmonella 

Ale. Ale. + o - s. typhi 

Ale. Acido - o + + o - .s. paratyphi A 

Ale. Ale. o N + (-) Arizona 

Ale. Acido + o - - o + Citrobacter 

Ale. Ale. + - o + Edwardsiella 

Ale. o N Ale. o N + o - Klebsiella, 
Enterobacter 

Ale. o N Acido - o + E. cloacae 

Ale. o N Ale. o N Serratia 

Rojo (Ale.) 11.cido - (+) Proteus, 
Providencia 

FUENTE: Davidson y Bernard, 1983, 

Los símbolos incluidos en paréntesis indican. reacciones ocasionales. 

Ale. = Alcalin~, N= Neutro, Rojo= Desanlinación oxidativa de la lisina. 
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Fgi. 2.34 Resultados en el medio de L.I.A. En la prueba ,positiva, es pro­
bable, para algunas Enterobacterias, que el medio mÚestre un pre 
cipitado negro que nos indicaría la producción de H2 s formado -
por el metabolismo bacteriano. 
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2.4 PRUEBAS EN EL MEDIO T.S.I. (Triple azúcar hierro) 

FUNDAMENTO: 
determinar la capacidad de un organismo de atacar un hidrato 

de carbono específico incorporado en un medio de crecimiento básico, con 
la producción o no de gases, junto con la determinación de posible produE_ 
ción de ácido sulfhídrico41 • 

BASES BIOQUIMICAS 

La producción de ácido sulfhídrico y/o las formas de fermentación de los 
hidratos de carbono son generalmente características de los grupos, géne­
ros o especies bacterianos específicos, sobre todo entre las Enterobacte­
rias. 

El agar triple azúcar hierro (TSI), es un medio diferencial que se utili­
za con un doble propósito: 1) determinar la fermentación de carbohidra­
tos, y 2) determinar la producción de·H

2
s. 

El medio TSI contiene tres hidratos de carbono: lactosa, sacarosa 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, aún no son capaces de fermentar ni la lactosa ni la glucosa• 
La fermentación del azúcar puede llevarse a cabo con producción o no de 
gases cco2 + H

2
). 

La fermentación se produce aeróbicamente (en la superficie del agar) y 
anaeróbicamente (en la capa inferior del medio) . 

FERMENTACION DE LA GLUCOSA SOLAMENTE (Alcalina/ácida). 

La fermentación de la glucosa sólo queda indicada por la formación de áci 
do (amarillo) en ·el fondo .. del medio, sin gas o con él, mientras que la -
superficie permanece alcalina (roja) • . 

La superficie es alcalina (roja) , lo que indica que se ha producido la de 
gradación aeróbica de la glucosa. Después de 18 a 24 horas de incubacióñ 
la baja concentración de glucosa (C.1%) ha sido consumida por completo y 
el organismo comienza a utilizar 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 degradación anaeróbica de'ía glucosá, aquí, la glucosa también 
es degradada después de 18 a 24 horas de incubación; sin embargo, se for­
man productos finales ácidos dando un pH ácido41 (color amarillo) • 
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GLUCOSA __ _..ci;;;.c;.;l;;.;o;o...;d;.;e;;....;;Embd;;.;,.o;..._,,en-...---'Me.....,Y._.e""r"'"h""o ... f __ 
anaerSbico 

a. orgánicos 

aldehídos 

alcoholes 

+ co
2 

Energía 

FERHENTACION DE LA LACTOSA Y LA GLUCOSA (Acida / ácida) 

La fermentación de la lactosa se demuestra por el des~ollo de ácido y 
gas tanto en la superficie como dentro de la capa del ·ágar (amarillo /am~ 
rillo). 

Algunos organismos tienen la facultad de fermentar tanto la glucosa, como 
la lactosa o la sacarosa en busca de elementos nutritivos, dando una reac 
ción en el medio de superficie ácida y una capa profunda ácida después d"e 
la incubación (ácida/ácida). En un período de 18 a 24 horas la concentra 
ción de· la lactosa (1'). -
AÚn no se ha conswnido y todavía existe una condición ácida, si se leyera 

.· · el mismo medio después de 48 horas o más, la superficie se habría vuelto 
alcalina por depleción de la lactosa y la utilización de peptonas. 

LACTOSA 

ciclo de Krebs . 
Glucosa o galactosa -----aer5bico____ co2 

NO FERMENTACION DE LA LACTOSA NI DE GLUCOSA 
(Alcalina/alcalina¡ alcalina sin cambio) 

glucosa +"galactosa 

+ + energía 

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 fo:i:ma aeró 
bica o anaeróbica dando dos posibles lacturas en el medio de TSI. La reac 
ción (alcalina/alcalina) ,·se da cuando las peptonas son utilizadas tanto -
en forma aeróbica como en la anaeróbica. La reacción (alcalina/sin cambio) 
se presenta unicamente en aquelllos organismos aeróbicos). 

Cuando las peptonas son degradadas se produce un pH alcalino por la libe­
ración de amoniaco (NH3) que imparte un color rojo intenso al medio. 

PEPTONAS Aeróbicamente 
--Añaer6bicameñte-- amoniaco (NH

3
l 
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PRODUCCION DE GAS 

La producción de gas se ve por la aparición de burbujas en el medio en la 
trayectoria de la punción y alrededor de ésta, los gases producidos son 
anhídrido carbónico e hidr6geno, la bacteria que produce gas se denomina 
aerogénica y puede además manifestarse por el desdoblamiento del medio, 
por el desplazamiento total del medio del tubo dejando un área clara, o 
una ligera muesca .del medio en el costado del tubo. La no producci6n de 
gas se denomina anaerogénica. 

2.5 PRODUCCION DE H2S 

Otro sistema de diferenciación utilizado en el medio TSI, es la produc­
ción de.ácido sulfhídrico (H2 SI, que se manifiesta por un ennegrecimien­
to del medio como resultado de la formación de sulfuro de hierro. 

Bacteria (medio ácido) + tiosulfato de sodio -------- H
2 

s gas ) 

El ácido sulflúdrico es un gas incoloro¡ por lo que es necesario un se!JU!! 
do indicador para detectar en forma visible su producción. 

+ iones férricos ----------- sulfuro ferroso (precipitado negro 
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 diferenciación ten 
tativa de los bacilos entéricos. Contiene lactosa (1%), sacarosa (1%), -
glucosa ,(0.1%) 1 citrato férrico y tiosulfato de sodio como indicadores de 
H

2 
S, y rojo de fenol como indicador de pH. 

PROCEDIMIENTO 

Utilizar un cultivo puro de 18 a 24 horas de incubación. 

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 puncionar hasta 
el fondo del tubo). 

Luego se hace pasar el alambre p0r encima de la superficie inclinada en 
estrías. 

Incubar a 37º e por 18 .ª 24 horas. Ni ~s ni después 
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RESULTADOS 

cuando se interpreta un resultado en el medio TSI puede observarse la co~ 
binación de culaquiera de las reacciones mencionadas a continuación, l) 
Fermentación de los hidratos de carbonor 2) producción de gases (co2 y 
u

2
>, y 3) producción de H

2 
S, Registrar todas las observaciones32. 

REACCIONES: 
ROJO - NARANJA ---~ Tubo sin inocular (control) 

AMARILLO -Acido----- Fermentación de glucosa, lactosa y saca­
rosa. 

ROJO INTENSO No fermentación de los carbohidratos 
(no entéricos) 

NEGRO EN EL FONDO -- Producción de ª2 s 
BURBUJAS DE GAS EN EL MEDIO - Pruducción de gas. 

CUADRO 2.14 
Registro de las reacciones en el agar triple azúcar hierro 

REACCION ABREVIATURAS 

Acido I ácido A I A 

Acido I ácido, gas A I A, gas 

Alcalino I ácido Ale. I A 

Alcalino I ácido, gas Ale. I A, gas 

Alcalino I ácido, gas, ª2 s Ale. I A, gas, ª2 s 

Alcalino I ácido, H2 s ·Ale. I A, ª2 s 

lle ido I ácido, H
2 s A I A, H2S 

Alcalino/alcalino Ale. / ale. 

Alcalino/ sin cambio Ale. /SC 

Sin cambio /sin cambio se I se 

FUENTE: Mac Faddin, 1979. 
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INTERPRE'l'ACION 

1. Fondo ácido 

Superficie ácida 

Gas en el fondo 

Sin color negro 

2. Fondo ácido 

Sup.erficie alcalina 

variable en gas 

color negro 

3. Fondo ácido 

Superficie ácida 

Variable en gas . 

4. Fondo ácido · 

Superficie ácida 

Variable en gas 

Golor negro 

5. Fondo alcalino 

Superficie alcalina 

No gas 

Sin color negro 

6. Fondo áCido 

Superficie ácida 

No gas 

Variable en color 

negro. 

REJ\.CCION 

Fermentaci6n de glucosa, lactosa o saca­

rosa con formaci6n de ácido y gas. 

Fermentaci6n de glucosa, con la produc­

ción de ácido y variable en gas. Lacto­

sa y sacarosa no fermentadas. Producci6n 

de H2 S. 

Fermentaci6n de glucosa, con la foxmaci6n 

de ácido, sacarosa y lactosa no ferment!!_ 

das. No pruducci6n de H
2 

s. 

Fermentación de glucosa, sacarosa o laE_ 

tosa con foxmación de ácido y variable 

en gas. Producci6n de H
2 

s. 

No fermentaci6n de.glucosa, lactosa o 

sacarosa. No producción de gas. No 

producci6n de H
2 

s. 

Fermentación de glucosa1 sacarosa o laE_ 

tosa con formación solamente de ácido. 

No gas. Variable en la. producci6n H2 s. 
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CUADRO 2.15 

Reacciones de los bacilos entéricos en el medio 

T. S. I .. 

Géneros y especies Agar inclinado Fondo del agar 

Escherichia A A 

Shigella Ale. A 

Salmonella typhi Ale. A 

otras Salm0nellas Ale. A 

Arizona Ale. A 

Citrobacter Ale. A 

Edwardsiella Ale. A 

Klebsiella A A 

Enterohacter A A 

E. hafniae Ale. A 

Serratia Ale. o A A 

_Proteus vulgaris A A 

P. mirabilis Ale. A 

P. morganii Ale. A 

P. rettgeri Ale. A 

+ 

+ 

+ ++ 

+ ++ 

+ ++ 

+ ++ 

+ + 

++ 

+ 

+ ++ 

+ ++ 

Providencia Ale. A +·o -

FUENTE: Davidshon y Bernard, 1983. 

Los tubos con agar triple aaúcar hierro deben de ser examinados a las -24 
horas, si se prolonga el período de incubación las reacciones ácidas pue­
den revertir a alcalinas (debido a la terminación de los carbohidratos· 
fermentables con el subsecuente ataque a las peptonas a partir de las cua 
les se producen substancias alcalinas (amoniaco, etc.). La pequeña can-­
tidad de ácido producido de la glucosa es oxigenado rápidamente en el tu­
bo el cual puede regresar a alcalino. Cuando existe una tensión baja de 
oxígeno en el fondo del tubo, la reacción ácida debida a la fermentación 
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~ - ESCULINA 

FUNDAMENTO: 
la reacción de CAMP es útil para.diferenciar al Streptococcus 

agalactiae de otras especies de Streptococcus1 la prueba se fundamenta en 
la capacidad, de este microorganismo, para completar la lisis parcial de 
los hematíes producida por la hernolisina beta de una cepa de Staphyloco­
ccus. Pueden dar reacciones positivas, en ocasiones, las cepas de Strep­
toCOccus dysgalactiae y Streptococcus ~· esta Última especie desdo­
bla la Esculina, mientras que la primera y el~ agalactiae no lo hacen16. 

MEDIO DE PRUEBA 

El medio utilizado consiste en una caja con agar sangre al que se le adi­
ciona 0.1\ de Esculina y 0.01\ de Citrato férrico. 

PROCEDIMIENTOS 

Técnicas alternativas 

Método 1 

Trazar una línea a. través del centro de la caja de agar sangre. 

Sembrar en estría contínua el cultivo de Streptococcus en ángulo recto 
c;ruzando la línea. · 

Inocular un cultivo puro de Staphylococcus ~ cruzando la superfi­
cie del agar paralelamente a la línea inicial. 

Incubar a 37° C por 18 a 24 horas, y examinar. 

RESULTADOS 

Si el Streptococcus pertenece ·a1 grupo B, produce una característica zona 
de hemólisis beta, semicircular, dentro de la zona hemolizapa por las to­
xinas del Staphylococcus ~· 

l'létodo 2 

Se requiere de uri cultivo de staphylococus ~' capaz de producir 
una zona amplia de beta hemólisis, de la cual se siembra un;i lí11ea rec 
ta que abarque la superficie del agar,. -
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PRUEBA DE CAMP - Esculina UTILIZANDO UNA ESTRIA DE 
Staphylococcus ~· 

AGAI SANOU 

\ 

Fig. 2.35 Diferenciación de Streptococcus en la prueba de CAMP 
..;. Esculina (Ver página siguiente para su interpretación)_ 
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La cepa de Streptococcus es sembrada perpendicularmente a la Hnea de 
inoculación del Staphylococcus, a unos 2 o 3 llllll de ésta. Un cultivo 
conocido de Streptococcus aqalactiae deberá incluirse en cada prueba 
como control (Ver Fig. 2.35). 

Incubar las cajas a 37° e durante 18 a 24 horas, y examinar. 

Interpretacion. La reacción positiva a CAMP se manifiesta por una zona 
semicircular de lisis completa dentro de la zona de la beta hem6lisis pro 
ducida por el Staphylococcus, el oscurecimiento del medio alrededor del -
Streptococcus corresponde a la separación de la Esculina46. (Ver Fig. 2.35). 

Prueba de CAMP. (Christie, Atkins y Much-Petersen, 1944). 

- Preparar una caja con base para agar sangre, cubriendo esta capa con u­
na capa de la misma base + 10\ de glóbulos rojos de carnero. 

- Inocular el cultivo de prueba durante lB a 24 horas 

- Después de .la incubación, y en la estufa bacteriol6gica para evitar el 
enfriamiento, adicionar 0.02 a 0.04 ml (2 gotas) de toxina B-estafilocó 
cica (10 unidades por ml) en el área de colonias discretas, y continuar 
la incubación por 2 horas más. 

RESULTADOS 

Una zona clara en el medio, alrededor de las colonias cubiertas por la 9.:. 
toxina, es una prueba positiva a CAMP18. 

INTERPRETACION DE LA PLACA DE CAMP. 

A-Reacción positiva a CAMP 

B-Obscurecimiento del medio por la separación de la esculina. 

e-zona d.e beta hem6lisis por es Staphylococcus. 

1.Cultivo CAMP (+) Esculina (-). 

2.Cultivo CAMP (-) Esculina (+). 

3.CAMP (+)1 Esculina (+) 

4.Cultivo CAMP {-) Esculina (-). 

CUADRO 2.16 
Calla.cter!sticas de los.Streptococcus causantes 
de mastitis en la prueba de CAMP 

ORGANI SMO CAMP ESCULINA H E M O L I S I S 

Str. agalactiae + at ,B o ninguna 
Str. dysgalactiae """o ninguna 
str. uberis + o< o ninguna 

Pueden encontrarse cepas de Str. ªgalactiae CAMP (-) 
Pueden encontrarse cepas de Str. uberis CAMP {+) 
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3. 2 REQUERIMIENTOS DE LOS FACTORES X y V 

FUNDAMENTO: 
Es una prueba que se utiliza para la identificación y diferen­

ciación de los miembros del género Haemophilusll. 

El género Haemophilus, está restringido a las bacterias que requieren de 
uno o ambos factores, "X" (hemina o hematina) y "V" (coenzima I1 difosfop.!_ 
ridín - nucleotido = NAO) para su crecimientol3. 

Las especies de Haernophilus no sólo 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 inóculo pequeño (para evitar el transporte). La ne-: 
cesidad para el co2 no es tan marcada para este género, por lo que el "e­
fecto del C02" .no ha recibido una consideración 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 glóbulos rojos de 40 ml de 
sangre y agregar, agitando constantemente, 100.ml de acatona 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 filtración y lavar con agua. Di 
solver la hemina cruda en 25 ml de solución de Na

2
HPo4-0.1 M y esterili-...,. 

zar a 115° e durante 10 minutoslB. 

FACTOR V (Difosfopiridín - nucleotido ~NAO). ·suspender 50 g de levadura 
en 100 ml de solución de KH2P04-0.2 M y calentar a 80° e durante 20 minu­
tos. Clarificar por centrifugación y esterilizar el sobrenadante por fil 
tración. Conservar en refrigeración o en congelación. 

DISCOS DE FACTORES X, V y X + v •. cortar en discos de aproximadamente 10 mm 
de diámetro papel filtro (tal como el Wha1;;,_man .No. 3 u otro papel adecua­
do absorvente). Sumergir los discos en solución de los factores X, V, o 
una mezcla de los factores X y V. Escurrir a 37° e o liofilizar. conser 
var en un recipiente cerrado en refrigeraciónlB. -

3. TECNICA 

Método 1 

Inocular una placa de agar·sangre y una placa de agar nutritivo con el 
microorganisIDo e inocular por sitios múltiples en la superficie de am­
bas .placas una cepa de Staphylococcus ~· 

Observar cada placa para crecimiento y "Satelitismo". 

Método 2 

Trazar una línea a través del centro de una placa de agar sangre y una 
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de agar nutritivo. 

Inocular en estría el cultivo de Haemophilus en ángulo recto y cruzan­
do la línea en ambos medios. 

Sembrar un cultivo de Staphylococcus ~ cruzando la placa paralel2_ 
mente a la línea (Ver Fig. 2.36-A). 

Incubar ambas placas a 37° e por 18 a 24 horas y observar para creci­
miento y "sateli tismo". 

RESULTADOS (para el Método l y 2): 

l. Crecimiento únicamente 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" 

--Requiere del factor X 

--Requiere de los factores X y V 

--Requiere del factor V 

No requiere de factor X ni V 

NOTA: Para los métodos mencionados anteriormente, la cepa de Staphyloco­
ccus aureus, actúa como donador del factor "V". El factor "X" lo 
PrCiPorciona el agar sangre18. 

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 crecimiento en las cercanías de uno o ambos discos. 
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AUIEUS. 

Fig. 2. 36-A Prueba para "'satelitismo" utilizando una placa de agar_ sangre. 

FfNOMfNO DE 
SATEUTISMO 

·Fig. 2.36-B Utilización de discos impregnados con los factores X y V 
en una placa de agar nutritivo. 
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CUADRO 2.17 
Identificación del género Haemophilus 

PRIMER CUADRO PARA HAEMOPHILUS 

H. influenzae 

H. suis 

H. haemolyticum 

H. gallinarum 

Heiilólisis 

+ 

SEGUNDO CUADRO PARA HAEMOPHILUS 

Catalasa 

H. haemoglobinophilus + 

H. influenzamurium 

H. aphrophilus + 
H. ducreyi 

TERCER CUADRO PARA HAEMOPHILUS 

catalasa 

H. parainfluenzae +. 

H. parahaemolyticus + 

H. para galllinarum 

H. paráphrohaemolyticus + 

FUENTE: Pijoan, Ciprian y Lastra, 1978. 

A: Que requieren X y V 

co
2 

Requiere suero 

Hem51isis 

+ 

Hemólisis 

+ 

+ 

+ 

+ + 

B: Que requiere solo X 

co
2 

Indol· 

+ 

+ 
+ 

C: Que requiere solo V 

co. 
2 

+ 

+ 

Indol 

d 

d 
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3.3 PRUEBA DE LA COAGULASA 

FUNDAMENTO: 
comprobar la facultad de un organismo de coagular el plasma 

por acción de la enzima coagulasa. La prueba de la coagulasa se utiza de 
manera específica en la diferenciación de especies pertenecientes al gén!!, 
ro Staphylococcus: ~·~(+)del s. epidermidis (-). Una reacción 1?2.' 
sitiva a la coagulasa es de criterio diagnóstico final pa~a la identifica 
ción del Staphy.lococcus. -

Frecuentemente esta prueba es utilizada como índice de virulencia o pato­
genicidad41. 

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), 
htm1ano, de caballo y de ovino (Much, 1908)18. 

Se desconoce el mecanismo exacto y la estructura química de la coagulasa. 
Sin embargo, Gratia (1920) introdujo el nombre estafilocoagulasa para el 
agente activo, la cual, está constituida por dos substancias, la coagula­
sa ligada (ligada a la célula) y coagulasa libre41. 

Smith y Col. (1968) sugieren que la coagulasa es una substancia semejante 
a la protrombina que reacciona con los factores plasmáticos normales para 
formar un compuesto parecido a la trabina que, a su vez, activa el fibri~ 
nógeno para formar fibrina. 

Plasm·a bacteria ~ 1 d fib · 
---------------- coagu o e rina coagulas a 

La coagulación del plasma se produce en dos etapas: 1) hay una reacción 
entre la enzima producida por las bacterias, una procoagulasa, con un faE_ 
ter o activador presente en el plasma para formar coagulasa, y 2) la pro 
pia coagulación del plasma activada por la coagulasa.·El factor bacteria::­
no verdadero es la procoagulasa, y el factor plasmático es una fracción 
globulínica similar, pero no idéntica, a la pri:rt:rombina. 

La coagulasa ligada se detecta con el método del portaobjetos, la reacción 
de aglutinación del plasma, y no está 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 estafiloc§. 
cicas que pueden ser producidas por el s. aureus; no obstante, Cowan ase­
gura que todas las cepas de s. aureus coagulasa positivas producen alfa 
o beta hemólisis, o ambas41. 
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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 glóbulos rojos sedimenten o centrifugar la sangre compl! 
ta. 

Asépticamente, quitar el sobrenadante (plasma) que contiene el anticoE_ 
gulante en un recipiente estéril. 

Fibrinógeno fresco. 

Asépticamente retirar el plasma que contiene anticoagulante de la san­
gre entera. 

Precipitación de fibrinógeno de plasma fresco citratado. 

Mezclar volúmenes iguales de plasma y una solución saturada de cloruro 
de sodio, dejar que se precipite el fibrinógeno y centrifugar. 

Reconstituir el fibrinógeno precipitado hasta 5 veces su vol\Dllen con 
agua destilada estéril y almacenar. 

El fibrinógeno resulta efectivo tanto para el método del portaobjetos 
como el del tubo, aún 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 rehidratado41. 

PROCEDIMIENTOS 

PRUEBA EN PORTAOBJETOS (Coagulasa ligada) 
(Williams y Harper, 1946) 

TECNICA 

Colocar una gota de agua destilada o solución salina fisiológica estéril 
en un portaobjetos limplio. 

Con el mínimo de extensión·, emulsionar una colonia de Staphylococcus en 
la gota de agua destilada hasta producir una suspención densa, 
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Mezclar suavemente la cantidad recogida con un asa impregnada con plasma, 
en la suspención de bacterias. 

\I 

Observar la inmediata formación de un precipitado 111acrosc6pico en forma 
de aglutinados blancos. 

RESULTADOS 

Una especie coagulasa (+) da por lo general una reacción entre los 5 y 20 
segundos. La formación retazdada de grumos no consti'tuye una reacción . P2. 
sitiva (Ver Fig. 2.37). · · · 

se considera negativa la prueba en portaobjetos si.no se pruduce la coaCJ};!_ 
lación a los 3 a 4 minutos. 

La prueba de la coagulasa en portaobjetos es un método únicamente presun­
tivo y todos los resultados negativos o retardados (más de 20 segundos) 
deben ser confirmados con la prueba en tubo de ensayo. 

Fiq. 2.37 Determinación de la Coagulasa ligada en portaobjetos. 
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PRUEBA EN TUBO DE ENSAYO (C0a_9'UJ.as{l J.ic¡ilda y libre) 

Método l (COwan, 193.8) • 

TECNICA 

- Mezclar O. 5 znl de plal>lllA 1'1.llllAtlO o de CO(lejo no diluido con un volwnen 
igual de un culti~o de Staphyloc:occus en caldo BHI de 24 horas, o re­
coger con el asa una buena cantida4 de una colonia pura de una placa 
de a.c¡ar. 

Incubar a 37 ° C durante 4 horas, observar cada 30 minutos si .. se prod_!! 
ce coagulación. 

Fig. 2.38 Prueba en tubo de ensayo para 
la detexminación de la coagu­
lasa ligada y libre. Prueba 
positiva. 

''H 111 
! 11 -

1 

'11 

1 I 
'¡ 1 

l. .. · l 1 1 1 .. ~¡ 
Cowan sugiere uÚlizar plélsma sin "diluir.con ~l cultivo en caldo; pero 
diluirlo en la proporción dé 1:2 cuando se hace una suspención con una so 
la colonia, Gillespie recomienda una dilución de 1:10 del plasmal8, 

Método 2 (Gillespie, 1943) 

TECNICA 

A 0.5 ml de una dilución 1:10 de plasma en solución salina, se agrega 
0.1 ml de un cultivo de 18"horas del microorganismo en caldo. 

Incubar a 37° e y examinar para formación de coágulo a 1, 3 y 6 horas 
después. 

RESULTADOS DE METODO 1 y 2 

Prueba positiva: se forma coágulo o filamentos de fibrina definidos. 

Completa: el coágulo abarca todo el tubo (Ver Fig. 2.38). 

Parcial: el coágulo no se extienda por toda la columna. cualquier grado 
do de coagulación se considera positivo. 
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Prueba negativa: no hay formaci6n de coágulo, la suspenci6n. se mantiene 
homoqénea. 

NOTA: La concentración de Estafilocoagulasa influye sobre la velocidad 
de coagulación del plasma1 cuanto más alta la concentraci6n, más 
rápidamente se formárá el coágulo, una concentración elevada provo 
ca la instantánea coagulación del plasma. -

Las cepas de S. aureus más virulentas poseen enzimas coagulasa. 
se recomienda que no se use la presencia o ausencia de coagulasa 
oomo criterio de virulencia¡ los síntomas clínicos son.de mayor 
importancia para determinar la patogenicidad. 

CUADRO 2.18 
Diferenciación de las especies del género 

Staphylococcus 

REll.CCION s. aureus s. epidermidis .· 

Coagulas a 

~lanitol 

Reacción OF (O) 

Reacción OF (F) 

Alfa toxina 

Endonuleasas 
termoresistentes 

Biotina para su 
crecimiento . 

FUENTE: Pijoan, Ciprian y Lastra, 1978. 

o.- Diferentes tipos bioquímicos. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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D. :'AXSLAMIBm.'O DE ANAEROBIOS 

Las bacterias se clasifican en varias categorías de acuerdo a su habilidad de cr~ 

cer en presencia de oxígeno molecular. Aquellas que requieren de libre acceso de 

aire son conocidas como aerobias, las cuales, en condiciones de tensiones reduci-

das de oxígeno crecen dlibilmente o no lo hacen, sin embargo la mayoría de las ba.5:_ 

terias que utilizan el oxígeno atmosférico pueden crecer bien en su ausencia, ya 

que son capaces de utilizar el ox{geno cOlllbinado para sus procesos de síntesis, 

éstas reciben el nombre de anaerobios facultativos. 

Los anaerobios estrictos tienen la particularidad de crecer solamente en a.usencia 

COlllpleta de oxígeno, ya que es perjudicial para estos microorganismos (por carecer 

de peroxidasas), al no·presentar peroxidasas, no son capaces de desdoblar los me~ 

bolitas tóxicos para ellas mismas y que son el resultado de las reacciones de di-

chas bacterias en presencia de Ol:{geno. 

Un grupo relativamente pequeño de bacterias tiene la característica de crecer uni-

camente en tensiones reducidas de oxígeno, debido a estos. requerimientos m!ninios 

de gas (10\ de co2> ·a este grupo se le ha denominado bacterias microaerofílicas40 • 

1. RECOLECCION DE MUESTRAS 

Todas las muestras utilizadas para el estudio de los microorganismos anaerobios 

deben e>CalÍlinarse o cultivarse tan pronto como sea posible después de su obtención 

con el objeto de evitar la pérdida. de su viabilidad. 

. ó ~ Los indicios que sugieren posible infecci n por bacterias.anaerobias son: 
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Descargas mololientes. 

Tejidos necróticos, gangrena o formación de pseudomembranas. 

Presencia de gas en tejidos y secresiones. 

Endocarditis con hemocultivo negativo. 

Infecciones relacionadas con la administración de aminoglucosidos· (por vía ' 
oral, parenteral o tópica). 

Cuadros típicos de edema maligno, tétanos o carbón sintomático en los animales. 

Aborto séptico. 

Infecciones subsecuentes a heridas (mordeduras, heridas por esquila o trauma­
tismos). 

Presencia de "granules de azufré' en exudados (frecuentes en gabarro y actino­
micosis). 

Infecciones relacionadas con destrucción tisular asociados con trastornos cir 
culatorios. 

Las muestras pueden consistir en un trozo de órgano o tejido, o bien, se recomie!!_ 

da recoger el especímen por aspiración con.jeringa y aguja estéril protegiéndola 

.del contacto del aire (doblando la aguja) , o insertándola en un trozo de caucho 

en el caso de exudados o líquidos49 • 

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 co
2

, 

y son un método bastante económico para colectar sangre con un dispositivo de sa-

lida adicional que permite aUD\entar el bióxido de carbono en el interior de los 

tubos. Se recomienda adicionar a estos tubos penicilinasa la cual, permite el 

.cultivo de muestras provenientes de pacientes con tratamiento de penicilina54 

Las muestras son remitidas al laboratorio lo más rápido posible (20 a 30 min. co 

mo máximo) , sin utilizar refrigerantes, el uso de hisopos para la obtención de 

este tipo de muestras no es recomendable, a excepción de las muestras de heces40 • 
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si el retrazo en el envío de las muestras es inevitable, se recomienda su colee-

ción en tubos con un medio pre-reducido (caldo tioglicolato o medio de transpor-

te de Stuart), pueden utilizarse jarras anaerobias (como la jarra Gaspak), o al-

gÚn otro sistema similar en el caso de órganos. Cualquiera que sea el método --

utilizado para la remisión de muestras al laboratorio, tiene la finalidad de evi 

tar el contacto del microorganismo con el oxígeno atmosférico9 • 

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 patógenas por lo que deben manejarse las muestras ~ospechosas con 

sumo cuidado. 

La morfología.típica de.muchos anaerobios es una guía valiosa para la'selección 

de medios y técnicas de aislamiento especiales, el examen directo utilizando la 

tinción de Gramo el método de Schaeffer yFulton, pueden ser de gran ayuda en la 

identificación 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 anaerobio~ muy exigen-

tes, uno de los medios más utilizados para el cultivo de estos microorganismos, 

sigue siendo el medio líquido de tioglicolato (introducido por Brewer, 1940). El 

tioglicolato sódico (HSCH
2 

cooN2) contenido en este medio, mantiene las condici~ 

nes de reducción necesarias para el desarrollo bacteriano, mediante la absorción 

9 54 del oxígeno disuelto en' el medio , 
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CUADRO 2.19 
Algunas características de los principales géneros anaerobios 

G E N E R O REACCION AL GRAM 

Actinomyces + 

Bacteroides 

Clostridium + 

Eubacterium + 

Fusobacterium 

Lactobacillus + 

Peptococcus + 

Peptostreptococcus. + 

Propionibacterium + 

Veillonella 

FUENTE: Willis, A. '1'., 1977 

MORFOLOGIA 

Bacilos delgados filamentosos 
o ramificados (parecidos a mi 
celios). -

Bacilos delgados con puntas -
redondeadas; en algunas oca-­
siones adoptan forma de coco­
bacilos o pleomórficas. 

Ba.stones grandes, anchos 1 o -
bacilos pequeños ·que pueden -
presentar esporas. 

Bacilos en pares o cadenas -­
cortas; formas pleom6rficas. 

Bastones delgados rematados -
punta; frecuentemente son --­
pleomórficos. 

Baci.los en cadena (común) 1 

formas pleomórficas. 

Cocos en pares.o fo~do ca­
denas· cortas. 

Cocos simples, en pare.a o foE. 
mando cadenas. 

Pleomórficos¡ bacilos delgados 
formando grandes masas. 

Cocos en pares, cadenas cortas 
o en masas irregulares. 
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Para el aislamiento primario, es conveniente agregar al medio una pequeña canti-

dad de agar, el cual, limita la convección y, por lo tanto, reduce la absorción 

del oxígeno presente en el aire. El tioglicolato sódico reacciona con el oxíge-

no y mantiene las enzimas de las células en forma reducida (evitando la produc-

ción de metabolitos tóxicos para la bacteria). Este medio no necesita sellarse 

54 y además puede prepararse para ser presentado en placas 

Existen otras sustancias reductoras que incluidas en los medios de cultivo (tu-

bos o placas) para anaerobios, pueden ser utilizadas en ausencia o junto con el 

tioglicolato sódico) , la cisteína, el ácido ascórbico, la glucosa, o bien, las 

limaduras de hierro reducido (comercial o por calentamiento), son las que más uso 

55 . 
tienen en los laboratorios de diagnóstico (Ver cuadro 2.20). 

El medio de carne cocida de Robertson y la leche con tornasol, son tambi~n pre-

sentaciones en tubo, que pueden obtenerse en forma deshidratada y que son de gran 

utilidad para el cultivo y caracterización de los anaerobios (principalmente para 

el género Clostridium). Antes de emplear estos medios, deberán calentarse en un 

baño hirviendo durante 10 a 15 min., para expulsar todo el oxígeno disuelto en 

el medio (si los medios son de preparación reciente, o se han hervido reciente-

54 mente, no es necesario cubrirlos con Vaspar) • 

cuadro 2.20 

Agentes reductores utilizados en los medios 
para, anaerobios 

AGENTE 

Acido tioglicolico 

Glucosa 

Sulfito de sodio 

Acido ascórbico 

Ciste!na 

CONC, USUAL (\) 

0.01 - 0.2 

O;S 1.0 

0.025 

0.1 

o~s 

FUENTE: Willis. A. T., 19.77, 
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La mayoría de los anaerobios patógenos, tales coDIO el Cl. ~' f!_. perfrin-

gens y el f!.· botulinum, producen esporas resistentes al calor hasta un grado e.e_ 

paz de destruir todas las bacterias vegetativas. A menudo es posible, al inten-

tar cultivar estos anaerobios a partir de heces, de alimentos sospechosos o com-

presas de heridas, inocularlos en tioglicolato líquido, carne cocida, o en tubos 

con agar profundo, luego se pone el cultivo en un_baño de agua a 75º e durante 

10 a 15 min., lo cual destruirá todas las fo:t;111as vegetativas (aerobias o anaero-

bias), y las esporas se generarán a temperatura de incubación (37.º C), para lue-

go desarrollarse. Puede tenerse más éxito con este método que con los cultivos 

19 realizados en placas • 

El empleo del agar yema de ·huevo uti_lizando el sistema de doble caja, las. jarras 

anaeróbicas o biep las campanas de anaerobiosis1 nos permiete determinar la rea~ 

ción de lecitinasa y lipasa (reacción de Nagler, ·1939), producida por el género 

Clostridium. Además, favorece el desarrollo de esporas de los bacilos Gram pos!_ 

tivos18
• 

REACCION DE NAGLER: 

La lecito - vitelina (LV) es el componente lipoprotéico de la· yema de huevo y 

puede obtenerse como un líquido amarillo claro por la mezcla de la yema de huevo 

con la solución salina, 

Producción de lecitinasa: la lecito - vitelina se vuelve opalescente cuando se 

mezcla con ciertas toxinas bacterianas o,lecitinasas; pudiendo oc~r~ir posterio.:_ 
r!>).' 

mente la floculación y separación de una capa gruesa de grasa. cuando los micr.2_ 

organismos formadores de licitinasa se desarrollan en un medio sólido contenien-

do LV, la lecitinasa se difunde en el agar y produce una-zona de opalescencia a! 
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redor de las colonias aisladas constituida de un diglicerido de fosforil clorina 

18, 55 
(Ver Fig. 2.39). 

Producción de Lipasa: los microorganismos lipol!ticos también producen opales--

cencia en el agar con LV, la cual se observa como una zona de iridiscencia "ape_!: 

lada" sobre y alrededor de las colonias, así como una zona de opacidad debajo de 

las colonias debido a la insolubilidad de los ácidos grasos liberados o formados 

por lipasa32 (Ver Fig. 2.40). 

La capacidad para producir opacidad.en el agar LV es útil en la división del gé-

nero Bacillus y Clostridium, pero otros microorganismos, tales como Staphylococ-

~~·pueden dar reacciones positivas18• 55 (Ver cuadro 2.21). 

Fig. 

ZONA DE OPACIDAD 

POR lECITINASA 

~ \ ~ '1 ' • 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1. 
1 
1 

2~ 39 Producción de Licitinasa: A) el. perfringens sobre agar yema de 
huevo; mostrando opalescencia. ;-B¡ Cl. perfringens en el Diismo 
medio conteniendo antitoxina. 
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cuadro 2.21 

Reacción de algunos Clostridiutn de interes 
Veterinario en el Agar LV 

Especie Lecitinasa Lipasa Morfología del esporo 

haemolyticum + ovoide (ST)* 

botulinum + ovoide ( E) 

sordellii + ovoide (E ) 

tetani redondo (T) 

histolyticum ovoide (ST) 

chauvoei ovoide (E ) 

septicum ovoide (E ) 

novy + ovoide (E) 

perfringens + ovoide (C ) 

*). e = central 

E = excéntrico 

ST = subterminal 

T = terminal 

FtiENTE: Jang, Bibarstain.y Barajas, 1974. Oswaldiston, G. w., 1983. 
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Las placas de agar sangre, el agar de infusión cerebro y corazón (BHI)+ sangre, 

y el agar sangre lacada (congelada y desco~gelada)¡ son algunos medios no salee-

tivos, pero que son de bastante aceptación para el cultivo de anaerobios formadE_ 

res de esporas. La placa de Brewer (Ver Fig. 2.41) está especialmente ideada P.! 

ra el uso de estos medios sólidos, esta caja tiene la finalidad de eliminar el 

oxígeno y permitir al mismo tiempo el cul~ivo en superficie; el oxígeno conteni­

do en el pequeño espacio aéreo encima del agar se elimina mediante la reacción -

del agente r~ductor utilizando, 'o bien, las placas ya inoculadas se colocan en -

jarras anaeróbicas o en otro recipiente especial (velobiosis o incubador anaeró-

bico). El agar yema de huevo, el agar dextrosa tripticase!na o el medio de tri.E_ 

. . 54 
ticasa soya, son también utilizados en la preparaoión de estas caJas • 

ZONA DE OPACIDAD POR LIPASA 

Fig. 2.40 Colo.U.a lipol!tica'·sobre agar yema de huevo 
mostrando un área de opacidad restringida 
·y una capa perlada. 

190 



e 

Ca¡a de Brewer 

Fig. 2.41 Placa de Brewer. 

4. METODOS Y TECNICAS EMPLEADAS PARA EL AISLAMIENTO DE ANAEROBIOS 

Normalmente las bacterias anaerobias pueden desarrollarse y crecer en una atmós-

fera que presente un 100% de nitrógeno; sin embargo, algunos microorganismo (co-

mo Brucella o Bacteroides), requieren de una atmóafera menos estric.ta que conte!!_ 

ga un 10% de co
2

• 

·Para el aislamiento y estudio de las bacterias anaerobias son necesarios métodos 

especiales; en esencia hay.tres tipos de procedimientos utilizados para la obte!!_ 

ciÓn·~e una atmósfera libre de oxígeno: a) El empleo de medios que contengan -

sustancias reductoras que eliminen el oxígeno del medio; .b) el empleo de me---

dios y técnicas en que puede excluirse el oxígeno del medio, y c) el empleo de 

jarras, placas o incubadores anaerobios, en los cuales puede retirarse el. oxíge­

no (aire) y sustituirse por hidrógeno o nitrógeno19 • 56 

La efectividad del procedimiento de anaerobiosis empleado, puede ser comprobada 

por medio de la inclusión de agentes indicadores. de oxidación - reducción, en --

los recipientes en los que debió ser removido el oxígeno libre, también pueden -

incluirse en los medios de cultivo40 • 
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Para asegurarse a simple vista que las condiciones anaerobias son adecuadas pue-

de emplearse la solucuión indicadora descrita a continuación: 

Indicador de Fildes y Mcintosh (1921). 

Soluciones: 

- NaOH 0.1 H, 6 ml¡ agua destilada hasta 100 ml. 

- Azul de metileno, 3 ml, al 0.5\ en solución acuosa; agua destilada hasta 100 
ml. 

- Glucosa, 6 g; agua destilada hasta 100 ml. 

Colocar volúmenes iguales de cada soluci6n en un tuvo de ensayo, añadir un cris-

tal de timol paqueño y hervir hasta que la solución quede incolora, colocar en -

el recipiente utilizado para obtener Una atmósfera anaerobia. La solución perme_ 

nece incolora si se han mantenido las condiciones anaerobias. Existen en el meE_ 

cado indicadores de óxido - reducción desechables19 • 55 

cuadro 2.22 

Indicadores de o:Kidación-reducción 

I N D I C A D O R A P A .R I E N C I A 
Oxidación Reducción 

Azul de metileno azul i~coloro 

Resarzurina rojo incoloro 

En los laboratorios de bacteriología general, pueden realizarse trabajos de ais­

lamiento ba.stante aceptables utilizando técnicas simples (como el sistema de do~ 

192 



ble caja o utilizando el método del pirogalol alcalino), o bien, empleando las -

jarras anaeróbicas que se encuentran en el mercado. 

La finalidad del procedimiento utilizado para el cultivo de anaerobios, es reem-

plazar el oxígeno libre, o reemplazarlo por otro gas y los podemos clasificar de 

40 la siguiente manera: 

TECNICAS FISCAS 

Sembrado en un medio sólido por picadura, 

- Ebullición del medio que se va a emplear, antes del sembrado. 

'l'Ubos de rollo. 

Cámaras de anaerobiosis: funcionan por evacuación - reemplazo, son metálicas 
y el catalizador que emplean es paladio o aluminio. 

Jarra de Brewer: es de cristal, funciona por evacuación reemplazo y su cata­
lizador es el asbesto platinizado activado por la electricidad. 

Jarra de Mcintosh - Fildes: es metálica, funciona por evacuación reemplazo y 
sus catalizadores son el paladio y el aluminio. 

TECNICAS QUIMICAS 

Jarra de Gas-Pak: es de plástico y su catalizador es el paladio. Utiliza el 
método del sobre nebulizador. 

Utilización de medios PRAS.(pre-reduced anaeróbically sterilized), son medios 
comerciales sólidos o l!quidos prerreducidos y esterilizados anaeróbicamente •. · 

Caldo tioglicolato: es un medio nutritivo que contiene tioglicolato de sodio 
como agente reductor y un indicador de óxido - reducción. 

Compuestos químicos que eliminan el ox!geneno libre al combinarlo, ejemplos: 

Pirogalol + carbonato de sodio 

Ciste!na + ácido clorhídrico 

Acido ascórbico + glutationa 
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A continuación, describiremos algunos de los métodos más utilizados en el aisla­

miento de los microorganismos anaerobios, en un laboratorio de Bacteriología ge­

neral. 

4.1 JARRAS ANAEROBICAS 

a. JARRA DE TORBAL (JARRA BTL) • 

Las jarras anaeróbicas más utilizadas en la mayoría de los laboratorios bacteri~ 

lógicos, son los tipos modificados del modelo original diseñado por Mcintosh y -

Fildes (1916). 

La jarra BTL (Bair y Tatlock (London), 1959) es una vasija de metal. La jarra -

y su ceja (que se asienta sobre un anillo junta de hule) están fabricadas de co:­

bre y esmaltadas en.el exterior, con un barniz de estaño/niquelen el interior. 

La tapa está prensada a la vasija y tiene ésta última un brazo lateral que posee 

un indicador capsular del potencial de óxido - reducción que debe utilizarse --­

(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 reacción del oxígeno con el hidrógeno para formar agua (princi-­

pio original aplicado para el cultivo de bacterias anaerobias por Laidlaw, 1915). 

Posteriormente, estos catalizadores fueron modificados y se utilizaron los cata­

lizadores calentados electrónicamente (Brewer, 1938) y los catalizadores en fria 

(Brown, 1922) 55 • 

Más recientemente, se introdujeron los catalizadores que trabajan a temperatura 

ambiente (Heller, 1954), estos consisten en pequeñas Felotitas de aluminio cent~ 

nidas en un saquito fino de paladio (la jarra BTL utiliza este tipo de cataliza­

dor). 
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VALVULA 

CEJA 

SAQUITO QUE ,/ 
CONTIENE EL 
CATALIZAOOll 

BOTELLA 

HACIA LA BOTELLA 
ANAEllOllA .. 

TORNILLO CON VOLANTE 

Fig. 2.42 Jarra de Torbal. 

.ANILLO 

HULE 

-CAPSULA 
INDICADOllA 

HACIA El ClllNDllO DE 
HIDIOGENO 
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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. El hidrógeno se introduce (utilizando un ap~ 

rato Kipp) y la concentración deseada es regulada mediante un manómetro. Exis--

ten en el mercado cilindros que contienen gas hidrógeno disponible, así como ---

bióxido de carbono, el gas debe circular hacia la jarra a través de una válvula 

reductora o empleando una cámara de látex como reservorio de presión baja, cual-

quiera que sea el reservorio, deberá pasarse el gas a través de una botella asp.!_ 

radora 33 ( F. 2 42) ver ig. • • 

b. SISTEMA ANAEROBICO GJ\S-PJ\K (Brewer y Allegeier, 1966) 

Este sistema fue diseñado para utilizarse en la jarra Gaspak (hecha. de plástico 

·policarbonato transparente) o en la jarra de cristal de Brewer9 • 

La jarra Gaspak utiliza un catalizador a temperatura ambiente, un indicador de -

Rh y un paquete de gas hidrógeno desechable con envoltura generadora de bióxido 

de carbono. La introducción de este sistema, elimina la necesidad de utilizar·­

una bomba de vacío, del cilindro de gas ·y del manómetro33 • 

La jarra no presenta conexión externa y está construida de tal forma que la pinza 

liberará cualquier exceso de presión como medida de seguridad (Ver Fig. 2.43). 

Los sobres Gaspak contienen dos tabletas, una compuesta de ácido cítrico y bicaE 

bonato de sodio y la otra de borhidrato de sodio y cloruro de cobalto. El gene-

radar es activado cuando se añade agua a la jarra, la cual, debe cerrarse irune-­

diatamente55. 

Los sobres disponibles en el comercio, que liberan el hidrógeno y el co
2 

al aña­

dirles agua, pueden ser utilizados con cualquier sistema anaerobio que emplee un 

196 



. d . 1 d' 51, 54 cataliza or de•platino opa. a io 

Fig. 2 .43 Sistema anaerobio Gaspak. 

Recientemente, Don Whitley Scientific produjo un nuevo generador· de Hidrógeno -

Bióxido de carbono para ser utilizado en estas jarras anaeróbicco.s. Este produc..;. 

to comercial, está registrado con el nombre de Gaskit (Ferguson, Phillips y Wi-­

llis, 1976) 55 • 
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Fig. 2. 44 Jarra de ~rewer utilizando el método de velobiosis. 

c. JARRA DE CRISTAL DE BREWER (Brewer y. Evans, 1938). 

otro método utilizado para obtener una atmósfera libre de oxígeno en la jarra de 

cristal de Brewer (además de utilizar el sistema Gaspak) , consiste en encender -

una candela dentro del recipiente conteniendo las placas o tubos que van a incu­

barse un vez encendica la·candela, se procede a cerrar la jarra inmediatamente, 

(Ver Fig. 2.44), esta técnica, puede ser aplicada también, en las campanas de -­

anaerobiosis (técnica de velobiosis) , las cuales son vasijas de cristal resisten 
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Fig. 2.44 Jarra de ~rewer utilizando el método de velobiosis. 

c. JARRA DE CRISTAL DE BREWER (Brewer y.Evans, 1938).· 

otro método utilizado para obtener una atmósfera libre de oxígeno en la jarra de 

cristal de Brewer (además de utilizar el sistema Gaspak), consiste. en en~ender -

una candela dentro del recipiente conteniendo las placas o tubos que van a incu­

barse un vez encendica la candela, se procede a cerrar la jarra inmediatamente, 

(Ver Fig. 2.44), esta técnica, puede ser aplicada también, en las campanas de -­

anaerobiosis (técnica de velobiosis), las cuales son vasijas de cristal resiste.!!. 
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te (constituidas de una base y su tapa), estas campanas tienen gran aceptación, 

por ser económicas y de fácil utilización, sobre todo en los laboratorios donde 

no se cuenta con un sistema anaeróbico más sofisticado. 

La campana de anaerobiosis, requerirá de un "sellado" el cual se realiza aplica!! 

do una cantidad determinada de vaselina sólida entre la base y la tapa. 

La llama arderá hasta que el nivel de oxígeno descienda por debajo del necesario 

para una combustión contínua cuando la llama se extingue hay en la atmósfera ---

aproximadamente un 7\ de co
2

• Este e~ un método algo i.Jllperfecto y se recomienda 

unicamente cuando no se dispane de una técnica de aislamiento más adecuado5 ' 54 • 

(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 sustitución 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 anaeróbico (Ver Fig. 2.46). El ai-

re contenido en la estufa, es eliminado por evacuación, cuando se introduce en 

su lugar anhídrido carbónico, hidrógeno o nitrógeno, contenido en cilindros54 • 

Las cajas anaeróbica.s y las cajas enguantadas, constituyen otros .métodos más so-

fisticados, que permiten el cultivo ~e anaerobios en ausencia total de oxígeno. 

!stos gabinetes unicamente son empleados por un número reducido de laboratorios, 

11 i i . d di da . 1 i . i~ 55 
y en aque as nst tuciones e ca s a a nvestigac on 

GASES 

Fi9, 2.46 Estufa incubador anaeróbico. 
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4.3 OTROS METODOS UTILIZADOS PARA OBTENER UNA 
ATMOSFERA LIBRE ·oE OXIGENO. 

Para el estudio y aislamiento de rutina de los microorganismos anaerobios prove--

nientes de material clónico, el método más conveniente es la utilización de jarras 

o incubadores anaeróbicos1 sin embargo, existen otras técnicas sencillas pero efe.5: 

tivas, que pueden ser empleadas para el aislamiento cuando no se cuenta con el m_! 

terial adecuado. Algunas de las técnicas que más uso tienen en los laboratorios 

bac~eriológicos son descritas a continuación: 

a. UTILIZACION DE ORGANISMOS AEROBIOS QUE ABSORVEN EL OXIGENO 

El uso de microorganismos.aerobios que. consumen el ox!geno atlnosférico, fue des-

crito originalmente por Fortner (1928). Los mic1:oorganismos más uUlizados son -

los bacilos coliformes, Pseudomona aeruginosa y·sacillus subtilis. 

La técnica puede realizarse.utilizando dos placas de·agar sang1:e (a~que pueden -

emplearse, para algunos géneros como los Clostridios, una placa de agar yema de -

huevo y ~a otra de algún medio selectivo como el agar de l'lac-Conkey), una de las 

placas se inocula con un organismo aerobio, y la otra se inocula con el organismo 

.anaerobio a p;rueba, Las dos placas se juntan por los bordes, y la unión se sella 

utilizando cinta adhesiva (Ver Fig. 2.47). La preparación se incuba inmediatame.!! 

te a 37º c. 

Utilizando este método, debe tenerse en cuenta que la condición de anaerobios to-

ma algún tiempo para desarrollarse, y.que pueden ocurrir fallas, sobre todo, cuan 

do t i i . t 55 tra amos con m croorgan smos muy exigen es , 

201 



AGAR MAcCONKEV AGAR YEMA DE HUEVO 

Sellado de las Cajas 

Fig. 2.47 Preparación del sistema de doble caja para el aislamiento de 
anaerobios. 
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b. EL METODO DEL P!ROGALOL ALCALINO PARA CULTIVO SIMPLE 

El método. del pirogalol alcalino tt.ockhart, 1953) es muy utilizado para el cul-

tivo de anaerobios en tubos de ensayo. La condición de anaerobiosis, está pro--

porcionada mediante el uso de carbonato sódico y pirogalol, este método es espe-

cialmente satisfactorio para el cultivo de Actynomices sp. anaerobios, ya que --

deja el residuo deseado de anh!drido carbónico. La téncia que describen Ajello 

y col., es la siguiente: 16 • 55 

PROCEDIMIENTO 

Al tubo inoculado con el. mic.i;oorganismo a prueba se le coloca una torunda de . 
algodón. 

Se corta la parte del tapón de algodón no abso.i:bente que sobresale del tubo. 

Mediante un movintj.ento de rotación, empujar el resto del .tapón dejando un es-. 
pacio de 2 a 2.5 cm en el extremo superior del tubo. 

Introducir un taquito de algodón absorbente en este espacio. 

Añadir 5 gotas de cada una de las soluciones de pirogalol (100 g de pirogalol, 
(ácido pirogálico) + 150 ml de agua) y de solución al 10% de Na

2
co

3
• 

Cerrar herméticamente con tapón de goma e invertir el tubo. Se incuba en es­
ta posición (Ver Fig. 2.48). 

El pirogalol es oxidado a una serie de compuestos cuando se introduce el álcali, 

utilizando as! el ox!geno libre. Si se.utiliza este método, debe tenerse en --

cuenta que el ácido pirogálico es tóxico y se debe tener mucho cuidado al mane-

jarlo. El co
2 

producido por la oxidación, puede inhibir el desarrollo de algu-

mi . . 54 nos croorganismos vegetativos • 
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El uso del pirogalol para el cultivo de anaerobios a sufrido varias modificacio-

nes (Pankhurst, 1971; Sacks, 1974; Karnauchow, 1961), donde fue utilizado en las 

jarras anaeróbicas, o bien incluido en placas de agar, preparadas de manera simi 

lar a la técnica de doble caja
55

• 

'c. INOCULACION DE UN MEDIO SOLIDO POR PICADURA 

Otro método simple péro de valor significativo, consiste en inocular un tubo con 

¡· .. 

¡I 
1 'j 

e .... ...... · 

~ig. 2.48 Método del pirogálol alcalino para el cultivo de 
anaerobios en tubo de ensayo. 
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medio sólido 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 oxígeno56 

(Ver Fig. 2.49). 

1 

¡ 1 
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Fig, 2.49 Tubos con capa profunda de agar inoculados con bacterias con 
diversas reacciones al oxígeno. 1) bastante anaerobio, co­
mo el Cl. botulinum; 2). menos anaerobio, COlllO el .f.!.• E!E::.. 
fringens; 3) anaerobio facultativo, como E. coli¡ 4) mi-­
croaerofílico, como Br. abortus1 5) aerobio estricto, como 
Pseudomona fluoresceñS:' 
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d. UTILIZACION DE MEDIOS PRAS (Hungate, 1966-1969) 

El uso de los medios PRAS (Pre-r~duced anaerobically sterilized), fue introduci-

do porHungate 198Q para el aislamiento de bacterias muy exigentes presentes en el 

líquido ruminal. Este método ha sufrido varias modificaciones e improvisaciones, 

que lo han hecho muy adaptable, sobre todo, para los estudios de carbohidratos 

9, 40, 55 

Los medios comerciales, sólidos o l!quidos, son esterilizados anaeróbicamente, y 

presentan una capa de aceite mineral sobre el medio (ejempÍo, el medio de Carry 

y Blair). (Ver Fig. 2.50). Estos medios son de uso común en los laboratorios 

dedicados a la investigación, para llevar acabo la técnica del tubo de rollo ---

55 (roll-tube), utilizando las cajas enguantadas • 

Fig. 2.50 Preparación de.un medio PFJ\S. 

CALDO TIOGllCOLAT0--1+-' 11 
j !! 
! '~ ! 

i 1 

! ' 

1 ; 

--- ACEITE MINERAL 
Ó VAS PAi 
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En los laboratorios bacteriológicos, podemos implementar estos medios de cultivo 

cuando se requiera un aislamiento en medio líquido (en caldo tioglicolato o en el 

medio de Robertson), mediante la expulsión del oxígeno gaseoso hirviendo éste y -

seguidamente impidiendo que vuelva a penetrar, utilizando una barrera reiativameE_ 

te compacta, como una capa de aceite mineral o de Vaspar (mezcla a partes iguales 

de vaselina y aceite de parafina) estéril, Es il!lportante hervir el medio durante 

10 minutos, enfriarlo rápidamente a 40p502C e inocularlo masivamente (una gota o 

varias asas de cultivo) sin agitarlo, Inmediatamente de la inoculación debe se-­

llarse el tubo54 • 

e• INOCULACION EN EL MEDIO DE ROBERTSON 

El medio de CCll:'lle cocida (Cooked Me<i.t Medi\111\) fue introducido por Jlobertson (1916 

1916), y se utiliza extensamente para el cul~ivo de la mayoría.de los anaerobios55 • 

·Bl medio de carne cocida puede ser preparado con partículas de carne de aproxima­

d<llllente 2,5 cm., cubierta por 10 ml, de caldo nutritivo¿ la esterilización de es-

te medio es difícil debido' a la pobre conductividad de la carne, por lo que se r~ 

comienda, cocer la carne a 121º e dU,t'ap_te 20 a 30 minutos33
• 

Las substancias reductoras pres~tes en e! medio, principalmente la glutationa, ~ 

permiten el crecimiento de microorganismos ¡inae:i;-obios estrictos coino el Q· ~ 

~ El medio provee de una qran VAJ:iedad de nutrientes para llenar todos los re­

quisitos metabólicos de estos microorg¡inismos55 , 

Las condiciones de anaerobiosis que guarda este medio (reducción), está indicada 

por una coloración rosa, presente en la ca¡:>¡i del tullo o frasco, 
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Un desarrollo comercial reciente, lo constituye la sustitución por partículas 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 cisteína y almidón para reducir el pote_!! 

cial de óxido-reducción estándar y aumentar la recuperación de los microorganis­

mos dañados33 • 

Fig. 2.51 Medio de carne cocida de Robertson. 

COOKED 

MEAT 
MEDIUM 
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Cuadro 2.23 

Microorgananismos con especiales necesidades de 
crecimiento 

,------·-·. 
Microaerófilos 

Campylobact~r fetus 

Cainpylobacter jejuni 

Brucella abortus 

Tinción de Gram . ,,....,,,,.. ... _ 
(+)~ ......... ···· -- ·-·- (-) 

Producción de catalasa 
/,,,..... .. _ 

_,/ '··· .. , 
(+) (-) 

Veillonella· 

Peptococcus Peptostreptococcus 

ATMOSFERA 
: ..I ._ .... .- .. --....... ------, 

Anaerobios . 

~--.. ------Espirilos 

./"' · · Bacilos j 
,,....- -" . 1 Borrelia 

// .. 
Tinción de Gram 

,/" ............ 

(+) / -~(-) 
Producción de catalasa Bacilos pleomorficos 

(+)~(-) (~),_..../''"----,(-) 

Corynebacterium Morfolog!a Sphaerophorus 

Propion.ibacterium ;·. -. 

'"'---"-.. 

Ramificaciones Formación de esporas 

1 /~ 
Actinomyces (+) (-) 

Bacteroides 

Fusobacterium 

Dialister 

Ramibacterium Clostridium Eubacterium 

Catenaba.cterium 

"' o 
11> FUENTE: Osbaldiston, 1983. 



E. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS 

La quimioterapia, es decir, la destrucción de los microorganismos por medio de --

los fármacos, se inició con los estudios pioneros de Ehrlich, que culminario con 

la obtención del Salvarsán para el tratamiento de la sífilis. 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 estreptocó-

cicas en ratones. Desde entonces se han sintetizado docenas de nuevas Sulfamidas 
. .. 19 

con actividad-antibacteriana cada vez mayor y con una menor toxicidad • 

El término "antibióticos" se. refiere a substancias elaboradas por microorganismos 

vivos que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de otros microorganismos. 

Actualmente no existe wia diferencia neta entre los término.a "antibióticos y --­

"agentes c¡uimioterapáiticos" pues algunos de los antibióticos que inicialmente se 

aislaron a partir de fuentes naturales se han preparado "tainbién sintéticamente, -

un ejemplo notable de ello es el cloranfenicol. 

La tendencia de muchas bacterias a hacerse resistentes a los antibióticos ha ven,! 

do a constituir Wl problema cada vez mayor, muchas cepas de microorganismos trad,! 

cionalmente considerados hace algunos años como sensibles a ciertos antibióticos 

son ahora resistentes, principalmente debido a la amplia distribución de plásmidos 

responsables de resistencia múltiple infecciosa a drogas "quimioterapéuticas. Es-

to parece indicar que el uso inadecuado de los antibióticos puede conducir a gra-

ves consecuencias y subraya, por tanto, la importancia de elegir el antibiótico 

conveniento con ayuda de pruebas de susceptibilidad in vitro19 • 40 

Varios factores influyen en la elección del antimicrobiano más apropiado para la 

quimioterapi~ de una infección bacteriana. 
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susceptibilidad inherente .del agente etiológico a los antimicrobianos apropia-

dos in vitro. 

Relación de la susceptibilidad de la cepa bacteriana en cuestión con aquella -

de otros miembros de la misma especie. 

Farmacocinética del antimicrobiano, incluyendo su toxicidad, su unión con pro-

teínas en el organismo, su distribución, absorción y excreción, especialmente 

en presencia de daño hepático y/o renal. 

Experiencia clínica previa sobre la eficacia del tratamiento de infecciones --

por la misma especie del microorganismo, 

Naturaleza del proceso patológico y el estado inmune del organismo, 

Tanto la susceptibilidad inherente del microorganismo a los anti.microbianos _!n!!,:. 

~, como los niveles alcanzados por estos, en los líquidos tisulares, pueden ser 

medidos en el laboratorio clínico
40

• 

La mayoría de las pruebas de sensibilidad son relativamente sencillas en su apli--

cación,· principalmente por métodos de difusión en medios de cultivo de gelosa só-

lida. Estos métodos son de alta exactitud, si se hacen correctamente, y si se con 

serva en mente que la razón para hacerlos consiste en el diseño del tratamiento -

clínico12 • 

l. METOOO DE DIFUSION EN GE:LOSA 

El método más común aplicado uni11ersalmente es el disco. Este fue recomendado en · 

1961 por el w. H. o. (Expert Committee on Antibitics), quienes lo hallaron como el 

más adecuado para trabajos sistemáticos, 

Discos· o tiras de papel impregnados con cantidades·conocidas de ~ntibióticos 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 inhibición 

del crecimiento alrededor del papel impregnado r.on el fármaco54 • 

Con los métodos de difusión en agar, el microorganismo a prueba se expone sobre -

un medio de cultivo nutriente, tal como gelosa sangre, a un gradiente de difución 

del antibiótico proporcionado por un disco. 

La difusión es influida por muchos factores. Cooper, Linton y Sehgal (1958) y Li,!l 

ton (1958), han estudiado a fondo este tema. El contenido y el grosor del medio, 

sangre, concentración Ionica, el pH, la magnitud del inóculo, todos pueden afectar 

la zona de inhibición. Lo nlás importante es el grado de difusióñ del antibiótico 

contra la velocidad de desarrollo bacteriano12• 

2. METODO DE DILUCIONES DE LA PLACA DE AGAR 

Placas de agar que contengan cantidades conocidas de antibiótico se siembran con 
1 

lo microorganismos que han de examinarse, y se observa la inhibición del crecimie.!l 

to. 

Este método, en contraste con el del disco, es cuantitativo, es particularmente -

adecuado para la N. gonorfohoeae y N. meningitidis, pero no puede utilizarse en -

organismos que tienden a extenderse en el medio, como el Proteus y Pseudomona. 

Es similar al de la dilución en tubos, la única diferencia es que las diluciones 

de los antibióticos se hacen en gelosa fundida a 56° e y que se extiende en cajas 

de Petri
12

• 
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3. METODOS DE DILUCIONES EN TUBOS PE ENSAYO 

Se inoculan varios tubos que contengan un vehículo nutritivo y diluciones séricas 

del antibiótico, con suspenciones del microorganismo problema. La determinación 

de la susceptibilidad al fármaco queda manifiesta por la incapacidad del microo_E 

ganismo de crecer a una dilución determinada19 • 

Las pruebas de dilución (en agar o tubo) de los antimicrobianos proporcionan un --

dato muy valioso para el clínico: la concentración mínima inhibitoria o M. I. c. 

(Minimal Inhibitory Concentration) para un determi~ado microorganismo. Este pa-

~ámetro nos pe:rmit~ establecer una relación con los niveles alcanzados por la ~ 

ga en los líquidos tisulares, especialmente en la sangre, para así contar con ma­

yores probabilidades de escoger un antibiótico adecuado40 • 

Con el método' de las diluciones en tubos pueden surgir graves errores si no se 

tienen en cuenta los siguientes factores y no se controlan de manera adecuada: 

el tamaño del inóculo, la solubilidad y la ~stabilidad del antibiótico que ha de 

examinarse, la composición del medio de cultivo empleado y las necesidades de los 

19 microorganismos en estudio para que se desarrollen • 

4. OTROS PROCEDIMIENTOS 

La susceptibilidad a los aritimicrobianos, puede también demostrarse por cambios -

físicos o químicos durante el crecimiento bacteriano, tales como un cambio en el 

pH, reducción de la hemoglobina, inhibición de la hemólisis y el uso de indicado­

res para la detección de las reacciones de óxido - reducción19• 

Lo más importante eñ todoas las pruebas de susceptibilidad a los antibióticos, in-
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dependientemente del método que se emplee, es asegurarse de que éste Último, 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. 

S. TECNICAS EMPLEADAS PARA LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS 

5.1 METODOS DE DIFUSION DEI, DISCO 

Los intentos realizados a lo largo de los últimos años por la Food an Drug·Admini!!_ 

tration y otros centros para estandarizar los métodos de difusi6n-en gelosa, ha -

culminado con el desarrollo de un conocimiento basado en el decrito por Bauer, --

Kirby y cols. (1966). Este procedimiento representa en.la actualidad el método -

mejor descrito, dicho procedimiento conjuntamente con los rígidos controles de --

los discos antibi6ticos·y los controles de calidad entre laboratorios, ha result.§!_ 

do de gran importancia en el establecimiento de una técnica de sensibilidad ade-­

cuada 19 • 

. NOTA: Con el objeto de simplificar las pruebas de susceptibilidad, es necesario 

limitar el número de agentes que se prueban mas comunmente. En general, -

las pruebas habituales deberían incluir s6lo un representante de cada gru­

po de agentes antimicrobianoa con actividad in ~ estrechainente relaci,9_ 

nada. 

Generalmente los fabricantes suministran los cartuchos que contienen discos para 

la prueba de susceptibilidad ~n recipientes separados que contienen un agente de­

secante. Estos recipientes deben mantenerse refrigerados por debajo de los 8° C 

o congelados (-14° Cl hasta su utilizaci6n19
• 
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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 antimicrobiana (antibiograma). 

También se emplea, sobre todo, para el aislamiento y desarrollo de Gonococos y 

Meningococ os. 

FORMULA: 

Infusión de carne de res 

Peptona de caseína ácida 

Almidón 

Agar 

Agua destilada 

300.0 g 

17.S g. 

l.S g 

17.0 g 

1000.0 ml. 

NOTA: Cuando la prueba requiere ser montada sobre una placa de agar sangre o ch.2_ 

colate, es necesario adicionar sangre de carnero, bovino o humano a razón 

de.5%. La base de agar Mueller-Hinton deberá estar a un fluido, a una t~ 

peratura de 45 - 50° e para el caso de agar sangre, y a 80 - 90°C en la 

8 preparación de agar chocolate • 

b. METODO DE LA SUPERPOSICION EN AGAR (Barry y cols. 19'70) 

Esta técnica resulta aplicable sólo para bacterias de rápido crecimiento y no pu!_ 

19 de. \ltilizarse en los casos en que es preciso añadir sangre al medio de prueba 

PROCEDIMIENTO 

Seleccionar de 5 a 10 colonias cultivadas durante 18 horas. Preparar una sus­
pensión túrbida uniforme en 0.5 ml de caldo de infusiqn cerebro y corazón. 

Incubar el caldo de cultivo a 37° e durante 4 a 8 horas. 
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Transferir una porción calibrada de 0.001 ml del caldo de cultivo bien mezcla­
do a 9 ml de una solución acuosa estéril al 1.5% de agar (en tubos con tapón -
de rosca) fundido y mantenido a 50° c. 

Mezclar rápidamente este agar inoculado mediante _una._in'\lersi:ón.cuidádoaa.!y. a­
continuación extenderlo sobre la superfice de una caja de ~etri de 150 x 15 mm 
que contenga agar de Mueller - Hinton en 4 mm de profundidad. (Si se utilizan 
cajas de 90 mm, sembrar 4 ml de agar con un asa de 0.01 ml). 

- ·nejar descansar sobre una superficie lisa las cajas inoculadas durante 3 a 5 -
min. y a continuación aplicar los discos antimicrobianos de alta concentración 
presionando suavemente sobre cada uno de ellos con pinzas estériles a fin de -
asegurar un buen contacto con el agar. 

En este método se pueden aplicar hasta.lL·discos en ~stas condiciones en una caja 

de 15 cm de diámetro, y 6 discos cuando utilizamos cajas de 10 cm. (Ver Fig. 2. 

52). Es de importancia recordar que sólo deberán.emplearse concentraciones.de --

antibióticos comparables con las cifras terapéuticas generales. 

Invertir las cajas e incubarlas a 37° c. Los pasos 3 a 6 ,debp,.n completarse en 
en un período de 30 minutos. 

Después ·cie las 16 a 18 horas ·de incubación, medir los diámetros de las zonas -
de inhibición total 12 (Ver Fig. 2.53). 

Los "Multidisc" también se pueden probar por este método y se consideran para to-

do caso o propósito como método de un sólo disco (Ver Fig. 2.54). Es importante 

juzgar por separado la zona de inhibición de cada antibiótico Y no compararlos --

entre sí, los resultados se describen al igual que en la prueba de disco simple 

12 
de Bauer - Kirby (Ver cuadro 2.24) • 
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Antlmicroblanos 

Fiq. 2.52 Distribución de los discos impregnados con anti­
bióticos en el aqar de Mueller - Hinton. 
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Fiq. 2.53 Técnica de difusión del disco en agar mostrando 
la. zona de inhibición. 

----mm---.... 

DISCO 
DlfUSION 
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RESULTADOS 

Después de la incubación, se examinan macroscópicamente las áreas de inhibici6n -

o se miden con calibradores Bernier y el grado de sensibilidad se determina sólo 

por medio visual o con gráficas de la zona de ;rihibición. 

c. METODO DE BAUER - KIRBY (Bauer - Kirby y cols. 1966) 

Es una prueba de difusión en gel referida como cualitativa que sin embargo, se -

puede considerar como cuantitativa dado que los diámetros de inhibición se rela-

Sensible 

Resistente 

Fig. 2.54 Multidisco montado sobre una placa de gelosa. 

·Cionan directamente con las concentraciones mínimas inhibitorias obtenidas por -

31 32 pruebas de dilución en tubo de ensayo ' 

El método de Bauer - Kirby - Turck, es una prueba normativa de sinsibilidad con -

disco único, para patógenos de rápido desarrollo12 • 
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PROCEDIMIENTOS: 

Se transfieren unas pocas (de 3 a 8) colonias bien aisladas del mismo tipo -­
morfológico a un tubo de ensayo que contenga 4 ml de fosfato de triptosa, cal 
do de infusión cerebro y corazón o caldo de cultivo de soya con tripticasa. -

Incubar los tubos de 2 a 5 horas para producir una suspensión bacteriológica 
de opacidad moderada. 

Diluir la suspención, si es preciso, con solución salina estéril o caldo nu-­
tritivo hasta una densidad equivalente a la de un estándar preparado mediante 
la adición de o.5 ml de cloruro de bario al 1% a 99.5 partes de ácido sulfúr.!, 
co al 1% (0.36 Normal). 

Para la prueb~, 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 requerirá de--= 
70 - 75 ml de medio. Los organismos difíciles (Haemophilus, Streptococcus, 
etc.) pueden necesitar la adición de un 5% de sangre. Las cajas de Petri --­
grandes resultan lo suficientemente espaciosas para acomodar 8 discos en su -
perímetro exterior y 3 o 4 más en el centro, es aconsejable colocar los anti­
microbianos que se difunden bien en los círculos exteriores y los discos que 
producen zonas de inhibición·más pequeñas (como la vancomicina, colistina o -
kanamicina) en el área central de la caja. sólo se utilizan discos de alta -
potencia. Pueden utilizarse cajas de Petri (10 cm) pequeñas, siempre que se 
llenen hasta una altura de 4 a 5 mm y que no se utilicen por cada caja más de 
4 o 5 discos. 

Las cajas se secan durante 30 minutos antes de la inoculación y deben utili-­
zarse dentro de los 7 días a partir de su preparación. 

La suspensión de caldo bacteriano se aplica uniformemente en 3 planos sobre -
la superficie del medio con una torunda estéril de algodón, el exceso de sus­
pensión 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 inóculo (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 ningÚn disco, una vez que se ha puesto en contacto con la superficie del -
agar (Ver Fig. 2.55). 

Las cajas se incuban antes de los primeros 30 minutos y se dejan durante toda 
la noche (tiempo óptimo 14 horas) a 35 - 37º c. Debe evitarse el. exceso de -
incubación. 
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Resistente 

Sensible 

Fig. 2.55 Discos antimicrobianos distribuidos en el agar de 
Mueller - Hinton. 

INTERPRETACION DE RESULTADOS 

Medir los diámetros de inhibición utilizando un compás, una regla o un Bernier. 

Si es preciso, los diámetros de las zonas pueden leerse después de la incuba-

ción al cabo de 6 a 8 horas, siempre que hayan aparecido áreas definidas de -

inhibición. 

Se acepta como punto final el área que no muestra crecimiento visible, detec-

table a simple vista (Ver.Fig. 2.55). Los tamaños de las zonas de inhibición 

se interpretan a continuación, y en el cuadro 2.24
12

• 
19 
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Cuadro 2.24 
Esquema de interpretación de la zona de inhibición para las pruebas de difusión 

en gelosa 

Agente 
antimicrobiano 

Potencia 
del disco 

Gramnegativos y 

Ampicilina enter~cocos 
Estafilococos y 
organismos sen­
sibles a la pe­
nicilina 
Otros organismos 

Bacitracina 
Carbenicilina 

Pseudomonas !E. 
E. Coli y Proteus 

CeraJ.oriaina 
Cefalotina 
Cloramf enicol 
Clindamicina 
Colistina 
Eritromicina 
Gentamicina 
Kanamicina 
Lincomicina 
Metilicina 
Naf cil:Lna y Oxacilina 
Acido nalidíxico . 
Neomicina 1 
Nitrofurant~ína 
Novobiocina 
Oleandomicina 

Estafilococos 

10 

10 u 
so JA. g 

30 M.g 
30 .u.g 
30 .u. g 

2 . .u.g 
10 A.(.g 
15 .q_g 
10 ~g 
30 -'<-9 
2 .u.g 
5 .ttg 
1 .<-( g 

30 J{ g 
30 )J.. g 

300 A.( g 
30 J.( g 
15 "< g 

10 u 

Diámetro de la zona de inhibición 
(Resultados redondeados en mm) 

Resistente Intermedio susceptible 

11 o menos 

20 o menos 

11 o menos 

8 o menos 

12 O menos 
17 o menos 
11 o menos 
14 o menos 
12 o menos 
11 o menos 
8 o menos 

13 o menos 
12 o menos 
13 o menos 

9 o menos 
9 o menos 

10 o menos 
13 o menos 
12 o menos 
14 o menos 
17 o menos 
11 o menos 

20 o menos 

12-13 

21-28 

12-21 

9-12 

13-14 
18-22 
12-15 
15-17 
13-17 
12-15 

9-10 
14-17 
13-14 
14-17 
10-14 
10-13 
11-12 
14-18 
13-16 
15-18 
18-21 
12-16 

21-28 

14 o más 

29 o más 

22 o más 

13 o más 

15 o más 
23 o más 
16 o más 
18 o más 
18 o más 
16 o más 
11 o más 
18 o más 
15 o más 
18 o más 
15 o más 
14 o más 
13 o más 
19 o más 
17 o más 
19 o más 
22 o más 
17 o más 

29 o más 

Penicilina~~-r-o_s __ o_r_g_an __ i_sm __ o_s~3-----------l-l __ o __ m_e_n_o_s ________ l_2 ___ 2_1 ________ 2_2 __ o __ m_á_s ____ ~ 

Polimixina ·a 300 ){ g 10 o menos 11-14 15 o más 
Estreptomirin3 10 J.< g 11 o menos 12-14 15 o más 
Sulfamidas ' 300 .l( g 12 o menos 13-16 17 o más 
Tetraciclina 30 .t< g 14 o menos 15-18 19 o más 
Vancomicina 30., M. g 9 o menos 10-11 12 o más 

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 categoría incluye algunos 
organismos, tales como los enterococos, que pueden causar infecciones sistémicas 
tratables mediante altas dosis de penicilina G. 4 Cuál.quiera de los discos de 250 
a 300 mg. de sulfamida, comercialmente disponibles, puede utilizarse con los mismos 
estándares de interpretación de zona. 222 



5.2 METODO DE DILUCION EN TUBO DE ENSAYO 

El método requiere utilizar soluciones antimicrobianos originales; pueden obte-­

nerse en el mercado o de diversos fabricantes farmacéuticos partidas de fármacos 

cristalinos de potecnica conocida. 

PROCEDIMIENTO 

Preparar las soluciones originales que contengan 1.000 g. o U/ml en agua des­

tilada estéril. Solubilizar con los disolventes apropiados o bi.en ajustando 

el pH, si es necesario. Si es preciso, esterilizar tainbién mediante filtra-­

ción a través de una membrana, estas soluciones pueden congelarse a -20° e en 

recipientes individuales herméticamente cerrados de 6 a 8 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, añadir a cada uno de los últimos 9 

tubos de la serie 0,5 ml de caldo de cultivo. Puede utilizarse para ello 

soya con tripticasa, tioglicolato o caldo de infusión enriquecido con fluido 

ascítico o sangre de conejo, según los requisitos de crecimiento del organis­

mo que se desea ensayar. 

Añadir a continuación 0.5 ml de la solución de trabajo del antibiótico, gene­

ralmente 100 U/ml, a los dos primeros tubos, mezclar, transferir 0.5 ml del -

tubo 2 al tubo siguiente y continuar este proceso hasta llegar al tubo número 

9, del cual se desechan 0.5 ml. El tubo número 10 actúa como control del cul 

tivo. 
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Preparar una solución 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 dilución de 1:100. Añadir 0.5 rnl de e~ 

ta solución a cada uno de los tubos de la serie y agitar, incubar la prepara--

ción durante 12 a 18 horas a 35 - 37° e (Ver cuadro 2.25). 

RESULTADOS : 

Examinar rnacroscópicarnente los tubos. La concentración mínima inhibitoria ---

(M. I. C.) es la dilución máxima del antibiótico en el Último tubo que no mue~ 

tra crecimiento visible y se expresa en unidades o rnicrograrnos por rnilili-

tro. 

Para determinar la concentración bactericida mínima, cada uno de los tubos claros 

se subcultiva en un medio adecuado en cajas de agar. 

Esta técnica debe modificarse para agentes corno las sulfamidas, ácido nalidíxico 

y nitrofurantoína (Blair, 1970¡ Ericson y Sherris, 1971) 19• 

Cuadro 2.25 

Método de dilución del tubo de ensayo 

No. de tubo Caldo añadido Agente antirnicrobiano Inóculo de Concentrado 
(rnl) (rnl) Cultivo antirnicrobiano 

(rnl) (U o Mg). 
1 o 0,5 0,5 100 
2 0,5 0,5 0,5 50 
3 0,5 0 1 5 del tubo 2 0,5 25 
4 o,5 0,5 del tubo 3 o,5 12,5 
5 0,5 0,5 del tubo 4 0,5 6,25 
6 0,5 o,s del tubo 5 o,s 3,12 
7 o,s 0,5 del tubo 6 0,5 1,56 
8 0,5 o,s del tubo 7 o,s . 0,78 
9 0,5 0,5 del tubo 8 0,5 0,39 

deseehar e,5 
10 0,5 o · 0;5 o 
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GLOSARIO EMPLEADO Pl\.RA LA DETERMINACION DE SENSIBILIDAD 

SENSITIVA (S) : 

En infecciones no complicadas, se pueden esperar que el microorganismo infectante 

sea inhibido por concentraciones fácilmente obtenidas en la sangre con los esqe--

mas usuales de dosificación. 

RESISTENCIA (R) : 

El microorganismo infectante no es inhibido por la concentración del antibiótico 

obtenida en la sangre. 

INTERMEDIA (I) : 

Se aplica cuando el microorganismo se encuentra entre sensible y resistente. En 

la conducción de tratamientos deben considerarse cuidadosamente la dosis y el si'-

tio de la infecci6n, junto con las posibles "C.I.M.S", i!!, ~, para poder calcu 

lar tanto el grado de sensibilidad como la dosis. 

Este método no debe aplicarse para determinar sensibilidades a las sulfonamidas. 

Tampoco resulta aplicable para deterrni.nar la susceptibilidad de organismos de le!!. 

to crecimiento que requieren co
2 

o de anaerobios también de lento crecimiento, C.9_ 

mo los Bacteroides, puesto que los resultados no pueden ser interpretados adecua-

12, 19. 
damente 
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C A P I T U L O III 

MICOLOGIA 

Durante las dos Últimas décadas se han acumulado rápidamente vastos conocimientos 

acerca de los hongos patógenos y de las enfermedades que producen~ antes de este 

tiempo la Micología era una ciencia ·despreciada y poco cornprendi:da en la mayor -

parte de los programas de enseñanaza. Conforme las micosis se fueron descubren­

do con mayor frecuencia y fue puesta de manifiesto su impoz:tancia, la Micología 

ha sido ya reconocida corno una especialidad médica36• 

El objetivo de esta sección es el de proporcionar una idea básica y general de.­

los conocimientos y criterios actuales que existen para el diagnóstico de las -­

enfermedades producidas por hongos que afectan a los animales. No obstante de -

existir en México la gran mayoría ae hongos capaces de afectar a los animales de 

importancia en Medicina Veterinaria, su estudio requiere de mayor investigación, 

trabajo y paciencia por parte del Médico Veterinario. 

Los métodos empleados para el estudio de los hongos microscópicos, incluyen para· 

su desarrollo algunos medios y técnicas, (~embrado, tinción, etc.), semejantes a 

las utilizadas para Bacteriología. Sin embargo, las técnicas descritas en esta 

sección permiten identificar, aislar y teñir de manera específica a la mayoría de 

los hongos causantes de enfermedad en los animales dornésticos
26

• 
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A. MORFOLOGIA BASICA DE LOS HONGOS 

lQué son los hongos?. Definir los l!mites exactos del grupo es virtualmente impo­

sible, ya que cuanto más estudiamos los organismos vivos, tanto más resultan care,!l 

tes de significado nuestras tentativas por delimitar cualquier grupo en particular. 

Los biólogos utilizan el término hongo para incluir organismos con núcleo, portad!:!. 

res de esporas, acrófilos, que por lo general se reproducen sexual y asexualmente, 

y cuyas estructuras somáticas, por lo común filamentosas y ramificadas, están típ.!_ 

carnente rodeadas por una pared celular que contiene celulosa o quitina, o ambas3• 

Los hongos se manifiestan de muchas maneras. sus propiedades biológicas se extie.!l 

den haci~ todos los Call\POS· Los hay altamente infecciosos o venenosos, tanto para 

el hombre como para los animales¡ otros por el contrario, constituyen la base de -

una.gran cantidad de procesos industriales de fer\1\entación, tales como la elabor!!_ 

ción del pan, vino, cerveza, y la preparación de algunos quesos¡ algunos tienen -­

gran importancia en la producción comercial de muchos ácidos orgánicos y de algu-­

nas preparaciones vitamínicas, y son responsables de la elaboración de ciertas su.e_ 

tancias antimicrobianas o antifúngicas. Un cuarto grupo, en cambio, se caracteri­

za por dañar la materia orgánica (alimentos, tejidos, cuero y otros artículos). 

Por último unos pocos se emplean como alimento57 • 

Los hongos constituyen un grupo de organismos vivos que tienen en sus células ver­

daderos núcleos típicos, que se reproducen por medio de esporas y que carecen de -

clorofila. No poseen tallos, raíces ni hojas, ni tienen un sistema vascular desa­

rrollado como los tipos vegetales más evolucionados. son unicelulares (levaduras) , 

o pluricelulares (conocidos como hongos filamentosos), o carnosos (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 potenci.almente capaz de crecimiento, y un pequeño fragmento 

de cualquier parte del hongo es suficiente para dar origen a un nuevo individuo
20 

(Ver Fig. 3.2). 

Las estructuras reproductoras están diferenciadas de las somáticas y exiben una -

gran variedad de formas que son indispensables para su clasificación. Pocos hon-

gos pueden ser identificados si no se dispone de sus estadios reproductores; con 

pocas excepciones, sus estructuras somáticas son muy similares entre sí3• 

l. ESTRUCTURAS SOMATICAS 

El talo de los hongos está formado típicamente por filamentos microscópicos cuyas 

ramas dispue.stas en todas direcciones se extienden sobre o dentro del sustrato ut_! 

lizado como alimento. Se denominan a cada uno de estos filamentos con el nombre 

de Hifa (hyphe=tejido, tela de araña) . La hifa está constituida por una pared tu-

bular delgada, transparente, interiormente llena o revestida por un estrato de p~ 

toplasma ~e espesor variable.. Según la especie de que se trate, el protoplasma -

o o(] o 

ºº o B 

q o q 
b· 

Fig. 3.1 Morfología general de los hongos: A) hongos miceliales: B) levaduras; 
Cl hongos carnosos 
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Fig •. 3.2 crecimiento apical a partir de una espora germinativa. 

puede fluir libremente en el·lnterior de la hifa o ser interrumpido a intervalos 

irregulares por tabiques o paredes transversales que dividen a las hifas en célu­

las. Las paredes transversales se denominan septos (seprum=cerco, partición), -­

y las hifas que presentan ésta característica son conocidas como hifas septadas 

(Ver Fig. 3.2-B). En lós hongos en cuyas hifas no hay septos· (hifas ..,--

aseptadas) , los núcleos están incluidos en el citoplasma y distribuidos uniforme­

mente en todo el protoplasma (Ver Fig. 3.2-C). Este estado se denomina cenocíti­

co (coenos=vacío y cito&=célula); mientras que en cada célula de las hifas septa­

das, los núcleos varían de uno a varios.3 ' 20 ' 24 

Al conjunto de hifas se le denomina Micelio. El micelio se diferencía de acuerdo 

a su estructura, función y localización (Ver Fig. 3.3). Cuando éste está 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 porción proyectada que contiene la mayoría de las es-

poras y proporciona el material necesario para la identificación del hongo. El 

micelio vegetativo, es la porción que se adhiere al sustrato actuando como una -

Í ; d h 9, 15 . ra z debido a que es a traves e esta parte que el ongo se nutre (Ver Fig. 

3.3). 

Los térmimos levadura y moho no pueden, en algunas ocasiones, aplicarse de una -

manera estrcita. Algunos hongos patógenos del holllbre y de los animales pueden -

adoptar carcterísticas de Dimorfismo, de tal manera, que pueden presentar forma 

de mohos en su estado saprófito y transformarse en levaduras, cuando se localizan 

en los tejidos o cuando son incubados a 37° e en ~ medio de cultivo apropiado 

(ejemplo, Histoplasma capsulatum). 

2. ESTRUCTURAS REPRODUCTORAS 

Las estructuras encargadas de la reprod~c~ión de los hongos son denominadas es~ 

ras. Los tipos y formas esporulación son la forma más convincente para caracte-

rizar a los hongos, un hongo que produce solrunente esporas asexuales se clasifica 

como hongo imperfecto {en este.grupo se incluyen la mayoría de los hongos patÓg!:_ 

nos); por el contrario, los hongos perfectos son aquellos que producen esporas -

sexuales y asexuales para su reproducción. 

2.1 REPRODUCCION ASEXUAL 

Se define la reproducción asexual como la producción no sexual de células ~epro-

ductoras especializadas. Debemos incluir en .esta definición, también, cualquier 
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Fig. 3.3 Ejemplo de un Hongo Micelial. 
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método de propagación que dé nuevos individuos¡ según este concepto, las formas 

de reproducción asexual que comunmente se encuentran en los hongos son las si--­

guientes: l) Fragmentación del soma y crecimiento de un nuevo individuo a partir 

de cada fragmento. 2) Fisión de células somáticas en células hijas. 3) Gema-

ción de células so~ticas o esporas y producción de esporas cada una de las cua­

les, por lo común, formara un tubo germinal que iniciara un nuevo micelio3
• 

La forma más 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 producción de Ta-

losporas. 

ARTROSPORAS (Ver Fig. 3.4-A). Son formadas de manera simple por la desarticul~ 

ción del-micelio al final de las hifas. Son de paredes gruesas, de tamaño y moE_ 

fología variable, dependiendo de la especie. Son las estructuras de identifica-

ción "in vitre" de varios agentes patógenos importantes en Medicina. Veterinaria 

y Salud Pública como en el caso de Coccidioides inunitis9• 

BLASTOPORAS (Ver Fig. 3.4-B). Se originan por gemación a partir de una yema, la 

partición ocurre por constricción de la pared de la célula madre. Esta es la for 

ma común de reproducción vegetativa entre las levaduras. Algunos ejemplos de le 

vaduras patógenas 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, resiste~ 

tes y de paredes gruesas. Se forman por la diferenciación directa del micelio y 

contienen en su interior una fracción de protoplasma y material nutriente. En 

233. 



A 

INTERCALARE$ 

~ e AltTHROSPOltAS w 
@ ~ 

o® e 

~ CLAMYDOSP.OIAS 

TEltMINAlES 

,"y/ 
i / 

CONIDJA GEltMINATIVA 

Fig. 3.4 Formación de Talosporas: ·Al Artrosporas; B) Blastosporas; y Cl 
Clamidosporas. O) conidios rnulticelulares. . . 
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ESPOllAMGIO 

COLUMMELA 

ZOOSPOllAMGIO. 

ESPOllAMGIOfO~O 

A 

B 

Fig. 3.5 Esporangioforós maduros: A) Esporangiosporas con­
tenidas en el asca. B) Liberación de Zoosporas. 
Fundar, 1968. 

en realidad éstas no son estructuras reproductoras, sino formas de resitencia de 

la mayoría de los hongos a condiciones desfavorables. Su valor de diagnóstico es 

nulo, a excepción del hongo Trichophyton verrucosum, causante de la Tiña en bovi~ 

40 nos 

Las esporas asexuales pueden ser producidas dentro de estructuras especializadas: 

LAS ESPORANGIOSPORAS (Ver Fig. 3.5): se producen dentro de una estructura globo-

sa formadora de esporas conocida corno esporangio. Esta estructura se origina por 

una modificación de la hifa, el esporangioforo. Los hongos importantes que se -

caracterizan por este tipo de espora soni ~, 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 conidióforos, 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 conidióforos ter-

minan en un cuerpo frutal, el cual es característico de las especies en relación 

a su estructura y pigmentación, 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 pequeño, de fo.E 

ma globosa, piriforme, formado de una célula simple como las microconidias o mul-

ticelulares grandes con septación longitudinal y transversal, como las macroconi-

dias, algunos ejemplos de hongos que presentan estas caracterísitcas son: Aspergi­

~, Penicillium, Alternaría, Microsporum y Trichophyton40
• 

15 

2.2 REPRODUCCION SEXUAL 

Las esporas sexuales se producen con. menor frecuencia y número que las esporas --

asexuales. 

Pueden ser producidas solalllllnte bajo algunas condiciones especiales, así que pue-

den estar ausentes en cultivos de hongos sobre medios ordinari.os. 

La reproducción sexual se puede .llevar a cabo en diferentes formas dependiendo de 

las caracterísitcas sexuales de los hongós, como son: la presencia de órganos se 

xuales d.iferenciados o indiferenciados, la formación de estructuras especiaHza-­

das como ascas y basidias así como la característica de homotalismo y heterotali~ 

2 
11\0 • 
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Como resultado de estas diferentes formas de reproducción se originan 4 varieda-

des de esporas sexuales en las que se basa principalmente la separación de los -­

'hongos en clases: Ficomycetos (Oomycetos), Ascomycetos y Basidiomycetos2 (Ver cu~ 

dro 3.1). 

cuadro 3.1 

Clasificación de los hongos 

CLASE 

Ficomycetos 

Ascomycetos 

Basidiomycetos, 

Deuteriornycetos 
Adelomycetos 
Fungi imperfecti 

ESPORAS 
ASEXUALES 

endogenos i 

ii exogenos 

exogenos 

exogenos 

i Contenidos en sacos 

ESPORAS 
SEXUALES. 

Oosporas y 
Zigosporas 

ascos por as 

basidiosporas 

ausentes 

ii = Presentes al final o al lado de las hifas. 

MICELIO 

no septado 

septado 

septa_do 

septaP.o 
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Los siguientes tipos de esporas sexuales se encuentran en los hongos de interés -

médico: 

LAS OOSPORAS: resultan de la fertilizaci6n de una oosfera femenina por una zoos-

pera. La oosfera está contenida dentro de un oogonio producido por el micelio· 

(Ver Fig. 3.7-A). 

ZIGOSPORAS: se forman a partir de la unión o coalecencia de dos ramificaciones -

de hifas vecinas formándose un cuerpo esférico pigmentado en el punto de fusión, 

que constituye la zigospora. Los hongos que algunas veces forman este tipo de e!!_ 

por as son los del género ~ y Rhizopus. Ambos son patógenas oportunistas del 

hombre y los animales
15

cver Fig. 3.7-B). 

ASCOSPORAS: en este caso una vesícula .especial, denominada asca (saco), se forma 

con el proceso de fusión celular, un proceso sexual corto precede a la formación 

de esporas. Cada saco contiene esporas en número par. Los sacos están conteni--

dos dentro de un cuerpo frutal llamado Ascocarpo (Ver Fig. 3,7-C). 

BASIDIOSPORAS: se forman al final de una estructura en forma de bastón, el basi-

dio,. que generalmente se encuentra en grupos de cuatro. Este tipo de esporula---

ción es característica de los hongos carn.osos (Ver Fig. 3. 7-P). 

En el caso de los ascomycetos y Basidiomycetos macroscópicos las esporas sexuales 

se encuentran sobre o dentro de un estroma que presenta características propias -

de forma, tamaño, color, consistencia, etc. , según el género y i'a especie 2• 
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IASIDIOSl'OIAS 

Fig, 3.7 Formación de esporas sexuales: Al Oosporas y Zoosporas¡ 
B) Zigosporas1 C) Ascosporas¡ y O) Basidiosporas. 
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B. MICOLOGIA MEDICA VETERINARIA 

Para comprender un poco mejor las infecciones micóticas que afectan a los anima-

les domésticos y al hombre, es necesario tener un tipo de clasificación orienta-

dora de las micosis. La más informativa, es la llamada CLASIFICACION CUTANEA DE 

LAS MICOSIS propuesta por el Dr. González Ochoa del Instituto de Salubridad y E,!! 

fermedades Tropicales de México, que comprende tres categorías: 

a) Micosis Exclusivamente Tegumentarias 
b) Micosis Inicialmente Tegumentarias 
c) Micos.is secundariamente Tegumentarias 

i!1. primer grupo como lo indica el término Exclusivo s :m producidas por un grupo 

de hongos que se desarrollan sólo en estructuras superficiales de la piel y sus 

anexos queratinizados; en este grupo se incluyen las Dermatofitosis (tiñas) •. Es 

tas micosis son contagiosas, muy frecuentes y de fácil tratamiento. Las tiñas 

afectan a todas las especies de animales útiles.al hombre2 • 

J,as micosis inicialmente tegumentarias son provocadas por un grupo de hongos que 

penetran a través de la piel o de las mucosas externas produciendo lesiones en el 

sitio de penetración, las cuales se van extendiendo con cierta .lentitud hasta in-

vadir los tejidos profundos tales como. subcutáneo, muscular, articulaciÓnes y -~ 

huesos, tejido linf&tico y aun tejidos viscerales. Las más importantes de este 

grupo son las infecciones prOducidas por el género Candida (Candidosis) , la Rino~ 

poridiosis, las Maduromicosis (Micetomas), y la Esporotricosis. Estas micosis no 

son contagiosas, son poco frecuentes y no tienen un tratamiento específico excep-

to la Esporotricosis. 
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En las micosis "Secundariamente Tegumc;mtarias", el hongo penetra por diversas --

vías extrategumentarias, produce lesiones internas importantes y posteriormente 

va a ocasionar lesiones en la piel o mucosas externas, esta invasión cutánea pu.!!_ 

de ser precoz o tardía dependiendo del hongo de que se trate y de la superviven-

cia del paciente y son estas manifestaciones visibles la única pista de que dis-

pone el clínico en muchas ocasiones para realizar el diagnóstico presuntivo de -

la infección. 

Existe otro grupo de enfermedades denominadas micosis miscelaneas (raras) dentro 

de las cuales podemos citar: La Aspergilosis y las Ficomicosis, las cuales tie-

nen gram importancia en Medicina Veterinaria, por encontrarse involucradas en la 

presentación del denominado "Aborto Micótico"; además, es importante mencionar -

el problema de tipo alérgico que numerosos hongos anemofilos causan al hombre y 

a los animales por.la excresión de micotoxinas2• 

l. COLECCION DE MUESTRAS PARA LA DEMOSTRACION 
Y AISLAMIENTO DE LOS HONGOS PATOGENOS 

Los procedimientos de diagnóstico en Micología Médica están encaminados directa-

mente a la demostración y al aislamiento de los hongos presentes en los tejidos 

y en los líquidos corporales. El diagnóstico de laboratorio, por lo tanto, no -

puede realizarse de una.manera adecuada si las muestras clínicas remitidas al --

mismo, no son las recomendables o fueron obtenidas sin tomar las medidas asépti­

cas adecuadas1 • 

.-

Para el diagnóstico de las micosis, ·pueden remitirse al laboratorio di~ersas mues -

tras, segÚn el tipo de infección y la región afectada (Ver cuadro 3.2), 
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1.1 MICOSIS EXCLUSIVAMENTE TEGUMENTARIAS 

Las hongos que provocan micosis superficiales en los animales se localizan, ae-

neralmente, en el tejido muerto (queratina). Las muestras obtenidas en el caso 

de las derrnatofitosis son los raspados cutáneos, pelo afectado, uñas, lana, y --

plumas en el caso de aves. El raspado cutáneo debe realizarse del borde de las 

lesiones que muestren actividad, previa desinfección del área6 (Ver_Cap. I). 

1.2 MICOSIS INICIALMENTE TEGUMENTARIAS 

La micosis inicialmente tegume'ntarias comprenden: la Candidosis, Rinosporidio--

sis, los Micetomas y la Esporotricosis. El material clínico que puede ser remi-

tido al laboratorio en el caso de estas infecciones, incluye: los raspados cutá-

neos, costras y pus obtenida de abscesos abiertos, exudados que fluyan de las l.!!_ 

siones localizadas y ganglios regionales, exudados obtenidos por aspiración, y 

t bt id b . . 1, 6 mues ras o en as por iopsia 

1.3 MICOSIS SECUNDARIAMENTE TEGUMENTARIAS 

Las infecciones por hongos que afectan de forma sistemática al organismo, pueden 

ser diagnosticadas mediante el exaroen de muestras tales co¡uo sangre, líquido ce-

falorraquídeo, esputo, exudados provenientes de abscesos y ganglios regionales, 

·raspados del borde de lesiones y Úlceras, tejidos obtenidos por biopsia, y teji~ 

dos obtenidos durante la necropsia (Ver Cap, I, para envío de muestras al labo­

ratorio) 1. 
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cuadro 3.2 

Tipo de muestra y medios indicqdos para el aislamiento 
de hongos causantes de micosis 

ENFERMEDAD TI.PO DE MUESTRA MEDIO DE CULTIVO 

EXCLUSIVAMENTE 
TEGUMENTARIAS 

Escamas de piel Agar Micobiotic 
Dermatof itosis Pelo afectado Agar Sabouraud 

(Tiñas) Raspado de uñas +e & s ' 

INICillLMENTE 
TEGUMENTARIAS .. 

Raspado mucocutáneo .Sabouraud + C & S ' 
Escamas de piel y Agar Sabouraud 

candidosis Raspado vaginal 

Biopsia de polipos 
Rinosporidiosis nasales y oculares Ninguno 

Raspado cutáneo 

Pus de las lesiones 
Esporotricosis ulcerativas Sabouraud + e & s ' 

Líquidos aspirados y Agar sangre 

Tejido para biopsia 
Mycetoma Líquidos aspirados Agar Sabouraud 
(Haduromicosi:s) Pus de las lesiones Agar BHI ., .... 

localizadas Agar sangre 
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ENFERMEDAD 

SECUNDARIAMENTE 
TEGUMENTARIAS 

(Actinomycetos) 

Actinomicosis 

Nocardiosis 

(Hongos 
Levaduriforemes) 

Cryptococcosis 

Candidosis 

Continuación del Cuadro 3.2. 

TIPO DE MUESTRA 

Líquido espinal 
Pus y Exudados 
aspirados 
Esputo 
Lavado bronquial· 

Igual al 
al)terior 

Esputo, Orina 
Líquido espinal 
PUs de abscesos 
Raspado de piel 
lesionada 

• La·1ado bronquial 
Líquido espinal 
Esputo 
Orina, Heces 

MEDIO DE CULTIVO 

Agar BHI 
BHI 'con 0.2\ de 
glucosa 
Medio de carne 
picada, a 37° c. 

Agar Sabouraud 
Agar BHI + Sangre 
(incubado a tempera 
tura·anibiente y a -
37° C) • 
Técnica de la para­
fina. 

Sabouraud + Cloran­
fenicol 
Agar de Papa y Dex­
trosa/Urea-antibió­
ticos. 
Medio de Ci::.Satinina 
(a 24° y 37º C) 
Medio de Níger. 

Sabouraud + C & S ' 
Agar Sabouraud (para 
las especies sensi­
bles a los antibió­
ticos). 

245 



ENFERMEDAD 

(Hongos Difásicos) 

Coccidioidornicosis 

His"toplasrnosis 

Blastornycosis 
Norteamericana . 

Blastornycosis 
sudarnenticana 

Continuación del cuadro ~.2 

TIPO DE MUESTRA 

Lavado bronquial 
Esputo, Orina 
Líquido espinal 
Raspado cutáneo 
Pus de abscesos y 
Senos afectados 

sangre, Esputo 
Médula ósea -
Lavado bronqutal 
Líquido espinal 
Pus de senos 
afectados y úlceras 
Raspado de piel 
lesionada. ' 

Raspado de la perife­
ria de las lesiones 
Orina, Esputo 
Pus de abscesos y 
heridas 
Lavado bronquial 

Biopsia de nódulos 
linfáticos 
Raspado de mucosas 
Esputo 
Lavado bronquial 
Raspado de la peri­
feria de las le­
siones. 

MEDIO DE CULTIVO 

Sabouraud + C & S 1 

BHI + antibióticos 
Agar Sangre de Sabhi 
+ antibióticos 
BHI + Gi de sangre 
cultivado a 37° C". 

Sabouraud + C & S ' 
Agar BHI + antibió­
ticos. 
BHI (sin antibióti­
cos) a 37° C y Aqar 
de Shabi a 37° e, 

Igual al 
Ailterior 
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continuación del cuadro 3.2 

ENFERMEDAD TIPO DE MUESTRA MEDIO DE CULTIVO 

MICOSIS 
MISCELANEAS 

Esputo Agar Sabouraud + 
Lavado bronquial antibióticos 
Feto y Placenta 

Aspergilosis 

Tejldo para biopsia 
Feto y Placenta 

Mucoxmycosis Esputo -Agar __ Sabouraud + .. 
Lavado bronquial Cloranf enicol 

_, 

' -

FUENTE: Beneke, E, S., 19701 Ajello L, y Col., J,975. 

NOTA: C & S ' a Cloranfenicol y Ciclohexilllida. 

Aqar BRI '" A9~ de Infusión Cerebro- corazón. 



2. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO 

Dentro de los procedimientos de laboratorio para establecer un diagnóstico presun-

tivo de las micosis, el método más sencillo, consiste en realizar un examen direc-

to de la muestra sobre un portaobjetos utilizando una solución aclaradora de hidr~ 

xido de potasio al 10 o 20\. Si a la observación microscópica, el resultado es n!: 

gativo, no se debe descartar la posibilidad de que exista una.infección micótica. 

El diagnóstico definitivo del agente micótico se realiza mediante la demostración 

del hongo en las muestras y el aislanliento del mismo en medios de cultivo especia-

les. Sin embargo, no todos los casos sospechosos pueden ser diagnosticados mediaE, 

·te estos procedimientos, en tales situaciones, los cortes histopa tO;i,ógicos 

la. inoculación de animales de experirrent11.o·toi:i; el examen radiológico (en laa pe­

q\Íe.ñas especies) , las pruebas inmunológicas y la t_écnica de anticuerpos 'fluoresce~ 

tes, pueden ser utilizados como procedimientos adicionales en la confirmación de -

. '6 
las infecciones por hongos ~ 

2. l TRA.TAMIENTO DE ~ MUESTRAS 

RASPADO CUTANEO 

Para este tipo de muestras, se recomienda el exame{l directo utilizando upa solu--­

ción de hidróxido de potasio (KOH) al 10 o 20' .(Ver examen microscópico directo)¡ 

otros métodos que pueden emplearse, son las preparaciones de hidróxido de potasio 

+ glicerina, el hidróxido de potasio Ink, y la tinoión de P.A.s. El cultivo en -­

. a.9ar e-e Sabouraud debe realizar~e para la identificación d!!l género y la especie 

correspondiente. 
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En las lesiones sospechosas de infección por Candida albicans, se deberá realizar 

un frotis y se procederá a teñir por el ~todo de Gram; el resto de la muestra se 

l inocula en una placa de agar dextrosa Sabouraud • 

PELO 

Puede realizarse un examen directo del pelo, en el sujeto, empleando la lámpara -

de Wood. Los pelos infectados generalmente fluorescen de un color verde amari~--

llento. Debe tomarse en cuenta que el diagnóstico de las tiñas empleando este --

procedimiento no es muy confiable, ya que sólo un número limitado de dermatrofi--

. tos producen un material que da dicha fluorescencia cuando es expuesta a la luz -

ultravioleta. El uso de la lámpara de Wood, es ·como un medio "pantalla" para la 

búsqueda de portadores asintomáticos36
• 

En cuanto al examen en fresco de los pelos, utilizando la técnica del KOH, es im-

portante diferenciar la forma endotrix y la ectotrix de parasitismo, en la prime-

ra se pueden observar abundantes esporas redonda.a dentro del pelo y en la segunda 

fuera de éste rodeándolo a manera de manguillo (Ver ~ig. 3.8), es itnportante re-­

portar este tipo de parasitismo ya que esto, tiene un gran significado epidemiol§. 

gico, otra parte de la muestra, se inocula en·agar Micobiotic, o bien en agar e-

e Saboura.ud. 

PUS Y EXUDl\DOS 

El exa¡nen de estas muestras ,J?Uede realiza.rae en forma directa. o bien, se pueden -

agregar 1 o 2 gotas de KOH al 10\ para aclarar la preparación, Pueden observarse, 

dependiendo el tipo de micosis, tubos ge7:111inales, células grandes conteniendo en-
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ESTRUCTURAS PARASITARIAS EN PELO. 

ECTOTllX; P!QU!ÑAS ESPORAS 
fUl!IA DEL PELO 

ECTOTllX¡ ESPOIAS EN CADENA 

INOOTllX¡ ESPOIAS DENTllO DEL PElO 

''fig. 3.8 

\ ECTOTRIX- ENDOTlllX INTERMEDIO 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

NO MllASITISMO . 
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dosporas o bien, gránulos de a~ufre. 

Los frotis de pus se debe teñir por el método.de Gram para demostrar fragmentos -

de hifas, pseudomicelios o estructuras tubulares, las cuales tienen afinidad por 

el colorante básico. Los gránulos de azufre pueden ser tratados por el método de 

ácido resistentes. 

Las muestras remitidas en recipientes estériles se destinan para la inoculaci6n -

l de medios de cultivo específicos • 

LIQUIDO CEFALORAQUIDEO 

El líquido obtenido.en tubos o jeringas estériles, es centrifugado a 2000-2500 --

:rpm., durante 15 minutos, y el sedimento se observa al microscopio, donde pueden 

observarse células ovaladas o tubulares; otra parte del sedimento se tiñe ~ara de 

mostración de cápsula, cuando se sospecha de una infección por Cryptococcus ~ 

· forrnans , utilizando la técnica de la tint;i. cllina o la tinción de nigrosina. 

E1 sedimento puede tratarse por e1 método de Gram y también por el 1111étodo de áci-

6 do resistentes, en el caso de infecciones por·Actinomycetos • 

ESPUTO 

Los fro.tis de esputo, son. tratados de manera similar a los de pus y exudados~ La 

tinción de Gram es útil para demostrar hifas de Act1nomycetos, células levadurifoE. 

mes de Candida albicans,y artrosporas 1 la tinción de ácido resistentes, nos ayuda 

a identificar el género Nocardia1 si se sospecha de infección por Cryptococcus, 
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puede utilizarse el ~todo de la tinta china1• 

MEDULA OSEA Y SANGRE 

Los frotis realizados con este tipo de material, son teñidos con los colorantes -

de Giemsa y de Wright en ·1os casos agudos de Histoplasmosis. Las muestras prove­

nientes de jeringas, son inoculadas directamente en un medio de cultivo adecuado. 

MATERIAL DE BIOPSIA Y NECROPSIA 

El.material obtenido por biopsia o durante la necropsia, 'puede ser preparado por 

fijación para realizar cortes histopatológicos, o bien, pueden ser inoculados· di-

rectamente en. algún medio de cultivo. 

Los r~spados cutáneos y el material de biopsia obtenidos en el caso de Rinospori-

diosis, se deben examinar directamel}te, o fijarse para histopatología. El culti-

'l(O en forma mecelial no puede ser llevado a cabo en el labora~orio, ni los anima-

les de laboratorio han sido infectados experimentalmente. Sin emba,rgo, Grover -~ 

(1970), obtuvo la maduración. de las esporas y esporangios en material de biopsia· 

colocado en el medio sintético T.c. 19936 • 

2.2 EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO (Técnica del KOH a.l 10'11) 

El examen.llÚé:i:oscópico de las preparaciones en fresco, no teñidas tales COlllO ori~ 

na, e;icudados y líquidos peritoneales o pleurales pueden demostrar la presencia de 

estructuras ca.racterísticas (esporas~ esfe¡:ulas, hifas, etc.), en la mayoría c;\e -

los casos. 
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' TECNICA DEL KOH AL 10% 

Las preparaciones utilizando una solución aclaradora de hidróxido de potasicr al -

10 o 20%, son un método rápido y confiable para el diagnóstico de las tiñas, cu~ 

do exéllllinamos muestras de pelo o raspados cutáneos. Este procedimiento también -

puede ser aplicado a muestras tales como pus y exudados. 

En el examen microscópico del material biológico, pueden identificarse los filame.!! 

tos de los dexmatófitos que pueden ser largos, cortos, ramificados, fra9111~ta--

.dos y· de. un diámetro regular de 3 micras, es importante el saber diferenciarlos 

de filamentos de hongos contaminantes o de artefactos diversos24
• 31 

El·JM.terial debe primero exaininarse a bajo aumento con el diafragtna parcialmente 

cerrado para obtener contraste visua11 examinando el material se debe enfocar pr.!_ 

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, más bien que 

_hifas, las cuales generalmente están dispuestas en. racimos (mosaico) o eri cadenas 

sobre la superficie del pelo36 (Ver Fig. 3.8). 

La ventaja del método microscópico directo pa.ra el dJ.agnóstico, sobre los otros 

procedimientos, es de que en un corto período se ¡ruede establ.ecer un diagnóstico 

definitivo e instituirse la terapia desde el examen inicial del paciente36 • 

PRECAUCIONES: 

Debe tenerse cuidAd.o e11 no colocar \11\ª cantidad excesiva de muestra (pelo, es­
camas o exudados) sobre el, portaobjetos, ya que esto puede iinpedir la observa­
ción de los elementos fungales. 

- En térir~nos generales, mientras más tiempo permanezca el material en el hidró­
xido de potasio, es más exacto el examen¡ el dejar reposar las preparaciones -
durante toda la noche en una cámara hiimeda facilita ·ampliamente la observación 
de las estructuras14. 
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PROCEDIMIENTO: 
14

• 
31 

l. Frente al mechero y sobre un porta­

objetos, se deposita una pequeña -­

cantidad de pelos y escamas raspa-­

das de la periferia de la lesión. 

2. Se agregan 2 O 3 gotas de una solu­

ción de hidróxido de potasio (KOH) 

al 10 o 20\. 

. : ,. 

3. Se deja en reposo '1a preparación -

durante 10 o 15 minutos, antes.de 

colocar el cubreobjetos¡ un calen­

tamiento ligero de la laminilla -­

acelera el aclaramiento de las mues 

tras. 

4, · Observar al microscopio con el ob­

jetivo seco fuerte (40 X) para la 

identificación de estructuras. 
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4.3 CULTIVO DE LOS HONGOS 

Los hongos obtienen su alimento como parásitos infectando organismos vivos, o co 

mo saprófitos atacando sustancias orgánicas muertas. La mayoría de los hongos -

conocidos, parásitos o no, son capaces de vivir sobre materia orgánica muerta, -

como lo demuestra el hecho de poder cultivarlos artificialmente sobre medios sin 

téticos. 

La. mayoría de los hongos se desarrollan entre los Oº y 35° e, pero las temperat~ 

ras óptimas están entre 20° y 30° c. En contraste con las bacterias, los hongos 

prefieren un medio ácido para su crecimiento, siendo el óptimo alrededor de pH -

6.0 para la mayoría de los géneros3 

Existen una gran variedad de medios de cultivo específicos para cada género, y -

aún, para cada especie de hongo, pero las cajas o los tubos con Agar dextrosa sa­

bouraud (pH 5.6) , son el medio estándar utilizado para el aislamiento de los hon 

gos; pueden además emplearse cajas preparadas con agar de infusión cerebro-cora­

zón (agar BHI), o agar sangre adicionados o no con antibióticos, para favorecer 

el desarrollo de las formas miceliales y levaduriformes (Ver cuadro 3.2). 

El sembrado de las placas y tubos, conteniendo el medio- de cultivo, se realiza -­

empleando un asa de inoculación en forma de L o bien utilizando el asa bacteriol§. 

gica. La técnica generalmen~e es similar a la recomendada para Bacteriología ge­

neral; sin embargo, como en el caso de las dermatofitosis, la muestra es inocula­

da por picadura en sitios diversos del medio de cultivo. 

El examen de les medios de cultivo, inoculados con material clínico, varía depen-
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diendo del género en cuestión. Los hongos levaduriformes requieren de una incu­

bación de 24 horas a 37° e (como las bacterias)¡ por el contrario, las formas mi­

celiales requieren de un período de incubación más prolongado, que varía de una -

a tres semanas a temperatura ambiente. 

Las características generales que nos permiten realizar una identificación preli­

minar de los hongos en cultivo, las podemos agrupar en dos formas: 1' 2 

1) Morfología Colonial: es importante observar para todos los tipos de creci--­

miento; 

a. Aspecto de la colonia 

b·. Morfología general (plana, agrupada, con pliegues regulares o irregulares) 

c. Textura: Levaduriforme, pulvurulente·, granular, vellosa .o ·algodonosa 

d. Tiempo de crecimiento o desarrollo 

e. Pigmentación y la difusión del pigmento al reverso de la colonia. 

2) Tipos de Micelio:· 

Unicelular Filamentoso 

Pseudomicelio Macrosifonado Septado 

Pigmentado Microsifonado Pigmentado 

Hialino Cenocítico Hialino 

Las características macroscópicas de las colonias y la pigmentación son medios -­

útiles para la identificación, pero en la identificación final se hace nesesario 

el desarrollo pleno de todas sus.estructuras para así realizar una apreciación -­

exacta de ellas. 
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Ya que el estudio de la m~rfología d.e las esporas y las relaciones espora-micelio 

son necesarias para la identificación final del hongo, los micólogos en ocasiones 

suplementan sus cultivos, mediante el cultivo del hongo en portaobjetos, utiliza.!! 

do el m~todo del microcultivo (Ridell, 1950), el cual pennite un estudio exacto -

de los hongos mioé.liales36 • 

2 • 4 METODO DEL MICROCULTIVO 

En estos cultivos el crecimiento se realiza en una cámara húmeda, preparada con -

una rodaja de papel filtro que se coloca en el fondo de una caja de Petri, una V!!_ 

rilla de vidrio doblada, un portaobjetos ~ un cubreobjetos. Este paquete se est~ 

riliza en el autoclave y se almacena_ hasta ser utilizado. 

NOTA: Cuando se trabajan con cultivos de hongos, se debe.de tener cuidado para -

evitar la contaminación del laboratorista y del área de trabajo; se emple-

an técnicas asépticas; es conveniente colocar una toalla de papel sobre el 

área de trabajo de la mesa y humedecerla con Amphyl al 2%, aceite de pino, 

fenol o algún otro desinfectante, la toalla puede doblarse_ y desecharse -­

después de haber -terminado el trabajo36• 
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PROCEDIMIENT0:
1

' 
14 

Preparar un placa con 30-35 ml de -­

medio. 

Se corta un bloque de aproximadamen­

te 1 r:m
2

, utilizando material y téc­

nicas asépticas. 

se transfiere el bloque de agar a la 

superficie del portaobjetos. 

Se inoculan los cuatro lados del 

bloque de agar con las esporas o el 

crecimiento micelial del nongo que 

se está estudiando. 

Se coloca un cubreobjetos utilizan­

do unas pinzas previamente flamea-­

das encima del bloque, haciendo una 

ligera presión. 
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- Se adicionan aproximadamente 10 ml 

de agua destilada estéril o una so­

lución al 10\ de glicerina estéril 

teniendo cuidado de que el nivel de 

lÍquido NO toque el portaobjetos. 

- Se incuba el microcultivo a 28° e 

hasta observar sobre el medio el -

desarrollo del micelio. cuando el 

micelio.toque tanto al porta como 

al c'ubreobjetos, puede realizarse 

eu observación. 

- Antes de observar, se retira el 

agua destilada con pipeta y se SU_!! 

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 bisturí previa­

mente flameado y obtenemos el hoE 

go sobre el porta y cubreobjetos. 
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Para el examen, se agregan 1 o 2 go­

tas del colorante azul de algodón -­

lactofenol en un portaobjetos limpio 

y se coloca el cubreobjetos del mi-­

crocultivo en el colorante¡ por otro 

lado, al portaobjetos del microcult_!. 

vo se le agrega el colorante y un c~ 

breobjetos limpio. 

Para el examen microscópico, se ob-­

serva primero con bajo aumento y de~ 

.pués con el objetivo de irunersión. 

NOTA: Con este procedimiento se obtienen dos hermosas preparaciones, con el mice 

lio, esporas y conexiones intactas: estas preparaciones pueden hacerse se­

mipermanentes, sellando los bordes de los cubreobjetos con· barniz para 

uñas36• 
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.2.5 TECNICAS DE TINCION 

Los métodos de tinción utilizados para la demostración de los hongos incluyen la 

tinción de Gram, el método de Ziehl - Neelsen y la modificación de Kinyoun (para 

ácido-resistentes) , así como la tinción para cápsula. Estas tinciones se descr.!_ 

bieron con anterioridad en el capítulo correspondiente a Bacteriología; en esta 

ocasión, describiremos algunas de las técnicas rutinarias empleadas en el labor~ 

torio de Micología general. 

\ 
.a. TINCION CON AZUL DE ALGODON LACTOFENOL 

Esta es una excelente preparación utilizada para la d~.mostración de la mayoría de 

1 2 14 los hongos meceliales ' ' 

REACTIVOS 

Solución A:· Solución Aclarante (Lactofenol) 

Cristales de Fenal ••••••••••••••••. 20 g 

Acido Láctico.,,.................. 20 q 

Gliaerillll.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . 40 q 

Agua Destilada ••••••••••••••••••••. 20· ml. 

Disolver en el agua destilada el fenol 1 en baño María, agregar el ácido láctico 

la glicerina. 

Solución B1 Azul de Algodón Lactofenol 

Colorante Azul de Algodón o.os 9 

A los 80 ml del aclarante anterior se le adiciona el colorante azul de algodón y 
se filtra antes de usarse. 
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PROCEDIMIENTO 

Poner un portaobjetos sobre una supe!. 

ficie transparente e iluminada, si es 

to no es posible, poner el portaobje-

tos sobre una hoja de papel blanco. 

Agregar una pequeña gota de azul de 

algodón lactofenol en el centro del 

portaobjetos. 

Rel!lOver un fragmento de la colonia 

del hongo (aproximadame~te 1 a 2 mm 

dentro de la periferia) con un asa, 

y depositar sobre la gota; ·del colo-

rante. 

Desbaratar el fragmento de la. colonia. 

utilizando el a.sa de inoculación o --

aguja. de disección. 

- Moptar la preparación d.ejando cae;r un 

cubreobjetos sobre ella, no presionar 

el cubreobjetos po;rque esto podr!a. -

desprender algunas estructuras del --

1 hcl'\gO , 

NOTA: Estas preparaciones pueden guar­
darse por meses quitando el exc!_ 
so de colorante a los lados del 
cubreobjetos y ;rociándolo con 
spxay Herckoglas o selláiidolo con 
esmalte de uñas incoloro. 262 



b. TINCION CON AZUL DE ALGODON ACETICO 

REACTIVOS: 

Azul de algodón ••.••••••• o.s g 

Acido acético •••••••••••• 3.0 g 

Agua destilada ••••••••••• 100 ml. 

PROCEDIMIENT02 

Fijar con alcohol metílico cubriendo el portaobjetos y dejando evaporar. (Mi--

crocultivo). 

Agregar la solución de azul de.algodón acético por· 20 minutos, calentando has-

ta la emisión de vapores. 

Lavar rápidamente con agua corriente. 

Pasar por alcohol absoluto de 96°. 

Pasar por alcohol absoluto. 

Poner en xilol hasta que se transparente la preparación, 

Montar en bálsamo de Canada o resina sintética~ 

Observar al microscopio, empleando primero, el 'objetivo seco fuerte. 

c. TINCION CON ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS). 

Es una excelente tinción utilizada para demostrar hongos en muestras de raspados 

t~ t de t · · d 2 ' 6 ' 14 
cu aneos y cor es eJi o 
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REACTIVOS: 

SOlución A: Acido Peryódico 

Acido PeryÓdiC'O s.o 9 

Agua destilada 100 ml. 

Poner en un frasco con tapón de rosca. 

solución B: Solución de fucsina básica 

Fucsina básica ••••••••••••• 0.1 9 

Alcohol etíliC'O (95%) •••••• 5.0 ml. 

Agua destilada ••••••••••••• 95.0 ml. 

Mezclar el alcohol etílico y el agua, añadir cuidadosamente la fucsina a la mez--

cla y agitar la solución con movimientos rotatorios. 

PROCEDIMIENTO 

Poner una capa delgada de albúmina de Meyer sobre un portaobjetos limpio. 

Sobre ésta colocar algunos f raqmentos de escamas de piel o uñas utilizando una 

aguja de disección. No fijar por calor. Dejar secar la preparación a temper~ 

tura ambiente durante toda la noche o a 37° e 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 etílico absoluto por l lllinuto. 
' 

Secar la preparación e inmediatamente ponerla en ácido peryódico al S\ por es-

pacio d.e 5 lllinutos. 

Lavar en agua corriente por 2 minutos. 

Poner en fucsina básica por 2 minutos. 

Lavar por 2 minutos en agua corriente. 

Sumergir el portaobjetos en una solución de Metabisulfito de.sodio, por espacio 

de 3-5 m.inutos. 
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Lavar en agua corriente por S minutos. 

Deshidratar pasando a través de alcohol al 70\, 85\, 9S% y absoluto a interva-

los de 2 minutos. 

Poner en xilol por 2 minutos y montar con un cubreobjetos y resina sintética. 

INTERPRETACION 

La mayoría de los hongos se tiñe de color Magenta; el material restante presenta 

un color rosado o rojizo. 

Ocasionalmente las bacterias así como los neutróf ilos pueden· retener la fucsina -

pero no debe haber dificultad en diferenciar estas estructuras de los elementos -

micóticos. 

d. TINCION DE GIEMSA 

Esta tinción y otras (Gridley, Tinción de PAS~ o la técnica de Golll.Ori - plata me* 

tenamina), son utilizadas en la demosti;ación de Histoplasma capsulatum en las cé .. 

lulas retículo endoteliales6 • 13 • 
26 

"REACTIVOS: 

Solución A: Colorante de Gielnsa 

Polvo de colorante de Giemsa .. 
Alcohol metílico (absoluto) ••••• 

Glicerina (neutra) ••••••••••••• 

600,0 mg 

so.o ml 

so.o mi'. 

Moler el colorante en un mortero, añadir la glicerina y moler de nuevo, pasar a -

un frasco color ámbar, añadi'r el alcohol y mezclar vigorozamente. 
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Solución B: Solución Tamponada de Wrigth (pH 7.0). 

Fosfato Monopotásico •••••••• 6.77 g 

Fostafo de Sodio (dibasico). 2.59 g 

Agua destilada •••••••••••••• 1000 ml. 

solución C: Solución Colorante 

Colorante de Giemsa 

solución Buffer 

PROCEDIMIENTO 

2 all 

6 all. 

Fijar el frotis con alcohol metílico al 100\ durante 3-5 minutos. Una técnica 

más exigente requiere una fijación con vapores de Tetróxido de Omn.io al 2\, -­

por 20-30 minutos. 

Sumergir en líquido de Giemsa diluido (se recomienda una parte de colorante en 

19 partes de solución tamponada de Wright) durante 15 minutos. 

Lavar con agua destilada. 

Secar al aire o utilizar papel secante. 

3. MICOSIS EXCLUSIVAMENTE TEGUMENTARIAS 

OEBMl\TOFITOSIS 

Las Dermatofitosis o Tiñas, son unas de las micosis más frecuentes dentro del gr.!!_ 

po de las micosis exclusivamente tegumentarias. 

La Dermatofitosis es una enfermedad intertegumentaria cuyos agentes etiológicos, 

son diversos hongos denominados genéricamente, dermatófitos; estos microorganismos 
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presentan un tropismo estricto hacia los tejidos queratinizados, de tal manera, 

que cuando se encuentran en el huesped, habitan y están situados en las capas más 

superficiales del mismo afectando la piel, uñas {garras y cuernos), y al pelo 

36 (plumas y lana) • 

Los dennatófitos están comprendidos dentro de tres géneros: Microsporum, Tricho-

phyton y Epidermophyton; con diferentes especies los dos primeros géneros y el -

' tercero con una sola especie: Epidermophyton floccosum, el cual· es un parásito 

exclusivo.del hombre. En el cuadro J.J, se muestran las especies de dermatófitos 

que han sido reportados en los animales domésticos
6

• 

3 .1 CLASIFICACION 

El probable lugar de orígen de los dermatófitos es el suelo. Un número signifi-

cativo de microorganismos han cambiado su existencia.saprofítica en al naturaleza, 

por una existencia parasitaria en la piel animal o humana. Sobre la base prefe-

rencial de ;tos de~atófitos, estos microorg<!Jlismos pueden. ser clasificados como 

·geofílicos (afectos al sue.1-o) o queratofÍlicos (afectos a la queratina). Otra --

clasificación de estos hongos ha sido realizada tomando en cuenta: ll la prefe-

rencia de los microorganismos para el tejido animal o humano (Zoofílicos o Antro-

pofílico); 2) la posición de las esporas fungales dentro o en la superficie del 

pelo (Endotrix o Ectotrix)1 J) por las ca.racterísticas del cultivo¡ y 4) en el 

hombre, la región del cuerpo que es preferentemente_afectada (Tinea capitis, Ti--

42 48 nea barbae, etc.) ' 

La clasificación de las tiñas en base a las manifestaciones clínicas y a la loca-

lización. de las lesiones, no puede llevarse a cabo en los animales domésticos, ya 
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CUADRO J. 3 

Dermatofitoa en Medicina Veterinaria 

M. can is común reportado ocasional reportado 
M. distortum frecuente 
M. audouinii frecuente 
T. (M?) gallinae reportado 
M. gypseum ocasional reportado reportado 
M. nanum común 
M. persicolor reportado 
M. cookei reportado reportado 
M. vanbreuseghemii reportado 
T. ajelloi dudoso dudoso 
T. simii reportado 
T. mentagrophytes · ocasional frecuente ocasional ocasional ocasional 
T. equinum reportado 
T. verrucosum reportado reportado común ocasional reportado 
T. megninii reportado 
T. rubrum reportado 
T. violaceum reportado 
E. floccosum 

/8t ~·· .!~ ~ • 

: 

M. canis ocasional ocasional frecuente 
M. distortum reportado reportado 
M. audouinii reportado 
T. (M?) gallinae reportado reportado común 
M. gypseum frecuente frecuente ocasional 
K. cookei reportado 
M. vanbreuseghemii reportado 
T. ajelloi dudoso 
T. simii frecuente frecuente 

(India) (India) 
T. mentagrophytes ocasional común frecuente 
T. equinum común 
T. "·errucosum ocasional 
T. rubrum reportado 

futNTE: IHEL,G; TAPLIN, D. 1974. 268 



que estas son extremadamente variables. La infinita variedad de lesiones se re-

fiere, por una parte, a la interacción del dennatófito y a la capacidad reactiva 

del huesped por la otra, en un extremo está el portador asintomático; como punto 

intermedio, la lesión clásica "anillada", la cual se aprecia como una área circu 

lar de alopecia, con una zona central de curación y una reacción inflamatoria en 

la periferia, y en el otro extremo está la lesión violenta, eruptiva nodular o -

f . d . 36 ( i 3 9) tumorosa, re eri a como Kerion Ver F g. • • 

3 •. 2 DIAGNOSTICO 

Como todas las enfermedades infecciosas, el diagnóstico definitivo de las tiñas, 

depende de la demostración del agente causal. El diagnóstico basado en las cara.::_ 

terísticas clínicas de la lesión es difícil con la excepción de los casos típicos 

de .la lesión "anillada"; otras dermatosis tales cerno infecciones bacterianas, ur-

ticaria, seborrea y tumores pueden erróneamente ser confundidas con una infección 

dermatofítica. 

El diagnóstico de las dermatofitosis, en el l¡¡,boratorio, incluye los siguientes -

procedimientos: 

EMPLEO DE LA·LAMPARA DE wooo, Algunos de los de;r¡natófitos tieneti. la caxacteríst!_ 

ca de fluorescer en el pelo afectado, lo cual se puede demostrar con la lámpara -

fluorescente de Wood, siendo esta característica un paso de ayuda en el diagnóst!_ 

co. El fenómeno de fluorescencia verde amarillenta se produce como resultado de 

la interacción huesped-parásito, la fluorescencia se observa infortunadamente, s§. 

lo en el caso de: Microsporum ~1 M, distortum y M. audouinii y en ocasiones 

Trichophyton tonsurans y T. schoenleinii, por lo tanto, el empleo de la lámpara -
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Fig. 3.9 Localización más frecuente de las tiñas en los diferentes 
animales domésticos. 
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de Wood tiene un valor diagn6stico limitado y sólo da resultados positivos en ca-

i mi 
. l , 36, 40 

sos de infecc ones por estos croorganismos 

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO. El examen microscópico del pelo o de raspados cutá-

neos, es un método rápido y confiable para el diagnóstico de las tiñas, previo --

aclaramiento o transparentamiento de la muestra utilizando la técnica del KOH ~~-

(Ver antes). Este examen directo nos permite apreciar las estructuras fungales y 

su acción en los tejidos, se observan microscópicamente, artrosporas, las cuales 

pueden localizarse dentro o en la superficie del pelo (Ver Fig. 3.8), y fragmen--

tos de micelio cuando examinamos raspados cutáneos, utilizando los objetivos seco 

débil o seco fuerte (Ver cuadro 3.4)1 en cambio en su estado saprofítico forman -

estructuras más complejas y diversas que se utilizan, precisamente para su separ2_ 

2 31 ción en géneros y aún en especies (Ver Figs. para cada género) ' 

CULTIVO (asil~~iento). La identificaci6n del género y la especie.se establece 

por la observación de la morfología colonial tanto macro como microscópica en los 

medios de cultivo. (Ver Figs. 3.10 - 3.19). 

Los culti~os se realizan inoculando la.s muestras (pelo y escainas de piel) en me--

dios de cultivo como el agar Micobiotic, agar Micosel, o bien el medio de Sabou--

raud dextrosa conteniendo clora.nfenicol o.os·· mg/ml y-cicloheximida o actidiona -

o.os mg/ml (Sabouraud e - C). La acidez del agar Sabouraud inhibe la mayoría de 

bacterias; por otro lado el cloranfenicol restringe el crecimiento bacteriano y 

la cicloheximida inhibe la mayoría de los hongos contaminantes40 • 

La inoculación del medio, puede realizarse de la siguiente manera: 

Tomar con el asa o aguja de disección estériles algunos fraCjlllentos de lamues-
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tra y depositarlos en el centro de 2 tubos con medio de Sabouraud dextrosa y 2 

con medio de Mico sel agar. 

Incubar a 28° e por dos semanas. La incubación puede prolongarse hasta por 30 

días. 

Observar las caracterísitcas macroscópicas de la colonia obtenida (no pasar -­

por alto la pigmentación al reverso de la placa). 

Realizar un Microcultivo para llegar a la identificación correcta del hongo, -

siguiendo la técnica descrita anteriormente. 

NOTA: Para el desarrollo de ciertos dermatófitos es necesario el enriquecimiento 

del medio con vitaminas, por ejemplo, Trichophyton equinun requiere de ác!. 

do nicotínico y T. verrucosum requiere tiamina e inositolz. por otra parte, 

T. verrucosum crece mejor y más rápido a 37º C que a temperatura ambiente36 •. 

·DERMATOPHYTE TEST MEDIUM (D.T.M.). como su nombre lo indica, el D.T.M.(Taplin y 

Col., 1969) es un medio diferencial exclusivo para este tipo de hongos, que ha -­

mostrado una precisión de 97\ de 3000 casos aprobados. El medio es originalmente 

de color amarillo, sólidÓ ·que contienen Glucosa, Phytona, Cloranfenicol, 'Ciclohe-·· 

ximida, Sulfato de Gentamicina y Rojo de fenol como indicador de pH6 

La prueba consiste en inocular el medio con la muestra problema, los dermatófitos 

hacen virar 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 contenía.otro tipo'de hongo (levaduras u hongos saprofítos)-o bacterias cau 

santes de dermatosis, el medio permanece del ~olor ori9ina1
40

• 
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ESPECIE 

DEL HONGO 

Micros122rum 
can is 

Micros122rum 
audouinii 

Micros~rum 
mseum. 

Micros~rum 

~ 

Cuadro 3.4 

Diagnóstico preliminar de las tiñas en 
animales a partir del material clínico 

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES KOH 

Raspados de piel Pelo 

Vaina en mosaico de pequeñas 
esporas (2 - 3.Al) que rodea 

Fragmento de hifas septa- completamente el pelo en la 
das y cadenas de artrosP.!?_ base (ectotrix)'. El micelio 
ras redondas. dentro del pelo está dispue~ 

to paralelamente a su lcngi-
tud (Ver Fig. 3.10). 

Micelio fragmentado y Igual a .!!: ~ (Ver Fig. 
cadenas de artrosporas. 3.11). 

Esporas gr<mdes (5 - 8 .I{) en 
cadenas o masas irrequlares 

Micelio y inasas muy gr~ en la superficie de los pelos 
des de artrosporas, al~ (ectotrix). El micelio está 
nas en cadenas. dispuesto paralelamente a su 

longitud (Ver Fig. 3.12). 

Vaina de pequeñas esporas 
(2 - 3 µ.) que :rodea el pelo 

Micelio ramificado en la base, Cectotrix) • El 
micelio est& dispuesto par_! 
lelamente a su longitud 
(Ver Fig • 3,13). 

. 

FUENTE: Jungerman y Schwartzman,1977. 
Beneke y Rogers, 1970, 
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Fig. 3.10 Microsporum canis. Fig. 3.11 Microsporum audouinii 

Fig. 3. 12 Microspo:nun gypseum Fig. 3.13 Microspotum ~· 
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cuadro 3.4 

ESPECIE EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES DE KOH 

DEL HONGO 
Raspados de piel Pelo 

La invasión del pelo es rara. 
En anilllales de experimenta-

Tricho12hiton Micelio ramificado ción, se han observado cade-
~ nas de esporas fuera del pe-

lo y micelio dentro de él. 
(Ver Fig. 3.14). 

Los fragmentos .de pelo, pre-
sentan en su interior masas 

TrichoJ2hxton Micelio y cadenas de 4ensas de color oscuro, las 
tonsurans artrosporaa. cuales, corresponden a espo~ 

ras de gran tamaño (4 - 7.5) 
micras en cadena (endotrix). 
(Ver Fig. 3.15) • 

.. 

Vainas o cadenas aisladas de 
grandes esporas· ( 5 - 10 µ.. ) 

TrichoJ2h~cm Micelio y cadenas de en la superficie del pelo 
verrucosum artrosporas. (ectotrix) • (Ver Fig. 3.16). 

Vainas o cadenas aisladas de 
esporas (3.5 - 8 R.) en la su 

Tricho,Eh¡:ton Micelio y cadenas de perficie del pelo (ectotrixl 
equinwn artrosporas. Micelio dentro del pelo. 

(Ver Fig. 3.17). 

FUENTE: Jungerman y Schwartzman, 1977. 
Beneke y Rogers, 1970. 
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Fig. 3.14 Trichophyton rubrum. Fig. 3.15 Trichophyton to~surans 

Fig. 3.16 Trichophyton verrucosum Fig. 3.17 Trichophyton equinum. 
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Cont. cuadro 3.4 

ESPh't:IE EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES DE KOH. 

DEL HONJ:> Raspados· de Piel Pelo 

Vainas o cadenas aisladas 
de esporas (3 - 5 .U.) en la. 

Tricho~h:r::ton Micelio y cadenas de superficie del pelo (ecto-
inenta2rol!h:r::tes artrosporas. trix). Micelio dentro del 

pelo (Ver Fig. 3.18). 

Tricho~h:r::ton Micelio y cadenas de Las plwnas no son afectadas. 
2allinae artrosporas. (Ver Fig.. 3.19). 

FUENTE: Jungerman y Sxhwartzman, 1977. 
Beneke y Rogers, 1970. 



Fig. 3.ia T. mentagrophytes. 

Cultivo 

Fig. 3.19 Trichophyton gallinae 
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4. MICOSIS INICIALKBN'l'E TEGUMENTARIAS 

Las micosis Inicialmente Tegumentarias, son un grupo de infecciones que general-

mente se presentan en forma localizada, involucran a la piel y al tejido subcutá-

neo, y raramente se pUEiden disenúnar a órganos internos. 

Para Medicina Veterinaria, se consideran de importancia clínica: La Rinosporidi2_ 

sis, la Espo:rotricosis, la Maduromicosis (Mycetoma), y la Candidos:i.s. 

Los agentes etiológicos de estas enfermedades se encuentran como saprófitos en la 

naturaleza, y la vía general de infección ocurre por la contaminación de heridas 

6 por el hongo • 

NOTA: Estas enfermedaJ'es las trataremos en forma de cuadros sinópticos para fa 

cilitar su comprensión. 
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Cuadro 3.5 

Micosis Inicialmente Tegumentarias 

ENFERMEDAD 

Rinosporidiosis 

Esporotricosis 

Candidosis 

DE se R I pe I o N.: 

La Rinosporidiosis en los animales consiste en una 
rinitis poliposa crónica producida por el Rhinos­
por!dium seeberi. La lesión consiste en un polipo, 
generlrnente il.nico y unilateral, pedunculado, adop- · 
tando en este caso un aspecto de coliflor. r.a· en­
fermedad no es transmisible. Puede afectar a los 
equi~os, bovino y caninos, así como al hombre35, 

Es una infección micótica de ·la p~el y linfáti~os 
cutáneos, provocada por el Sporothi:ix schencltii. 
La infección suele presentarse en las extremida­
des o el tronco, y toma una forma de nódulos sub­
cutáneos o intradérmicos, de 1 a 4 cm. de diáme­
tro. Los nódulos están fo:anados por granulomas 
purulentos. Entre los animales la mayor parte de 
los casos descritos se refiere a !os equinos28, 35, 

Ver página 29.S 
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cont. 

ENFERMEDAD 

Maduromicosis 
(Hycetoma) 

Nocardi.osis 

cuadro 3.5 

D·E s e R I p e I o N 

El término Micetoma, se aplica ·a las tumefacciones, 
que ocurren por lo común en las extremidades. Los 
tumores son crónicos, la mayoría afectan la piel, 
tejido subc.~táneo, fascia y huesos, y pueden conte­
ner ·Abscesos y múltiples fístulas que drenan. Las 
especies de animales que más frecuentemente se ven 
afectadas son el caballo, el perro, el gato y los 
bovinos. En los animales los agentes etiológicos -
involucrados son el género Helminthosporium .!!12· , 
Allescheria boydii, Curvularia qeniculata, Ascomy­
~· y algunos DeuterianycetoS2B, 36. 

La Nocardi:osis ocurre como un. •proceso granulOl!IAW• 
so supurativo crónico que puede verse locál.izado 
en la piel. y tejido subcutáneo o gerteralizado a -­
partir de un foco pri.uiari.o, generalmente pulmop.ar. 
La enfennedad es común en perros y gatos. La in-­
fección se ha diagnosticado en mand.Íbulas equinas, 
'y en los cerdos. Existen numerosos reportes de -­
masti tis bovina causada por Nocaxdia asteroides 
2•, 29. 
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Cuadro 3.6 

Identificación de las Micosis Ini:cialmente Tegumentarias 

AGENTE 

SR<>rothrix 
schenckii 

Rhinospori­
~· seeberi 

Ca.nllida 
albicans 

FORMA EN EL 
TEJIDO 

La fase parasitaria es una 
levadura, Gram (+) descri­
ta a veces COlllO "formas en 
puro" de 2 a 10 micras de 
longitud, demostrable en -
frotis de pus (Ver Fiq. 3. 
20). 

El agente puede ser delllOs­
trado mediante cortes h.is­
. lógicos o por medio de pre 
paraciones hÚllledas de los­
}lálipos. Entre el. estroma 
puede verse el agente en -
forma de esférulas de dis­
tintos tamaños (Ver Fi9. 
3.21). 

·. 

FORMA EN EL 
CULTIVO 

Como saprófito, el hongo toma 
una forma \llt<;eil,!"-1 con· hifas 
tabicadas de cerca de 2 micras 
de diiímetro. En la extremidad' 
de las ramificaciones se encuen 
tran dispuestas en racimos, es -
poras.ovales o piriformes, que 
semejan a "los pétalos de una 
flor" (Ver Fig. 3.20). 
6. 

No se ha logrado el cultivo 
en for11111. artificial. 
35. 

Ver página 2'5 
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Cultivo a 370C 

.~ '. ' 

Fig. 3.20 · Sporothrix schenckii 

Fig. 3;21 Rhinosporidium seeberi: 
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AGENTE 

Nocardia 
asteroides 

Allescheria 
boydii 

(Cont. cuao.ro 3.6) 

FORMA EN EL 
TEJIDO 

En Los tejidos y exudados, 
el microorganismo apa.rece 
como filamentos delgados 
(0.5 - 1.0.U.), ramificados 
y Gram (+). Es relativa­
mente, 'ácido resistente y 
'esta cáracterística se de­
muestra mejor cuando se -­
evita el ·empleo de alcohol 
en la tinción2_4~ 
(Ver Fig. 3.22). 

El examen microscópico re~ 
vela una proliferación gra 
nulomatosa eosinófila de Ta 
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 observarse 
colonias pigmentadas como 
puntos color marrón o iiegro. 
(Ver Fig. 3.23) 
36. 

FORMA EN EL 
CULTIVO 

Las especies de Nocardia crecen 
bien en condiciones aerobias, -
sobre muchos medios de cultivo 
simples. Las colonias son cé-­
reas con pigmentación que varía 
de amarilla a naranja o rojiza. 
Las hifas blancas aéreas se for 
man sobre la superficie de la ': 
colonia. La esporulación ocu·-­
rre por fragmentación en artros 
poras. (Ver Fig. 3.22). -
34. 

Produce un micelio aéreo blanco 
algodonoso. Al microscopfo se 
observa un micelio septado, mo­
deradamente ancho. conidias -­
unicelulares, ovales o en forma 
de pera (6 - 9..11.) (Ver Fig. 3. 
23). 
24. 

Cont. 

284 



AGENTE 

Helminthos­
pori um~ 

curvularia 
geniculata 

(Cont. cuadro 3.6) 

FORMA EN EL 
TEJIDO 

FORMA EN EL 
CULTIVO 

Crece formando una colonia de 
color ~ris, la cual presenta 
una área central deprimida de 
color negro. Al microscopio, 
el micelio conidioforo y coni 

.. dias son de color café oscw:O. 

Igual al anterior. 

Igual a A. boydii 

El conidiof oro se desar.rolla 
como una rama del micelio y -
se ensancha en la terminal y 
puede aparecer anudado o tor­
cido. Las conidias tienen -­
una semejanza notable con los 
hueveciillos segmentados de los 
helmintos (Ver Fig. 3.24). 
4. 

El micélio aéreo es blanco al­
godonoso que torna a gris, ca­
fé y finalmente negro. Al mi­
croscopio se observan conidio:­
foros -fusiformes, abundantes ~ -
de color café oscuro, ·tienen -
3 - 4 tabiques y una tendencia 
a·curvarse ligeramente. 
(Ver Fig. 3,25) 
4. 
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Fiq. 3.22 Nocardia asteroides Fig. 3~23 Allescheria boydii . 

Fig. 3.24 Helmintosporium !P.e· Fig. 3.25 Curvularia geniculata 
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s. MICOSIS SECUNDARIAMENTE TEGUMENTARIAS (Micosis Sistémicas) 

Las Micosis Sistémicas son aqu~llas que involucran a los 6rganos internos y en a,! 

gunos casos pueden verse afectados la piel, el tejido subcutáneo, y los huesos. 

En muchos de los casos las micosis sistémicas pueden cursar asintomáticamente, y 

s6lo pueden ser reconocidas mediante procedimientos irununol6gicos. En la forma -

progresiva de las enfermedades los síntomas son pronunciados, y los órganos inteE, 

nos pueden encontrarse seriamente lesionadas, y llegar a producir la muerte si no 

l se ha realizado un tratamiento oportuno • 

NOTA: La forma de exposición de estas enfermedades, es similar a la utilizada p~ 

.ra las Mia0sis Inicialmente Tegumentarias. 

ENFERMEDAD 

Coccidioidomicosis 

Histoplasmosis 

cuadro 3.7 

Micosis secundatiamenta .. Tegumentarias 

(Micosis Sistémicas) 

D E. s e R I p e I o N 

La COccidioidomicosis ocurre como un infección respi­
ratoria primaria, provocada por el COccidioides immi­
tis. La nueyor parte de las infecciones respiratorias 
SOñ benignas y no progresivas. cuando la infecci6n -
llega a desimi.{larse, forma lo que se conoce como "gra 
nuloina coccidial". En los. animales se observa la for 
ma generalizada en perros, caballos y ovejas. La en:: 
fexmedad es muy común en los bovinos y los cerdos, li' 
mitada exclusivamente a las v!sceras torácicas 35. 

Es una infección micótica que primariamente invade el 
sistema ret!culo endotelial del hombre y a los anima­
les, provocada por el Histoplasma capsulatum. La en-­
fermedad puede ser aguda, 11ubaguda o crónica¡ locaU.­
zada o generalizada. Las lesiones prilnarias suelen -
localizarse en las cavidades bucofar!ngeas e intesti­
nal. La infecci6n generalizada resulta siempre pro-­
gresiva Y·1110rtal. De los animales dOlllésticos, el pe­
rro, es el más afectado28 • 
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ENFERME D A'D 

Blastomicosis 
Norteamericana 

Blastomicosis 
Sudamericana 

Candidosis 

Cent. Cuadro 3. 7 

DESCRIPCION 

Es una infección de presentación local o generali­
zada, del hombre y los animales. Blastomyces ~ 
matitidis, un hongo dimórfico, es el responsable -
de la infección. El síndrome usual es el de una -
enfermedad crónica, con trastornos respiratorios -
terminales y muchos otros signos dependientes de -
de la topografía de diseminación, se observa coje­
ra .de una o más extremidades. Las manifestaciones 
clínicas pueden ser exclusivamente cutáneas, afec­
tando la piel, ojos, glándulas mamarias y ganglios 
linfáticos s~perficialesl, 35. 

Es una enfermedad micótica crónica que asemeja a la 
Coccidioidomicosis y a la Blastomicosis norteameri­
cana, provocada por el Paracoccidioides braziliensis. 
La enfermedad puede manifestarse de forma mucocutá­
nea . (lesionando los labios, nariz y mucosa oral) ; en 
la forma linfagítica (que se inicia en la boca y se 
extiende a los linfáticos del cuello); o en la forma 

· generalizada, que afecta el tracto digestivo
1 

• 

. Ver página 295 

Cont. 
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ENFERMEDAD 

Criptococosis 

Actinomicosis 

Aspergilosis 

Cont. Cuadro 3. 7 

DESCRIPCION 

Es una miccsis subaguda o crónica, provocada por el 
Cryptococcus neoformans. La enfermedad puede ser -
local o generalizada, aunque demuestra una marcada 
predilección por el sistema nervioso central en el 
hombre, perro y otras especies. La infección puede 
ser cutánea, manifestándose en forma de nódulos ul­
cerativos. En la cavidad nasal las lesiones apare­
cen en forma de polipos mixpmatosos35 • 

Es una infección específica que afecta a la mayoría 
de los animales domésticos. La lesión clásica pro­
vocada por el Actinomyces bovis, es la "quijada no­
dosa" de los bovinos, ésta y algunas otras lesiones 
se han estudiado en el hombre. En los cerdos el pa 
decimiento afecta la glándula mamaria, provocando -
mastitis; en los caballos el único tipo de Actinomi 
cosis se da en el llamado "Mal de la cruz". En los 
perros y gatos, la enfermedad, presenta un curso -­
más virulento y las lesiones recuerdan la infección 
provocada por Nocardia36• 

Ver p&gina 305 
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AGENTE 

Coccidioides 
immitis 

Históplasma 
capsulatum 

Candi da 
albicans 

cuadro 3. 8 

Identificación de las Micosis Sistémicas 

FORMA EN EL 
TEJIDO 

El hongo es dimÓrfico. 
En los tejidos su forma 
característica es una -
esférula o esporangio -
de 5 a 50)(. de diámetro 
provisto de una doble -
pared gruesa (Ver Fig. 
3.26). 

En los tejidos, el pará 
sito se localiza intra': 
celularmente en las cé­
lulas del S.R.E., y las 
levaduras tien~n de 2 -
a 4 micras de aiámetro, 
cuando se tiñen con H.E. 
(Ver Fig. 3.27). 

V~r página 295 

FORMA EN EL 
C U L T I V O 

En el crecimiento micelial, se 
observan hifas que en su parte 
terminal pr~sentan artrosporas 
de paredes gruesas, las cuales 
son altamente contagiosas (in­
fectantes) (Ver Fig. 3.26) 

28
• 

Produce un abundante micelio 
en cultivo. Este produce dos 
tipos de esporas, un microco­
nidio pequeño, liso y globoso, 
y un macroconidio o clamidos­
pora grande de paredes grue--
sas 35. 

(Ver Fig. 3.27) ~ 

Ver página 295 

Cont. 
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AGENTE 

Blastomyces 
dermatitidis 

Para­
CoCcidioides 
braziliensis 

cont. Cuadro 3.8 

FORMA EN EL 
TEJIDO 

A 37º e, el hongo se ha­
ce similar a una levadu­
ra de 5 a 15;.c.de diáme-­
tro, con una doble pared 
gruesa, se reproduce por 
gemación, siendo esta .la 
forma ·que se observa en 
el material clínico. 
(Ver Fig. 3.28). 

La fase levaduriforme 
que se observa en el exu 
dado y los tejidos infec 
tados, así como en los ':' 
cultivos mantenidos a --
370 e, se caracteriza por 
la presencia de células 
gamadas (4.5 - 9 micras), 
con gemas múltiples. El 
hallazgo de las formas 
gema.das múltiplas, en los 
tej~dos,.sirve pa.ra dife~ 
renciaJ: P. braziliensis 
.de .!!· dematitidis24 • 

(Ver Fig. 3.31). 

FORMA EN EL 
CULTIVO 

En cultivo a 27° e, produce un 
profuso crecimiento micelial. 
El examen microscópico revela 
hifas tabicadas, a lo largo de 
los lados de las hifas y en -­
los extremos de las ramas cor­
tas laterales (conidioforos), 
se aprecian conidias caracte-­
rísticas de paredes lisas

1
• 

(Ver Fig. 3.28). 

Análogo a !• dermatitidis 

Cont. 
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J 

Cultivo a temperatura ambiente 

Fig·. 3.26 Coccidioides immitis Fig. 3.27 Histoplasma capsulatum 

Cultivo a cualquier temperatura 

Fig. 3.28 Blastomyces dermatitidis Fig. 3.29 Cryptococcus neoformans 
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AGENTE 

Cry:PtOcoccus 
neoformans 

Actinomyces 
~ 

eont. cuadro 3. a 

FORMA EN EL 
TEJIDO 

El hongo es monof&sico, 
en forma de levadura, -
rodeada por una alllplia 
capsula compuesta de mu 
copolisacáridos, la ---= 
cual puede evidenciarse 
en las muestras de L.C.R. 
leche, orina y otros lÍ 
quidos corporales, ex--= 
tendidas en una qota de 
tinta china o niqrosina, 
observándose como un ha 
lo grande transparente:­
En el tejido, el agente 
se demuestra llled1Jmte -
la tinción de P.A.S., -
AZÚl · alcián, y por la -
técnica de plata de Go­
mori, donde se obser'Can 
levaduras de s· a 20 mi­
cras de diámetro (Ver 
Fig. 3.29). 

El agente se puede de-­
mostrar en los frotis -
de los gránulos prove-­
nientes de pus, y·de las 
estrías de sangre, y de 
los fragmentos de teji­
do, utilizando la tin-­
ci6n de Graa y el méto­
do de Kinyoun en frió -
(e111pleando H2S(\ al. l\ -
para la decoloración). 
El agente aparece coawo 
Filamentos ramifica.dos 
y pleomórf icos de tamaño 
bacilar (Ver Fig. 3.30) 

FORMA EN EL 
CULTIVO 

En cultivo, el agente fo:rma co 
lonias lisas, mucoides de co-': 
lor crema o café, cuando se in 
cuba a 20 y a 37º c. Microsc6 
picamentc se pueden observar -: 
células. en gemaci6n, caracte-­
r!sticas, con paredes gruesas. 
El hongo crece en la mayoría -
de los medios ordinarios de la 
boratorio36• -

(Ver Fig. 3.29). 

Las especies de Jlctino!!JYces .!R.2 
son microaerof !licas a anaero­
bias. Los llledio111 pueden incu­
barse en cualquier sistema. ana 
eróbico. A. bovis, forma colo-: 
nias en "gotas de rocilS", con­
vexas. Las características -­
morfol6gicas resaltan de la -­
car~tidad de filaento produci­
do36. (Ver .Fig. 3.30). 
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Fig. 3.30 ActinOlllyces ~ 

Cultivo a temperatu­
ra ambiente 

Cultivo a 37° 

Fig. 3.31 Paracoccidioides braziliensis. 
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6. CANDIDOSIS 

La Candidosis (Honiliasis), es causada por un hongo parecido a levadura, conocido 

como candida ~ El hongo se encuentra frecuentemente como saprófito inerme 

alojado en el tracto digestivo, respiratorio, y en la piel del hombre y de los 

animales domésticos, las especies involucradas y reportadas más frecuentemente, -

di . h . i lbi 1 . l' 36 en me cina umana y veterinar a, son .f.· a cans y e c. tropica is • 

La presentación de la infección por este agente, comprende una seire de factores 

predisponentes, los cuales podemos agrupara de la siguiente forma: 

Terapia con citostáticos 

Antibioterapia prolongada 

~ Iartrogénicas Corticoterapia 

Radioterapia (sobre todo en 

humanos). 

pH 

Factores Hwnedad excesiva 

F!sico-Qu!micos Daño mecánico 
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Gestación 

Factores Parto (nacimientos prematuros) 

Fisiológicos Infancia 

Obesidad 

Diabetes mellitus 

Factores cáncer 

Patológicos Discracias sang\líneas 

. Deficiencias inmunológicas 

La Candidosis aparentemente no tiene limitaciones geográficas, Candida ~., está 

presente en el hombre, y animales, donde quiera que residan y &Slo requieren la -

condición inductiva para hacerse manifiesta clínicamente. Los cásos animales y 

en particular los de las aves, y los bovinos, son sin duda más frecuentes que los 
. 45 

qua indican las estadÍsticas •. 

6.1 DATOS CLINICOS 

Debido a los diversos factores predisponentes y condiciones.patológicas relacio~ 

das,· los signos clínicos de la candidosis en los animales domésticos no son espe-

cíficos, los aspectos Veterinarios de esta enfermedad, los podemos resumir de la 

. i t 36 s1gu en e manera: 

En las aves (pollos, palomas, pavos y perdices) son muy frecuentes y bastante gr!_ 

ves las lesiones parecidas al algodoncillo de los niños (crup), invaden la boca, 

el buche, el proventrículo, la molleja, y los intestinos, estas lesiones se cara.:, 
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terizan por la aparición de puntos o placas blanquecinas de forma circular o al~E. 

gada sobre la parte superior de los pliegues de la mucosa descritas como pareci--

das a una "toalla turca" o a un "coágulo". Los pollos afectados muestran creci--

miento retardado adoptando el clásico síndrome del "pollo achaparrado". 

Especies de Candida (sobre todo, albicans), han sido la causa de enfermedad gen~ 

ralizada en bovinos, y se han aislado en casos de mastitis agudas, además, se ha 

demostrado el agente en la ocurrencia de neumonías crónicas, exudados vaginales 

patológicos, abortos e inflamaciones específicas de esófago28
• 

La Candidosis en el cerdo ha sido reportada con mayor frecuencia en los lechones , 

donde la infección oral, cursa con una elevada mortalidad. Las lesiones en el -­

tracto digestivo de los animales en engorda, se caracterizan por la presentación 

de Úlceras gástricas, y la afección de la mucosa oral y esofS.gica¡, también, se 

ha observado la candidiasis cutánea en esta especie. 

En el perro y en el gato, la Candidosis, se presenta C01DO una deX111atosis inicótica, 

y esta generalmente relacionada con procesos patolÓgicos y con antibioteraía pro­

longada. Se han reportado 'infecciones genitales, en el perro, provocando vagini­

tis y balonopostitis. 

La. Ca,ndidosis equina es muy rara y ¡ip¡U;enteinente sólo ha sido.descri.ta COlllO una -

infección secundaria. 

6. 2 DIA!ONOSTICO 

El diagné$stico de la Candidosis requiere más que un aisl@iento e identificación 
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de las especies de Candida ~., y un diagnóstico de esta enfermedad nunca debe 

aparecer en un informe de laboratorio, el papel del laboratorio, se reduce exclE_ 

sivamente, a identificar un patógeno potencial; la interpretación y el diagnóst! 

co final, deben de ser reservados al cl!nico36
• 

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO 

Los raspados de piel y mucosas son examinados en preparaciones conKOH al 10%. 

Los raspados de mucosa pueden ser extendidos en un portaobjetos y teñirse con -~ 

Gram, o preparaciones directas puden tral:>ajarse con Azul de Algodón de r.actofe-­

nol, el examen microscópico de estos frotis, puede mostrar la presencia de célu­

las redondas u ovales en gemación de 3 a 6 micras de diámetro (Blastosporas) , y 

fragmentos de micelios (pseudomicelios), o micelios verdaderos en abundancia --­

(Ver Fig. Fig. 3.32), si se observan estas tres estructuras características, es 

indicativo generalmente, de la invasión d~ los tejidos por especies de Candida
50

• 

NOTA: El examen directo de muestras provenientes de focos inflamatorios cerrados, 

líg.uidos corporales normalmente estériles (líquido pleural, L.C.R., y san­

gre), o de orina recolectada en forma estéril, que demuestre la presencia -

de Candida,'aún en número reducido, es patológico. 
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IDENTIFICACION DEL GENERO CANDIDA 

MATERIAL CLINICO 

(Hisopos, Raspado Cutáneo y Mucocutáneo, Sangre) 

DEMOSTRACION 

Examen en Fresco (KOH) 

Tinción de Gram 

Tinción de P.A.S. 

AISLAMIENTO 

Agar E,M,B. 

Agar para Staphylococcus 110 

Agar Sangre 

Aga~ Mycosel o S.D.A. 

DETERMINACION DE ESPECIE 

Prueba del Tubo Germinativ.o 

Producción de Clamidosporas 

Zimograma (Fermentación de Azúcares) 

Auxonograma (Asimilación de Azúcares) 
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CULTIVO (Aislamiento) 

Se deben inocular medios selectivos para lograr el aislamiento primario de Candi­

~ .§l?E· ya que la mayoría de las muestras se obtienen 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° e y a 27 - 26° e por 46 a 72 horas), y el agar Micosel o agar dextrosa 

Sabouraud (SDA) incubado a 37~ e por 4· a S días. 

En el agar s. o.A., las colonias jóvenes de Candida albicans son blancas, ·blandas 

y generalmente lisas¡ las colonias viejas presentan un crecimiento llÚ.Celial sumeE_ 

gido en los márgenes dando la apariencia plumosa característica. El examen mi-­

croscópico demuestra células ovales, redondas y en.gemación. En los cultivos -­

viejos pueden ser observados pseudomicelios y en ocasiones micélios verdaderos36• 

(Ver Fig. 3.32). 

PRUEBA DEL TUBO GERMINATIVO 

La prueba del tubo germinativo (Prueba. 'de. Filamentación) , descrita por Taschdj:i,an 

y Cols., 1960., es un método rápido utilizado para la identificación de candida 

albicans, se. basa en la producciót1. de crecimientos periféricos por las células de 

c. albicans (pseudogermen) cuando se inoculan en o.s 1111. de ·suero huma.no o suei;o 

fetal bovino, y se incuban a. 37° e por 3 horas, esta prúeba ofrece grandes venta­

jas, es rápida, simple y muy específica y no requiere el empleo de cultivos puros. 

La producción de tubos germinativos, distingue a Candida albicans, de otras for-

mas de levaduras13 • so· 14 (Ver Fig. 3. 33). 

NOTA: Una tn0dificación empleando clara de huevo, en lugar del suero,· fué descri-
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CULTIVO KOH-PIEL· 

lAS HIFAS NO S!EMl'Rf ESTAN ,.ESENlES 

Fig. 3.32 Aspecto de candida albicans en. eultivo y en examen directo 

1 2 3 ~ 

®~~©:,~· ) 

·~ 
5~11 -- ") 

• ~ "'23"" :e;:: J :e ) 

Fig. 3.33 Secuencia en el desarrollo del tubo germinativo en 
Candida albicans. 

'" 
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ta por Buckley y Van Uden en 19631 otro método utiliza líquido amniótico bovino 

con la misma finalidad, la ventaja de este Último, es que la filamentación ocu-­

rre en un lapso de 30 minutos14 • 27 

PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS 

La producción de Clamidosporas (conidios) por c. albicans constituye una prueba 

diferencial importante; éstas pueden ser producidas en el agar Harina de Maíz, o 

en el medio Gzapek Dox, suplementados con carne o con TWeen 80 al l\. El medio 

se inocula en ángulo de 45° con un alambre recto, parte del área inoculada deberá 

ser cubierta con un cubreobjetos estéril, las cajas se incuban a 37° e por 24 ho-

ras y·, si un crecimiento no es característico 1 se reincuban por 2 a 3 días más. 

Deben evitarse los errores de interpretación, debidos a la rara producción de Cl_! 

midosporas, similares, aunque morfológicamente diferentes de otru especies de -

36 candida, especialmente c. guilliermondi y.e. stellatoidea • 

ZIMOGRAMA Y AUXONOGRAMA 

A causa de la simplicidad y especificidad de la prueba del sueJ'.'.O en tubo y de la > 

producción de Clamidosporas, Candida albicans puede ser rápidalnente identificada 

con certeza mediante una combinación de las dos pruebas¡ la confi:rina.ción puede -

ser obtenida mediante las pruebas de ~ermentación y Asimilación de azúcares (Ver 

cuadro 3.9 y 3.10). 

NOTA: En la realización de las pruebas de Fermentación y Asimilación de azúcares, 

es indispensable contar con cultivos puros. En el caso del Zimograma (Fe_E 

mentación), el medio de prueba puede ser sellado con vaselina fundida, o -
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Cuadro 3.9 

Reacciones de Fermentación de Azúcares por Candida 

(Zimoqrama) 

ESPECIE Crecimiento C<irbohidratos (21 - 27°C) 
en pH. ácido D+ :M s L 

c. albicans + Aq Aq A o 

c. stellatoidea - Aq Aq A o O o 

c. tropicalis - Aq Aq Aq o 

c. quilllermondi - A .. o Ag.: o A o Ag o 

c. parapsilosis - Aq o A o O o 
.. 

c. Pesudotropicali1 - Ag o Ag Aq 

c. Krusei - Ag o o o 

FUENTE: Jungerman, P.1 Schwartzman, R., 1977. y Hazen, E.1 Gordon, M., 1970. 
+ De Dextrosa M m Maltosa s~ Sacarosa L= Lactosa 

+ + : Aa sólo Acido 1 A~ Acido y Gas. 
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cuadro 3. 10 

Características diferenciales de Candida en base a 
la asimilación de azúcares• (Auxonograma) • 

ESPECIE Acción sobre los Carbohidratos ( 21 - 27 ºC) 

Glu. 
ll! 

Gal. Mal. Raf. Lac. Sac. 

c. albicans + + o + o + 

c. guilliermondi + + o + + + 

c. krusei + o o o o o 

c. parapsilosis + + o + o + 

c. pseudotro@ + + + o + + 
ca lis 

.. 

C. stellatoidea + + o + o o 

c. tropicalis + + o + o + 

Cel. 

o 

+ 

o 

o 

o 
o 
+ 

o 

+ 
o 
o 

"FUENTE: Jungerman, P.; Schwartzman, R., 1977. y Hazen, E.1 Morris, G. 1970. 

•: Glu... Glucosa Gal.= Galactosa Mal.= Maltosa 

rosa Cel.= Celobiosa La.• Lactosa. 

Raf ... Rafinosa Sac.= Saca-
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bien, llevar incluido un tubo invertido de Durham para demostrar la produ~ 

ción de gas, los tubos se incuban a 37° e, durante 10 d!as36• 

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 nU111erosas especies que se conocen, una de ellas, el Aspergillus fumiga-

~· produce la mayor parte de infecciones en manúferos, aves y hombre, aunque -

hay otras especies, como el !• ~· el !· niger y el !.:_ nidulans, que pueden 

i~ ~ . 1 34, 35 actuar tamb en como patoqenos ocasiona es 

La enfermedad es reiativamente rara en los ~es domésticos y en los animales 

de compañía, pero ocurre, con frecuencia en las aves y los bovinos. La Aspergí~ 

sis demostrada por la detección.de los organismos en las lesiones, es considerada. 

como una infección respiratoria primaria, iniciada por la inhalación de es.Paras¡ o 

bien, como una infección placentaria, en la cual, se encuentra involucrado el fe-

36 to y utero gestante • 

Los ~ergillus están presentes como saprófitos en la mayoría de los clim.a.s, y 

las prinéipales fuentes de contaminación las constituyen los alimentos y camas_El.!! 

mohecidos, especialmente el heno y los granos que, por una excesiva humedad, fa~ 

recen la proliferación del hongo, estos hongos producen subst~cias 'l(enenosas de­

nominadas Micotoxinas, principalmente !:!· ~y !· fumigatus, estas substancias 

son altamente tóxicas (al igual que cazcinoqénicas) para los animales y el hombre 

28, 34 
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Ocasionalmente puede ocurrir metástasia de la infección hacia otros tejidos (en-

tre los que se cuentan las meninges), y al riñón, el cual es uno de los más afee-

tados. 

7.1 DATOS CLINICOS 

Lcis signos clÍnicos que han sido descritos en b.s aves, y en los boVinos, compre~ 

den: 

En las aves, la Aspergilosis, se presenta (en la mayoría de las ocasiones) en fo!: 

ma epizoótica, en cuyo caso las pérdidas económicas son considerables, el diferen­

cia de la mayor!a de los otros hongos productores de micosis profundas, éste ata-

ca con mayor frecuencia a las aves jóvenes que a las adultas¡ en la forma aguda 

(neU1110n!a de criadora)'· la infección CUX'Sa c~11 problemas respiratorios marcados, 

en algunos casos el hongo invade el cerebro y causa parálisis y otros signos de 

afeccción del SN~, las afecciones oculares son co111unes36• 

En los bovinos, se hEq1. observado va.das fomas de As¡>er9ilosis; para Medicina Ve-

terin.aria, es importante hacer mención al doru:>adnado ªAborto Micóticio" bovino pr~ 

vocado por la· invasión oportunista de los géneros Asperqillus, · Absidia, ~ y 

Rhizopus, coii. la excepción de los Rhizopus, estos microor9anismos son pa.tóc¡enos 

secundarios bien conocidos. El aborto se presenta en la 9estación.av1J.T1zada, en-

tre el sexto y el octavo mesi el feto abortado rara vez está vivo, y la retención 

placentaria ocurre en aproximadainenta un 60\ de los casos, el feto puede aparecer 

normal, pero con frecuencia:m.uestra lesiones cutánea9 caJ:acter!sticas en foJ:llla ~ 

28 35 
de placas elevadas irregulares se~ejantes a la ictiosis o a la tiña difusa ' 
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Son raros los casos auténticos de Aspergilosis en las demás especies domésticas¡ 

existen reportes de que la ingestión de alimentos enmohecidos, sobre todo si es-

tán contaminados por !· fwnigatus y !· ~· 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-

taa de la oreja. 

Las lesiones producidas por las Micotoxinas (aflatoxinas), son muy variadas, gr~ 

ves y en muchas ocasiones mortales, estas lesiones, son las mismas que se obser-

van en el llamado "Síndrome Hemorrágico" y se caracterizan por la presencia de 

fragilidad capilar y hemorragias generalizadas¡ la hepatotxicosis, es común en' -

presencia de aflatoxinas; la Citrinina, presenta un marcado efecto nefrotóxico, 

y la Zearalenona, esta involu.;·rada con la ocurrencia de abortos28 • 34 

7 • 2 DIAGNOSTICO 

El diagnóstico de la Aspergilosis requiere de un cuidadoso enfoque, los Asperi--

~ constituyen los hongos contaminantes más comunes en el laboratorio y ruti-

nariamente pueden ser cultivados de la piel y del tracto respiratorio superior -

de los animales sanos; es evidencia presuntiva de ~spergilosis el aislamiento r.=. 

petido de una especie de Aspergillus del material clínico en ausencia de otros 

~ 36 agentes patogenos • 

EXllMEN MICROSCOPICO DIRECTO 

Las preparaciones húmedas pueden examinarse directamente, El material clínico -
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(raspados) se obtiene con facilidad de las vías aéreas, durante la necropsia de 

las aves afectadas. Los raspados cutáneos del feto, y las muestras de líquido 

abomasal, lo mismo que las muestras de placenta, pueden ser teñidos por el méto­

do de Gram, o bien, puedG emplearse Azul de Algodón de Lactofenol. El examen mi 

croscópico demuestra un micelio de 4 a 6 micras de ancho, es tabicado y de un 

diámetro requlannente unifo.nne, 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). 

CULTIVO (Aislamiento). 

El Aspergillus fumigatus y el AspergiUu!' ~' así como otras especies de ~ 

pergillus crecen bien en el aga:: dextrosa Sabouraud, los antibióticos ;;intibacte­

rianos pueden ser utilizados en el medio, pero no deberá emplearse la ciclohexi­

mida ya que la mayor parte de los Aspergillus son sensibles a este antibiótico. 

Las colonias de Aspergillus fumigatus son plan~s,al principio son blancas y lig_! 

ramente vellosas, posterio:rmente las conidias toman un color verde azulado oscu­

ro y unaspecto pulverulento. Los cultivos viejos tienen una apariencia gris -­

"ahumac;J.a", la cual es muy característica. 

El examen microscópico muestra una vesícula de forma parecida a 1a c;J.e un matra~ 

invertido con un fondo redondeado y un cuello alargado. Una fila de esteriCJ!llélta 

está situada en la. mitad supe;do;r de la vesícula, en una fo,t;lll¿lción l!lás o menos -

paralela (aglomera.da), las conic;l.i~ son esféricas, verdes y de superficie rugosa, 

las cadenas c;J.e las conidias ~ue se desprenden de la este;rigmata son más o menos 

paralelas, esto da una apariencia colwnnar o de ban~era a las cabezas (Ver Fig. 

3.35-B), 
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Las colonias de Aspergillua ~ crecen y se extienden rápidamente en los me­

dios ordinarios, el color de las áreas conidiales varía del verde amarillent~ -

claro al oscuro, la coloración verde puede desaparecer en los cultivos viejos -

resultando una apariencia de la superficie de color amarillo o café amarillento. 

Al examen microscópico, pueden observarse conidióforos de 400 a 1000 micras de 

por 5 a 10 micras de diámetro, las paredes del conidióforo pueden estar excava­

das, rugosas y en ocasiones espinosas en apariencia. La esterigmata está dis­

puesta ya sea en una serie simple o en series simples o dobles en la misma vesf 

cula, las conidias son de 3 a 5 micras de diámetro, pi-Xiformes o redondas, ex-­

cavadas y equinuladas, pueden variar de casi incoloras a verte amarillentas
24

• 

30, 36 . (Ver Fig~ 3.35-A). 
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F'ig. 3.35 (A) As!>l:!rgillus ~· (B) Aspergillus fumigatus. 
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