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PRESENTACION

El propésito de este manual es describir en forma concisa y accesi-
ble las técnicas y procedimientos de laboratorio para el diagndstico de

las enfermedades de los animales causadas por hongos y bacterias.

Fue elaborado con el objeto de llenar el vacio que en ocasiones exis
te en los laboratorios de diagndstico, en cuanto al conocimiento de cier-

tas técnicas de diagndstico en estas dos ramas de la Medicina Veterinaria.

Se considera que resulta una herramienta ultil al Médico Veterinario
en su actividad dentro del laboratorio ya que mediante su utilizacién po-
drd establecer diagndsticos en forma rapida y certera y contribuir con --

ello al control de brotes de enfermedades.

El IICA reconoce el esfuerzo y dedicacién de los Médicos Veterina--
rios Ralil Garcia Tinajero y Rodolfo Cérdoba Ponce, en la elaboracién del
presente manual,el cuzl, originalmente constituyd su tesis profesional de
licenciatura y mas tarde fue adoptado por la Secretaria de Agricultura y
Recursos Hidrdulicos para la Red Nacional de Laboratorios de Diagnéstico
Veterinario; asimismo, agradece la cesién de los derechos para que se re
produzca y sea utilizado como una referencia Util para los paises ameri-

canos.

RAUL ALCOCER BENITEZ2
Especialista en Salud Animal
IICA/México.
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INTRODUCCION
No obstante que las modernas teorfas sobre el origen de la vida (la
teorfa de los Coacervados y la teorfa Sulfocianica, de Oparfin y He-
rrera respectivamente), nos muestran que dentro de las primeras for
mas de vida que poblaron el planeta se encuentran, probablemsnte --
las bacterias, es hasta fechas muyy recientes que el hombre tuvo co-

nocimiento de su existencia.

Hace apenas 300 afios que un hombre, con ayuda de un primitivo mi---
croscopio de fabricacidn casera, pudo asomarse por vez primera al -
extraordinario mundo de los microorganismos. A partir de ese momen
to trasendental se fueron sucediendo una larga serie de de descubri
mientos en el campo de la Microbiologfa; tienme particular importan-
cia el siglo pasado, ya que en Este es cuando se realizan los prime
ros avances técnicos en esta ciencia nueva. Para citar algunos ---
ejemplos, estin los descubrimientos de Pasteur en el campo de los -
colorantes y la Avacunaci&n antirrSbica, Roberto Koch pronuncia sus

postulados y reproduce el Carbunco en animales de laboratoric, Hes-
se descubre que ge trabaja mejor en el agar que en la gelatina como
superficie para aislar microorganismos; por otro lado, Winogradsky

estudia la especificidad de algunas bacterias por un sustrato deter

sinado, permitiendo la identificacidn de las mismas.

El siglo XX es igualmente importante en cuanto a los adihnton téc-
nicos, ya Qque en las primeras décadas se descubren los principales
antibiSticos que empleamos hoy en dfa, como tratamiento de las en--

fermedades infecciosas. A nosotros nos corresponde el privilegio -



de ser los heredercs 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, serén obso

letos.

En la actualidad la importancia del Laboratorio en Microbiologfa --
queda de manifiesto ya que mediante la utilizacién de técnicas sen-
cillas podemos facilmente establecer un diagnSstico confiable de --

las enfermedades infecciosas en el hombre y los animales.

Este Manual se realizd con el objeto de llenar la necesidad de con-
tar con una fuente de informacién accesible y consisa sobre las téc
nicas y procedimientos précticos del laboratorio en Bacteriologfa y
Micologfa M@dica Veterinaria. La forma de presentacidn ilustrada -
est§ pensada de manera que sea {itil tanto al Veterinario en ejerci-
cio como al estudiante de Medicina Veterinaria. Esperamos que el -
presente trabajo sea igualmente Gtil para los laboratoristas, profe
sores, y en general para todas aquellas personas relacionadas con -
el campo de la Microbiologfa.

En el capftulo ! se describen los métodos de carpo Yy 1os procedi-e-
mientos para obtener, preservar, y remitir las muestras para su an§

lisis en el laboratorio.

El capftulo II esti astructurado segln los principios fundamentales

del Diagn8stico Microbioldgico que son: Demostracidn, Aislamiento e

2



Identificacién. En base a lo anterior se incluyen algunas de las -
pruebas y mftodos de uso rutinario que se utilizan en el laborato--
rio de Bacteriologfa, para terminar con las pruebas de sensibilidad
antimjcrobiana mis comunes y de esta manera tener los elementos ne-
cesarios para poder establecer un esquema terapfutico de las enfer-

medades causadas por bacterias.

Por Gltimo, en el capftulo III, se hace una introduccién a los cam-
pos fundamentales de la Micologfa Médica, y aplicando los mismos --
principios del DiagnSstico MicrobiolSgico; se dascriben los procedi
mientos para manejar especimenes en este campo. También se inclu--
yen las técnicas mis usuales para el aislamiento, demostracién y la
identificacién de los hongos que afectan a 10s animales Gtiles

al hombre.

En esta resefia introductoria deseamos mostrar nuestro agradecimiento
MVZ Gilberto Ochoa Uribe y al Dr. Roberto A. Cervantes, por su apor
tacién de ideas y por su critica al manuscrito original. Asimismo,
agradecemos al MVZ Tonatiuth Cruz Slnchez, y al MVZ Luz Ma. Ortega
de O., por su colaboracién y facilidades que nos brindaron durante

la recopilacién bibliografia.

Deseamos mostrar nuestro agradecimiento de manera especial al Lic,
Gerardo A. Hern&ndez Ponce, por 1la ordenacidn temitica y & la Srita,
Plorina Lucfa Castillo P., por la labor mecanogrffica, sin la cual

el presente trabajo no hubiese sido posible.



1.

3.

OBJETIVOS

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

riologia y Micologia Médica Veterinaria.

Mostrar en forma ilustrativa las técnicas y procedimientos

de laboratorio mis comunmente utilizadas.

Hacer llegar este Manual, en primer lugar, al estudiante de
Medicina Veterinaria, al Médico Veterinario Clfnico y a los
profesionistas afines al Srea. Sirviendo &ste, como material

de apoyo en su formacidn y su ejercicio profesional.



CAPITULO I

RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS




CAPITULO I

RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS

El laboratorio de diagnéstico es un auxiliar en el reconocimiento de las enferme
dades de los animales, el M8dico clfnico eén ejercicio tiene necesidad, con fre-
cuencia, de consultar los laboratorios comerciales u oficiales para poder propor
cionar un diagndstico acezﬁdo. Pero para cbtener los resultados esperados es

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

.docuadau o

los resultados que arrojan estos anflisis dependen de la naturaleza de la muestra
del cuidado con que sea tomada, del tiempo de recolecciln, de la eficiencia téc-
nica del personal que realiza los eximenes de ladoratorio, del criterio con que
sea tomada y de la adecuada seleccidn de la muestra.

El tipo de muestra que deberf examinarse estf determinada por el cuadro clfnico

inicial. Si los signos o sintomas sefialan afeccién de un Srganc o sistema espe-
cffico, las muestras deberfn cbtenerse de tal fuente. Si las lesionss a la ne-

cropsia sugieren la presencia de un agente bacteriano o micStico, las muestras a
tomar se limitarfn exclusivamente a los Srgancs afectados y no a los de aparien-
cia normal, ya que de lo contrario se trabajarfn muestras inadecuadas que encare
cerfn los costos de transporte, aumentando 1os gastos de materiales pudiendo lle

gar a dificultar el diagndstico de hbonmto“.

En la recoleceién y envio dc'muun. es recomendable cbservar los siguientes pa
808!
a) La suestra seleccionada para el laboratorio debe ser representativa del

proceso infeccioso en cuestiSn. Se recomienda de ser posible, tomar la muestra



de un animal sano, as{ como de otro que manifieste el cuadro clfnico y una mis,

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

animales vivos.

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

b) DebexS ser una cantidad suficiente a fin de lograr un estudio lo mfs com-
pleto posible.

C) Tomar las muestras con valor confirmativo antei de la adminigtracién de
cualquier medicamento.

d) Emplear material estéril y tomar la muestra con asepsia a fin de no con-
taminar el producto durante su recoleccidén.

e) Evitar la degecacidn de la muestra, empleando medios de transporte a&e-
cuvados (medio de transporte de Stuart, caldo nutritivo, medio de Tioglicolato,
etc.) para su traslado al laboratorio.

£f) Si el animal no muestra signos o sfntomas de infeccidn localizada, debe-
rin tomarse muestras seriadas de unqre' para su cultivo, posteriormente se toma-
z&n muestras de otros sitios anatSmicos, segin la opinidn y criterio clfinico del
K8dico, por ejemplo urocultivos.

§) Si el germen (a veces gfrmenes) aislado proviene da una regidn estéril se
podr§ considerar como el agente etiolSgico de la infeccidn, por ejemplo, sangre,
1fquido céfalo raqufdeo, lfquido pleural y sinovial; por el contrario, la recupe-
racién de un microorganismo patSgeno o potencialmente patSgeno, pero proveniente
de zonas del cuerpo que normalmente albergan una flora thorim mixta, como son

‘el tracto génito-urinario, tracto gastrointestinal y heridas de la piel, deberd
7



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

h) Por Gltimo, las muestras deberdn ser remitidas al laboratorio y solicitar
el diagnéstico a la mayor brevedad posible, generalmente se requieren muestras

con no mis de 24 horas, a menos qQue el conservador utilizado sea confiable.

En la recoleccién de todo tipo de muestras, ¢l instrumental empleado debe esteri-
lizarse previamente utilizando la flama directa, la ebullicién o el vapor segiin

sea su naturaleza. El material que serd utniza.do para el envioc de las muestras
debe presentar también condiciones estériles, de no contar con un sistema adecua-
do de esterilizacidn, se recomienda hervir todos los recipientes (frascos, tubos,

etc.) durante 20 m‘.nntos".

El resultado obtenido en el laboratorio es muy valioso para el diagndstico y de-
pende de muchos factores, la mayoria de ellos son de la obsoluta responsabilidad
del MEdico de campo, quien en ocasiones inculpa al laboratorio al no obtener los
resultados esperados. El envIo_de las muestras, pamjadn. uleccim Yy yxo;
servadas inadecuadamente, s810 ocasionan pérdidas de tiempo para el Médico vato'-

rinario y el personal de laboratorio.

El M8dico Veterinario de campo debe ser competente para realizar algunas técnicas
sencillas que le permitan verificar el diagndstico ripido y seguro de una enfer-
medad infecciosa, debe de conocer con seguridad cémo, cuindo y ddnde tomar la
muestra, qué eximenes se deben llevar a cabo en el laboratorio, asf como de in-

terpretar y correlacionar los resultados de dichos milisi.a‘g.
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A. RECOLECCION DE ORGANOS Y TEJIDOS

Lg toma de 6rganos y tejidos se realiza al momento de la necropsia. Las muestras
destinadas para estudio bacteriolS8gico deben ser tomadas con precaucién y como mi
ximo una hora despuéis de la muerte del animal. Las muestras de eleccidn serfn
visceras como hfgado, bazo, pulmdn, corazén, rififn, cerebro e intestino, depen-
diendo del proceso .infeccioso que se trate (Ver Cuadro 1.1). En animales peque-
fios se recomienda conservar el Srgano completo, mientras que en animales grandes

se tomari un fragmento significativo que incluya la 10315:;37.

A

Fig. 1.1 Muestras de eleccidn para el caso de Srganos y tejidos.

Algunas ocasiones, la muestra debe ser “"sellada® flameindola directamente o uti-
lizando una espitula previamente flameada, para luego depositarlas en frascos in-
dividuales previamente esterilizados o hervidos, 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 MUESTRA
Abomasitis Animal enterc, abomaso
Aborto Placenta
Artritis Animal entero vivo
Aspergilosis Animal entero, Srgano afectado, pulmones
Brucelosis Abomaso y pulmones de feto
Candidosis Animal entero, placenta
Carbunco Animal entero, mdsculo

CSlera aviar

Colibacilosis

Coriza

Criptococosis

Desinteria

Edema intestinal del cerdo

Edema maligno y pierna negra

Enfermedad de Glasser

Enterotoxemia

Enfermedad crdnica respiratoria

Erisipela

Espiroquetosis

Epidermitis

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

Animal enterc, intestino delgado, bazo,
ganglios linf8ticos

Animal entero, Srganos afectados
Animal enterc, pulmdn, hfgado, rifidn
Animal entero y vivo

Animal entero, encéfalo, intestino, gan—
glios linfiticos

Animal entero

Animal entero

Asa intestinal y tejidos afectados
Animal entero, Srganos afectados

Animal entero, bazo, hfgado, riiidn, ton-
cilas, ganglios linfSticos

Animal entero, bazo, higado

Animal entero, piel, rifién
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CONTINUACION DEL CUADRO 1.1

MUESTRA

Gurma

Hemoglobinuria bacilar

Ganglios linfiticos

Higado

Listeriosis Plancenta, encéfalo, médula

Paratuberculosis Animal entero, ganglios linfiticos mesen
téricos, cllicos y rectales

Pasteurelosis Ganglios linffticos, pulmones

Rinitis Cerdo entero vivo, trompa

Salmonelosis Animal entero, intestino, hfgado, riddn,
bazo, pulmbn

Shigelosis Animal entero, intestino, higado, bazo,
pulmén

Tuberculosis Tejidos afectados

Tularemia Animal entero, };fqado y 8rganos afectados|

Vibriosis Placenta

FUENTE:

Elaborado en base al cuadro 1.8
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Fig. 1.2 “Sellado”™ de una muestra de Srgano.

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

SOs, la cual retarda la descomposicién de las mut:un.

En general, para el envio de una muestra al laboratorio de diagnSstico es impor-
tante considerar 3 puntos bisicos que son:

1. 1Identificacidn de la muestra
2. Historia clinica y
3. M8todo de conservacién

1. La identificacién de la muestra es de primordial importancia para el labora-

torio, y debe consistir en lo siguiente:
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- Nombre del propietario o cliente
- Descripcién de los animales
= Fecha y tora de muerte, as{ como de la toma de la muestra

= Nombre o nlimero del animal, si es de un hato o de manada (Ver Pig. 1.3).

Qdau Stee. -

L YR PR Y

-

Nombre del propietario

Direccién_ - Tel.
Especie Sexo
Raza Edad Color
NGmerzo

Descripcidn del caso:

Fig. 1.3 Aspecto de la identificacién de las muestras enviadas al laboratorio
de diagnSstico. .

2. Es necesario incluir una historia clfnica adecuada y no omitir detalles ta-
les como:

|
|
‘ - Curso de la enfermedad
i - timero de animales afectados
\ = Indice de morbilidad y mortalidad
- Edad de los animales afectados
‘ = Tipo de alimento (cantidad y calidad)
\ - Tipo de explotacién (estabulacidn, semiestabulacién, libre pastoreo, etc.)

. 13




Sintomatologfa general

Sintomatologfa individual

Calendario de vacunacién

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

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

Y de ser posible, el diagnSstico presuncional emitido por el Médico Vete
rinario Zwtecniata". .

3. Como medio ideal de conservacién se recomienda la refrigeraciln, ya sea con

hielo natural o hielo geco, pero siempre y cuando dichas muestras sean debidamen

te empacadas.

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

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

el medio mis eficaz y seguro para el envi{o de muestras es el mensajero directo;

pero en algunas ocasiones se requiere dal servicio postal ;' cuando esto Gltimo se

usa, las muestras deben de reunir los siguientes requisitos:

Deben de estar colocadas en recipientes dobles (dos cajas o bien una caja
y bolsas de plistico) ya qQue se mejora el aislamiento y aumenta la resis-
tencia del recipiente”.

Como se menciond anteriormente, las muestras deberin de ser enviadas en
recipientes individuales, entre cada bolsa o frascos que contengan las
muestras se coloca un material que amortigue los golpes y absorva la hu-
medad (se prefiere el aserrin, pero puede utilizarse papel o viruta) (Ver
Fig. 1.4), la caja externa se cierra de tal forma que todas las esquinas
y tapas queden selladas con cinta adhesiva; esto a su vez aumenta la re-
sistencia del recipiente. Es muy importante que en la envoltura de los -
pacuetes sean puestos con claridad los siguientes datos: MATERIAL DE FA

21,23
CIL DESCOMPOSICION PARA ANALISIS, MANEJESE CON CUIDADO, FRAGIL. *“(ver Fig.
1.35).
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Fig. 1.4 MEtodo para empacar muestras *
utilizando hielo natural co-
mo conservador.

P

MATE RIAL
Biotesico .
Marerial Brologeo de Fig. 1.5 Muestra lista para ser en
Foul i viada. Cada paquetg debe
Moncese con Cuidade incluu:g su respectiva ho
Pragi y ja clfnica.




Con el fin de que el material bioldgico llegue lo m3s pronto posible al laborato-
rio, deberd considerarse la conveniencia de la forma de envic (3rea o por carre-

tera, yz sea por flete en 1ineas comerciales o vehfculos particulares), ademis

al remitir la muestra, es conveniente conu;xicarse inmediatamente al laboraﬁotio.

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

rribo a su destino, as{ como el nimero de gufa sanitaria.

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

gro de que &stas no sean recibidas.
B. RECOLECCION DE SANGRE
1. Recoleccidn de 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, hemoglo
binuria ictericia,o bien se sospeche de una lepticemia“ (Ver cuadro 1.2).
En la prictica veterinaria los eximenes hematolSgicos se realizan mis satisfacto
riamente con la sangre venosa. La puncidn venosa, mediante aguja y jeringa esté
riles, se realiza en cualquiera de las venas superficiales prominentes, por ejem
plo, en el caballo, la vaca, la oveja y la cabra, la vena de aleccidén 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 agujas utilirzadas debe ser pro-

porcional al tamafio del sujeto”. (Ver cuadro 1.3).
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CUADRO 1.2

TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA SANGUINEA

Abomasitis por clostridium
Aborto

Antrax

Botulismo

Candidosis

Colibacilosis
Criptococosis

Enfermedad de Glasser
Enfermedad crénica respiratoria
Erisipela

Espiroquetosis aviar
Hemoglobinuria bacilar
Leptospirosis

Listeriosis

Muermo

Paratuberculosis

Tétanos

Tuberculosis

Tularemia

Vidbriosis

Sangre

Suero de la madre

Puncidn de oreja, sangre, frotis sangufneo
sangre

sangre

Sangre

Sangre

Suero

Suero

Sangre y suero, frotis sangufneo
Frotis sanguineo

sangre

Suero, sangre

Suero

Suero

Suero

Suero

Suezo

Suero

suero

FUENTE: Elabcraio en base al cuadro 1.8
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Pig. 1.6 Vias de sangrado utilizadas en los animales domfsticos.
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CUADRO 1.3

OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

ESPECIE. SITIO TAMARO DE LA AGUJA
. Calibre Long. (Pulgs.)

Equino Vena Yugular 14 - 18 2.5 - 3.0
Bovino Vena yugular, coxigea ventral 14 - 18 2.5 - 3.0
subcutéfnea abdominal
Ovino Vena yugular 16 - 18 2.5 - 3.0
Caprino Vena yugular 16 - 18 2.5 - 3.0
Porcino Vena cava anterior o auricular 19 - 21 1.5 - 4.0
Canino Vena cefilita o safena 20 - 22 1.5
Felino Vena cefflira o safena 20 - 25 1.0
Conejo Puncién cardiaca, vena yugular,
.vena auricular 19 - 23 2.0
Hamster Puncién cardiaca, seno retro-
orbitario 22 - 25 1.5
Cuyes Puncidn cardiaca, seno retro- 22 - 28 1.5
orbitario
Ratén Corte del apéndice caudal . 27 o 1.0
seno retroorbitario tubo capilar
Rata Punci8n cardiaca, seno retro- -
orbitario 25 - 27 1.0
Ave Puncidn cardiaca, vena radial 2 -7 1.0

FUENTE: Keilbach, 1983




Para su recoleccibén se recomienda la técnica aséptica descrita a eom:j.m.mc:i.c?m:u"M

= Rasurar y lavar la zona

- Ligar y localizar la veana

- Desinfectar con yodc ¥y luego con alcohol al 70

= Dejando secar piel y avitando volver a tocar la zona, puncionar con jerin
ga estéril, usando la aguja adecuada para cada especie (Ver cuadro 1.3).
La cantidad de sangre varfa, y se obtienen no menos de 5 ml en pequeiias es
pecies y 10 ml en grandes especies.

- Incluir la sangre en un tubo estéril con anticoagulante, se prefiere el
polyanetosulfonato de sodio (SPS) al 0.05 - 0.025 por ciento. El oxalato,
citrato y E.D.T.A no se recomiendan por inhibir a los nicm:qanislosm.

Para evitar la hemSlisis se deberfn tomar ciertas precauciones: la aguja y je-
rxliqas deben estar estdériles y secos, la sangre debe fluir libremente en la je-
ringa, ejerciendo la menor aspiracidn posible con el émbolo. Antes de pasar la
sangre de la jeringa al tubo debe de quitarse la aguja, _al vaciar esta sangre de
be de resbalar por las paredes del tubo y no caer directamente al fondo. Una
vez que ge tiene la sangre en el tubo, este se invertiri suavemente una docena
de veces para homogenizar de una manera adecuada la sangre con el anticoagulante
(Ver Fig. 1.7), la muestra se onvh~ Matmnu al laboratorio identificada y

en re!tige:acténn .

2. Obtencién de suero sangufneo

Para la obtencifn de suero sanguineo, se recomienda que la sangre debe tomarse

directamente en un tubo estéril sin ninglin preservativo, y en cantidad de 10-20
ml, dependiendo la especie, no se debe de sangrar en recipientes de plistico ya
que el suero no se separa del codgulo -atistactorimnce”. .

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

lentamente 1la sangre en- la pared del tubo evitando la hemSlisis;en el campo, los
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tubos con la muestra se dejan a temperatura ambiente e inclinados hasta formarse

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

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

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

una bolsa de plistico que luego se guarda en congelacién o refrigeraciSn hasta

el momento de su entrega al laboxatorio“.

CORRECTO

Fig. 1..7 Manera correcta de depositar una muestra de sangre para su envio al
laboratorio de diagnSstico. NGtese la forma incorrecta al introdu-
cirla al tubo de ensayo.
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rig. 1. 8 MStodo adecuado para la separacién del cofgulo y
obtencién de suero sanguineo.

C. RECOLECCION DE ORINA

El anilisis de orina es uno de los procedimientos de laboratorio mis comunes apli
cados a la préctica veterinaria, es de gran ayuda para el diagndstico y deferencia
cién de padecimientos generalizados como la septicemia y localizados del aparato

9en1touzlnaxio” (Ver cuadro 1.4).

La muestra ‘de orina puede obtenerse por dos mdtodos comunmente usados: en un re-
cipiente estéril durante la miccién espontinea o bien por medio del sondeo vesi-
cal en la mayorfa de las especies. Las muectras obtenidas por este ﬁltimo método
son preferibles para estudios mis exactos ya que estin libres de detritus uretra-

les o vaginales.

22



Las yeguas, vacas y perras y se pueden cateterizar con relativa facilidad, en to
dos los casos se deben emplear instrumentos estériles, junto con un apropiado

espéculo en el caso de la yagua y perun (Ver Pig. 1.9), es conveniente sonde-
ar al animal sin provbcazle dolor o traumatismo que pueda producirle alguna in-

feccidn.

En animales pequeiios, la muestra se

obtienen por puncién de la vejiga en
ondicionesabsolutamente estériles, y
auxiliados por una persona capacita-
da en el menejo del animal (Ver Fig.

1.10).

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

rras.
Q:’?ﬁ“
)N
% '2 \
: 5, \
&
.
-~ Pig. 1.10 Puncién vesical en conejos

ﬂjy .
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Por miccién espontfnea, las muestras se obtienen satisfactoriamente del toro,
del carnero y del macho cabrfo por el método descrito por Be'sson (1943), que em-
plea un bolsa hembra de hule o caucho que es atada al animal, de tal forma que
su abertura est8 yuxtapuesta al orificio prepucial (Ver rig. 1.11), el aparato

consta de un arnés qQue pasa entre los cuartos anteriores y postc:iozes”.

Pig. 1.11 M8todo para obtener la muestra de orina en un carnero utilizan-
do un urinal de hule para hembra aplicado al prepucio (Besson y
col., 1943). R

Otros métodos pricticos utilizados en la obtencién de orina en las pequefias espe
cies, son: 1) ejrecer presidn sobre la vejiga urinaria hasta lograr que fluya
esta (ltima, en los perros y gatos; y 2) 1la utilizacidn de cajas de recoleccién

limpias.

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

co lo mids rdpido posible y en refrigeracidn.

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

berd obtenerse directamente de la vejiga tratando de evitar el contacto con otras
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visceras o liquidos corporales, utilizando una aguja y jeringa uté:u”.

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

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

nos‘o.
CUADRO 1.4
TIPO DE ENFERMEDAD Y MUESTRA DE ORINA
ENFERMEDAD MUESTRA

Candidosis Orina
Criptococosis Orina
Hemoglobinuria bacilar Orina
Leptospirosis Orina
Listeriosis ) Orina
Pielonefritis orina

FUENTE: Elaborado en base al cuadro 1.8



D. RECOLECCION DE LECHE

Las muestras de leche son obtenidas y remitidas al laboratorio para demostrar de
manera espec{fica a los agentes etiolSgicos involucrados en los cuadros de masti
tis. La muestra se deberi recoger después de depilar, lavar y secar la ubre, sin
eliminar los primeros chorros de leche, ya que @stos contienen mayor nGmero de
microorganismos infectantes. Utilizando un escobillén de algodSn humedecido con
una solucién yodada o con alcohol al 708, se desifecta el extremo del peszbn, de-
jando secar, la leche se obtiene ordefiando la cantidad necesaria y utilizando

frascos .st‘rihs‘g (Ver Pig. 1.12).

Fig. 1.12 Técnica utilizada para obtaner una adecuada muestra de
leche en bovinos.
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Fig. 1.13 Muestras individuales ya identificadas, que serin remitidas
al laboratorio de diagnéstico.

‘La muestra deber§ ser tomada en un frasco estéril con tapSn de rosca con capaci-
dad de por lo menos 20 ml, evitando el contacto entre el frasco y el pezén, la
muestra puede ser tomada por otra persona para que el clfnico pueda proteger la
boca del frasco con la tapa y mantenerlo inclinado, evitando as{ la contamina-
cidn con bacterias del medio lnbicnu".

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

toman en el orden siguiente: cuartos posterior izquierdo (PI), anterior izquier
do. (Al), posterior derecho y anterior derecho. Los frascos son identificados in
dividualmente con el n(Gmero del animal (Ver Fig. 1.13), y enviados en refrigera-

cién utilizando el método descrito antczi.oxucnte”..

Es importante que el Srea de muestzeo esté libre de corrientes de aire y que los
operadores laven sus manos en una solucién desinfectante entre las tomas efectua

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

Cuando en las manifestaciones clfnicas se presentan secreciones o exudados las
muestzras de estas sustancias pueden ser de valor diagnSstico tal es el caso de

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

En heridas abiertas o abscesos, lo mismo que para frotis de garganta y otros e-
xudados, los hisopos de algoddn previamente esterilizados en tubos de ensayo,
son los que ofrecen las mayores ventaju“. A menudo es diffcil recobrar el a-
gente causal en una herida pues ella contiene muchos gérmenes contaminantes; por
lo tanto se debe proceder a la limpieza previa de la herida antes de la toma de

la muestta“.

A\

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

CUADRO 1. 5

MUESTRA

Abscesoc

Antrax
Artritis
Brucelosis

Coriza

Actinobacilosis y Actinomicosis

Edema maligno y pierna negra

Exudado

Biopsia, exudado
Li{quido de edema
Lifquido articular
Exudado vaginal
£xudado

Liquido de edema

Erisipela Exudado articular
Gurma Secrecién nasal
Linfadenitis Exudado

Muermo Secreciones
Pasteurelosis Secrecidn nasal
Queratoconjuntivitis Exudado conjuntival
Rinitis Exudado nasal
Tuberculosis s.eueionu. esputo
vibriosis Moco .vaqinl
FUENTE:

"Elaborado en base al cuadro 1. B
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Una vez tomada ia muaestra se procesa inmediatamente, pero si ello no es posible,
se debe svitar que se zeque coloclndola en un tuvo estéril con 2 o 3 ml de caldo
nutritivo o medio de transporte Stuart, rompiendo el mango para eliminar la par-

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

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

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

lucidn salina'o caldo nutritivo estixil‘g (Ver Fig. 1.14).

En el caso de muestras lf{quidas de cavidades articulares, el procedimiento es si
milar, y el minimo de muestra requerido es de 1 cc; la muestra se obtiene con je
ringa estéril y aguja de calibre variable, dependiendo la especie animal (Ver
Fig. 1.15). El 1fquido obtenido, se env{a al laboratorio en la misma jeringa o

bien en un tubo de ensayo estéril.

s
e e cw -

LY

. -
0°° 0

-«

Fig. 1.15 Puncidn de la articu-
lacidn del menudillo
en un equino

BN
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F. RECOLECCION DE LIQUIDO CEFALORAQUIDEO

Los microorganismos relacionados con los padecimientos del Sistema Nervioso Cen-

tral. (Por ejemplo, Cxyptococcus neoformans), pueden ser demostrados mediante el

examen directo del 1{quido cefaloraqufdeo (Ver cuadro 1.1).

La musstra se puede obtener ds la cisterna magna o del espacio subaracnoideo es-
pinal en la regién lumbar, independientemente del lugar utilizado se requiere de

una adecuada aguja espinal con su estilete on posicién, pues de otra manera se

itima Costilla

Fig. 1.16 Puncién lumbar

puede taponar con grasa u otro tejido“.

Es indispensable tomar estrictas medidas de asepsia en el Area elegida para la
puncidn, cuando se realiza la puncién de la cisterna magna, se recomienda la anes
tesia general, mientras que la anestesia local puede ser sufiente en el caso de
la puncién lumbar.

Cuando se utiliza la regifn lumbar, el animal se coloca en posicidn esternal con

la cabeza en el extremo mfs alto de la mesa inclinada formando un 8ngulo de 75°
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con el objeto de acumular en el &rea lum
bar la mixima cantidad de liquido (Ver
Fig. 1.16), usuvalmente se colectan de 2
a 5 ml utilizando tubcs estériles para

su envio al laboratexio38.

G. RECOLECCION DE HECES

La recoleccidn de heces se hace indis
pensable para la determinacién de los mi
croorganismos causantes de problemas gas
tro-entéricos en todas las especies (Ver

cuadro 1.6).

La nu;stra debe de ser fresca y estar li
bre de piedras, tierra y paja, lo mis re
comendable es obtener la muestra directa
mente del recto utilizando un guante plis
tico, tan pronto como la cantidad de he-
heces sea .uflchnﬁe, el guante es rever
sado hacia adentro, y de esta forma gir-

ve como recipiente de recoleccidn, se

Pig. 1.17 Utilizacién del guante
de palpacién en la to-
ma y envfo de heces

cierra cuidadogamente y se identifica para su envio al labo:atouo” (Ver Fig. 1.17).

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

en un tubo de ensayo que contenga algin medio de transporte (caldo de BHI, tiogli

colato, etc.) para evitar su deleeac.t&nss.

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

de litro, o bien cajas de cartén 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 intestinal, heces
Listeriosis Heces
Paratuberculosis Heces
Salmonelosis Heces
Shigelosis . Heces

" M. 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-

timulacién de Srganos sexuales accesorios y por Gltimo por el empleo del electro
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eyaculador.

El método m8s usual es el de la vagina artificial, ya que nos ofrece la ventaja
de poder recoger la totalidad del ifquido eyaculado en forma natural y ademis e-

vitar la contaminacidn accidental (Ver Fig. 1.18).

La estimulaciSn de 6rganos sexuales accesorios, se realiza por palpacién rectal
17

estimulando la préstata, vssiculas seminales y la rafz del pens .
La manipulacién manual de lo0s genitales externos, es la técnica recomendada para

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

La estimulacidén eléctrica es practicada con &xito en el ganado ovino, bovino y los
cerdos, el mftodo fue dsscrito por Gunn (1940) y por Lambert y Mackenzie (1940);
utilizando esta técnica, el operador, deberf tensr cuidado de mo permitir la con-
taminacién de la muestra empleando sSlo material est&rus‘ (Ver Fig. 1.20).

El sémen normalmente es estéril, sin embargo es susceptible a contaminarse a su
paso por la uretra; los frascos y tubos utilizados para su recoleccién deben pre-
sentar condiciones estfriles y no contener ninglin preservativo, las muestras de-

berin ser enviadas en refrigeracién, o bien procesadas inmediatamente, de ser PO

-uuo" .

I. MUESTRAS DE PETO Y PLACENTA

1. Muestras de placenta

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

recoleccion de Srganos y tejidos, se pueden remitir porciones de placenta fresca
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Fig. 1.18 vVagina artificial y su uso
en el verraco.

Fig. 1.20- Algunos ejemplos de electroe-

yaculaculadores.

Fig. 1.19 ObtenciSn de sémen en
aves.
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que se encuentre dentro de la vagina (en todo caso, la placentz que cuelga por
fuera d3 ls vulva no es itil para el examen bacteriolSgico por presentar un al-

to grado de contaminacidn en bacterias fecaloides).

Para aquellos casos en los cuales no pueda obtenerse la muestra de placenta, es
recomendable cbtener muestras de los 1fquidos fetales (1fquido intestinal, 1f-
quido abomasal u obtener porciones de Srganos afectados), puede ademis, obtener
$8 una muestra de sangre completa de la madre, sistema bastante aceptable, sobre

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

N~

s
e

Pig. 1.21 Muestras recomendadas, en 10s casos de aborto

2. RemisiSn del feto completo

Si se desea un examen del feto, l{mpiese de suciedad, estifrcol y paja, y envie
17

se al laboratorio preservado en hielo seco o hielo natural
Cuando las lesiones en el feto denotan una infeccién de origen micStico, la mues
tra se debe obtener mediante un raspado cutfneo y, ademis incluir una muestra

de liquido abomasal y remitirlas al laboratorio sin utilizar ningiin preservati-
vo‘o (Ver Fig. 1.22).
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CUADRO 1.7

ALGUNAS ENFERMEDADES QUE PROVOCAN ABORTO

ENFERMEDAD

MUESTRA

Aspergilosis
Brucelosis
Candidosis
Leptospirosis
Listeriosis

Vibriosis

Feto y placenta
Peto y placenta
Feto y placenta
Feto y placenta
PFeto y placenta

Feto y placenta

Fig. 1.22 Obtencién de lfquido abomasal en un aborto bovino, es recomen

dable realizar una incisidn que permita exponer el abomaso,

para la obtencién de una muestra mis pura
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J. RECOLECCION DE EXUDADOS PREPUCIAL Y VAGINAL

El examen de la secrecidn prepucial y vaginal por medio del microscopio o a tra-
vés de un cultivo, tiene gran imvortancia para el diagnéstico de aquellas enfer-

medades infecciosas que afectan inicialmente el tracto reproducter (Ver cuadro

1.8).

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

mantenga IQCO49 .

1. ObtenciSn de exudado prepucial

La secrecién prepucial se puede obtener introduciendo una pipeta de plistico adap
tada a un bulbo de goma especial o conectada a una jeringa en la parte mis profun
da de la cavidad, (Ver fig. 1.24), el orificio externo del prepucio se ata con
una banda de caucho con la ayuda de una pinza, y el exudado se puede aspin: al
interior de la pipeta o de la jeringa mediante la succidén de la um’a.

Se recomienda realizar un lavado de la cavidad prepucial introduciendo aproxima-
damente 30 ml de solucién salina estéril o un medio de cultivo (caldo nutritivo

o caldo tioglicolato), con el liquido dentro de la cavidad se efectuan masajes

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

misma jeringa o en un frasco previamente esterilizado.

La muestra es remitida al laboratorio plenamente identificada y lo mas rdpido po

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

no

1. Ovario

2. Utero

3. Cérvix

4. Recto

5. Vejiga

6. Espéculo de vidrio
7. Jeringa

8. Pipeta de plistico

Fig. 1.24 Recoleccifn de secrecidn
prepucial

1. Testfculo
2. Pens

3. Snegma

4. Prepucio
S. Pipeta

6. Jeringa
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biemas reproductivos presentes en la explotacidn.

2. Obtencién de exudado vaginal

Para obtensr la muestra del tracto réproducf.or femenino se requiere, ademis del
material mencionado anteriormente, un espéculo el cual, se encarga de proteger

el paso de la pipeta evitando la contaminacién con la flora bacteriana normal de

la vagina.

La secrecidén vaginal, es por 1o general, una manifastacién de infeccidn uterina

(piometra) o bien de una infeccifn lozalizada, los agentes etiolégicos involucra

dos son muy variados, por lo que se recomienda obtener estas muestras utilizando
. medios de cultivo de irmportc {principalmente medios reducidos como el caldo

tioglicolato o el medio de Stuart).

La muestra obtenida (utilizando el lavado uterino o vaqinal) , deber8 ser remiti-
da al laboratorio inmediatamente o bien mandarla debidamente refrigerada (Ver Fig.
1.23).

K. RASPADO CUTANEO

Con el objeto de descubrir la existencia de bacterias y hongos 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 1a piel para poder examinar las estructuras mis profundas.

$i se sospecha de infecciSn por hongos, la muestra se obtiens lavando la zona
con agua y jabdn, desinfectfndola posteriormenta con alcohol al 70%. El raspado

cutdnec ze pusde realizar com una hoja de bisturf{ o con un portacbjetos tgatando
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;ie incluir las escamas de las lesiones que tengan aspecto de actividad, si hay
pelos afectados, estos se arrancan con la ayuda de pinzas desde su rafz (Ver Pig.
1.25). La muestra se envia sin refrigerar incluida en una caja de petri, en so-
bres de papel o entre dos pottaobjeto-n'“.

En el caso de dermatitis de origen bacteriana, la muestra se obtiene utilizando
hisopos estériles, los cuales son remitidos al laboratorio en tubos de ensayo

conteniendo algin medio de transporte como el uoglicolato”.

L. RECOLECCION DE AGUA Y ALIMENTO

Algunas enfermedades como Botulismo y Leptospirosis, pueden tener su origen en
la contaminacidn del agua y alimento, por lo que se hace necesario su anflisis

en el laboratorio.

1. Obtencién de mues-
tras de agua

Las muestras de agua se pue W L
den obtener de diferentes
lugares: agua de acueduc-
to o de yacimiento, pozos, . s
rfos o tinacos (Ver Fig.

1.26). - R

En el caso de aguas de a-
Fig. 1.25 Raspado cuténeo
cueducto, las llaves se de o P

sinfectan cuidadosamente o
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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 1fquido y la tapa.

En casos de muestras tomadas de pozos, rfos, yacimientos o tinacos, se utiliza el
mismo tipo de recipiente, se acostumbra anudarles un cordSn o un alambre alrede-

dor del cuello, dejarlos caer en el centro del pozo, estanque o rfo hasta que se
9

llenen y t:.u:aarlc:s4 .
En caso de aguas quietas, se hace necesario tumar varias muestras de diferentes
sitios, previa agitacién del Srea a muestrear. Se recomienda que al quitar la
tapa del frasco, se humedezca con alcohol la superficie externa del mismo as{ co

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

ra estexilizulos‘o .

Las muestras se deben enviar refrigeradas antes de las
12 horas de su toma, solicitando el anflisis cualitati

vo y cuantitativo correspondiente.

Fig. 1.26

42



2. Obtencidén de muestras de alimento

La técnica de recoleccidn, establece una serie de precauciones, ello implica, en
primer lugar, precisar el objetivo de estudio, pusde trztarse de un alimento sos
pechoso de haber causado una infeccidn o intoxicacidn, pusde ser el caso de un

alimento con un grade de frescura incierto, o bien un problema de investigacién

sobre la causa de su contaminacién.

El tamafio de la muestra (peso o volumen si es un s5lo producto aparentemente ho-

mogéneo; o e} nimero de unidades si se¢ trata de un lote) estf determinado por e-

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

ble??,

Las recomendaciones generales, son las siguientes:

- Utilizar recipientes, bolsas y material, estériles

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

- Si‘se trata de alimentos a granel, pacas de heno o silos habrf que reti-
rar una porcidn, obtenerla de diferentes lugares -evi.tando mezclarlas entre
sf (Ver Pig. 1.27).

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

- En la hoja anexa que acompafie a las muestras, se consignarf toda la infor
macidn pertinente que pueda ayudar en la direccidén de su diagn8stico.

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

mendable el uso de hielo contenido en bolsas de plistico para evitar el deshielo
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Pig. 1.27
Y la posible contaminacién de la muestra.
M. MUESTRAS DE BIOLOGICOS Y PRODUCTOS FARMACEUTICOS

La eficiencia de los productos biolSgicos y farmaceGticos como vacunas, bacteri
nas, homna‘s, vitaminas, etc., se basa en el control de calidad del producto,
as{ como en el método de conservacidn utilizado para su mantenimiento, ya que
pueden ocurrir alteraciones durante su elaboracién, conservacifn, fnnsportc y

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

Es frecuente encontrar contaminaciones de viales y del producto mismo, por lo
que es necesario realizar un anflisis cuando se sospecha de estos productos (Ver

Fig. 1.29). *

Fig. 1.28 Alimento procesado
que puede ser remi
tido para su exa-
men en el laboratorio




2a el caso de vacunas y bacterinas, se debe enviar al vial y el diluyente sin
reconstituir por duplicado, o bien, remitir el frasco completo sin abrir y del
aismo lote. La hoja clfnica debe especificar detalles como: casa comercial,

Sc. de lote, distribuidora comercial. Las muestras se envian en n!:igeuci&n”.

K e /]

.
® —

[ p—
Py

A
f .

Fig. 1.29 Muestras de biolSgicos; debe utilizarse

hielo natural como conservador para su

envio al laboratorio.
Una vez presentada la manera iddnea de recolectar y enviar una muestra se estS
en condiciones de poder tomar desiciones de qué pedir al laboratorio para poder
confirmar un diagnéstico en el caso de enfermedades causadas por bacterias y --
hongos, o bien, a falta de un laboratorio, el M&dico clinico de campo pueda tras
bajar las =muestras segiin las técnicas que se describen en los siguientes capftu

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

ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Abomasitis por Animal entero Refrigeracidn Necropsia
clostridium sangre Refrigeracién Hemocultivo
Abomaso Refrigeracién Bacteriologfa
Abomaso Formal Histopatologfa
Aborto Feto y placenta Refrigeracién Necropsia, histopatologfco
Aislamiento bacteriolSgico
y micStico
Suero de la madre Refrigeracion Aislamiento de un virus y
serologfa
Absceso Exudado Refrigeracién Aislamiento bacteriolégico
Actinobacilo- Biopsia Refrigeracién Aislamiento bacterioldgico
y actinomicosis FPormal Histopatoldgico
Antrax Porcidén de oreja Refrigeracién Aislamiento bacteriol8gico
en recipiente
sellado y ro-
tallado
Frotis sanquineo OH metflico Microscopia
Sanare Anticoagulante Inoculacidn en c savos
Liquido de edema Refrigeracién Microscopia
Artritis Animal entero y Refrigeracién Necropsia, histopatoldgico
vivo, 1lf{quido o congelacidn Aislamiento bacterioldgico
articular y ton-
cilas
Aspergilosis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatoldgico
Organo afectado Refrigeracién Cultivo y aislamiento micd
tico
Pulmones Refrigeracién Histopatologfa
- Feto y placenta Refrigeracidn Aislamiento micStico
Blastomicosis Tejido afectado Formal Histopatologia
Botulismo Contenido intes  Refrigeracidn  Aislamiento bateriolSgico
tinal y estoma-
cal
Sangre Anticoagulante Inoculacidén a ratdn
Refrigeracién
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nal §.1 cerdo

Encéfalo, intesti Refrigeracidn

no

Ganglios linfiticos

Heces

Formol

ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Brucelosis Sémen, exudado Refrigeracién Aiglamiento bacterioldgico
vaginal y microscopfa directa
Abomaso, pulmdn Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
Suero Refrigeracién Serologfa
Feto y placenta Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
Candidosis Raspado cutfneo Refrigeracién Cultivo
Orina Refrigeracién Aislamiento
Sangre Refrigeracién Microscopfa directa
Feto y placenta Formol HistopatolSgico
Carbunco Animal entero Refrigeracién Necropsia, histopatologfa
Misculo Formol Histopatologfa
C8lera aviar Animal entero Refrigeracién Necropsia, histopatologia
Higado, pulmdn Refrigeracién Aislamiento bacterioldgico
bazo e intestino _ Formal Histopatologfa
Colibacilosis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologfa
Intestino delga- Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
do (duodeno) bazo,
ganglios linf8ti-
cos Formol Histopatologfa
Sangre EDTA y refri- Cultivo bacterioldgico
geracidn .
Heces Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
Coriza Organos afectados Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico|
y exudado Inoculacidn en animales
Criptococosis L. C. R. Refrigeracién  Aislamiento micGtico, mi-
croscopfa directa
Sangre Refrigeracidn Frotis con tinta china
y anticoagulante
Pulmdn, higado
Rifibn Pormol Histopatologfa
Orina Refrigeracidn Aislamiento micdtico
Dermatitis Biopsia, raspado Formol Microscopia directa
| micStica cutfneo, _pelo : Cultivo
Disenteria Animal entero y Necropsia, aislamiento bac
vivo terioldgico, microscopia
directa
Heces Refrigeracidn
Edema intesti- Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia

Bacteriologfa

Histopatologfa
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ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
Edema maligno Animal entero y Refrigeracién Necropsia, Bacteriologia,
| y_pierna negra 1iquido de edema Microscopfsa
Enfermedad Animal entero Refrigeracién Necropsia, histopatologfe
de Glasser Suero Refrigeracidén Bacteriologfa
Serologfa
Enfermedad cr§6 Organos afectados Refrigeracién Bacteriologfa
nica respirato .
ria Animal entero Refrigeracidn Necropsia
Suero Refrigeracidn Serologfa
Enterotoxemia Asa intestinal y
tejidos afectados Refrigeracién Bacteriologfa y Microsco-
pfa directa
Erisipela Animal entero Refrigeracién Necropsia, histopatologia
Bazo, higado, ri-
#dn, tomsilas,
ganglios linfati-
cos, exudado arti
cular Refrigeracién Bacteriologfa
Frotis sanguineo OH metilico Microscopia directa
Suero Refrigeracién Serologfa
Sangre EDTA Hemocultivo
Espiroquetosis Frotis sangufneo OH met{lico Campo obscuro
aviar Animal entero Refrigeracién Necropsia, histopatologfa
Bazo, hfgado Refrigeracidn Bacteriologfa
Epidermitis Animal entero Refrigeracién Necropsia, histopatologfa
exudativa Piel y rifién Refrigeracién Bacteriologfa
Pormol Histopatologfa
Gurma Secrecidn nasal Refrigeracién Bactetiologfa
ganglios linf&ti
cos
Plemoglobinuzia Higado y orina Refrigeracién Bacteriologfa
Bacilar Microscopfa directa
Sangre EDTA Hemocultivo
Leptospirosis Feto Refrigeracién Bacteriologfa
Suero (madre) Refrigeracién Serologia
orina Refrigeracidn Campo obscuro
Agqua de bebida
Linfadenitis Exudado Refrigeracidn Bacteriologfa
caseosa
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MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO

Heces, orina Refrigeracidn Bacteriologia

Leche

Suero Serologia

Feto, placenta

Encéfalo Histopatologia

Médula Formol e

Leche Refrigeracidn Bacteriologia_ ____

Ulceras Refrigeracidn Bacteriologia

Suero Refrigeracidn serologfa

Secreciones Refrigeracidn Inoculacidn _a_animales
sis Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia

Biopsia rectal Formol Histopatologia

Heces . Refrigeracidn Bacteriologia

Suero Refrigeracién Serologfa

Recto Refrigeracidn Microscopia directa

Ganglios linfa-

ticos mesentéri

cos, cdlicos y

rectales Formol _ ____Histopatologfa __________ |

Orina Refrigeracidn Bacteriologia

Exudado conjuntial Refrigeracidn Bacteriologia

Zona afectada Formol Histopatologia ]

Cerdo entero vivo Necropsia, histopatologia

trompa, exudado

nasal Bacteriologia .

Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologia

Intestino, higado Formol ‘Bacteriologia

rifidn, bazo y pul

mén Histopatologia

B

Moco cervical Refrigeracidn Cultivo Bacterioldgico

Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologfa

Intestino, bazo,

Higado, rifidn y

pulmén Refrigeracidn Aislamiento bacterioldgico
Formol Histopatologfa

Heces Refrigeracidn Cultivo Bacterioldgico ___

Suero Refrigeracidn Inoculacidn a animales :

Heridas Refrigeracidn Bacteriologia \
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ENFERMEDAD MUESTRAS CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIOS
Tuberculosis Tejidos afectados Refrigeracidn Microscopfa directa
Bacteriologf{a
Formol Histopatologia
Secreciones, e:-
puto Refrigeracidn Inoculacién a cobayo
Suero Refrigeracidn Serologia
Tularemia Animal entero Refrigeracidn Necropsia, histopatologfa
Higado y otros
8rganos afectados Refrigeracién Aislamiento bacterioldgico
N Suero o Refrigeracidn Serologia
Vibriosis Suero Refrigeracidn Serologia
Sémen, moco vagi-
nal Bacteriologia
Feto y placenta Necropsia, histopatologfa
Bacteriologia
FUENTE: Flores Caballerc, E.
Manual de Necropsias. F.E.S. C.-UNAM. 1979,

Cuautitlan Izcalli, Edo. de México.
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CAPITULO II

BACTERIOLOGIA




CAPITULO 11

BACTERIOLOGIA

Durante los {iltimos afios, el Srea de la bacteriologfa diagnSstica, ha demostrado
avances considerables en la rama de la Medicina Veterinaria, esto ha permitido
que el diagn8stico de las efermedades infecciosas que afectan a los animales, se

realise de una forma ripida y precisa.

Por mucho tiempo el &rea de diagnSstico se mantuvo distanciada de las précticas
de bacteriologfa. Actualmente, debido a las necesidades de incrementar la pro-
duccién animal en México, se hace indispensable que el Mé@dico Veterinario posea

un conocimiento bfsico de los principios y técnicas utilizadas en el laboratorio

de l‘!ic:robi.(al.oqh‘o .

Para poder actuar ante un caso de enfermedad infecciosa, el Médico debe saber que
organismo espec{fico es el agente causal (agente etiol8gico), por tanto, para
diagnosticar estas enfermedades es necesario aislar e identificar el microorganis

mo responsable de la in!occiénm.

Continuamente ze desarrollan métodos y técnicas mejoradas para el aislamiento
Yy la identificaciSn de los microorganismos; en algunos casos, es posible realizar
una identificacién tentativa de un organismo por demostracifmn directa mediante un

estudio microscSpico, pero en la mayorf{a de los es N rio realizar un

cultivo en un medio artificial bajo condiciones ambientales que sean adecuadas pa
ra el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, incluvendo el tipo

de organismo que mfs se sospecha de acuerdo a la naturaleza y el origen del mate
rial que se vaya a examinar, as{ como de los datos aportados por el Médico clini

: 34
[~ -
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Este capftulo esti planteado de manera que cualquier persona, con los conocimien
tos bisicos de laboratorio, pueda demostrar, aislar e identificar en forma rdpi-
da y sencilla la mayorfa de bacterias que csusan senfermedad a los animales y al
hombrze, para que una vez logrado lo anterior pusda llevar a cabo pruebas in vitro
de sensibilidad a los antimicrobianos, y as{ poder establecer un posible esquema

terap8utico.

El propSsito de esta seccidn de diagnSstico es @l de informar al estudiante de
Medicina Veterinaria de los principios, técnicas y evaluacidn del diagndstico de
laboratorio de las enfermedades bacterianas, basfndonos en los 3 aspectos bisicos
en el diagndstico microbiolégicon:

a. Demostracidn

b. Aislamiento

€. 1Identificacién
Se debe tener en cuenta por el estudiante que esta seccién es el complemento o
aplicacidn de sus conocimientos en el Srea de la bacteriolog{a general y una base

en sus prSximos estudios de las enfermedades infecciosas y clfnicas en las diferen

tes especies domésticas.

A. DEMOSTRACION

Tiene por objeto la visualizacién del agente patSgeno o su efecto en el material
bioldgico remitido al laboratorio de diagnSstico, la demostracidn puede realizar
se mediante el examen directo de una extensidn sin teilizr, o bien, utilizando co-

lorantes npecfﬁcosu.

Ventajas:

- Se obtienen resultados inmediatos.
S3



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

i

= Puede ser el {nico método de diagn8stico probable, como en e caso de que

el mictoorqanilm Problema no Pueda seor Cultivado in vitro (Mycobacterium leprae)

O poseer caracter{sticas de cultivo especiales.
= Nos puede orientar tentativamente a un diagndtico Y tratamiento rdpidos.
= Nos puede dar Una idea de 1a cantidad de g9émmenes realciMs en el pro-
€eso infeccioso (forma, tamaiio y disposiciSn).
= Nos muestra gug caracter{sticas de tincidn,

Limitaciones:
~——==CiOnes

= Se requiere la pregencia de grandes cantidades de microoxganj.smos para la

nas, anticuerpos, etc., relacionados con el proceso in vitro. }lespuesta mis es-
Pecifica ge Puede obtener con el uso de anticuerpos marcadog (fluorescefna, ferri

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

1. CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS BACTERIAS

sin embargo, e} desarrollo de la Microbiologfa ge ha Conseguido mediante el estu
dio de especies disladas, desarrolladas en medios desprovistos de organismos con

taninantes.

Hotfolﬁgicmnn. las bacterias se clagsifican dentro de los siguientes grupos:

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

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

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

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

sas, de cuatro a veinte curvas, con apariencia de un sacacorchos animado 5.52
(Ver Fig. 2.1 . y Cuadro 2.1).
BACILOS
coCcos VIBRIOS‘
no forman formadores SPIROQUETAS
esporas de esporas
Staphylococcus E. coli Clostridium Treponema
Streptococcus Brucella B. anthracis Leptospira
Gonococo Shigella Borrelia
Meningococo Salmonella Vibrio

Cuadro 2.1 Ejemplos de tipos morfolégicos de algunas baterias.
Pig. 2.1 Morfologia bacteriana.

1. Cocos aislados

2. Cocos a pares (Diplococos)

3. Cocos en cadena (Streptococcus)
4. Cocos en racimo (Staphylococus)
S. Cocos en tétrada (Sarcinas)

6. Cocobacilos

7. Bacilos en forma de clava o maza
8. Bacilos con extremos redondeados
9. Bacilos con extremos cortados en escuadra
10. Bacilos fusiformes
11. Vibriones

12. Spirilla

13. Borrelia

14. Treponema

15. Leptospira

Pusnte: Zinsser, 1960. sS



Fig. 2.1 Morfologfa bacteriana.



2. OBSERVACION DE MICROORGANISMOS VIVOS SIN TERIR

Los microorganismos se encuentran en su estado mis caracterfstico y natural en los
cultivos jSvenes y en preparaciones frescas no teiiidas, observindose mejor por mi
croscopfa de contraste de fase y campo oscuro. Tal examen podr§ demostrar no s&-
1o 1a forma o formas de los microorganismos, sino que, ademis si tiene, o no movi
niegitos propiosm.

La mayorfa de los microorganismos aparecen incoloros cuando se les observa in vi-
Vo aunque existen algunos, que presentan pigmentos como en el caso de las algas
fotosintéticas que poseen clorofila. Utilizando el objetivo de inmersién del mi-
croscopio es posible descubrir detalles estructurales internos en las c8lulas mis
grandes, pero es pricticamente imposible en organismos tan pequeiios como las bac-
terias, esto se debe parcialmente, a que el poder de resolucin del microscopio

de campo claro no alcanza a poner de manifiesto estructuras mis pequefas de 0.2
aicrdmetros, y tambifn a que el citoplasma tiene un fndice de refraccién de 1; luz
muy bajo, por 1o que la observacién de microorganismos resulta diffcil cuando no
se tifen?®’ 40,

La observacién de microorganismos vivos se puede realizar satisfactoriamente, uti-
lizando preparaciones hiimedas (como la gota suspendida o utilizando portacbjetos
excavados) las cuales, son fSciles de montar y reguieren de un minimo de material.
La técnica puede realizarse de la siguiente manera: a) se deposita una delgada ca
pa de vaselina alrededor del borde de la depresidn en el portacbjetos excavado;

b) en el centro del cubreobjetos se coloca, un asa, una gotita de la suspensidn

de la bacteria; c) se toma el portacbjetos cSncavo invertido y se presiona firme-
mante contra el cubrecbjetos y d) con gran rapidez se vuelve a voltear toda la pre

paracibn y se cbserval®’ 5,



3. TECNICAS DE TINCION

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

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

Los colorantes mis comunmente usados son sales. Una sal, es un compuesto forma-
do por un ion cargado positivamente y un ion cargado negativamente, las céluias
bacterianas son ricas en Scidos nucleicos, los cuales portan cargas negativas en
forma de grupo fosfato, @stos se combinan con los colorantes bisicos cargados -2}
sitivamente, lo cual les hace ser los m3s utilizados en citologfa bacteciana;
los colorantes &cidos no tifien la c@lula bacteriara y, por lo tanto, pueden ser

usados para impartir al fondo un color de contraste, por ejomplos" 34:

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

se disocia de la siguiente manera:
C A M ----- Cloruro + Azul de metileno’

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

Las células bacterianas tienen una débil carga negativa cuando el PH del medio
externo est§ cerca de la neutralidad, que es lo que generalmente ocurre, la célu-
la Lacteriana cargada negativamente se combina con el ion Azul de metileno, car-
gado positivamente, con 1o cual se tifie la bacteria, las diferentias en la carga

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

Para los estudios bacteriol8gicos existen variocs métodos de tincidn, las ventajas
que ofrece el uso de las tinciones en la identificacién bacteriana son: a) propror
cionar contraste entre el microorganismo y el medio que le rodea, permitiendo lle

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

‘'mo paredes celulares, vacuolas o cuerpos nucleares; c) permiten al bacteriSlogo,

-~

emplear n;nyoxes amplificaciones.

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

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

cuadro 2.2).

CUADRO 2.2

CLASIFICACION DE LAS TINCIONES

I. TINCION SIMPLE

a)
b)

c)

Colorantes bisicos
Colorantes &cidos
Colorantes indiferentes

2. TINCIONES DIFERENCIALES

a)
b)

Tincién de Gram

Tincibn de icido-resistentes

3. TINCIONES ESTRUCTURALES

a)
b)
c)
d)
e)

Tincién de Fuelgen
Tincién de endosporas
Tincién de pared celular
Tincién de flagelos
Tincién de cipsulas

Fuente:

Van Demark y Seeley, 1973.
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3.1 PREPARACION DE UN FROTIS FI1JO PARA TINCION
Antes de tenir, se debe “fijar" el material que se va a observar. Los po";taobjg
tos que se empleen para realizar las extenciones deben estar limpios y bien mar-
cados para su identificacidn y para la delineacibn del Srea en que hay que cnlo-
car la muesira, el portacbjetos puede dividirse en varias secciones con un 18piz
marcador y colocarse varias extenciones en una misma placa, a condicién de que

todas se vayan a tefiir de la misma maneta“.

PROCEDIMIENTO:

- La técnica para realizar el frotis bacteriano es variable si el cultivo
se encuentra en medio 881ido o en lfquido. Con un asa de inoculacién se
coloca una gota pequefia del cultivo que se va a tediir si esta, proviene
de un medio 1fquido; cuando se toma a partir de un cultivo sSlidc Se colo
ca una gdta & agua destilada en el portaobjetos y se mezcla bien con un
poco del crecimiento del cultivo“.
- Extender la gota sobre el portacbjetos formando una capa fina, debe evitar
se preparar un frotis demasiado grueso.
- Seque los portacbjetos al aire o manteniéndolos sobre la llama del Bunsen.
Cuando se haya secado el frotis, pase el portacbjetos tres veces por la
llama del mechero con la capa hacia arriba, teniendo cuidado .dc no aplicar
el calor en forma excesiva ya que estropearfia la morfologfa normal y la es
tructura de los microorganismos que se van a uﬁir“ (Ver Fig. 2.2).
Aunque la fijacidn hecha de esta manera es buena para el trabajo corriente, no es
la mejor, ya que la aplicacién dal calor no se puede precisar con exactitud. Se

pueden emplear otros métodos, como la inmersiSn de las laminillas en alcohol etf-

lico, formol, solucién acuosa saturada de bicloruro da mercurio, 1{quido de Zenker
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MEDIO SOLIDO MEDIO LIQUIDO

Fig. 2.2 Preparacidn de un frotis fijo para tincién
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y 8cido acftico, si se utilizan fijadores quimicos deben eliminarsa con agua antes

de tom:sz .

NOTA: Bs importante recordar gue la fijacidén por calor puede no matar las bacte-
rias, por 1o que todas las lamirillas deben de ser tratadas con el respeto y pre-

cauciSn inherentes a todo objeto presuntivamente pat69m”.
3.2 TINCIONES SIMPLES

Los colorantes utilizados para tinciSn de las bacterias son en su mayorfa coloran
tes bisicos de anilina, tales como Azul de metileno, Violeta de genciana y Fucsi-
aa, para tincifén simple suelen emplearse en solucién acuosa al 5%, preparada gene
ralmente a partir de soluciones alcohSlicas saturadas filtradas; la tincién se lo
gra cubriendo la pelfcula bacteriana fijada con soluciSn colorante y dejéndola ac
tuar de 1/2 a 1 1/2 minutos, segin la fuerza del colorante empleado, el Azul de

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

na, el mis twtc”' 51, 15.'

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

Las praparaciones tefiidas se examinan directamente; no es necesario el uso de cu-

brecbjetos.
3.3 TINCIONES DIFERENCIALES
a. TINCION DE GRAM

En 1884 un médico danés, Christian Gram, dasarroll§ un método de tincién que lle-
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va su nombre y que es de enorme utilidad en cualquier laboratorio de Bactericlogfa.

La tincién por el método de Gram es la m&g apropiada para conseguir informacidn
de valor y debe hacerse en todos los casos en que esté indicada la tincién, se em
plea también como método habitual para el examen de cultivos, a fin de determinar
su pureza y con fines de identificacién. Esta t8cnica, proporciona informacién
sobre propiedades estructurales de las bacterias que permiten separarlas en dos
grandes grupos: Gram positivas y Gram ncqativulg' 40, 56.

Los cultivos utilizados para ser teiiidos por el método de Gram deben de ser jSve-
nes, es decir, deben haber sido incubados por un corto tiempo (mfximo 24 horas),
ya que en los cultivos viejos hay liberacién de enzimas por autolisis, las enzimas
atacan la pared celular y modifican sus propiedades estructurales convirtiendo

asi gérmenes Gram positivos en Gram ncgativosn.

Se han ideado muchas fSrmulas y procedimientos para la tincién de Gram, las bases
quimicas de la coloracién de Gram han sido revisadas recientemente por Dubos, Bar

tholomew y Mittwer, Preston y Morrel (1962).

a.l MODIFICACION DE HUCKER

En los Estados Unidos al mftodo aplicado es, en ocasiones, referido como la modi-

ficacidn de Hucker (Hucker y Conn, 1923) y en Inglaterra como la modificacién de

Lillie (1928) '¢ 11+ 13. 18,19



1. SOLUCIONES

= Cristal violeta con oxalato amdnico

Solucidn A:
Cristal violeta (garantizado) 2 gq.
Alcohol etf{lico (al 95%) 20 ml.
Solucién B;
Oxalato amSnico 0.8 g.
Agua destilada 80 ml.

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

- Solucidn de yodo (Mordiente)

Yodo 1l g.
Yoduro potdsico 2 g.
Agua destilada 300 ml.

Triturar en un mortero el yodo y el yoduro potlsico y afadir
algunos mililitros de agua poco a poco hasta conseguir su di
solucién. Almacenar en un recipiente opaco.

- Coloracién de contraste
Safranina 0 (solucién al 2.5% en alcohol etflico

al 95%) 10 ml.
Agua destilada : 100 ml.

2. PROCEDIMIENTO

= Proparar un frotis fijo para tincidn de un cultivo de 18 a
24 horas.




- Aplicar la solucidn de oxalato de

amonio - cristal viocleta durante

30 segundos.

- Lavar perfectamente con agua de la

llave.

- Aplicar la solucién da lugol durante

30 segundos.

- Escurrir la soluciSn de lugol, paro

no lavar.




Decolorar con algunas gotas de acetona.

(La acetona no deberi permanecer en el

frotis por mis de 2 a 4 seg.).

Lavar ripidamente con agua.

Contrastar con safranina al 0.5% duran

te 30 seg.

lavar y mantener por un extremo para

escurriz, o secar cerca del mechero.




Cuadro 2.3 Etapas en la tincién de Gram

PASO METODOS RESULTADOS
GRAM (+) GRAM (-)
Tincién inicial Cristal violeta durante
30 segundos Violeta violeta
Mordiente Aplicar lugol durante _
30 segundos Violeta Violeta
Dscoloracidn Solucién de alcohol y acetona
(gotas), 3 a 5 segundos Violeta Se decolora
Contraste Safranina durante 30 segundos Violeta Se tifien de

zojo

FUENTE: Van Demark y Seeley, 1973.

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

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

mos deberfn ser contrastados utilizando Pucsina fenicada d&bil durante 30 segundos.

Toda J:a laminilla deberd estar cubierta con cada reactivo y el reactivo anterior
deberd{ ser completamente eliminado en cada etapa, cantidad insuficiente del reac-

tivo resultard en una tincién o decoloracidn deficiente.

3. RESULTADO

Los microorganismos Gram positivos se tifien en azul o plrpura,
y los organismogs Gram negativos, en rojo.

a.2 MODIFICACION DE nm-:nz' 3, 4, 25, “.

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

mario mis estable que el original, ya que &ste se deteriora rSpidamente, 2) redu-
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cir el tiempo requerido para campletar la técnica

40, 46

SOLUCIONES

Solucidn primaria:

Cristal violeta 2.5 g.
Agua destilada 1000 =ml.
Solucibén "sensibilizante”: '
Bicarbonato de sodio 12.5 g
Mua destilada 1000 ml.
Mordiente:
Yodo 20 g.
Hidr8xido de sodio (sol. molar) 100 ml.

Disolver el yodo en el hidrSxido de sodio y agregar:

Agua destilada 100 ml.
Decolorante:
Alcohol etflico (95%) 750 ml.
acetona 250 ml.

Solucién de contraste:
PFucsina bisica (sol. saturada
en alcohol al 95%) 100 ml1.

Agua destilada ~ 900 ml.

PROCEDIMIENTO

Cubrir el frotis fijo con la solucién de cristal violeta (una
o dos gotas son suficientes para cubrir el &raa del frotis).

Agregar una cantidad igual de la soluciSn de bicarbonato de
sodio, dejar actuar esta mezcla por 15 segundos. Lavar con
agua corriente de la llave.

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

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

Agregar el colorante de contraste y dejarlo actual por 15 se
gundos y lavar con agua corriente.

Secar el frotis al aire o cerca del mechero.



3. RESULTADO:

Las bacterias Gram positivas se tifisn de color violeta, en el ca
80 de ser Gram negativas de coler rxosa o rojo.

Zn este método es critico el tiempo ds cambic de coiexr, por lo que cada laminilla
debe tratarse por separade y en forma individual. Preston y Horrell (1362) han
sugerido el uso de una mezcla de yodo - acetona, por lo Qque @l cambio de color no

23 posidble en exceso.

El emplec de Fucsina fenicada diluida como contraste, es mecesario en circunstan-
cias especiales como para la demostraciSn de bacilos Gram negativos anaerobios que
tifien mal (Bactsroides) provenientes de material purulento ya desnaturalizadc en
el cual las hebzas de fibrina pudiera emmascarar la reaccién’>.

a.3 PRUEBA DB KOH AL 3\19' 69.

Otros m@todos utilizados recientemente para la identificacidn y diferenciacidn.de
40

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

bacterias sometidas a la reaccidn de Gtamu.

1. SOLUCIOGNES

= Reactivo:
Hidréxido de potasio al 3%

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

una muestra de la colonia problema, aproximadamente por un mi
nuto.
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3. RESULTADOS: l

- Gram negativas: al sepa- ( 4 —
rar el asa de la mezcla - = - - /
queda entre ellas una he- e =F —

bra viscosa dentro de los 4
S a 60 segundos.

/ =
- Gram positivas: no existe = =
dicha viscosidad. = =
/ - P -

b. TINCION DE ACIDO - RESISTENTES

La tincién de &cido resistentes es una técnica diferencial que demuestra la resis
tencia de una célula tefilda a ser decolorada por los £cidos. En algunas micobac-
terias y actinomicetos, la propiedad de &cido resistencia esti relacionada con su
alto contenido en lipidos, por lo tanto, la tincifn de estas bacterias se debe

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

do una fuente de vapors‘.

Al grupo de bacterias que presentan estas caracteristicas se les denomina fcido-
alcohol resistentes. El grupo csti' conp\uau.v por bacterias del género Mycobacterium
incluyendo al bacilo tuberculoso, al de la lepra y al de la enfermedad de Johne o
paratuberculosis del ganado; tambifn por las especies saprSfitas como el Mycobac-
terium plhei, presente en el suelo y polvo; y por algunos actinomicetos, los cua-
les son bacterias que guardan similitud morfolSgica con los hongos, el género No-

. . 4
cardia es un ejemplo de actinomicetos o.



En este método se tifie con fucsina fenicada, se decolora con una solucién de &ci-

do - alcohol y se da contraste a las c@lulas bacterianas, las bacterias &cido re-

sistentes se decoloran mis lentamente por el &cido-zlcohol que otros organismos,

y retienen el color de la tincién inicial después de eontrutnls.

Se han definido varios m€todos de tincién en frio (Aubert, 1950; Hook, 1962) pero

tienen poca o ninguna ventaja sobre el método convencional de Ziehl - Neelsen cuan
do se aplican a cultivos putosm.

b.1 MBTODO DB 2IEHL - NEELSEN (maa)u' 18, 34, ‘6.

1. SOLUCIONES

- Colorante primario - FPucsina fenicada:

Fucsina basica 3 g.
Alcohol etilico al 95% 100 ml.
Fenol al 5% 900 ml.

- Decolorante - Alcohol &cidos :
&cido clohidrico 3 ml.

Alcohol al 95 97 ml.
- Colorante de contraste:
solucidn A:
Azul de metileno (90% contenido de colorante) 03 g.
Alcohol etflico al 95% 30 ml.
Solucidn B:
Hidrdxido de potasio 0.01 g.
Agua destilada 100 ml.

Mezclar las soluciones A y B. Algunos autores prefieren la
solucidn acuosa de verde de malaquita al 0.5% o solucién de
8cido picrico como colorante de contraste©.
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2. PROCEDINIENTO
- Preparar un frotis fijo para tincién. Cubrir la laminilla

con solucidn fuerte de fucsina fenicada y calentar hasta que
se desprenda vapor (pero no hervir).

N

- Después de 3 o 4 mirutos aplicar mSs ca- . !
lor; no dejar secar el colorante en la {
laminilla (utilizar un trozo de papel ab-

sorbente sobre el frotis).

- Aproximadamente S a 7 minutos después de

la primera aplicaciSn de calor, lavar per R (1
fectamente la laminilla con agua corrien- e
te. /

S

~Decolorar con alcohol &cido hasta que to
das las trazas de color rojo desapares-
can del frotis. Deber&n realizarse lava
dos intermitentes con agua y aleohol &ci

cOo.
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- Lavar perfectamente con agua de la llave

cuando la decoloracidén se haya completa- A .{{

do.

= Contrastar con ;zul de metileno o verde

de malaquita al 0.5% durante 1 minuto.

- Lavar y dejar escurrir sosteniendo por \ L - ‘
]

un extremo la laminilla; no utilizar P2

S
pel secante. //

3. RESULTADO:

Los microorganismos Scido resitentes se tifien en rojo, otros mi

croorganismos se tifien de azul o verde segin el colorante de
contraste utilizado.
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b.2 METODO DE KINYOUW (1915)

Zs un wétodo empleado para la identificaciSn de micobacteriasque no requiere la

aplicacibn de ealozu' 32ﬁ

1. SOLUCIONES:

- Pucsina fenicada

Pucsina bisica 4.0 g.
Penol en cristales 8.0 g.
Alcohol (958) 20.0 g.
Mua destilada 100.0 ml.

- Decolorantes
Ac. sulf@rico sol. acuosa al 1%

= Azul de metileno
Azul de metileno 0.3 g.
Agua destilada 100.0 ml.

2. PROCEDIMIENTO
= Cubrir el frotis con fucsina fenicada por 3 minutos.

-~ Lavar con agua corriente, y decolorar con fcido sulfdrico
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. RESULATADO:

Las bacterias Scido resistentes se tifien de rojo, las demfs bac
terias se tiifien de azul.

3.4 TINCION DE ESTRUCTURAS

Para los estudios bacteriol8gicos hay varios métodos de tinciSn ademfs de la téc

74



nica de Gram o alguna de sus modificaciones. Para determinaciones especiales
pueden ser Gtiles, el método para tefiir esporas, cipsula y flagelos. Es importan
te recordar, que los organismos con caracterigticas de tincién conocidas, deberin

incluirse como controles de tincidn en todos los ca:os”.
a. TINCION DE ESPORAS
La formacién de esporas es un fendmeno poco com@in, ya que solamente dos géneros

bacterianos de interés veterinario son capaces de formarlas: Clostridium y Baci-

llus, y de las Gltimas en particular, s5lo B. anthracis es indudablemente patSge

no; la importancia de las bacterias formadoras de esporas, por ejemplo, Cl. teta-
hi, se deriva de su asociacién en la contaminacién de heridas; entre otros Clos-
tridios patSgenos se encuentran los causantes del botulismo, la "pierna negra® y
de la gangrena qasoon‘o.

Las esporas se observan de la manera mfs simple como cuerpos refringentes intra-
celulares, o bien, liberadas de la sustancia vegetativa de la célula, a diferen-
cia de la clula vegetativa que la produce, la espora es muy resistente y puede
sobrevivir hms perfodos de tiempo, incluso en medios desfavorables por altas

temperaturas, substancias qufmicas o materia orgénica en descoaposiciénss.

La espora se tifie ficilmente, pero una vez teiiida resiste fuertemente la decolo-
racién y el contraste, la tincidn de esporas, se realiza utilizando los siguien-

tes métodos:
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a.1 MEtodo de Schaefer y Pulton (1953)19 33+ 53,

1. SOLUCIONES

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

= Ssafranina (al 0.5%) en agua destilada
2. PROCEDIMIENTO:

= Cubrir la extensidn (fijada con calor)
con verde de malaquita y calentar has
ta la formacién de vapor durante 1 mi

nuto.

- Lavar perfectamente con agua corrien  \._'

te.

A\ !/
NN

= Contrastar, aplicando safranina en
solucién acuosa durante 15 a 30 se-

\
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- lavar, escurrir y secar cerca del

mechero.

3. RESULTADOS:

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

La espora puede estar localizada en el centro del cuerpo celu-
lar, en cuyo caso se denomina central; puede estar entre el cen
tro y un extremo de la célula, en el caso de ser subterminal, o
bien, puede us‘tominu si aparece en alguno de sus extremos
(Ver Pig. 2.3)" ",

Fig. 2.3 Tipos de esporas bac-
terianas: terminal,
subterminal, central,
estérica y ovallS,




£l método para la demostracién de esporas, puede emplearse como tincién en frio,

dejando actuar al verde de malaquita durante 10 minutos.

a.2 METODO DE COLORACION PARA ESPORAS EN PRIglls 51,
(Bartholomew y Mittwer, 1950).

1. SOLUCIONES:
= Verde de malaquita (al 7%) en agua destilada.
- Safranina en soluciln acuosa al 0.25%.

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

= Tefir durante 10 minutos con verde de malaquita sin aplicar
calor.

= lavar durante 10 segundos utilizando agua corriente.
- Contrastar con safranina durante 15 segundos.

- lavar y secar.

3. RESULTADO:

Las esporas se tifien de verde; el resto de la célula de rojo.

b. TINCION DE CAPSULAS

La cfpsula bacteriana consiste en 1imo excretado, habitualmente un polisacirido,
aunque en un caso (Bacillus anthracis) consiste en un polipéptido del &cido D-
glutfmico, las células encapsuladas forman, en los medios de cultivo, colonias
lisas y mucoides, mientras que las cflulas no capsuladas producen colonias rugo-
sas. La Gnica funcién conocida de la cipsula es la de proteger a la bacteria de

la fagocitosis y de los virus que deben fijarse a la pared celulu:“.
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El grosor de la cipsula varia de especie a especie, y aln dentro de la misma ce-
pa dependiendo de la fase de 1a curva de crecimiento en que se ancuentre el cul-
tivo. La sustancia capsular es antigenftica, reacciona con anticuerpos especf{fi
cos para producir una reacciSn de microprecipitacién que., 21 alterar lu.fndice
de refraccién la hace mis facilmente observable, este fenSmenc es conocido como
reaccidn de "Quellung®” y va acompafiado en algunos casos, por un aumento en el vo

lumen de la eipsuh‘o.

La tinciSn para cfpsula puede ser diagnSstica, como en el caso de infecciones

por Cryptococcus neoformans en extensiones de 1fquido cefalorraqufdeo.

Generalmente la cSpsula se pone de manifiesto mediante una tincién negativa o una

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

retener los colorantes utiliudos“. la tinta china o la tinta pelfcano son Gti-

les para realizar la técnica (el fondo estf integrado por partfculas, no es homo-
géneo y por esta razdn muchos laboratoristas prefieren usas solucién de nigrosina

al 10%) 33, 56.



b.1 TIBCION DE CAPSULA CON nIGRoSINA 33+ 54.
(Pzeparacibn seca) (1951).

2. PROCEDIMIENTO:

= Preparar una extensiSn delgada con

la muestra y fijarla mediante calor.

= Tefiir con safranina al 0.5% por es-

pacio de 30 segundos.

lavar con agua corriente Y escuxrir,

secar cerca del mecheroc.
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Pig. 2.4 PFrotis con nigrosina para clpsula.

Se esparce la nigrosina sobre la laminilla, utilizando la técnica para frotis -
sanguineo (Ver Fig. 2.4).

Dejar secar la extensifn a medio ambiente, y observar.

3. RESULTADOS:

Las cfpsulas se cbservan incoloras sobre un fondo ocbscuro,
el cuerpo bacteriamo se tifis de color rojo (Ver Pig. 2.5)

Protis grueso Frotis delgado

L 5% doag

Fig. 2.5 Demostracifn de cipsulas utilizando el m6todo de la
ugmm.
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b.2 METODO DE MUIR PARA CAPSULAlg

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

- Solucién acuosa saturada de sulfato alu-

minicopotdsico 2 volimenes

2. PROCEDIMIENTO:

- Preparar una extensiSn delgada y uniforme del cultivo, fijar
la mediante calor y cubrir la pelfcula con papel filtro.

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

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

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

Las células se tifien de rojo y las cipsulas de azul.
C. TINCION DE FLAGELOS

Los flagelos son estructuras demasiado finas (12 a 30 nm de difmetro) para ser
visibles en el microscopio éptico, sin embargo, si se tratan con suspensiones co
loidales inestables de sales de &cido ténico, puede ponerse de manifiesto su pre
sencia y disposicién en las c8lulas por medio de la formacién de un precipitado
grueso que se deposita sobre la pared celular y de los flagelos: en esta forma
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el difmetro aparente de estas estructuras aumenta de tal modo, qus una tincién

subsecuente con fucsina bisica las hace visibles en el -.choleopio“.

En las bacterias perftricas los flagelos se agrupan en forma de haces durante el
movimiento, y éstos pueden ser suficientemente gruesos como para ser observados,
estudiando las cflulas vivas mediante microscopfa de campo oscuro o de contraste
de fase, la tinciSn de flagelos puede realizarse, utilizando el método de lLeif-

" son (1960)11¢ 34,

C.1 NETODO DE LEIFSON PARA LA COLORACION DE FLAGELOS

1. SOLUCIONES:

- (ﬂ‘)z AIX 12 H O

2 A )

SoluciSn saturada acuosa 20 ml.

= Acido ténico (sol. acuosa al 20%) 10 m1.
- Agua destilada A ool
- Alcohol etflico al 95 15 ml,

- Pucsina bfsica (sol. satuzada en alcohol al 958) 3 ml.

La tincidn de flagelos no debe de tomarse a la ligera, pero mulaﬁdon razona-
blemente satisfactorios pueden obtenerse cuando se tiene cuidado en la prepara-

cién del cultivo, del frotis y de los reactivos’®.
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2. PROCEDIMIENTO:

-  Preparar las laminillas limpifndolas e&x una solucidén de di-
cromato o dcido nitrfco caliente perfectamente, lavar en
agua, enjuagar en alcohol y secar.

- Preparar un frotis colocando una asada de bacterias, cultiva
das en medio lfquido, cerca de un extremo de 1» laminilla se
ca, la cual inmediatamente se inclina a una posicién verti-
cal, de tal manera que la gota se deslice dejando una pelicu
la delgada con los bordes paralelos, la extensidn puede rea-
lizarse utilizando el asa de inoculacidn como se muestra en
rig. 2.610, 18, 33

Fig. 2.6 Preparacidn de frotis delgado para tincién de flagelos.

///
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rig. 2.7 Demostracién 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 solucién dejando reposar durante 10 mi-
nutos.

= Lavar perfectamente con agua corriente.

- Secar y examinar.
3. RESULTADOS

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

Pig. 2.8 Situacidn de los flagelos: 1. MonStricos, 2. perf-
tricos, 3. multftricos y 4. lofotricos . (Carpenter, 1979).
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3.

TINCION DE zsnmguznsu' 19.
(METODO DE FONTANA, 1912)

SOLUCION:

« NITRATO DE PLATA AMONIACAL:

- Disolver 5 g. de ¥O_Ag en 100 ml. de agua destilada, retirar
unos mililitros y anadir al resto una solucién concentrada de
amoniaco. gota a gota, hasta que el precipitado que se forma
se disuelva; afiadir luego-'gota a gota suficiente cantidad de
nitrato de plata hasta que el reactivo permanezca ligeramen-

te turbio alin despufs de agitar, la solucién se conserva en
buenas condiciones durante meses.

PROCEDIMIENTO:

- Preparar la extensifn y fijarla por calor.

- Verter encima una solucifn de &cido téinico al 5% en fenol al 18
y permitir que se evapore durante 30 segundos

= Lavar durante 30 segundos con agua corriente.

= Cubrir con una gota del nitrato de plata amoniacal antes ci-
tado, calentar cuidadosamente encima de una llama y dejar re
posar durante 20 a 30 segundos después de comenzar la evapo-
racién.

- Lavar perfectamente con agua.

- Escurrir o secar con papel secante y examinar.

RESULTADOS :

Las espiroquetas se tifien de marrdn o de negro «n un campo ma-
rrén oscuro.

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

Cremer publicé en 1968 una valoracién de las ventajas préicticas del uso de una
afquina para la tincién estandarizada de laminillas tefiidas por el método de Gram
dc-ocu§ que en 1la prictica la transferencia de bacterias de laminilla a lamini-
1la en el interior de los frascos de tinci8n no ecuzzfa. El obsticulo principal
para su empleo es la renuencia de valorar los miritos de una niquini para algo

tan simple como la tincién de Gram.

£1 valor de la miquina consiste en que los lotes de laminillas pueden ser prepa-
radas con mayor rapidez que si se prepararan en forma individual y con un buen

grado de precisidn.

La mSquina también puede ejecutar perfectamente bien el mftodo ds Auramina - fe-
nol para la tinciSn de microorganismos pertenecientes al género Mycobacterium,

empleando un microscopio fluorescente para examinar las mnnxuu”.

B. AISLAMIENTO

La etapa de aislamiento consiste en el transporte y cambio de los microorganismos
del medio natural donde se encuentran a un medio artificial (medios de cultivo y

animales se experimentacidn) para su propagacién en cultivo pum;z.

Ventajas;

= Prerrequisito indispensable para la identificacidn de los agentes micro-
bianos, salvo algunas excepcionss.

= Requerido para una determinaciSn correcta de la sensibilidad a los agen-

tes antibiSticos y sulfas.
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Desventajas:

= Requiere de tiempo, equipo, conmocimientos y experiencia.

= Puede ser peligroso para el personal de labozxatorio.

- En algunas ocasiones se puede llegar al diagnSstico con técnicas menos la

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

Métodos

- Obtener una muestra del material biolSgico en condiciones estériles y sem
brar en estrfa, con objeto de aislar los microorganismos en cultivo puro (ver
técnicas de sembrado para obtencién de cultivos puros).

- Si se sospecha de contaminaciSn de la muestra, se recomiendan los siguien
tes procedimientos para reducir al mfximo la posible contaminaciSn: esteriliza-

cién de la superficie de los Srgancs con una espftula caliente, centrifugacién
diferencial, filtracién o bien, siembra en medios selectivos.

1. MEDIOS DE CULTIVO

Précticamente todos los microorganismos, pero en particular las bacterias y los
hongos, pueden cultivarse sobre substratos mutritivos para el estudio de sus pro

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

Ya que los diversos microorganismos exigen requisitos diversos al medio de culti-

Vo, se necesitan en el laboratorio microbiolSgico una serie completa de medios de

cultivo upoetu.n“.

.

La proliferacifn de bacterias es el rcsultado de una interaccifn cospleja de di-
ferentes sustancias alimenticias y principios activos, en la cmal intervienen fac

tores f£{sicos como la temperatuxa, el pH, el factor redox, etc.



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

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

Los microorganismos exigentes tienen necesidad ademds de factores de crecimiento
como los aminoficidos, vitaminas, purinas u otras sustancias que no pueden sinte-
tizar ellos misnos“.

El carbono se necesita en la mayor parte de las veces en forma de compuestos or-
génicos, que luego sirven como fuente de energfa, el oxfgeno se toma principalmen
te de la atmSsfera,/las necesidades de hidrSgeno se cubren con compuestos orgéni
cos y, en casos particulares, también a partir de compuestos inorgdnicos. El ni
trdgeno proviene de sales en forma de nitrates, nitritos o compuestos amSnicos,

o de componenetes mis complejos como aminoScidos, peptonas o proteinas. lLos cIroy

elementos se toman principalmente de sales.

Los medios de cultivo sintéticos estin compuestos de una serie de substancias
quimicas definidas exactamente, los medios de cultivo complejos contienen diferen
tes extractos, hidrolizados u otros aditivos“.

Para la produccién de medios de cultivo s8lidos, se afiade un agente de solidifi-
cacin a las soluciones nutritivas lfquidas. El agar - agar es un agente de so-

lidificacién pricticamente ideal, funde a temperaturas superiores a 90° C, pero

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

El agar - agar es un extracto seco, gelificante, obtenido de algunas especies ma
rinas de algas rojas, particularmente de los géneros Gelidium, Gracilaria, Ptero

claida y Adanthopcltus.
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En el medio de cultivo pueden estar presentes colorantes e indicadores, cuyo cam

bio de color ser§ caracterfstico para un determinado intervalo de pH, (Ver cua-

dro 2.4).

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