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MENSAJE

La Representacidn del IICA - Ecuador, agradece la cesidn
de 1los derechos por parte del Dr. Raul Garefa Tinajero
y el Dr. Rodolfo Cdrdova Ponce, para que se reproduzca
gran parte del material contenido en el "Manual Ilustrado
de Téemicas de Laboratorio utilizadas en Bacteriologta
y Micologta Veterinarias".

Ha s8ido adaptado por la Dra. Germania Sdnchesz, Jefe de
Laboratorios Veterinarios del Ministerio de Agricultura
y Ganaderia del Ecuador, para ser utilizado por el personal
Médico Veterinario que labora en el Programa Nacional de
Sanidad Animal.

La adaptacién y elaboracion de este documento requirid
del esfuerso, dedicacion y coordinacién del Personal
Egpecialiaado del Programa Nacional de Sanidad Animal -MAG.
Por tal motivo el IICA - Ecuador, ha cooperado para
'repraducir esta publicacion que serd un valioso material
de consulta para el personal auxiliar y profesional que
durante 1989 - 1990 recibieron actualizacidn y capacitacion
téenica.

La Representacién del IICA en el Ecuador, se complace por
este aporte y manifiesta su felicitacién a todos los que
cooperaron para la realisacion de esta util obra.

Dr. Enrique E. Rieger B. Dr. Mario Blasco Lamenca
PROGRAMA V. REPRESENTANTE IICA - ECUADOR
IICA - ECUADOR
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PRESENTACION

La informacién que aqut se presenta fue seleccionada y
adaptada a nuestro pats para manejarla en una forma simple
y de rdpida consulta. Se digefio con el fin de que sirva
de guta a los téenicos que trabajan en Laboratorios
Veterinarios de Diagndstico Primarios del Programa Nacional
de Sanidad Animal como a nivel de campo para hacer una
correcta recoleccidn, conservacidn y envio de muestras
a los Laboratorios de Diagndstico, facilitando as? la breve

realizacion de los diagndsticos como la entrega de
resultados.

Fue elaborada con el objeto de llenar el vacto que en
ocagiones existe en cuanto al conocimiento de ciertas
téenicas para la toma y envio de las muestras.

Se congidera que resulta una herramienta util al Médico
Veterinario en su actividad dentro del Laboratorio, ya
que mediante una buena recoleccidn, toma, conservacidn
y envio del material a observar, asegura una correcta

y dgil respuesta, contribuyendo asf al control de brotes
de enfermedades.

Dr. Guido Cuadros Z.
DIRECTOR EJECUTIVO DEL
PROGRAMA NACIONAL DE SANIDAD
ANIMAL
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RECOLECCION Y ENVIO DE MUESTRAS




RECOLECCTION ¥V ENVIO DE MUESTRAS

EL Laboratornio de diagnéstico es un auxiliarn en el neconociméien
en Las enfermedades de Los animales.

EL médico clinico en ejencicio tiene necesidad con §recuencia ,
de consultar Los Labonratonios comerciales u oficiales para pode’
proporcionan un diagnéstico acertado.

Para poder obtenen Los nesultados esperados es necesarnio que Las

muesthas enviadas para el diagnéstico sean tomadas y emviadas de

r;ane!z.a adecuada. Los nesultados que arrojan estos andlisis depen
en:

Del cuidado con que gueron tomadas

Tiempo de necoleccdidn y conservacibn :

Eficiencia personal téenico nrealizacién de diagnbstico
Citerndio téenico con que 8¢ ha tomado £a muestrha
Adecuada seleccifn de La muestra.

EL cuadno clinico iniciak deteminard el tipo de muestra que debe
examinanse ¢ tomarse.

S{ Los signos o sintomas sefialan afeccién de un drgano o sistema
especifico, fas muestras deberdn obtenernse de fl fuente y no a
La apariencia normal.

Si{ Las Lesiones a fa necropsia sugdleren £a presencia de un agente
bacteriano o micético.

En La necoleccibn y envio de muestras es necomendable £os siguien
tes pasos:

- La muestrarseleccionada para el fLaboratornio debe ser representa
tiva del proceso ingeccioso en cuestidn.

- E& mejorn envian varnias muestras del mismo Lugar, aconsejable en
brotes epidemiofbgicoscon aves de corral, Lechones u otnos ani-
males pequesios cuyo costo por unidad es mas bajo.

- Debe sen una cantidad sugiciente a §4in de Logar un estudio Lo
mas completo posible.
2



- Tomax Las muestras con valor confirmativo antes de La adminisira
cibn de cualquier medicamento.

- Emplean maternial esténil y tomar La muestra con asepsia a §in de.
no contaminan ef producto duwrante su recoleccidn.

Evitan La desecacifn de Las muestras, empleando medios de trans-
pornte adecuados, como caldo nutrnitico, medio de tioglicolato ,
etle., pana su thaslado al Laboratonio.

Si el animal no miestnd signos o sdintomas de infeccibn Localiza
da, debe tomanse muestras seriadas de sangre para su cultivo. —

S{ el géumen aislado proviene de una regibn esténil se podnd con
&idenan como el agente etiolbgico de fa infeccibn, ejemplo san-—
are, &iquido celalonraquideo, Liquido senovial y pleural.

LedAmuestras deben ser nemitidas al Laboratonio y solicitar el
diagnbstico a £a mayon brevedad posible; generalmente se requie

ne muestras con no mas de 24 horas, a menos que el conservadon
utilizado sea congiable.

En La necoleccibn de toda muestra ef material a usarnse debe ser
estenilizado previamente utilizando La §Lama directa, £a ebu-
Llicibn o el vaporn segin su naturaleza.

EL maternial que sernd utilizado para el envio de Las muestnas de
be presentan condiciones esténiles. De no contar con un s4i8tema
adecuada de esterilizacifn, se necomienda a hervin todos £os re
cipientes como grascos, tubos, ete., porn 20 minutos.

EL nesultado obtenido en el Laboratornio es muy valioso para el
diagnéstico y depende de muchos factores.

EL Médico Veterinanio de Campo debe ser competente para neali-
zan algunas téenicas sencillas que Le permitan verificar el diag
néstico ndpido y seguro de una enfermedad infecciosa.

Debe conocer con seguridad como , cuando y donde debe tomarse
fa muestra; que exdmenes deben nealizarse e interpretar comre-
Lacionando Los nesultados de Los andlisis con el §in de que el
material biolbgico Llegue Lo mas pronto posible al Labonatornio;
deberia considerarnse La conveniencia de La forma de envlo; ade
mis al remitin La muestna, es necesario comunicar afmamentq.™



Para el envio conrecto de una muestra al Labonatonio de diagnés
Xico, es impontante consideran trhes puntos bdsicos: '

LN 3
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idznﬁﬂicaa&n comrecta de £a muestra
Método de La conservacibn

La identificacién de La muestra es de primordial para el La
boratonio Y debe reunin Los siguientes datos:

Nomba—e dd PMWQQQQQ.O'OOO‘OQQoooooooou‘gMooooo.o ® o
Dumpu‘-ﬁn de LOA WMO000000.00000QOOOON“MMOOOO0.0 o o

Fecmyham demmm.o.o. 00000000 QOOOOOOBub‘QvOOOQ"O.'
Nembié del animal.....cooeueees ceeessecas «...Fecha y hona d
RecoleccAbN.eeeeeeene. cecececessccecae cesccvene

No hay que descudidan el vehiculo de conservacibn de Las mue
thas, tipo de conservadon usado en £a muestra antes de empa
taka

Como :;tedéo Zenemos La negrigeracidn, ya que con hielo natwu
0 hielo seco perno bien empaquetado, LLega bien al Lugar des:
nado. ,

. En cuanto a fa histornia clinica debe ser adecuada, recogient

Los datos necesarnios emitidos por el dueito del ganado:

Curso de £a enfermedad......

Nimero de animales afectados....

Indice de montalidad y monbilidad....

Edad animales afectados....

Tipo de alimentos.....

Tipo de explotacibn....

Sintomatologia individual y general
Calendario de vacunacibn

Tratamientos aplicados y sus nespueslas. efte.

Tomar £a muestra antes de administrar cualquier medicamento.

Las muestras deben sern nemitidas con §ormularios de remisibn
numenados, fechados y ginumados.

Deben in en un necipiente doble (§undas pldticas) y Luego en
caja de cantén.
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.- Deben sen necipientes individuales,.colocarlos entne tubos o
frascos, matenial que amontigue golpes y absonva La humedad.

Se enviandn fas muestras bien identificadas, Letna clara, pre
cisan con marcadornes de colon Las obévwac,wnu para sen en-
viadas. Ejemplo:

NO TOCAR - VENENO - PELIGRO - HACTA ARRIBA Ete.

Cuando no se cuenta con un adecuado sistema de uﬂuguauzﬁn

-y se desea estudio bacteriolbgico, se emplea sofucién esténil
de glicerina y agua al 50%, La cual demora £a descomposicibn

de La muestra.

EL medio mAs seguro de enviar una muestra al Laboratornio es el
directo, via aénea, postal, ete. y ademds hacer una LLamada Ze-
£e56rw:a avisando el e

Nunca serndn enviadas £



RECOLECCION DE ORGANOS Y TEJIDOS .-

La toma de 6rganos y tefidos se nealiza al momento de £a necrro-
sia, Las muestras destinadas para estudio bacteriolbgico deben-
sen tomadas con precaucidn y como mdximo una hora después de La
muente del animal.

Las muestras de eleccidn serdn viceras como: higado, bazo, pul-
mén, corazdn, niiién, cerebro e intestino, dependiendo def proce

40 Anfeccloso que se trate.

En animales pequeiios se recomienda conservar el 6rgano completo
mientras que en animales grandes se tomard un fragmento signifL
cativo que incluya La Lesidn.

Algunas ocaciones Las muestras deben ser selladas g§lamedndola -
dinectamente o utilizando una espdtula previamente fLameada pa-
na Luego depositarnlas en §rascos individuales previamente este-

nilizados o hervidos; se prefieren grascos de boca ancha para -
gaclitar el manefo de este tipo de muestras.



IPO DE ENFERMEDAD Y ORGANO A ENVIAR

INFERMEDAD MUESTRA
\bom.ctu . Andmal entero,abomaso

Abornto Placenta ‘

AMtnitis Animal entero vivo

Aspeng iLosis Animal entero,bérgano afectado,pulmones
Buwicelosis Abomaso y pulmones de feto
Cand.idos4is Animal enteno, placenta

Carbunco

. Colena Aviar
Colibacilosis

Condiza

Criptococosdis

Des.interia

Edema intestinal del ceado

Edema maligno y pierna neghra
Enfermedad de Glassen
Enterotoxemia

Enfeumedad crénica respirato
ra.

BEusipela

Espinoquetosis
Epid ’ t »

Animal entero, misculo

Animal enteno,higado,pulmén,bazo e -
Aintestino.

Animal enteno,intestino delgado,bazo,
ganglios Linfdticos.

Animal enteno,6nganos agectados
Animal enteno,pulmén,higado,niiién
Animal entero y vivo

Andimal entero,encégalo,intestino, - |
ganglios Linfdticos.

Animal enterno
Animal enterno
Asa intestinal y tefjidos afectados

Animal enteno,bnrganos afectados

Animal entero,bazo,higado,niiibn, ton-
cilas,ganglios Linfdticos.

Animal enteno,bazo, higado
Animal entero,piel, ninon.




(Continuacibn. )

ENFERMEDAD

MUESTRA

Guwuma

HemogLobinuria bacitar
Listeniosdis
Paratuberculosis

Paratuberculosis
Riniti
Salmonelosis

Shigelosis

Tuberculosis
Tularemia

Vibrniosis

Ganglios Lin§dticos
Higado
Placenta, encéfato,médula

Andimal enteno,ganglios Ling
mesenténicos,c6licos y 1

Ganglios Lingdticos, pufmones
Cendo entero vivo, trompa

Animal enteno,intestino, higado
ninbn, bazo, pulmén.

Animal enterno,intestino, higad
bazo, putmén.
Tejidos afectados

Animal entero, higado y 6ngano
agectados.

Placenta.

T



SELLADO DE UNA MUESTRA DE ORGANO

Cuando no se cuenta con un adecuado sistema de regfrigeracibn
Y se desea un estudio bacterioligico, se puede emplear una -
solucibn esténik de glicernina y agua al 50%, La cual retarda
La descomposdicibn de mas muestras.

En general para el envio de una muestra al Laboratornio de -
diagnbéstico es importante considerarn 3 puntos bdsicos que son:

1.- Tdentificacién de La muestra
2.- Histornia ckinica y,
3.- Mé&todo de conservacibn

1.-  la identifdcacibn de La muestra es de primondial impontan-
cia para el Laboratorio y debe consistin en Lo siguiente:
- Nombre del propietarnio o cliente
- Descripeibn de Los animales
- Fecha y hora de muerte, asf como La toma de £a muestra
- Nombre o ndmero def animal,si es de un hato o de manada



Para et envdo correcto de una muestra al Laboratonio de diagnés
tico, es dmpontante considerar thes puntos bdsicos: '

. identéﬂicac.é&n cornecta de £a muestra
<« Método de La conservacién

La identificacién de La muestra es de primondial para el La
boratornio y debe reunin Los siguientes datos:

Nombre del Propietanio......... ceeaes cecssens lugan..........
Descripeidn de £0s animales. ..coeeeeeeenennnss Ndmero.........
Fecha y hona de £a muente............. ceeenen Berba......
Nembié del animal......cooeeeevenennenenoenns Fecha y hona de
ReCOLCCCAON. e et ieeereeesaseccscnsosnons cesoee

No hay que descwidar el vehiculo de conservacién de £as mues
tnas, tipo de conservador usado en £a muestra antes de em
taka :

Como meaw Zenemos La negrigeracidn, ya que con hielo
0 hielo seco pero bien empaquetado, £Lega bien al Lugar des
nado. .

. En cuanto a fa histornia clinica debe sen adecuada, recogiend
Los datos necesarios emitidos pon el dueiio del ganado:

Curnso de £a enfermedad......

Nimero de animales afectados....

Indice de morntalidad y monbilidad....

Edad animales afectados....

Tipo de alimentos.....

Tipo de explotacibn....

Sintomatologia individual y general
Calendario de vacunacién

Tratamientos aplicados y sus nespuesfas. efc.

- Tomar fa muestra antes de administrar cualquiern medicamento.

- Las muestrnas deben sen nemitdidas con formularios de rnemisibén
numerados, fechados y ginmados.

- Deben irn en un necipiente doble (fundas pldticas) y Luego en
caja de cartén.
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. Deben ser necipientes individuales,.colocarfos entre tubos o
§rascos, matenial que amortigue golpes y absorva La humedad.

Se enviandn fas muestras bien identificadas, Letra clana, pre
cisar con mareadones de colon Las observaciones para sern en-
viadas. Ejemplo:

NO TOCAR - VENENO - PELIGRO - HACTA ARRIBA. Etc.

Cuando no se cuenxa con un adecuado sistema de /Leﬂfugmauén
-y 8¢ desea estudio bactuwldgwo, se emplea sofucibn esténil
de glicernina y agua al 50%, La cual demora fLa descomposicibn
de La muesina.

EL medio mAs seguro de enviarn una muestra al Laboratonio es el
directo, via aénrea, postal, ete. ¢ ademds hacer una LLamada Ze-
£e§6m.ca avisando el e

Nunca sendn enviadas £



RECOLECCION DE ORGANOS Y TEJIDOS .-

La toma de 6rganos y tejidos se nealiza al momento de La necnro-
sia, Las muestras destinadas para estudio bacterniolbgico deben-
sen tomadas con precaucidn y como mdximo una hora después de La
muente del animal.

Las muestras de eleccidn serdn viceras como: higado, bazo, pul-
mén, corazdén, niibn, cerebro e intestino, depend&endo del proce
40 {nfeccioso que se trate.

En animales pequeiios se recomienda conservarn el 6rgano completo
mientras que en animales grandes se tomard un fragmento signif4
cativo que incluya La Lesdidn.

Z

Algunas ocaciones Las muestras deben sen selladas flamedndola -
dinectamente o utilizando una espdtula previamente §Lameada pa-
na Luego depositarnlas en grascos individuales previamente este-
nilizados o hervidos; se pregienen grascos de boca ancha para -
gacilitan el manejo de este tipo de muestras.




T IPO DE ENFERMEDAD Y ORGANO A ENVIAR

ENFERMEDAD MUESTRA

Abom.étu . Animal entero,abomaso

Abonto Placenta .

Antrnitis Animal enteno vivo

Aspengilosis Animal entero,brgano agectado,pulmones

Bruucelosis Abomaso y pulmones de §eto

Cand.idosis Animal entero, placenta

Canrbunco Animal entero, misculo

CéLera Avian Animal enteno,higado,pulmén,bazo e -
Aintestino.

Colibacilosis Animal enteno,intestino delgado,bazo,
ganglios Lingdticos.

Condiza Animal enteno,brganos afectados

CriptococosLs Animal entero,pulmén, higado,nifién

Desinternia

Edema intestinal del ceando

Edema maligno y pierna negha
Engermedad de Glassen
Enterotoxemia

Enfermedad crbénica respirato
ra.

EnisLpela

Espinoquetosdis
Epidenmiti

Andimal enterno y vivo

Animal enteno,encégalo,intestino, - |
ganglios Linfdticos.

Animal entero
Andmal enteno
Asa intestinal y tefidos afectados

Animal enterno,brganos afectados

Animal entero,bazo,higado,nifibn, ton-
cilas,ganglios Linfdticos.

Animal enteno,bazo, higado
Animal enteno,piel, niion.
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(Continuacibn. )

ENFERMEDAD

MUESTRA

Gwuma

HemogLobinuria bacilar
Listeriosis
Paratuberculosis

Parnatuberculosis
Riniti
Salmonelosis

Shigelosis

Tuberculosis
Tularemia

Vibrniosis

Ganglios Lingdticos
Higado
Placenta, encéfalo, médula

Animal entero,ganglios Linfdt
mesenténicos,c6licos y rectal

Ganglios Lingdticos, pufmones
Cerdo entero vivo, trompa

Animal entero,dintestino,higad
ninbn, bazo, pulmén.

Animal enteno,intestino, higac
bazo, pulmén.
Tejidos afectados

Animal entero, higado y Srgano
afectados.

Placenta.




SELLADO DE UNA MUESTRA DE ORGAN(

Cuando no se cuenta con un adecuado sistema de nefrigeracibn
y se desea un estudio bactenioligico, se puede emplean una -
sobucibn estenil de glicenina y agua al 50%, La cual retarda
La descomposicibn de mas muestras.

En general para el envio de una muestra al Laboratornio de -
diagnbstico es impontante consideran 3 puntos bdsicos que son:

1.- Identificacibn de La muestra
2.- Histonia clinica y,
3.- Mé&todo de conservacibn

1.- Lla identificacibn de La muestra es de puimondial impontan-
caa para el Laboratonio y debe consistin en Lo siguiente:
- Nombre del propietarnio o cliente ‘
- Descnipedibn de Los animales
- Fecha y hora de muernte, asf como La toma de La muestra
- Nombre o nimero del animal,si es de un hato o de manada
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Es necesanio incluir una histornia clinica adecuada y no omit
detalles tales como:

- Curnso de La enfermedad

- Nitmero de animales afectados

- Indice de monbilidad y mortalidad

Edad de Los animales afectados

Tipo de alimento (cantidad y calidad)

T4ipo de)exptotaudn (eétabw&auén,émutawudn,ubne paAta
neo,ete

Suu:omwtologia generwal

SintomatolLogia individual

Calendario de vacunacibn

Trhatamientos aplicados indicando 84 hubo o no nespuestas gavonra-
bles a Los mismos.

Tipo de conservadorn usado en £a muestra antes y durante su empa-
que.

Y de sern posible el diagnfstico presuncial emitido pon el Médico
Veterinanio Zootecnista.
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Hétodo para empacar mues-
thas wtilizando hielo na-
tunal como conservadonr.

HATSRAL
Slooaico.

Muestra Lista para sen enviada .
Cada paquete debe incluin su res
pectiva hoja clinica.

11



RECOLECCION DE _SANGRE .-

Recofeccifn de_sangre compfeta .-

Las muestnas de sangre completa son remitidas al Labonatornio, en
Zodos aquellos casos en Los que el proceso infeccioso aurnsen £os
84gnos como hematwiia, hemoglobinunia, ictericia, ete. o bien se
do0speche de una septicemia. ,

En La prdetica veterinarnia Los exdmenes hematolbgicos se nealizan

mas Aa,twﬁac,toucxmewte con La sangre venosa. La puncién venosc,me

diante aguja y feringa esténiles se nealiza en cualquiera de tas=

venas superficiales, pon efemplo: en el caballo, La vaca, £a cveja
Yy La cabra, fLa vena de eleccibn es £a vena yugular. las venas ra -
dial o safenapuede elegirnse en el gato y en el perro. La Longitud-
y el calibre de fLas agujas utilizadas debe ser proporcional al ta-
maiio del sujeto.

Para su necoleccidn se necomienda La técnica acéptica descrnitec a -
continuacidn:

Rasurnarn y Lavar La zona

Ligan y Localizarn La vena

Desdinfectar con yodo y Luego aleohol al 70%

Dejan secarn La piel y evitan volver a tocar La zona, puncionar
con jeringuillas estériles uAando La aguja adecuada para cada -
especie

La cantidad de sangre varia y se obtiene no menos de 5mé. y 1) ml
en grandes. Incluin La sangrhe en el tubo esténil con anticoagwlan-
te, 8¢ prefiene el polietano sulfonato de sodio (SPS) al 0.50-¢.25
el E.D.T.A. no es aconsejable pon inhibin Los microorganismos. Pau
evitan La hemblisis se deben toman ciertas precauciones: La aguja -
Yy feringas deben estarn estérniles y secas, La sangre debe glwin L4 -
bremente en La jeringa ejenciendo La menon aspiracién en el émbolo.

Antes de pasar La sangre de La jeringa debe quitarse La aguja, al-
vacian &sta sangne debe nesbalarn pon Las paredes del tubo y no cae
dirnectamente al fondo. Invertin suavemente varias veces para homo-
genizan de una manera adecuada La sangre con el anticoagulante. la
muestrna se envia directa e inmediatamente bien identifdicada y refu
gerada.



TIP0S DE ENFERMEDAD Y MUESTRA SANGUINEA

Abomasitis porn clostridium
Aborto
Antrax

BoWAmo

Candidosis

Colibacilosis

Cniptococosdis

Enfermedad de Glassen
Engermedad crbnica nespiratoria
Enisdipela

Espinoquetosis avian
HemoglLobinuria bacilar
Leptospinosis
Listeniosdis

Mueamo
Paratuberculos.is
Tétanos

Tuberculosis

Tularemia

Vibriosis

Sangre
Sueno de La madnre

Puncibn de onefa,sangre,
grotis sanguineo.

Sangne
Sangre
Sangne
Sangnre
Sueno
Sueno

Sangre y sueno, grotis san-
guineo.

Frotis sanguineo
Sangnre
Sueno, sangre
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Vias de sangrado utilizados en animales domésticos.
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OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

TAWAND DE R ABIOR |
ESPECIE SIT10 CALIBRE  LONG. (Pulg.)

Equino.  Vena yugular 14-18 2.5 3.0
Bov.ino Vena yugulan,coxigea

ventul. 14-18 2.5 3.0
Ovino Vena yugular ' 16-18 2.5 3.0
Caprino Vena yugulan 16-18 2.5 3.0.
Porcino Vena cava anterion o

auwricubar. 19 21 1.5 4.0
Canino Vena cefdlica o safena 20-22 1.5
Felino Vena cefdlica o safena 20-25 1.0
Conejo Puncibn carndiaca,vena -

yugulan,vena awricular. 19-23 2.0
Hamster Puncibn cardiaca,seno -

netro-onbitanio. 22-25 1.5
Cuyes Puncibn cardiaca,seno

retro-onbitarnio. 22-25 1.5
Ratén Conte del apéndice cau

dat seno netroonbitario. 27 o tubo 0

, capilan. .

Rata Puncibn cardiaca,seno-

retroonbitario. 25-27 1.0
Ave Puncidn cardiaca,vena

hadial. 21-27 1.0

15



OBTENCION DE SUERO SANGUINEO .-

Para £a obtencidn de sueno sanguineo, se necomienda que La -
sangnre debe tomanse dirnectamente én un tubo esténil sin nin -
gin preservativo, y en cantidad de 10-20 mf. dependiendo La -
especie; no se debe de sangran en necipientes de plhstico ya-
que el sueno no se separa del caodgulo satisfactoriamente.

La técnica de muestreo es similar a La de La sangnre, es impor
tante dejan deslizar Lentamente La sangre en fa pared del tu-
bo evitando La hem6Lisis; en el campo Los tubos con La mues -
tha se dejan a temperatura ambiente e inclinados hasta formar
se el codgulo, una vez fonmado €ste se colocan en refrigera -
cion parna su envio.

Cuando La muestra debe sen Elevada dc Anmediato al Laboratonio,
se centrnifuga a 2500 npm durante 10' nemiviéndose cwidadosamen’
te el sueno con el §in de eliminar Los gl6bulos nofos que forn-
man un paquete en ef fondo del tubo .

Una vez que £os tubos han sido identificados y sellados deberndn
colocanse en una bolsa de plAstico que fuego se guarda en con -
gelacibn o nefrigeracién hasta el momento de su entrega al La-

boratonio.
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RECOLECCION DE ORINA .-

EL andlisis de ornina es uno de Los procedimientos de Laborato-
néo de mds comunes aplicados a La prndetica veterinarnia, es de-
gran ayuda para el diagnéstico y diferenciacién de padecimien-
208 gneralizados como La septicemia Localizada del aparato ge-
nitowninanio.

La muestra de ornina puede obtenerse porn dos métodos comunmente
usados, en un necipiente esténil durante La micciln espontdnea
0 bien pon medio del sondeo vesical en La mayornia de Las espe-
cles.

Las muestras obtenidas pon este d€timo método son preferibles-
para estudios mds exactos ya que estén Libres de ditrnitus ure-
Dwales o vaginales.

Las yeguas, vacas y perras se pueden catetizar con relativa fa
cilidad, en todos Los casos se debe usarn instrumentos estérniles
junto con el esplculo apropiado en el caso de yegua o perrna.

Es conveniente sondear al animal s4in provocarle dolorn o thauma
tismo que pueda provocan infecciones posteriones . En andlisis
pequeiios, La muestra se obtiene por puncién de La jeringa en -
condiciones sumamente esténiles Y auxiliados porn una persona -
capacitada en el manejo del

Puncidn vertical Obtencibn de onina en La
del eonejo. peuva.
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Porn miceibn exponténea, Las muestras se obtienen satisfactornia -
mente del toro, del carnero y def macho cabrfo pon el método des
cnito de Besson que emplea una bofsa hembra de hule que atada al
animal de tal forma que su abertura estd yuxtapuesta al orifdicio
prepucial; el aparato consta de un annés que pasa por entrne Lo
cuennos anterniones y posterionres.

0tnos métodos prdcticos utilizados en £a obtencibn de onina en -
Las pequeiias especies:

Efencen presddn sobre La vefiga wrinania hasta Lograr que fLuya-
esta dltima, en Los pevros y gatos y La utilizacibn de cajas de
necoleceidbn Limpias.

Para todos Los métodos deben necogerse un minimo de 12°C y sen -
depositado en un necipiente esténil el cual es nemitido al Labo-
natonio de diagnéstico Lo mds ndpido posible y en nefrigeracidn.

Cuando se nequiera toman una muestha de un andmal durante £a ne-
cropsia, esta deberd obtenense dirnecto de La vejiga, tratando de
evitan el contacto con othas viceras o Liquidos corpornales, uti-
Lizando una aguja y feringa esténil.

Debido que el diagoStico de La bacteriwria depende del andlisis-
cuantitativo es muy imporntante que f£a toma conservacibn y env.io-
de Las muestras se realize de manera adecuada y con cudidados ex-
Demos ya que Las bacterias contaminantes pueden multiplicarnse -
a La temperatura ambiente o Linvalidan porn completo Los nesulta -
dos del andlisis bacterniolbgico.

S{ La muestra no puede sen analizada dentro de fas dos primeras-
honas de colecta, debe sern regrigerada de Limmediato.

Enfermedad Muestrha
Candidosis Onina
Crniptococosds Onina
HemogLobinwiia bacilar Onina
Leptospinosis Onina
Listeniosis Onina
Pielonefrnitiz Onina

18




RECOLECCION DE MUESTRAS DE LECHE .-

Las muestras de Leche son obtenidas y nemitidas al fLaboratonio
para demostran de manera espectfica a Los agentes etiolbgicos-
Anvolucrnados en Los cuadros de mastitis. La muestra se deberd-
recogern después de depilan, Lavarn y secarn La ubre sin eliminan
£Los primenos chornos de Leche, ya que Estos contienen mayorn -
nimero de microornganismos infectantes. Utilizando un escobillbn
de algodén humedecido con una sofucibn yodada o con aleohol al-
70% se desinfecta el extremo del pez6n dejando secar, fa Leche-

Ae obtiene ordeianda fa cantidad necesaria y utilizando §rascos
esténiles.

Zoécm’.ca utilizada para obtener una adecuada muestra de Leche en
vinos.

19
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La muestra deberd sen tomada en un grasco esténil con tapén de -
nosca con capacidad de por Lo menos 20 ml. evitando el contacto-
entre el grasco y el pezbn; fLa muestra debe ser tomada pon otra-
persona para que el clinico pueda proteger La boca del grasco -
con La tapa y mantenernlo inclinado ev.itando asi La contaminacibn
con bactkerias del medio ambiente.

Genenalmente se necogen de 15 a 20 me€. de cada cuarto afectado -
Las muestrnas se toman en el onden sigulente: cuantos posterniores
izgwémdm,anxmon Lzquiendo,posternion derecho y anterion dere-
cho.

Los §rascos son identificados individualmente con el mimero del-

animal y enviados en nefrigeracidn utilizando el método descrnito
antenionrmente.

Es Ampontante que el drea de muestrneo esté Libre de cornientes d
aine yque Los operadones Laven sus manos en una sofucibn desin
gectante entre Las tomas efectuadas en cada animal.

20



RECOLECCION DE MUESTRAS DE HERIDAS ABIERTAS,ABSCESOS Y EXUDADOS

Cuando en fas manifestaciones clinicas se presentan secreciones
o exudados fLas muestras de estas sustancias pueden ser de valor
diagnéstico tal es el caso de Guwuma, Queratoconjuntivitis,Lin -
fadenitis caseosa.

En hernidas abiertas o abscesos Lo mismo que para §rotis de gar-'
ganta y otrnos exudados, Los hisopos de algodén previamente este

nilizados en tubos de ensayo son Los que ofrecen £as mayores -
ventajas.

A menudo es dificil necobrarn el agente casual en una herida pues
ella contiene muchos gérmenes contaminantes, porn Lo tanto se de-

be proceder a £a Limpieza previa de La henida antes de La toma -
de £a muestra.

‘e muestra cuan-
esténiles.
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Una vez tomada {a muestra se procesa inmediatamente,peno 84 -
ello no es posible se debe evitar que se seque colocdndola en
un tubo esténil con 2 o0 3 ml. de caldo nutrnitivo o medio de -
transpornte Stuart rompiendo el mango para eliminman fa pante -
que ha estado en contacto con £as manos.

En algunas ocasiones se nequiere realizar exdmenes de abscesos
edemas y hematomas para obtemen este tipo de muestras, estd -
Andicado el empleo de punciones, La técnica de puncuin varia -
segin el 8itio donde se toma La muestra pana todos Los casos,-
el sitio de La piel donde se va a nealizar £a puncibn se debe-
Lavar y desinfectar, Las agujas y feringas deben se estarn se -
cas y esténiles Lo mismo que Los tubos o frascos “empleados pa-
ra necolectan £a muestrna; cuando £a muestra no puede sen asp£&
rada porn Lo denso def maternial, se puede {nyectar en el sitlo

solucibn salina o caldo nutrnitivo esténil.

En el cado de muestras Liquidas de cavidades articularnes, el -
procedimiento es similar y el minimo de muestra nequerido es -
de 1 cc. £a muestra se obtiene con jerninga esténil y agufa de-
calibre variable,dependiendo La especie animal .

EL Liquido obtenido se envia al Laboratorio en €a misma jerin
ga o bien en el tubo de ensayo esténil.

Puncibn de La anticuwlacién
del menudillo en un equino. £
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TIPO DE ENFERMEDAD ¥ MUESTRA DE HERIDAS, EXUDADOS ¥ ABSCESOS

ENF ERMEDAD , MUESTRA
Absceso Exudado
Actinobacilosis y Actinomicosis Biopsda, exudado
Antrax ' Liquido de edema
Brucelosis Exudado vaginal
Coniza Exudado '
Edema maligno y puerna negha L{quido de edema
Enisipela Exudado articular
Guuma : Secrecidn nasal
Léinfadenitis Exudado
Muermo Secneciones
Pasteunelosis Secrecibn nasal
Queratoconjuntivitis Exudado conjuntivat
Rinitis ' Exudado nasal
Tuberculosis Secreciones, esputo
L Vibniosds Moco vaginal
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RECOLECCION DE HECES .-

La necobeccifn de heces se hace indispensable para fLa determina-
cidn de Los diferentes pardsitos y microorganismos causantes de-
Los problemas gastno enténicos en todas Las especies.

Las muestras deben de sen frescas y Libres de impurezas en Lo po
sfble hasta el momento del examen en el Laboratorio; porque en -
caso contrarnio,los huevos evolucionan y se diagnostica en forma-
equivocada.

Nunca envian fa muestra en tubo de ensayo de aglutinacibn o en -
necipiente de maternial absorvible como cantén, madera.

Se necomienda tomar La muestra directamente def necto utilizando
un guante pldstico o una funda.Tan pronto como La cantidad sea -
sufdiciente el guante o g§inda se nevirna hacia adentro y este s4inr-

ve como necipiente para el envio.

No es necomendable enviar muestras necogdidas del Audo establo

0 coval. S{ se envia en §rascos, estos deben sen Leenados total

rgoen.te, ez:tando el aine entrne heces, ademds el §rasco debe sen -
ca anc

Ubican £a etiqueta con Los datos por fuera y enviarlo bien Limpdo.
En Las pequerias especies e necomienda el uso de Lsopos, Los cua-
Les son enviados dentro de un tubo de ensayo que contenga cuw&quw
medio de transporte para evitar su desecacifn.

La cantidad de heces para un diagnéstico en animales mayones, £a -
cantidad debe ser no menos de diez gramos.

EL necipiente se debe identificar con el mimero de £a muestra con
Los siguientes datos:

Provincia, Cantén, Paroquia, hacienda, nombre del dueio, edad, -
sexo0, datos de anannesds.

Las muestras deben envianse ndpidamente a Los Laboratonios de diag
nésticos y 84 se demoran hay que regrigerarntas.
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O DE ENFERMEDAD .-

Abacilosis
enteua

ma

‘erotoxemia
Lenlosls
atuberculosis
‘monellosis

‘g elLL0s4s

Heces
Heces

Heces-asa in- ¥

testinal.
Heces
Heces
Heces
Heces
Heces

e e

f
r

C
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OBSERVACIONES :

Existen bacternias cuyas caractenisticas de crecimiento Proteus
porn ejemplo, no peumiten su aislamiento con f§acilidad pana ob-
Ztenen cultivos puros en mos medios 86Lidos por Lo que se hace-
necesarnio utllizan medios de cultivo duros (3-7% agar) que pon
su consistencia inhiben el abundante crecimiento en fa superfd
cie del medio, obteniéndose con esto colonias aisladas. -

Cuando se sdiembran especimenes Lfquidos, como sangre, Liquido-
sinovial, etc. en medios de cultivos Liquidos, se necesita que
haya 10 veces mds La cantidad de cultivo que material sembrado.

Cuando se emplea caldo tioglicolato o el medio de Tobertson pa-
na el aisfamiento de anaerobios, deben calentarse durante 10 -
minutos en agua hirviendo para expulsar el oxigeno disuelto.

Para conservan Los cultivos durante breve tiempo, deberdn emplean
se caldos o superficies de agan inclinadas ya que Las cajas de -~
Petnl tienden a deshidratarnse, a no ser que se cievten henmética-
mente con cinta de goma o de pldstico.

La conservacién de cepas de un cultivo puro, tiene gran éxito -

cuando se nealizan preparados Liogilizados o en su defecto, se -
congelan en caldos de cultivo.
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RECOLECCION DE SEMEN .-

EL semen es nequenido cuando se sospecha de problemas de inferti-
Lidad en ef macho, tal es el caso de Buwcelosis entre otras cau- (
sas, que provoca pérdida porn este motivo.

Una muestra de semen se puede obtener pon tnes métodos: vagina -
antificial, estimulacibn de 6rganos sexuales accesonios y empLean
do el método de electroeyaculadon.

EL método mis usado es el de La vagina artificial ya que nos ogre-
ce fa ventaja de poder recoger fa totalidad def Liquido eyaculado,
en 6oma natwwal y ademds evitarn La contaminacibn ambiental.

La estimulacipn de 6rganos sexuales accesonios, se rnealiza con -
palpacibn nectal, estimulando La préstata, vesfculas seminales y- ¢
La naiz del pene.

La manipulacibén manual de Los genitales externos, es La téenica re

comendada para La obtencibn del Aemenenupmo, en el cendo y -
en fas aves.

La estimubacibn eléctrica es practicada con éxito en el ganado ovi
no y Los suinos; el método gue descrito por Gusom 1940.

Usando esta técnica el operador de no permitin La cowtaminau’&n de
La muestra, empleando s0Lo material esténil. EL semen normalmente

es esténil, sin embargo es susceptible a contaminarnse a su paso por
La wetha.

Los grascos o tubos utilizados para su necoleccién deben presentan-
4e en condiciones esténiles y no contener ningdn preservativo.

Las muestras deben ser enviadas en negrigeracibn y bien procesadas
Anmediatamente de ser posible.
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Vagina artificial y su uso en el
veraco.

Obtencién de semen en Las
aves.

ELectroeyaculadon
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MUESTRAS DE FETQ Y PLACENTA .-

EL procedimiento a seguin, en el caso de La placenta es similar a
utlizado en La necoleccibn de 6rganos y tejidos, se pueden nemi
Lin pornciones de placenta fresca que se encuentra dentro de La va
g4na (en todo caso £a placenta que cuelga por fuera de La vulva,
no es Wl para el examen bacteriolbgico, por presentar un alto
gnado de contaminacibn en bacterias fecaloides).

Para aquellos casos en Los cuales no pueda obtenernse La muestra d
£7Cquido fetales (Liquido intestinal, Liquido abomasal u obtener po
clones de Grganos afectados) y puede ademds, obtenernse una muestr

de sangre completa de La madre, sistema aceptable sobre todo 84 &
sospecha de Buwcelosds.

S{ se desea un examen del feto, Limpiece La suciedad, estierncol ¢

MUESTRAS RECOMENDADAS EN CASO DE ABCRTO
paja y enviese al Laboratornio preservando en hielo seco o hielo -
natural.
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ALGUNAS ENFERMEDADES QUE PROBOCAN ABORTO

ENFERMEDAD MUESTRA

Aspergiloides Feto y placenta
Buwcelosis Feto y placenta
Candidosis Feto y placenta
LepLospinosis Feto y placenta
Listerniosds Feto y placenta
Vibriosdis Feto y placenta

Obtencibn de Liquido abomasal en un
abonto bovino, es necomendable nea-
Lizan una incisibn que perumita expo
ner el abomaso para La obtencifn de
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SOLECCION DE EXUDADOS PREPUCTAL Y VAGINAL -

examen de La secrecidn prepucial y vaginal por medio del micros-
oLo: a través de un cultivo tiene gran importancia para el diag -
8.€CLlco de aquellas enfenmedades infecciosas que afectan iniciad -
nte el tracto reproducton.

€es de recolectan La muestra se debe tratar que el animal esté -
bre de oninal tn ambos casos) se depila,se Lava con agua y jabén-
da el drea exterma y en el caso de Los machos, debe verificarse -
e el onificio del prepucio se mantenga seco.

$eue400.4¢. Psudade. pigRucist --

. deonecdbn prepucial se puede obtener introduciendo una pipeta de
Astico adaptada a un bulbo de goma especial o conectada a una jerin
en La parte mds profunda de La cavddad, el ornificio externo del -
epucio se ata con una funda de caucho con La ayuda de una pinza y-
exudado se puede aspiran al intenion de La pipeta o de La jeringa

wddante La sucelbn de La misma. '

2 necomienda realizar un Lavado de La cavidad prepucial introducien-
> aproximadamente 30 ml. de so0lucibn salida esténil o un medio de -
Ltivo (caldo nutrnitivo o caldo tioglicolato] con el Liquido dentro
e fa cavddad secefectuan masafes de abajo hacia aviiba por el espa-
Lo de 15 a 20 minutos, La muestra e recoge en La misma jeringa o -
n un grasco previamente estenilizado.

a muestra es remitida al Laboratonio pLemamente {identificada y Lo -
A8 ndpido posible, debe incluinse una histornia clinica completa ha-
Mxendo énfasis en Los problemas neproductivos presentes en La explo-
acLbn.

ogenciln de. sxudado.vaginal .-

‘ana obtener £a muestra del tracto neproductos gfemenino se requiere
wdemds del material mencionado anterionmente un espéeulo el cual se
mearga de proteger el paso de £a pipeta evitando La contaminacién-
on Lo §Lora bacteriana normal de La vagina.

la secrecifn vaginal es por Lo general una manifestacibn de infec -
cibn utering. piometra) o bien de una infeceibn Lozalizada, £os agen
tes etlolbgdcos 4involucrados son muy variados por Lo que se recomien
da cbtenen estas muestras utilizando medios de cultivo de transporte
(prineipalmente medios reducidos como el caldo tiogliocolato o el me
dio de Stuart). Continuacién ....

’
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Ovario

Utenro

Cérv.ix

Recto

Vejiga

Espéeulo de vidrnio
Jerninga

Pipeta de pldstico

Obtencidn de exudado uternino.

GO NN Ut NNy
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Testiculo
Pene
Esperuma
Prepucio
Pipeta
Jeninga

Ut I
e © o o o o

Recolecedlfn de secrecidn prepucial.
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1 muestrna obtenida [ utilizando el Lavado uterino o vaginal) deben
e nemitido al Laboratornio inmediatamente o bien mandarla debida
ente regnigerada.

ASPADO CUTANEO .- .

on el objeto de descubrin La existencia de bacterias y hongos pre
entes en infecciones de La piel, siempre es conveniente efectuar
n examen de £as raspaduras y del material obtenido con hisopos, e
amb.{én impontante necwwvnin a La biopsia de La piel para poder exa
Lnan Las estrwucturas mds profundas.

W se sospecha de infeccibn porn hongos La muestra se obtiene Lavan
0 La zona con agua y jabén, desinfectdndola posteriommente con ak
ohol al 70%; el naspado cutdneo se puede realizar con una hoja de
wstund o con un portaobjetos tratando de incluirn Las escamas de
‘as Lesdones que tengan aspecto de actividad, 84 hay pelos afectad.
8tos se avwancan con La ayuda de pinzas desde su raflz .

La muestra se envda sin negrigerarn incluida en una caja de petri, -
in sobres de papel o entre dos portaobjetos.

En el caso de dermatitis de onigen bacteriana £a muesira de obtie
ne utilizando hisopos estériles , Los cuales son remitidos al fLa-
boratonio en tubos de ensayo conteniendo afgim medio de transpor-
te como el tioglLiocolato.
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RECOLECCION DE AGUA Y ALIMENTO .-

Algunas enfermedades como Botulismo y Leptospinosis, pueden te-
nen su ondina en La contaminacién del agua y alimento por Lo qu.e.
se hace necesarnio su andlisis en el Laboratonio.

Qbtencifn de muestras de_ggua —

Las muestras de agua se pueden obtener de diferentes Lugares; -
agua de acueducto o de yacimiento, pozos, nios o tinacos. En el
caso de aguas de acueducto Las Llaves se desinfectan cuidadosa-
mente o bien se flamean utilizando un mechero de aleohol, se de-
ja comen el agua durante un minuto antes de tomar La miestra La
cual se necoge en grascos de boca ancha esténiles cwidando que -
al taparnlos henméticamente quede poca cantidad de aire entre el-
nivel del Liquido y £a tapa.

En casos de muestras tomadas de pozos, nios, yacimientos o tina-
cos, se utiliza el mismo tipo de recipiente, se acostumbra anu -
darles un cordbén o un alambre alrededon del cuello, dejarlos caen
en el centro del pozo, estanque o nfo hasta que se LELenen y tapar
Los. En caso de aguas quietas, se hace necesarnio tomar varias -
muestras de diferentes sitios, previa agitacibn del drea a mues -
Drean. Se necomienda que al quitan fLa tapa del grasco se humedez-
ca con akeohol La superngicie externa del mismo asi como La porcibn
de alambre que vaya a penetrar en el agua prendiéndoles fuego para
estenilizarntos.
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muestras se deben envian regrigeradas antes de £as 12 horas de
ézma, solicitando el anflisis cualitativo y cuantitativo corred
ente.

F%Mg.ég,m%%.és&g@w -

Zécnica de necoleceidn establece una senie de precauciones, ello
2lica en puimern Lugarn precisan el objetivo de estudio, puede trha-
wse de un alimento so0spechoso de haber causado una wﬂeccwo'n o -
Coxicacifn , puede ser el caso de un alimento con un grado de §res
ra dnciento o bien un problema de investigacibn sobre La causa de
contaminacibn.

Zamano de La muestra (pzuo o vofumen 84 es un 8080 producto apa -
ntemente homogéneo, 0 el nimero de unidades 84 se thata de un Lote)
14 deteminado por ese objetivo y por supuesto en La prdetica por

. cantidad de alimento disponible

A necomendaciones generales son fas siguientes:

Utilizan necipientes,bolsas y material estérniles
AL colectar La muestra evitarn contaminaciones del ambiente tales ¢
como polvo, tiewwa, Liquidos o de cualquier otra natuwraleza.EL -
necipiente se abrind justamente Lo necesarnio para introducin £a -
muestra.
Al se trata de alimentos a granel, pacas de heno o 84L0s habrd que
netinarn una porcdibén, obtenernla de diferentes Zugafceé evitando mez-
clarklas entre s1.
Si se thata de alimentos envasados, se deben coLec;tan Las unidades
necesarnias de acuerdo con el pnop&u:o del anflisis; 84 es el caso
de un producto de fabricacifn se obtienen muestras sucesivas dis- -
Lirbuidas a Lo Lango del perfodo en el que se realice fLa Linspeccibn.
En La hoja anexa que acompaiia a £as muestras, se consignarnd toda La
&ngsmwn pertinente que pueda ayudan en La direceibn de su diag-
8Lico.
na vez {dentificadas Las meestras se envian al Laboratonio en negrni-
eracibén utilizando parna su envio hielo natural o hielo seco, en este
aso es recomendable el uso de hielo contenido anbbolsas de pldstico-
i evitarn el deshielo y La posible contaminacién de La muesira.
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MUESTRAS DE BIOLOGICOS Y PRODUCTOS FARMACEUTICOS

La efdiciencia de Los productos blolbgicos y farmacéuticos com
vacunas, bacterinas, homnmonas, vitaminas, ete. se basa en el -
control de calidad del producto asi como en el método de con -
servacion wtilizado para su mantenimiento, ya que pueden. ocu -
nuin alteraciones durante su elaboracibn, conservacidn, rans-
porte y uso que repercuten en forma directa en una disminucifn
del efecto deseado.

Es frecuente encontrarn contaminaciones de viales y def products
mismo, pon Lo que es necedanio nealizan un anflisis cuando e -
s0specha de estos productos.

Alimento procesado que puede sen
remitido para su examen en el La
boratorio.
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En el caso de vacums y bacterinas, se debe enviar el vial y ef
d.cluyente s4in reconstituin pon duplicado o bien nemitin en §ras
co completo sin abrin y del mismo Lote. La hoja clinica debe =
e,apeuﬁwan dex:aueo como: casa comencial, No.de Lote, destni -
buidora comencial. Las muestras se envian en nefrnigeracibn.

Muestras de biolbgico:
debe utilizanse hielo
naturtal como conserva
dor para su envio al .
boratorio.

Una vez presentada La manera idénea de necolectarn y enviar una -
muestra 82 estd en condiciones de poder tomarn deciciones de qué-
pedin al Laboratornio para poder confirmar un diagnéstico en el -
caso de enfermedades causadas porn bacterias y hongos o bien, a -
galta de un Laboratorio. '

EL Médico clinico de campo puede trabajar Las muestras segin Las
técnicas que se deserniben en Los siguientes capitulos y poder es
Zablecer La causa de La enfermedad.
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TOMA DE MUESTRAS DE VESICULARES .-

Es muy necesanio que sea el Médico Veterinarnio quién tome La -
muestna.

Para obtenen un diagnbstico ndpido, Las muestras deben ser de
buena calidad, tales como epitelios Linguales grescos.

Son muestnas de mala calidad Los epitelios gingivales pezuias,
ubres, también cuando proceden de Lesiones cicatrizadas.

Se debe utilizan maternial totalmente esterilizados como tiferas
nectas de punta noma, pinzas de caucho, §rascos esténiles con -
glicenina buferada al 50% graza y trapos y gaza estériles.
Suie/tan debidamente ef animal inmovilizdndolo para manipular £a
cabeza.

Examinan La boca, Lengua utilizando un trhapo para sostener La -
Lengua o gaza esténil.

Elegin La vesicula de mayorn tamaiio, sostenerlfa y Luego perforan-
Las con tijeras Levantando Los bondes de Las heridas con La ayu-
da de una pinza.

Extraer asi Las muestras del epitelio en cantidad superion a 2 -
jnamos ¢ depositar dentrno de Los grascos.

Sellarklos con un esparadrapo y marcarlo con ef nombre del animal
0 nimeno, ademds fecha de La Zoma de £a muestra utilizando el forn
mulario de nemisibn.

Utilizan un §rasco para cada muestra de un animal afectado

Protegern el grasco con La muestra con el maternial de proteccibn-
para evditar que no se rompa durante el transporte.

Leenar correctamente el fonmularnio cumpliendo Los detalles s0Li-
citados en ellos.

wisan telefénicamente a Los Laboratonios de diagnbsticos el en-
si0 de La muestra, 4indicando nimeno de gufa, hora de envio, fecha
2’Le.

dantenen en negrigeracion La muestra hasta el envio al Labonatonio
; enviankla con hielo dentro de fundas pldsticas.
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Lerminan el trabajo de La toma de muestra, hacer que el personal
2 participl se Lave cuidadosamente £as manos con agua y jabén (de-
wg ente) solucibn de carbonato de sodio al 4%.

tes de sabin det medio desinfectar Los zapatos y el equipo utilbiza-
» Llantas y La parte baja delf vehiculo .

ando no sea posible el envio de epitelio, se puede recwwnin a La -
ma de muestra en Liquido en Liquido estractones-garingeo (E.F.) - «
na Lo cual se utiliza estractones especiales (Proboan).

. ddiagnbstico diferencial es imprescindible para conocer 8L es af-
tba 0 estomatitis vesicubar.

Lamente el faboratorio puede dar Los nesultados .

m muestrnas de buena calidad se puede obtener La identifdicacién nd-
‘da de Los viws de fiebre agtosa mediante La pweba de §ijacibn de
mplemento.



COLECTA DE INSECTOS

Para la colecta deinsectos podemos utilizar dos métodos principale:
mediante trampas y red entomol6gica manual.

E1 Proyecto Estudio Bioecol8gico de 1a Dermatobia hominis (nuche,
pe) que ejecuta el Programa Nacional de Sanidad Animal, tiene sus |
tros de Observaci6n en Mera y E1 Carmen, donse se utiliza la trampi
malaise, que es una especie de carpa -de campafia hecha de tela tul
de con frascos colectores en donde los insectos son asfixiados y m
tos con cianuro.

La red entomoldgica, no es mds que un aro de metal de unes 40 cent!
tros de didmetro forrado de tela en forma de embudo o filtro de cal
la cual es manejada manualmente sobre el ganado; una vez capturado:
los insectos en la red, estos son llevados a frascos conteniendo g:
de acetato de etilo o cianuro donde mueren.

Para embalar los insectos capturados, éstos previamente deben ser ¢
tados y colocados en recipientes etiquetados y cémodos para que no
fran fracturas o aplastamientos que dificulte su identificacidn.

Estos recipientes pueden ser: cajas plisticas, cajas de petri, fras
cos de boca ancha, en otro recipiente que proteja la integridad de
los diferentes especimenes.

Para enviar este material debe ser bien identificado y acompafiado d
1a documentacidn necesaria.

Para la conservacibn de los insectos, principalmente en museos o ce
tros de investigacidn, estos son identificados, son colocados por m
dio de alfileres de acero inoxidable en cajas de madera o metal ¢
substancias repelentes de dcaros; se acostumbra también a colocar
litas de naftalina. No es muy recomendable pero también se utiliza
el alcohol industrial o etanol como conservador provisional para q
los insectos no puedan ser dafiados por aplastamiento o contaminacié
hasta que 1lueguen al laboratorio para su identificacibn.
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CAPTURA Y COLECTA DB INSECTOS MEDIANTB RED MANUAL.
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CAPTURA DE INSECTOS MEDIANTE TRAMPA MALAISE
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R ABTA
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ENVIO DE MUESTRAS PARA DIAGNOSTICO DE RABIA

Todo animal sospechoso de padecer La RABIA debe ser capturade y mar
tenddo en observacifn, por Lo menos durante diez dlas, dejando qQue
La enfeamedad evolucione hasta la muerte.

EL sacnd prematurno de Los animales disminuye La precisdibn del
diagnds de Laboratonio, ya que Los conpdsculos de Negrni se de-
savwollan en el tefido del cerebro en relacifn directa con La duna
cibn del proceso cllnico de La RABIA.

S{ por alguna causa especial se tuviese que sacnificar al animal,
se Lo matard preferentemente de un t{ro al corazbn, pues un dispa-
no en La cabeza Lesionaia el encégwto J reducifa su utilidad pa-
na el diagnbstico. No es necomendable empleo de venenos o quil-
micos, ya que posterionmente pueden causar dificuliades en las
pruebas de inoculacibn a animales (diagnfstico biolbgico).

EMPAQUETADO ¥ ENVIO DE LA MUESTRA

Una vez decapitado el animal, a La cabeza se La debe enfrian con
napidez y se La mantendrd a baja temperatura, siendo preferible en
- viada al Laboratondio con un mensajero, pero 84 esto no es posible,
se empaquetaria para su EXPEDICION URGENTE POR VIA TERRESTRE 0 AE-
REA. Para el efecto se pone La cabeza en una Lata o en otho recl-
piente metdlico impermeable, adecuado, se Lo cierra herméticamente
y s8¢ Lo coloca a su vez, dentrno de un envase metdlico impermeable
de mayon tamaiio, LLenando con hielo machacado el espacio que que-
da entre Los dos necipientes. EL paquete se notula con clarnidad y
se envia al Laboratornio con La mdxima urgencia. En La etiqueta se
Lee: ATENCION, ESTE PAQUETE CONTIENE LA CABEZA DE UN PERRO SOSPE-
CHOSO DE HABER MUERTO POR RABIA. Asf mismo pueden utilizarnse fun-
das de ptdstico grueso y una cafa de cantbén. Se debe emplear una
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funda interion gruesa de un tamaiio de unos 45 cm,, por unos 100 cm.

Yy gorma que tenga profundidad suficiente para que el extremo abien-
2o se pueda netorcer y anudan firmemente una vez colocada £a mues-

trna en el intenion. S{ La cabeza tiene anitas o salientes

como huesos astillados, se debe envolven primero en varnias hojas
de papel peribdico y colocar después en La funda.

’

La funda interna anudada que contiene fa cabeza, se introduce des-
pués en otra interior mayor, de doble pared, £Lena de trhozos de hie
Lo hasta un tercio de su volumen. La cubierta doble exterion estd
gormado por dos sacos de pldstico, uno dentro de otro, de unos 60
cm., de anchura y 120 em., de paoﬁundédad. Se agnrega dupu.a mds
hielo thiturado hasta necubrin el envase de La muestra y a conti-
nuacifn se eienre heméticamente el saco exterion dobfe, de mayon
tamaiio netorciendo y anudando el extremo abiento. Se intriduce to-
do el paquete en una caja de cantén y se ciera con todo cuidado
utilizando cinta de pldstico adhesiva, para asegurarnse de que Los
bondes de Las cubientas superniores e inferiones de La caja queden
pergectamente cerrados.

Aunque con £a congelacibn de La muestra y su envlo en recipiente-
de nieve canb&m.c,a, (didxido de carnbono s6Lido) o de nitrégeno se
conserva el vinus, no se puede hacer un examen microscépico rdpi-
do a causa del tiempo necesarnio para La descongelacibn. Los $rag-
menios congelados del encéfalo se manejan en el Laboratorio con -
mds gacilidad que Las cabezas enteras congeladas. Inmediatamente-
después de La descongelacibn, se preparan Los tejidos para el exa-
men micnoscdpico dinecto de Los corpdsculos de Negni, La puueba de
Los anticuenpos flournescentes o £a puwueba de inoculacibn al »wtdu

Cuando se neciben cabezas de animales para su examen de RABIA, con
viene disponer de Los siguientes datos: especie y naza del ammal.,
posibles contactos con oirnos animales; 84 ha fallecido a causa de-
La enfermedad o ha sido sacnificado y, en este @Wltimo caso de que-
manera; 84 se £e ha mantenido encerrado y en observacidn durante -
un perfodo suficiente antes de La muerte y en caso afirmativo, du-
nacibn del perfodo, sintomas de nabia, en caso de que existan; y -
antecedentes de vacunacibn antirndbica. Nombre de La hacienda, Lo-
calizacibn de La misma, nombre del pnome,taaw 0 interesado en el--
diagnéstico, direceibn domiciliania, nimero telefbnico, nombre y -
wzcéudn del profesional Médico Veterinanio que ha intervenido -
en el caso.
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EXTRACCION DEL CEREBRO DEL ANIMAL .-

Deben adaptanse todas Las precauciones necesarias, inclusive La
aplicacién de una cuidadosa téenica operatonia y La proteceibn-
de £as manos con guantes de autopsia de goma gruesa, para evd -
Zan La infeccibn de Las personas encargadas de abrin £as cabezas
de Los animales.

Con un bisturf grande o un cuchillo de diseccién se hace un cor-
e a Lo Lango de La Linea media del crdneo que atraviesa La piel
Las fascias y Los misculos, empezando porn delante inmediatamente
pon encima de Los o0fos, hasta La base del crdneo. Se separan del
crudneo La piel, Las fascias y Los misculos temporales y se Levan
Zan Lateralmente para exponen el hueso. A continuacibn se necor-
1a La calota con una siera, un escoplo de huesos o un cuchillo-
de canlceno. En La mayon parte de Los Laboratornios se prefiene-
La sieva con La que se contan Los dos Lados del crdneo desde el
aguferno oceipital hasta Los hueses frontales. Despuéls se unen Lo
contes Longitudinales con una L{ncisibn transversal por La Lémina
del §rontal, inmediatamente por encima de Los 0§08 y se separna i
La calota con una pinza esterotbmica y un escoplo.

EL cenebro se extrae del cndneo con un nuevo juego de instriumen-
tos esténiles.Los meninges y La tienda del cerebelo que se sepa-
na el cerebro del cerebelo se disecan con unas pinzas de dientes
de ratbn y un bisturnl o unas tijeras y se LLega hasta La parte -
postenion del cerebro, que se separa secclonando el bulbo, Los -
nenwios craneales y La prolongacibn anterion del tdlamo. Se saca
el cerebro completo del crdneo y se deposita en una bandeja de -
cantén o0 en una placa de Petrni grande.

46



MUESTRAS GLICERINADAS . -

Previamente se separa una solucibn salina §isiolbgica esténil con
glicernina al 50%, se mezclan en partes iguales glicerinma quimica-
mente pura y solucibn salina §isiolégica. La solucifn se disini-
‘buye en tavios o frascos pequeiios de tapén noscado y se conserva-
a La temperatura ambiente.

Deben tomuwse trezos bastantes grandes de cerebro, por Lo menos -
del tamaiio del cerebro de un ratén (0.3gr. o mds) con objeto que-
el Labornatonio disponga de material sugiciente para el trabajo.

Entre Las muestras de cerebro deben inclwinse: Asta de Amén, con-

Zeza y cerebelo. Se colocan Las piezas de tejidos en un §rasco con
La solucibn - salina glicerinada al 50% , de esta foma el viws -
ndbico en caso de que exista, se conservarnd durante el trhanspornte-
84n necesddad de nefrigeracibn.

47



CUADRO 1.8

QUADRO RESUMEN DE RECULECCION Y ENVIO DE MUESTRAS
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ENFERGEDAD MUESTRAS ’ ORSERVACION PRUEBAS DE LABCRAT.
Abomasitis por Animal entsro hfr:lgmcién Necxropeia
clostridium. Sangre Refrigeracion Hemocultivo
Abcmaso Refrigeracion  Bacteriologfa
Abcmaso Pormal
.hun Peto y Placenta Refrigeracién  Necropeia, -
o toldoieo. Alslamien-
micStico. Y
Suero de madre  Refrigeracidn  Aislamiento de un vi
rus y .
:Ba.o Baxiado Refrigeracién  Aislamiento bacte-
‘rioldgico.
Actinobédtlo- Biopsia Refrigeracion  Aislamiento bacte-
y actincomicosis Formal rio}égico. Histopa-
tologico.
Antrax Poréibnde cxdja Refrigeracidn  Aislam. Bacterioldg.
en recipiente
sellado y rotu-
lado.
Frotis sanguineo Oh Metilico Microscopia
Sangre Anticoagulante Inoculacién en
Liquido de elema Refrigeracién  Microscopia
Artritis Animal entero y Refrigeracién  Necropsia,histopato-
vivo, 14uido ar- o congelacién., 16gico. Aislamiento
thm:na: y tonci- bacterioldgico.
Aspergilosis Animal entero & Necropsia, histopat.
Qrgano s.otub m Cultivo y auhnisn
: to micitico.
Pulinones Refrigeracién  Histopatologia
Peto y placenta Refrigeracién  Aislamiento micStico
Blastomicosis Te)ido afectado Forwal Histopatologia



Botulismo Contenido intesti- Refrigeracién Aislamiento bacteriold-
B mal y estomacal. gico-
Sangre Anticoagulante Inoculacidn a pavos.
Refrigeracion
Bxrucelcsls . va- Alslamlento bacteriol.
. ginal. .Y microscopia directa
Abomaso, pulmin  Refrigeracin Aislamiento bacteriol.
Susro Refrigeracidn Serologia
Peto y placenta - Refrigeracién Aislamiento bacteriold-
Candidosls Raspado cuthneo  Refrl on  Quitivo
; 1g-u:ac:lm
Sangre M o directa
Feto y Placenta Farmol Histopatoldgico
Carbunco Anizal entero Rafrigeracion mh' histopato-
L] - h
CBlexe Aviar Animal entero Refrigeracin Necropsia, histopato-
m'm m"“““ JW. .'to mwm'
bazo e intestino. Histopatologia.
—_— , - :
Intestino delgado Refrigeracidn Aislamiento
(antilimo) bazo , gico.
Qos. o - Formdl ) _Histopatologia .
Sangre EDTA y refri- Cultivo bacteriolégico.
Heces Refrigeracién Mslaniento bacteriols-
gico.
Coriza Organcs afectados Refrigeraciton Alislamiento bacteriold:
y exudado. gico.
Inoculacién en animales.
Criptococosis L.C.R. Refrigeracion  Alslamiento micokico,
Sangre Refrigeracifn Frotis con tinta chi-
{. anticoagulan- na. ‘
,igado  Formel Histopatologla
Aislamiento micotico.



BNEREDD MESINS CONEERRCXOR PRUEBAS DE LABORATORIO
Dermatitis _ Biopsla, raspado  FoHol Microscopla directa
Cutinea cutaneo, pelo. Qultivo.
Disenteria Animal entero y ~ Rectopeia, aislamiento .

vivo. o ,micros=-

copia directa.

Heces Refrigeracién
Blema intestinal Anigal entero Refrigeracién Necropsia, histopatolo-
gé€lceeddo. Encéfalo,intes- Refrigeracion Bacteriologia.

cos.
Hema maligno y  Animal entero y  Refrigeracion  Nex , Bacteriolo—
pierna negra 1i{quido de edema. gia, y Microscopia.
Enfermedad de Animal entero Refrigeracion  Necropsia,itistopatolo-
Glasser gia.

Suero Refrigeracidn

Serologia

Enfermedad cronica Organcs afectados Refrigeracion  Bacteriologia
respiratroria. Animal entexo Refrigeraciin Necropsia

Suero Serologia
Enterotoxemia Asa intestinal y Refrigeracion Bacteriologla y micros-

tejidos afectados copia directa.
Exisipela Animal entero Refrigeracién Necropsia,histopatolo-

Bazo, higado, rifidn gia.

tonsilas, gaglics

linfiticos,exuda- .

do articular. Refrigeracién Bacteriolog

Frotis sanguines OH metilico Microscopia directa

Suero Refri Serologia

Sangre EDTA Hemocultivo




MUESTRAS CONSERVACION ~ PRUEBAS DE LABGRATORIO
Fpldermitis Animal entero Refrigeracion Nﬁupsh,hj.stqntolo-
eadativa , gia.

Piel y rificn Refrigeracion Bacteriologia
Formbl Histopatologia
Gurea ~Secreci®n nasal  Refrigeracidn  Bacteriologla
ganglios linfati-
Hemoglobinuria Egado Yy orina Refrigeracion  Bacteriologlavy Micros.
Bacilar Gangté - _- EDTA . fmocultive
prost Suerolmadre) mgeracigg: m}”
Urina : Ratfigeracidf . ampo oodcuco
Agua de bebida
Linfddenitis &
" Bxdado Refrigeracion Bactdtiologia
Listericsis mﬁus,otm Refrigeracicn Bacterialogla
Suero Serologia
Feto,placenta
Enciéfalo Histopatologia
Formol
Mastitis Leche Refrigeracion Bacteriologia
Muermo Ulceras Refrigeracion Bacteriologia
Suero Refrigeracidn
Secreciones Refrigeracion Inoculacidn a animales
Paratubsrculosis Animal entero Refrigeracion Nl;ocgrri:psia, histopato-
Blopsia rectal  Formol Histopatologfa
Heces Refrigeracién Bacteriolog
Suero Refrigeracién Serologia
Recto Refrigeracién Microscopia directa
Ganglios linfiti-
cos mesentéricos,
colicos y rectal
. Formol Histopatologfa
Plelonefritis Orina Refrigeracion

Microsoopls directa.
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NOMERES nb'mns CONSERVACION PRUEBAS DE LABORATORIO
wmuum ca’hun Refrigeracitn Becterilogla
vitis. Formol Histopatologia
Rinitis Cexdo entero vivo Necropsia, histopato-
trompe, exudado ma- logia.
— V gh 8 " |
Intestino,higado Formol " Bact
riidn,bazo y pul- Histopatologia
Shigelocsls Moco cexvical Refrigeraciin Cultivo bacteriolSgic
Animal entero Mefrigeracion  Necropsia,histopato-
Intestino,bazo, logia. .
Hgadc y v
pulnén, Refrigeracién Mslamiento bacteriols-
m.
Formol tologia
Heces Refrigeracién Cultivo Bacterioldgic
Tetancs Suero ~Refrigeracion  Inoculacion a animaies
Heridas Refrigeracion Bacteriologia
Taberculosis Tejidos afectados Refrigeracion Microscopla directa
Bacteriologia
Formol Histopatologia
Secreciones, es-
puto Ref::lqancim Inoculacién a caballo
Suero Refrigeracitn Serol
&
Tularemia Animal entero Refrigferacion Necropsia,histopatolos
P3 ! y ~ )
&rganos afectades Refrigeracifn A:il&dmto bacteriols-
m'
Suero Refrigeracin gemlogh
Vikricais Suero Refrigeracion Serologla
Sémen, moco va-
ginal,
Peto y Placenta Necropsia, histopatolo-
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BACTERIOLOGTA
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BACTERIOLOGTIA .-

Durante Los dLtimos aiios el drea de La bacteriologia diagnbstica
ha demostrado avances considerables en La nama de £a Medicina Ve
teninania, esto ha penmitido que el diagnéstico de £Las enfewme -
dades infecciosas que afectan a Los animales se realice de una -
gorma ndpida y precisa.

Por mucho tiempo el drea de diagnfstico se mantuvo distanciada -
de Las prdcticas de bacteriologia. Actualmente debido a Las ne -
cesidades de incrementar La produceibn animal en Mexico, se ha -
ce indispensable que el Médico Veterinanio posea un conocimiento
bdsico de Los principios y téenicas utilizadas en ef Laboratornio
de Microbiologia.

Para poder actuar ante un caso de enfermedad infecciosa, el Médico
debe saber que onganismo especifico es el agente casual (agente -
etioldgico) pon tanto para diagnosticar estas enfenmedades es ne -
cesanio aislan e ddentificarn al microornganismo nesponsable de fa -
Angecedidn. '

Continuamente se desarvwollan métodos y téenicas mejoradas para el-
alslamiento y La identigicacibn de Los microorganismos, en algunos
casos es posible nealizan una identificacidn tentativa de un orga-
nismo por demstracidn directa mediante un estudio microsedpico, -
pero en La mayornia de Los casos es necesario rnealizar un cultivo -
en un medio antificial bajo condiciones ambientales que sean adecus
das para el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos,
incluyendo el tipo de onganismo que mds se sospecha de acuerdo a la
naturaleza y el onigen del maternial que se vaya a examinarn asi como
de Los datos apontados porn el Médico CLinico.

Este capitulo estd planteado de manera que cualquier persona cor -
Los conocimientos bdsicos de Labonatorio pueda demostrar, aislar e
identifican en fomma rdpdda y sencilla La mayoria de bacterias que
causan enfermedad a Los animales y al hombre para que una vez Logu
do Lo anternion pueda £Levarn a cabo prebas in vitho de sensibili-
dad a Los antimicrobianos y asi podern estabZecern un posible esquems
terapéutico.
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EL propbsito de esta seccifn de diagnbstico es el de informar al
estudiante de Medicina Veterinarnia de Los principios, téenicas -
Yy evaluacibn del diagnéstico de Laboratornio de Las enfermedades-
bacterianas, basdndose en Los 3 aspectos bdsicos en el diagnbsti
co micrwobiolbgico. :

a) Demostrhacibn
b) Adistamiento
c) Identificacién

Se debe tener en cuenta pon ef estudiante que esta seccifn es

complemento o aplicacifn de sus conocimientos en el drea de La

Zeniologia general y una base en sus préximos estudios de Las en

i{_e_nm‘edadu Anfecciosas y clinicas en Las diferentes especies dom
cas. '

al Demostracifn -
Tiene por objeto La visualizacion del agente patégeno o su efec
Zo en el matenial biolbgico al Laboratornio de diagnbstico, La -
demosthacibn puede realizarnse mediante el examen directo de una
extensibn sin tefiin o bdien utilizando colorantes especlficos.

Ventajgs .-

Se obtienen nesultados inmediatos
Requerimientos minimos de equipo, tiempo, técnicas de Labora
tornio, espacio de trabajo, ete. )
- Puede ser el idnico método de diagnbstico probable como en el
caso de que el microorganismo problema no pueda ser cultiva-
do in vitw o poseer caracteristicas de cultivo especiales,
- Nos puede onientan- tentativamente a un diagnbstico y trata -
miento rdpidos. T
- Nos puede dan una idea de £a cantidad de génmenes nelaciona-
. dos en e proceso infeccioso (forma, tamaito y disposicibn).
- Nos miestra sus carnacterfsticas de tincibn.
Limitaclones .-

ITIzTs=s==cT

&
|g ||g|

- Se nequiere fa presencia de grandes cantidades de microorga-
nismos para £a obtencibn de nesultados positivos .
Se caleula que aproximadamente por cada bacterdia que se ob-
senwva al microscopio con el objetivo de inmensibn existen -
106 bacterias por m€. o gramo de muestra.

- En La mayonia de Los casos no proponciona nespuesta de £a -
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aceibn de toxinas, anticuenpos, ete. nelacionados con el proceso
in vitho .Respuesta mds especigica se puede obtener con ef uso -
de anticuerpos marcados(fLourescencia, feitina, enzimas, ete).
0 utilizando micnoscopia de campo oscuro.

CLASTFICACION MORFOLOGICA DE LAS BACTERIAS .-

En La naturnaleza, Los microorganismos se encuentran gormando po-
bLaciones mixtas, sin embargo el desarrollo de La microbioLogia-
se ha conseguido "mediante el estudio de especies aisladas desa -
molladas en medios desprovistos de ornganismos:. contaminantes.

Mongolbgicamente,fas bacterias se clasifican dentro de Los siguien
Zes grupos: cocos,flos cuales cuando estdn toialmente desavrolla -
dos Libres son pmﬂe&tamente es§énicos; cuando dos o mds estdn en-
opocisibn pueden sen Ligeramente aplanados a Lo Largo de fa supen-
gicie de contacto, tomando aspecto oval, bacilos, son bastones nec
Los cuya !;ongufud es de dos a diez veces su anchura, con £os extre
mos algo nedondeados, como en La Safmonella typhi o contados en es
cuadra, como ef Bacillus anthracia, Los vibrios, son pequefios orga
nismos que adopian una forma de goma (como una sola curva) Los es-
pinilos, son de forma mds fLarga y sinuosas de cuatro a veinte cun-
vas con apariencia de un sacacorcho animado.

- C0COS BACILOS VIBRIOS

: no forman | gormadoras de ed ESPIR_OQ‘QETAS v
esporas | ponras.

- Staphylococeus E. cold CLostidium Treponema

“Streptococcus Bucella B. anthwacedis Leptospira

-Gonococo Shigella ‘ Borelia

Meningococo Salmonetlla Vibrio
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Cocos aisla-.
dos.

Cocos a pares

cocos en cade

Cicos en na-

Cocos en té€-
trada.
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“M‘atogta bacteriana
. Cocobacilos

. Bacilos en forma de clava 0o maza
« Bacilos con extremos redondeados
. Bacilos con extremos contados en escuadra

10. Bacilos fusiformes
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OBSERVACION DE _MICROORGANISMOS VIVOS SIN TENIR ,-

Los microonganismos se encuentran eh su estado mds caracternis-
tico y natural en Los cultivos jdvenu Yy en mepaaauonu tres
cas no teiidas, observdndose mefor por microscopia de contras-
Ze de fase y campo oscuro. Tal examen podrd demostrar no s6Lo-
La gorma o §ormas de Los microornganismos sino que ademds, 8L — 1
iene 0 no movimientos prLopios.

La mayornia de Los microorganismos aparecen incolornos cuando se-
Les observa in vivo aunque existen algunos que presentan pigmen
tos como en el caso de Las algas §otosintéticas que poseen clo-
nogila. uuuzando el objetivo de inmensifn def microscopio es-p
sible descubnin -detalles estwcturales internos en Las células ~
mds grandes pero es prdceticamente imposible en onganismos tan -
pequeiios como :Las bacterias, esto se debe parciafmente a que ef
poder de nesolucién del microscopio de campo claro no aleanza -
a ponern de manifiesto estructuras mds pequeias de 0.2 micréme -
tos y también a que el citoplasma tiene un indice de nregraccign
de La Luz mas bajo porn Lo que La observacién de microorganismos
nesulta digicil cuando no se iien.

La observacibn de micrornganismos vivos se puede realizar satis -
gactorniamente,utlizando preparaciones himedas ( como £a gota sus
pendida o utilizando portaobjetos ucavadob) Las cuales son §d-
ciles de montarn y nequieren de un minimo de material.

La téenica puede nealizanse de fa siguiente manera: a) se deposi
ta una defgada capa de vaselina alrededon del borde de £a depre-
s46n en el pontaobjetos excavado, b) en el centrno del porntaobje-
208 se coloca una asa una gotita de La suspensidn de La bacteris;
¢) se toma el porntaobjetos concavo Linvertido y se presdiona finme
mente contra el cubreobjetos y, d) con gran nepidez se vuelve a-
voltearn toda La preparacibn y se observa.
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TECNICAS DE TINCION .-

Los coforantes se combinan’ quimicamente con el protoplasma bac-
terniano, 84 La célula no ha muerto el proceso mismo de La tin -
cibn La mata. Los colorantes comunmente usados son sales, una -
sal es un compuesto gommado por un Lon cargado negativamente, -
Las cllulas bacterianas son nicas en defdos nucledicos Los cua -
Les pontan carngas negativas en fonma de grupo f8sfato, €sos se
combinan con Los colorantes bdsicos canrgados positivamente Lo -
cual Les hace sen mds utilizados en citologia bacteriana; Los -
colonantes deidos no tifien La célula bacteriana y porn Lo tanto,
pueden sen usados para impartin al gondo un color de contraste
por efemplo 54, 34.

En colorante simple azul de metileno es La sal cloruwro de azul
de metileno que se disocia de La siguiente manera:

CAM -------- Ceonuno + Azul de metileno
EL colorante que se adquiere neside en el Lon azul de metileno
‘cangado positivamente.

Las células bacterianas tienen una débif carga negativa cuando
el PH del medio extremo estd cerca de £a neutralidad que es £o
que generafmente ocurre, La célfufa bacterdiana cargada negativa-
mente se combina con el ion azul de metifeno carngado positiva -

. mente con Lo cual se tifie La bacternia, Las difgerencias en fa car
ga dan Lugar a una afinidad entre el colorante y La céfula bac -
terniana.

Para Los estudios bacterniolbgicos existen varios métodos de tin-
cibn, Las ventajas que ofrece el uso de Las tinciones en fa iden
tifdicacibn bacteriana son: a) el proporcionar contraste entrne ef
micnoonganismo y el medio que Le rodea, permitiendo £Levar a ca-
bo La diferenciacibn entre Los distintos tipos morfolbgicos,b) -
permite el estudio de estrwcturas internas de La célula bacteria
na tales como paredes celulares, vacuolas o cuerpos nucleares; -
¢) pemiten al bacterniblogo emplearn mayonres amplificaciones.

La amplia gama de colorantes de que dispone actualmente el bacte
niblogo se emplean en métodos que son modificaciones de Las téc-
nicas de tincibn bdsicas.
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CLASTFICACION DE LAS TINCIONES

TINCION SIMPLE

a) Colornantes bdsicos
b) Colonantes dcidos
¢) Colonantes indiferentes

TINCIONES DIFERENCIALES

a) Tincibn de Gram
b) Tincibn de dcido-nesistentes

TINCIONES ESTRUCTURALES

a) Tincibn de Fuelgen

b) Tincibn de endosporas

c¢) Tincibén de pared celular
d) Tincibén de §Lagelos

e) Tincibn de cdpsulas
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PREPARACION DE UN FROTIS FIJO PARA TINCION

Antes de teiin se debe "fifarn" el material que se va a observar,
Los pontaobjetos que se empleen para realizan Las extenciones de
ben estan Limpios y bien marcados para su identificacibn y para-
La delineacibn del drea en que hay que colocar fa muestra, el -
portaobjetos puede dividirse en varias secciones con un Mp.cz -
marcadorn y colocarnse varias extenciones en una misma placa a con
dicifn de que todas se vayan a teiin de La misma manera.

Procedimiento .-

La técnica para nealizarn el grotis bacteriano es variable 84 el-
cultivo se encuentra en medio 86Lido o en &iquido. Con un asa de
Anoculacidn se coloca una gota pequena del cultivo que se va a te
in 84 esta proviene de un medio £iquido cuando se toma a partin
de un cultivo s6&ido se coloca una gota de agua destilada en el -

portaobjetos y se mezela bien con un poco del crecimiento def cul
ZXivo.

- Extenden La goia sobre et portaobfetos formando una capa gina,
debe evitarnse preparnar un frotis demasiado ghueso.

- Seque fos portaobfetos al aire o manteniéndolos sobre La £eama
del Bunsen.

- Cuando 4e haya secado el frotis, pase el portaobjetos trhes ve-
ces por La £Lama del mechero con La capa hacéa aviiba;teniendo
cuidado de no aplicarn el calor en forma excesdiva ya que esia -
estwopearia La monfologia normal y La estructura de £os micrho=
onganismos que se van a teidir.

Aunque La §ijacién hecha de esta manera es buena para el trabajo-
coviente no es La mejor, ya que La aplicacién del calor no se -
puede precisar con exactitud. Se pueden emplear otros métodos co-
mo La {nmersibn de Las maminillas en aleohol etilico, fomnmol, s0-
Lueidn acuosa saturada de bicloruro de mercwrio, Liquido de Zen -
ker y dedido acético 84 se utibizan §ijadornes quimicos deben eli -
minarse con agua antes de terir.
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MEDIO SOLIDO MEDIO LIQUIDO

Preparacién de un frotis gifo de tinelén
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ICTONES SIMPLES .-

} colorantes utilizados para tincibn de Las bacterias son en su -
jonta colorantes b&sicos de anilina, tales como azul de metileno-
'eta de genciana y fuscina, para tineibn simple suelen emplearnse
soLlucibn acuosa al 5% preparada generalmente a parntin de solucio
5 aleohblicas saturnadas §iltradas; La tincibn se Logra cubiiendo-
pelicula bacteriana §ijada con solucibn colorante y dejdndola -
tuan de 1/2 a 1 1/2 minutos, segdn £a fuerza del colorante emplea
el azul de metileno es el mds débil de Los tres colorantes men -
onados; el violeta de genciana, el mds fuerte.

. exceso de colonante se quita Lavando con agua dejando secar a me-
o0 ambiente. Las preparaciones teiidas se examinan directamente; no
necesanio el wso de cubreobjetos.

NCIONES DIFERENCIALES .~

1 1884 un médico danés, Chiistian Gram desarvolls un método de tin-
{6n que LLeva su nombre y que es de enonme utilidad en cualquier £a
ymatornio de bacteriologia.

1 Lincibn por el método de Gram es fLa mds apropiada para conseguinr-
1f0rmacibn de valorn y debe hacernse en todos Los casos en que esté -
dicada La tincibn; se emplLea también como método habitual para el-
tamen de cultivos a §in de deteminan su pureza y con gines de iden
(§icacibn. Esta téenica proporciona informacibn sobre propiedades -
stwetunales de Las bacterias que permiten separarkfas en dos gran -
28 gnupod: Gram positivas y Gram negativas.

18 culbtivos utilizados para sen teiidos por el método de Gram deben

2 sen jévenes es decin, deben habern sido incubados por un cornto tiem
) (mdx4mo 24 honas) ya que en Los cultivos viefos hay Liberacidén dé
nzimas porn autolisis, Las enzimas atacan La pared celular y modifi -
m sus propiedades estwucturales convintiendo asi géumenes Gram posi
vos en Gram negativos.
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Se ha ideado muchas §énmulas y procedimientos para La tincdibn de
Gram, fas bases quimicas de La colornacibn de Gram han sido nevi-
sadas necientemente pon Dubos, Bartholomew y Mittwer, Preston y-
Morrel (1962).

MODIFICACION DE HUCKER
En Los Estados Unidos el método aplicado es, en ocasiones neﬁefu’?

do como La modificacién de Hucker (Hucker y Conn 1923) y en Ingla
teuva como La modifdicacidn de Lillie (1928).

RESULTADOS _
PASO METODOS Gram + Gram -
Tineibn inicial Crnistal violeta durante
30 segundos. Violeta Violeta
Mordiente - Aplican fugol durante -
30 segundos. Violeta Violeta
Decoloracibn Solucibn de aleohol y - ' |
acetona gotas 3 a 5 8g. Violeta Se decols
Contraste Sagranina durante 30 sg. Violeta Se Ldiiten
rofo.

m mdcr o%gam‘.amoa Gram w\:ols no se iien bien con La sa -
( ejemplos son: Haemophi influenzae y Yernsinia pestis -
Los frozis de estos nu’.c/c—E—"oo)LgammM?ﬂW-e % sen contrasiidos wEili
zando Puscima fenicada d&bil durante 30 segundos.

Toda La Laminilla deberd estar cubienta con cada neactive y el reat
tivo antenion deberd ser completamente eliminado en cada etapa, can
tidad insuficiente del neactivo dard tincibn o decoloracibn degi -
ciente .

Los micraonganismos Gram positivos se tifien de azul y Los Gram nega
tivos de nofo. )
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TINCION DE GIEMSA :

Eatas tincibn y otras (Grnidley, Tinedibn de PAS, o fLa técnica de
Gomoni-plata metenamina) son utilizadas en £a demostracibn de -
Histoplasma capsubatum en as células reticulo endoteliales.

REACTIVOS :

Solucibn A: Colorante de Giemsa :
Polvo de colorante de Giemsa 600.0 mg.
Alcohol metilico (absoluto) 50.0 mL.
GLicerina (neutra) 50.0 mL.

Molen el colorante en un montero, adadin La glicerina y molen de
nuevo, pasar a un grasco colon dmbar, adadin el alecohof y mezelar
vd{gorosamente .

Solucibn B: Solucdbn- tamponada de Wrigth (ph 7.0)
Fosgato Monopotdsdico........... 6.77 g.
Fosfato de Sodio (dibdsico).... 2.59 g.
Agua destilada .......eeueeen.. 1000 me.

Solucibn C: Solucibn colorante
Colonante de Giemsa ....cce0es. 2 mé.
Solucibn Buffer .ceeeeesecncees 6 me,

PROCEDIMIENTO :

Fijan el §rotis con aleohol metilico al 100% durante 3-5 minutos.
Una técnica mds exigente nequiene una §ijacibn con vapores de Te-
tnéxido de Osmio al 2% porn 20-30 minutos. _
Sumeng.in ut LUquido de Giemsa diluido (se necomienda una péwte -
de colorante en 19 partes de solucidn tamponada de Wrigth) duran
Le 15 minutos.

Llavar con agua destilada

Secar el aine o utilizan papel secante
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SOLUCIONES
- Cnistal violeta con oxalato ambnico

Solucibn A:
Cruistal vdioleta (garantizado) 2 g.
Aleohol etilico (ak 95%) 20 me.
Sofucibn B:
Oxalato aménico 0.8 g.
Agua destilada : 80 mL.

Mezelan Las soluciones A y B almacenarn durante 24 horas y
gttarn a thavés de papel.

- Solucibn de yodo (Mordiente)

Yodo 1g.
Yoduro potdsico 2gq.
Agua destilada 300 me.

Tnituran en un morntero e yodo y el yoduro potdsico y aia
din algunos mililitros de agua poco a poco hasta conseguir
su disolucibn. Almacenan en un recipiente opaco.

- Coloracibn de contraste

Sagranina o (Solucién al 2.5% en aleohol e,téucomcél 95%)
10 .
Agua destilada 100 me.

PROCEDIMIENTO

- Preparar un §rotis §4ijo0 para tincién de un cultivo de 18 a
24 honas.

O EEP N
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Aplican La-solucdfin de oxalato
de amonio- cristal viofeta du-
nante 30 segundos.

Lavar pmﬂec,tamewté con agua
de La Llave. '

Aplicar-La. sofucibn de fugol
por 30 segundos.

EAC(UULUL La solucibn de Lugol
pero no Lavar.
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Decolorar con algunas gotas de
acetona. (Lla acetona no deberd

permanecer por mds de 2 a 4 se- |

gundos) .

Lavar ndpidamente con agua

Contrastan con sagranina al -
0.5% pon 30 segundos.

Lavar y mantener por un extre -

mo para escwviin o secar al me-
cheno.

68




TINCION DE ACIDO RESISTENTES. -

La tincibn de dcido nesistentes es una téenica diferencial que de
muestha La nesistencia de una célula teiilda a ser colocada porn Lo
dcddos. En algunas micobacterias y actinomicetos, La propiedad de
dceddo nesistencia estd nelacionada con su alto cowtem.do en Lipi-
dos porn Lo tanto, La tincibn de estas bacterias se debe rnealizan
con colonantes que presenten mucha afinidad para tales células y
utitizando una fuente de vaponr.

AL gnupo de bacterias que presentan estas caractenisticas se Les -
denomina dcido aleohol nesistentes. EL grupo estd compuesto por
bacterias del género Mycobacterium .incluyendo al bacilo tubercule
80 al de La Lepra y o de 1a engermedad de Johne o paratuberculo=
848 del ganado; tambiln pon Las especies saprbfitas como ag%%%
bacterium plhei presente en el suelo y polvo y porn algunos
micefos, Zos cuales son bacterias que guardan similitud monfolig<
ca con Lo0s hongos, el géneno Nocardia es un ejemplo de actinomice:
Zos.

En este método se tifie con fuatina fenicada, se decolora con una -
s0lucifn de dcido-aleohol y se da contraste a Las células bacte
rianas, Las bactenias dedido nesistentes se decoloran mds Lentamen
te pon el dcido-aleohol que 0irnos onganismosd y retienen el colon -
de La tincibn inicial de contrastar.

Se ha definido varios métodos de tincibn en §aio pero Lienen poca
0 ninguna ventaja sobre el método convencional de Ziehlf-Neelsen -
cuando e aplican a cultivos puros.

METODO DE ZTEHL-NEELSEN (1883)
Colonante primarnio: Fuscina 5emcada

Fuscina bdsica 3 4.
Aleohol etilico al 95% 100 me.
Fenol al 5% 200 me.

Decolonrante-Aleohol dcido:

dedido clonhidnico 3 me.

Alcohol al 95% 97 mL.
Colonante de contraste: .

dolucibn A:
Azul de metileno (90% contenido de colorante) 03 g.
Alcohol etflico al 95% 30 me.
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Solucién B:
Hidn6xido de potasio 0,01 g.
Agua destilada 100 mk.

Mezclarn Las soluciones A y B .Algunos autones prefieren La solu-
cibn acuosa de verde de malaquita al 0,5% o solucibn de deido pi
cruico como colornante de contraste.

PROCEDIMIENTO. -

Preparnan un grnotis fLfo para tincibn, cubrin La Laminilla con 40
Lucibn fuente de fuscina fenicada y calentan hasta que se despren
da vapor (pero no hervir).

Después de 3 0 4 minutos aplicar
mis calorn, no dejar secar el co-
Lonante en fLa Laminilla (utilizan
un trozo de papel absonbente s0 -
bre el grotis). ‘

Aproximadamente 5 a 7 minutos des
pués de La primera aplicacibn de

calorn, Lavarn perfectamente La La-
minilla con agua corriente.

Decoloran con aleohol dcido hasta
que todas Las thazas de colon no-
fo desaparescan del frotis. Debe-
ndn nealizarnse Lavados intermiten
tes con agua y aleohol y deido. —
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Lavan pergectamente con agua
de fa Leave cuando La decolo-
nacibn se haya completado.

Contrastan con azul de metile-
no o verde de makaquita al -
0.5% durante un minuto.

N i
Lavan y defjan escuwvnin soste- , ,
niendo por un extremo Lo Lami | o /I\ /L_—"
nilla, no utilizan papel se - J // )
cante. INAZ -

0" 1) \

]
7

d

) RESULTADO
Los microonganismos deido nesistentes se Ltidien de nojo, otnos

micnoonganismos se tifen de azul o verde segdn el colornante --
de contraste utilizado.
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METODO DE KIHYOUN .-

E4 un método empleado para La identifdicacibén de microbacterias
que no requiene fa aplicacifn de calon.

SOLUCTQNES :
Fuscina fenicada
Fuscina bdsica 4.0 g.
Fenol en cristales 8.0 g.
Alcohol (95%) 20.0 g.
Agua destilada 100.0 me.
Decolorantes
Ac.sulfirnico s0L.acuosa
d ,%.
Azul de metileno
Azul de metileno 0.0g.
Agua destilada 100.0 me.

PROCEDIMIENTO :

Cubrin el grotis con fuscina genicada por 3 minutos

Lavar con agua comiente y decolorarn con deido sulfinico-
hasta que desaparesca el exceso de colorante.

Lavar con agua cormiente y contrastar con azul de metileno
porn 30 segundos.

Lavar con agua cowriente, secan y observar al microscop4o.

RESULTADO :

Las bacterias dcido nesdistentes se tifien de nofo, Las demds
bacterias se tinen de azul.

TINCION DE ESTRUCTURAS :

Para Los estudios bacteriolbgicos hay varios métodos de tin-
cibn ademds de La técnica de Gram o alguna de sus modifica -
clones. Para detenminaciones especiales pueden sern itiles el
método para teiir esporas, cdpsufas y flagelos. Es importante
necondan que Los organismos con caracteristicas de timeibn -
deberdn incluinse como controles de tineibn en todos Los casos.
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TINCION DE ESPORAS

La §onmacifn de esporas es un fenémeno poco comin, ya que solamen-
te doA génvwa bacterianos de intenés veteunmo son capaces de

6n de 3 ;e
L0s causantes del boitu-
seosa.

Aimpee como cuenpos nre-
a de La sustancia vege-
Elula vegetativa que fa
ede sobrevivin Larngos
favorables porn altas
nia ongdnica en descom-

Zz terdda nesdiste fuente-
Xincibn de esporas, se
&

- Vende de malaquita [al 53%3) en agua destilada (84 se esid
rﬂwzuen ;iuepww.da), defarla neposan porn trheinta minutos y

- Safranim (af 0.53) en agua destilada
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2.

PROCEDIMIENTO

Cubrin La extensibn ({ifada
con calon) con verde de
malaquita y calentar hasta

La fonmacibn de vaporn durante -
1 minuto.

Lavar perfectamente con agua
conmiente. '

Contrnastan, aplicando sagrani-
na en solucibn acuosa durante
15 a 30 segundos.

Lavar, escuwwnin y secan cerca
del mechero.
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PROCEDIMIENTO :

Lavan, escunvén'y secar - Pid
‘ceaca del mechero. /l P
R0 N e—
V4 /
dl /
| JXA
ol
L7
L2

Las esporas se tien de verde, el cuerpo de La bacteria se -
Lifle de colon rofo. La espora puede estar Localizada en el -
centro del cuerpo celulan, en cuyo caso se denomina central,
puede estan entre en centro y un extremo de La célula, en el
caso de sern subterminal o bien puede ser teuminal si aparece
en alguno de sus extremos.

Tipos de esporas bacterianas;
tenminal, subterminal, central,
esgénicas y ovalk.
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EL método para La demostracibn de esporas puede emplearse como
Lincibn en §nlo, dejando actuan al verde de malaquita durante-
10 minutos.

METODO DE COLORACION PARA ESPORAS EN FRIO

Sofuciones :

Verde de malaquita (al 7%) en agua destibada
Sagranina en solucibn acuosa al 0.25%

PROCEDIMIENTO

Prepararn un §rotis fijo para tincibn

Teiin durante 10 minutos con verde de malaquita 8in aplicar ca-
Lon.

Lavan durante 10 segundos utilizando agua corriente

Conthastan con sagranina durante 15 segundos

Lavar y secan

RESULTADO
Las esporas se tifien de verde el nesto de La céfula de nojfo.

TINCION DE CAPSULAS

La cdpsula bacteriana consiste en Limo excretado, habitualmente
un polisacdrnido aunque en un caso Bacillus anthracis consiste -
en un polipéptido del dcido glutdmico, Zas cClulas encapsuladas
gorman en Los medios de cultivo, colonias Lisas y mucoides mien
s que Las células no capsuladas producen cal.am’ag rugosas.

la dnica funcibn conocida de fa cdpsula es la de proieger a fa-
bacteria de £a fagocitosis y de Los vinus que deben fijarse a -
La pared celular.

EL grosorn de La cdpsula varla de especie a espacio y adn dentro
de La misma capa dependiendo de fLa fase de f€a curva de creeimien
1o en que se encuentre el cultivo. La sustancia capsularn es an =
tigenética, neacciona con anticuenpos especlficos para producir-
una reaccidn de microprecipitacidn que al atteran su indice de -
negraceidn La hace mds facilmente observable, este f{enSmeno es -
conocido como reaccibn de Quellung y va acompaiiado en algunos ca
408 porn un aumento en el volumen de fa cdpsula.
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La tincibn para cdpsula puede ser diagndstica como en el caso -
de infecciones porn Cryplococcus neoformans en extensiones de -
Liquido cefalorraquideo.

Generalmente fa cdpsula e pone de manifiesto medianta una tin_
cibn negativa o una modificacibn de ella ya que por Las téeni -
cas usuales no pueden observarse al no netenen Los colorantes -
utilizados.

La tinta china o £a tinta pelicano son dtiles para nealizarn La-
técnica (el fondo estd integrado por particulas, no es homogé -
neo y porn esta razén muchos Labonatornistas prefieren usar solu-
cibn de nigrosina al 10%).

PROCEDIMIENTOS

Preparan una extensibn del-
gada con fa muestra y fijan
La mediante calonr.

Teilin con sagranina al 0.5%
por espacio de 30 segundos.
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“/ 2 /J
. Lavar con agua corriente y esu
‘\ < . )va, secan cenca del mechero,”
(74 //
d dd - .
7 °.0] \ > |
/7 ]
7
L~

Se espance La nigrosina sobre La Laminilla utili -
zando La téenica para Mow sanguineo.

P ".-

B ~?""A‘.!~,\ R

- —

- utilizandg a:mé’,todo “de-
La nigrxosina.
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METODO DE MUIR PARA CAPSULA

1. Sofuciongs : |

-  Acdido tdnico 2 voldamenes
Solucibn satunada de cloruwno de mercwrnio 2 voliimenes
Solucibn acuosa satuwrada de sulfato alu-
minicopotfsico. 2 volidmenes

2. =)=Lg’ 3;8 'gﬁg i

- Preparan una extensién delgada y uniforme del cultivo, -
6{.jaua mediante calor y cubrin La pelicula con papel -

- Tein con fuscina fenicada durante 60 segundos y calen -
ton hasta La formacién de vaponr.

- Lavar con aleohol, Luego con agua corriente

- Apliquese mondiente durante 30 segundos

- Lavar con agua comriente

Contrastan con Azul de metileno durante 30 segundos.

gsultados :
Las células se tifien de nofo y Las cdpsulas de azul.

3.

nwxy

TINCION DE FLAGELOS :

Los §Lagelos son estwcturas demasiado §inas (12 a 30 mm de-
didmetrno) para ser visibles en el microscopio Sptico, sin em
bargo, 84 se tratan con suspensiones coloidales inestables -
de sakes de dcido thnico puede ponerse de manifiesto su pre-
sencia y disposicibn en Las células por medio de La formacibn
de un precipitado grnueso que se deposita sobre La pared celu-
Lan y de Los glagelos; en esta forma el difimetro aparente de-
estas estweturas aumenta de tal modo que una tineibn subse -
cuente con fuscina blsica Las hace visibLes en el microscopio.
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En Las bacterias pernftricas Los §lagelos se agrupan en §orma de
heces durante el movimiento y E€stos pueden sern suficientemente-
gnuesos como para ser observados, estudiando Las células vivas-
mediante microscopla de campo oscuro de contraste de fase, La -
tineibn de §lagelos puede realizarse utilizando el método de -
Leifson (1960).

METODOQ DE LETFSON PARA LA COLORACION DE FLAGELOS

1. Soluciones :

Solucifn saturada acuosa 20 mL.

- Acido thnico (s0l.actiosa al 20%) 10 me.
- Agua destilada 40 me.
- ALcohol etilico al 95% 15 me.
- Fuscina bdsica (s0L.saturada en aleohol

al 95%). 3 me.

La tincibn de §lagelos no debe de Xomarse a La Ligera, pero nesul
tados nazonabfemente satisfactonios pueden obtenerse cuando fe-tit
ne cuidado en La preparacibn del cultivo, del grotis y de Los nea
Xivos.
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PROCEDIMIENTO :

- Preparat Las Laminillas Limpifindolas en una solucibn de
dicromato o deido nitnico caliente pernfectamente, Lavar
en agua, enjaguar en aleohol y secar.

- Preparan un §rotis colocando una asada de bacterias cul
tivadas en medio Liquido cerca de un extremo de fa fLam<
nilla seca La cual immediatamente se inclina a una po -
sicibn vertical, de tal manera que La gota se destice -
dejando una pe&tawa delgada con Los bordes paralelos,-
La extensibn puede nealizarnse utilizando el asa de ino-
culacibn como se muestra en £a gigura . '

Preparacibn de grotis delgado para tincibn de fLagelos.
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Demostracion de §lagelos utili-
zando ef método de Leigson.

Una vez que £a Laminilla se ha secado a iempmaima ambiente,
se {nunda con La so0lucibn dejando reposar durante 10 minutos.

Lavar perfectamente con agua couriente
Secan y examinan.

RESULTADOS :

Los §lagelos se tifien bien de cofon nojo, en aquellas bacterias
que no presentan flagelos extremadamente delicados.

Loa §Lagelos pueden presentar diferente posicibm, dependiendo -
el géneno bacteriano.

m;,mé@@é
\j:%ﬁl?w@é

Situacibn de Los glagelos: 1)Monbtnicos; 2)periinicos; 3)muk-
Titicos; 4)Lofotrnicos.
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TINCION DE_ESPIROQUETAS
etodo de Fontana,1912)

1. SOLUCION :

Nitrato de Plats. dmondacal -

Disolvern 5 g. de 1903 Ag. en 100 me. de agua destilada, neti-
ran unos mililitros y ailadin al nesto una solucibn cone.erww,
da de amoniaco, gota a gota, hasta que el precipitado que se-
forma se disuelva; afladin Luego gola a goia sugiciente canti-
dad de nitrato deptwtahutaque el reactivo pvumanezea &4 -
geramente tunbio adn después de agitarn La solucibn se consern-
va en buenas condiciones durante meses.

2. PROCEDIMIENTO :
Preparan La extensibn y §ijanla porn calon

Verter encima una solucibn de deido tdnico al 5% en fenol al-
1% y peamitin que se evapore durante 30 segundos.

Lavar durante 30 segundos con agua conriente

Cubrin con una gota del nitrato de plata amoniacal antes cita

do, calentar cwidadosamente encima de una Leama y dejar nepo-

6&46 durante 20 a 30 segundos después de comenzan La evapora. -
n. ‘

Lavan pengectamente con agua

Bscwwnin o secar con papel secante y examinar

3. RESULTADOS

Las espiroquetas se tiien de nwuc6n 0 de negto em un campo ma-
mébn oscuno.

A menos que se haga una preparacibn,la extensibn se desintegra
después de una semana.
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ATSLAMIENTO :

La etapa de aisfamiento consiste en el transporte y cambio de
L0s micnoonganismos del medio natural donde se encuentran a -
un medio antificial (medios de cultivo y animales de experi-
mentacifn) para su propagacifn en cultivo puro.

VENTAJAS :

Prerrequisito indispensable para La identifdicacibn de Los ~ -
agentes microbianos, salvo algunas excepeiones.

Requenido para una detenminacibn conrecta de La sensibilidad-
a Los agentes antibipoticos y sulfas.

Desventafas :

Requiene de umpd, equipo, conocimientos y experiencdia

Puede sen pelignoso para el personal de Laboratorio

En algunas ocasiones se puede LLegar al diagnbstico con téeni-
cas menos Laborniosas como: examen clinico, patolbgico, demos -
thacidn, ete.

Métodos,

Obtenen una muestra del material biolbégico en condiciones es -
téniles y sembran en estrnia, con objeto de aislar Los microon-
ganismos en cultivo puro (ver téenicas de sembrado para obten-
clbn de cultivos purnos).

S{ se sospecha de contaminacibn de £a muestra, se recomiendan-
Los siguientes procedimientos para reducin al méximo La posdi -
bLe contaminacibn: esterilizacién de La superficie de Los 6nga
nos con una espdtula caliente, centrifugacibn diferencial, §<L
traeibn o bien, siembra en medios selectivos. -

MEDIOS DE CULTIVO :

Prlcticamente todos Los microornganismos, pero en particular Las
bacterias y Los hongos, pueden cultivarse sobre substratos nu -
Ditivos para el estudio de sus propiedades o para fa utiliza -
cibn de cientas propiedades en condiciones controladas.
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Ya que Los diversos microorganismos exigen nequisditos diversos
akl medio de cultivo, e necesitan en el Labonatonio microbiols
g<co una senie completa de medios de cultivos especiales.

La proliferacibn de bacterias es el nesultado de una interac -
cibn compleja de diferentes sustancias alimenticias y prined -
pios activos en La cual intervienen factones §Lsicos como La -
Lemperatura, el ph, el facton redox, tec.

Para su crecimiento todos Los microorgandismos requieren agua, -
ademds deben estar presentes en forma utilizable el carbono, -
.ox{geno, nitrégeno, hidrnégeno, caleio, §68forno y hiero, muchos
microorganismos dependen ademds de oligeolementos como el man-
ganeso,molibdano,zine, tec.

Los microonganismos exigentes tienen necesddad ademds de facto-
nes de crecimiento como Los aminodeidos, vitaminas, pwiinas u -
otrnas sustancias que no pueden utilizarn ellos mismos.

EL canbonato se necesita en £a mayon parte de Las veces de com-
puestos ongdnicos que Luego sirven como fuente de enengla, el -
uﬁﬁ:’ se toma principalmente de fLa atmbsfera Las necesidades
de’ bgeno se cubren con compuestos ongdnicos y en casos par
ticulanes también a partin de compuestos inongdnicos. EL nitrh6-
geno proviene de sales en fonma de mitrhatos, nitricos o compues
tos ambnicos, o de componentes mds complejos como aminodcidos -

peptonas o protelnas. Los otrnos elementos se toman principalmen
Ze de sakes.

Los medios de cultivo sintéticos estdn compuestos de una serndie-
de substancias quimicas definidas exactamente,fos medios de cul-
Livo complejos contienen diferentes extractos, hidrolizados u -
otros aditivos.

Para La produccién de medios de cultivo se afiade un agente de -
solidificacibn a Las soluciones nutnitivas Liquidas. EL agar-
agan es un agente de AoLcd«csuaudn pudcticamente ideal, funde -
a temperaturas superiones a 90°C pero al enfriar permanece Liqui
do hasta una temperatura de aproximadamente 040°C.

EL agar-agar es un extracto deco, gelificante obtenido de afgunas
especies marninas de algas nojas, particulanmente de Los géumenes-
Gelidium,Gracilaria, Ptvwduda y Adanthopeltis.
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En et med,éoAdc cultivo pueden estan presentes colorantes e indi-
cadones, cuyo cambio de colon send caracterlstico para un deter-
minado intervalo de ph,.

Los colornantes e indicadores son de importancia capital en La '~
preparacibn de La mayor parte de Los medios de cultivo diferen -
ciales en tales medios Los colorantes pueden actuar de fa siguien
Ze manera:

a) Como Agentes bacteriostdtiéos o como agentes (nhibidones que -

Ampiden o detienen el desavwollo de un determinado grupo de micnos
ornganismos comensales que restringen., o impiden el crecimiento -

del gémmen o géumenes que nos interesa aislan. b) Como indicadones
de Los cambios de acidez o de alealinidad que experimenta el medio
de cultivo (substrato). c) Como indicadores nedox en cientos mediot
de cultivo especiales, el azul de metileno y La nesarzunina son Lot
Andicadones nedox mds utilizados por su colon indican La presencia
0 ausencia de oxigeno en algunos de Los medios utilizados en bacte
niokogia anaerobia.

86



INDICADORES DEL PH Y SUS CARACTERISTICAS

-~

_ CAWBIO DE COLOR
INDICADORES USUAL ACTDO ALCALINO
Rojo de metito 2 nojo amarillo

0.2
Rojo de clorogenol 0.2
Andrade -
Pirpura de bromo-

cneosol. 0.2
Azul de bromotinol 0.2
Rojo neutrno 0.1
Rofo de fenot 0.2
Rojo de cresol 0.2
Azul de tinol 0.2
Fenol{taleina 0.1
Azul de china -
Azul de tinol(dcido) -
Naranja de metino

Azul de bromogenol

Rojo de congo

Verde de 'bromocrnesol
Resarzurnina

Tornasol

!
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CLASTFICACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO :

Como es L6gdico suponen no todos Los medios de cultivo son utili-
zados para el aisfamiento de todas Las cepas bacterianas, no 46-
Lo no son aptos para el aislamiento de microorganismos en general
sono que ademds poseen La capacidad de inhibin a algunos y favo-
“necen et desawrollo de otnos.

Basados en el propfsito para el cual son fabricados Los medios -
de cultivo, se pueden clasifican de La siguiente manera:

a) Medios de cultivo bisicos :

Son medios simples que contienen en general Los nutrnientes esen
ciales para promover el desarnollo de microornganismos poco exigen
tes nutrnicionalmente, neciben también el nombre de medios generale
y pueden sen utilizados en andlisis cuantitativos, para muesineos-
de medio ambiente y superficies y para conservar cepas con este -
ipo de medio.Efemplo: caldo nutrnitivo, agar nutnitivo, caldo tio -
gliocolado, caldo triptosa y agarn Vuipticasa soya entre oinos.

b) Medigs_gnriguecidos :

Son medios que han sido suplementados con otros. nutrientes que-
proporcionan factones de crecimiento y cuya §inalidad es piomo-
ver ef dearollo de microorganismos mds exigentes. Ejemplos:
agar sangre, agar chocolate, agar puro, agar glicerol, y en ge-
nexal todos aquellos medios adicionados com plasma, Llgquido as-
ciltico, vitaminas y aminodcidos.

c) Medios de_emriquecimients :

Son muy utilizados, sobre todo en Los cultivos enténicos, estos
medios estdn concebidos para aumentarn La propagacibn de ciertos
onganismos sin favorecen a otrnos. Estos medios son muy eficaces
en el aislamiento de Salmonella a partin de heces. Ejemplo:
caldo selenito de sodio, caldo selenito y cistina, caldo tetna-
tionato, caldo-sal-colistina, agar sangre, Levadura de cewez,
agar yema de huevo, Leche, ete.
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d) Medios selectivos ¢

Son muy utilizados cuando se trabaja con muestras que provienen
de dneas del cuerpo que poseen una_§fona normal abundante (fa-
ninge, boca, piel, naniz, vagina).En estos se incorpornan subs -
tancias inhibidonas de La propagacidn de un grupo de bacterias-
pero peruniten en cambio el crecimiento de otrnos grupos. Asi pa-
na el cultivo enténico, Los medios usados de modo habitual con
Hene cientos colonantes e ingredientes que inhiben Los organis
mos Gram positivos y permiten fa propagacibn de Los bacilos en-
. tenicos Gram negativos; 84 porn el contrarnio, se desean aisbarn -
Entenococos o Staphilococus en Los estudios de intestino, pueden
Anconporarse por ejemplo, deido s6dico al agan sangre, Lo cual -
inhibe Los bacilos Gram negativos.

COMPUESTOS INHIBIDORES USADOS EN MEDIOS SELECTIVOS :

COMPUESTO DILUCION EN PARA AYUDAR AL
EL MEDIO ATSLAMIENTO

Cuistal violeta 1: 700.000 Bwcella
Acetato de talio 1:  §.000 PPL0 y Streptococcus
Azida s6dica 1:  2.000 Stheptococcus
Azida sédica 1:  1.000 trhyspelolmax
Vende brillante 1: 40.000 CampyZobacter fetus
Verde brillante 1 §0.000 Satmonella
Telunito potdsico 1: 10.000 ClsZernda, Conynebacterium
Hidrato de cornal 1:  1.000 Todos Los patbgenos
&baeptomwm Y Ke '
namicina. 100 mg /m&. Anaernbbios
Fluonounacil 0.002% Leptospina
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Debe necordanse que también se Logra un efecto selectivo hacia
clento gnupo de microonganismos simpLemente variando £a tempe-
natura, el ph, atmbsfera o adicionando algunos antibifticos co
mo en el caso del medio de tuipticasa soya agar + penicilina- ¢
0 bacitracina, utilizando en el aisfamiento del génmo Buwcella

0tros efemplos senian: el medio de Lowenstein-Jensen-utilizando
en el aislamiento de Micobacterias el medio de Fletchen, dtil- ¢
para el aislamiento de Leptospina y el medio de agar sal y matsi-
nol utilizado en el aisfamie phylococcus .

Este tipo de medios debido a Los componentes quimicos e indicado
nes que contienen, permiten identificar con cierta facilidad al-
gunos géneros o especies bacterianas por el aspecto caracteris-
co que toman sus colonias .

ASPECTO DE LAS COLONTAS BACTERIANAS EN BASE A LA FERMENTACION
DE LA LACTOSA

MEDIO DE CULTIVO LACTOSA (+) LACTOSA (-}

Agar verde brillante verde- amanillenta nosa-noja

Agarn Mac conkey rosa- morada Ancolonas

Satmonella-Shigeltla rojas- nosas incolonas

Agar ENDO nojas . gnis

Eosina azul de metileno café oscuro Ancoloras

Agarn de mentol y manitol halo amarillo hato nosa
(S.aureus ) (S. epidermidis_

Agar de chapman-Stone amaruillas bLancas
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MEDIOS PARA EL ESTUDIO DE CARBOHIDRATOS

En £os medios de cultivo, Los carbohidratos son muy utiliza-

dos como fuente de
e para diferencia
za generalmente el
de Los azdcanes, £
pora estas puebas
(y sobre todo el &
nios g§enbmenos, co

8, y prdeticamen-
Apeuu, se utidl

el estudio-
Duz,toé empleados -
we al calentanse-
dcares sugren va-
1zdcares complejos

La formacién de pr
nos otnos componen co ue v

La descomposicibn
porque baja et pH
melizacibn de La &
Leigson, medio par
pwebe algin azica
matinol, sucroda,

Medios_de Transporte .

Son medios utilizados en el envio de muestrhas al Laboratornio,-
algunos contienen abstancias neductoras o nutrientes. que permi
ten a Los microonganismos conservarse viables hasta LLegan al-
Laboratornio. Efemplo: medio de transporte de Stuart, caldo tio
glicolado, caldo nutrnitivo y medio de Carry.

PREPARACION ¥ DISTRIBUCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los fundamentos de preparacibn distrnibucién y esterilizacibn -
de Los medios de cultivo son esencialmente iguales, utilizando
Las fonmas deshidratadas o bien aiadiendo Los distintos ingre-
dientes por separado.

Casi todos Los medios de cultivo utilizables se encuentran en-
el comercio en forma deshidratada, y se presentan en forma de-
polvo. de gramlbados; La forma granulada de £os medios deshi -
dratados representa un producto mefon nespecto a La forma en -
polvo, La granulacibn asegura una disinibucibn mds uniforme de

acelonan con algu
v we weAvo como aminodcidos.
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Las diferentes sustancias en particular de Las sustancias acti-
vas presentes en cantidades pequeiiasd, otra ventaja neside en fa
homogenizacibn mds rdpida y pon consiguiente La disofucibn de -
Los granulados en forma completa.

En La etiqueta de todos Los grascos constan Las instrucciones -
para reconstituin Los medios deshidratados y se determinan s4im-
plemente La cantidad necesaria de polvo y se aiiade agua destila
da; oa impontante utifizan un §rasco o matraz Enlenmeyer Lo su-
uuentemwte grande para que se pueda remover o agitar bien pa
na disolver el medio. Si se quiere hacer un Litro de medio, por
ejemplo, es conveniente emplear un grasco de dos Litrnos, 84 el-
medio no contiene agar, tal vez se disuelva sin calentar, pero-
todos Los que contienen agar nrequieren calorn para Aubin 2a tem-
peratuna a 100°C. aproximadamente, este calentamiento no debe -
hacerse nunca con una Llama directa, porque existe el peligro -
de quemar el medio o nompen el maﬁaz, coldquese el matraz en -
baiio mania y muévase o agitese a intervalos frecuentes hasta -
que el agar haya fundido; 84 se ven copos de agar, es evidente-
que &ste no se ha fundido y que hay que continuar calentando.

Estos medios se distrnibuyen en necipientes adecuados mientras -
estdn todavia calientes, Los métodos de distrnibucibn de Los me-
dios disueltos en cajas de Petrndi, tubos o frascos, dependen det
tipo del medio y de La 64na,&dad de su empleo.
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PREPARACTON ¥ DISTRIBUCION DEL AGAR EN CAJA DE PETRI

Pana preparan Las cajas de Petrni, hay que estenilizar primerno
el medio en un matraz y a continuacibn verterlo en Las cajas +
esténiles hasta una altura de 3 mm. antes de verter el agar -
fundido en fLas cajas de Petrni hay que dejarnlo enfriar a unos-
50-585°C. para prevenin La condensacibn de humedad en £as pare
des del necipiente -

Matenial necesarnio para La neconstrwucedién de Los medios de -
cultivo.



Pesan La cantidad nequerida
def medio deshidratado uti-
Lizando una canastilla de -

pldstico o aluminio, ev.itan |

do con este pérdidas del -
polvo sobre La bdscula.

EL medio se afade a una pe-
quena cantidad de agua des-
tilada o desmineralizada -
fnla, y se distrnibuye und -
gonmemente porn agitacibn, -
segudidamente se anade £a -,

cantidad nestante de agua y
se homogeniza.

Se deja neposar fa solucibn |

duwwante 10 a 15 minutos a -
temperaturna ambiente,para -
que el agarn pueda hincharse
para disolver complLetamente
Los medios deben calentarse
a mds de 95°C.

Los medios de cultivo class
ficados se esterilizan en -
autoclave utilizando La for
ma convencional de 121°C. =
15 £bs 15', estas constantes
van a depender del tipo del
medio a estenilizan.
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EL medio agarifdcado,

Lilquido se vierte en £
de Perti. EL volumen e
ble y depende del tama
cajas; se necomiendan
ml.para Las cajas de 3
y de 20 a 35 mL. para

de 4 plg.

S{ apanecen bunbujas d
Las cajas, se eliminan
La Llama del mechero d
por ka superficie. Las
pasan por una puweba d
Lidad que consiste en
por 24 horas a 37°C.

Una vez transcwunido e
de incubacién, Las caj
tubos son nevisadas. A
que muestren contamina
desechan; porn el contr
Libres de contaminaci
frigenan entrne 4-15°C
utilizacibn.,
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PREPARACION DE AGAR SANGRE Y AGAR CHOCOLATE

Los meddios que contienen sangre total son Los que mds se em-
plean en el Labornatorio de diagndstico. EL tipo de sangre, -
el agarn base y La téenica empleada para fLa preparacibn son -
factornes muy Lmportantes para que se consiga un alslamierto-
adecuado de Los microorganismos.

EL tipo de sangne utilizada en La elaboracibn de estos medios
es en ocasiones, un asunto de conveniencia y depende de £os -
animales con que se disponga en el Laboratonio, cuando se ad-
quiere de una fuente comercial, pon Lo general se utiliza san
gne de caballo, pero puede sen empleada £a sangre de otrhas es
pecies (hombre, cabra, bovino, conejo, oveja).

EL conservadon utilizado durante La obtencibn de sangre varnia
dependiendo el propbsito de su utilizacidn en el medio de cul
tivo, se ha mensionado por ejemplo; que el citrato de sodio -
es Ainhibitornio para Los estafilococos (Rammell 1962) y el Li-
quodd para Los cocos anaerobdios .

En La mayornia de Los Labornatornios se prefiene La sangre des -
g§ibrinada, La cual se toma en condiciones de esterilidad en -
trascos de sangrnia que contienen perlas de vidriio para fa se -
paracibn de La §ibrina, ésta debe ser relativamente fresca y -
no sen utilizada cuando La hemflisis es evidente, La sangre -
deberd almacenarnse en nrefrigeracidn y no ser congelada.

AGAR SANGRE .-

Para preparan agar sangre, se esteniliza La base del agar san-
gne contenida en un matraz, y Luego se engria a 50-55°C. pos -
tenionmente se afiade La sangre al agar dewetido en una canti-
dad de 5-10% y se mezcla concienzudamente haciendo notan el -
grasco; una vez hecha £a mezela se viente en cajas de Petni -
previamente esternilizadas hasta una progundidad de 3-6 mm.

Esta profundidad tiene considerable importancia puesifo que con
frecuencia intenesa comprobar fa presencia o ausencia de hemd-
Lisis, 84 La copa de agan es demasiado gruesa mgde. pa == -
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Produccibn de B- hem6Lisis en medio de agar sangre.

sanse porn alto La hem6Lisis. Brown (1919) estudib Las zonas he-
moliticas alrededon de Las colonias de Strneptococcus el placas
de agar sangre y di6 nombres a Los tipos de hembLisis: Alfa (~<)
zona vende, fas envolturas celularnes intactas; Beta (¥ ) ninguna
acclbn sobre Los gl6bulos nojos.

Los Staphylococcus se comportan en forma diferente en Las placas
prepanadas con dangre de divernsas especies y es conguso hablar -
de Staphylococcus hemoliticos porque £a hem6Lisis puede debense-
a una hemofisina o una enzima Lipolitica.

Algunas cepas de CLostrnidium producen tox.inas que son capaces de
provocar hemb6Lisis en el agar sangre, esta caracterfstica puede-
sen de gran ayuda para L{dentifican fLas diferentes cepas de este-
microonganismo. Algunos téenicos prefieren colocar una capa de -
agar bacteriolbégico en el fondo de La capa gina.de agar sangre -
al 10% para facilitar La apreciacién de hem6Lisis.

97



DISTRIBUCION DEL MEDIO DE CULTIVO EN TUBOS

Los medios Liquidos (por ejemplo, el caldo de infusibn cerebro
corazén) pueden servinse en Los tubos con una pipeta automdti-
ca o calibrada para softan La cantidad de medio deseado, no es
necesario emplear tubos estenilizados para este g4nm.

Para £as preparaciones en tubo en plano inclinado (86&ido) u -
honizontal, (s6Lido o semisolida) el medio preparado se distri
buye en LOA tubos de ensayo y se coloca en el autoclave en po-
s4iclbn vertical.

Una vez estenilizado ef medio ae deja engrian en posdicibn in -
clinada en el extremo de £a mesa, fLa cantidad de medio por tubo
depende de £a Longitud e inclinacién deseadas.

PRESENTACIONES DEL MEDIO DE CULTIVO EN TUBO:

@ ® ® @

1 y 2: agan 86&ido 4inclinado
3 agan semisélido
4 medio Liquido
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TECNICAS DE SEMBRADO EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

La mayoria de Las bacterias pueden multiplicarse §oamando colonias
visibles en medios de cultivo antificiales, oniginalmente £a prepa
racibn de estos medios era Labornioso y sin estandarizacién de Sus-
componentes, pero en fLa actualidad se cuentan con preparados comor
clales que facilitan La elaboracibn de Los medios y garantizan La-
estandarizacibn de Los ingredientes incfuidos en ellos.

Los medios de cultivo una vez preparados y Listos para ser inocula
dos con bacterias, pueden tenen varias presentaciones en cuanto a-
su consistencia, La cuakl estd determinada por La concentracibn de-
agar presente en el medio o La ausencin del mismo.

EL agar es un polisacdnido dcido que proporciona geles bien forma-
dos y consistentes a La concentracibn usual de 1.0 a 1.5 § y que -
no Licda a La temperatura estandan de incubacibn (37°C) presentan-
do ademds, fa ventaja de resistin La accibn enzimftica de £as bac-

TIPO DE MEDIO JAPONES NEQO-ZELANDES AMERICANO
MEDIO SOLIDO 1.5-2.0 1.0-1.2 1.5

MEDIO DURO 7.0 4.0 -
SEMISOLIDO 0.1-0.5 0.05-0.3 0.3-0.4
MEDIO LTIQUIDO 0.05-0.3

(8in agan)

EL instwumento mds utilizado del equipo de un Laboratorio »bacte-
niolbgico es el asa de inoculacibn; esta puede ser de alambre -
de platino, nicromo u otrno material parecido el cual se inserta-
en un mango; también hay que disponer de un alambre recto para -
Las inoculaciones pon puncibn y para recoger Las colonias aisfm
das de £as cajas de Petrni.sembradas.
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Existen en el mercado asas microbioldgicas calibradas para toman
un volumen constante de inbculo.

Las asas calibradas mds utilizadas con este §in son Las de 0.17 -

y 0.001 mb. estas son utilizadas ampliamente para el amﬁ’uu -
bacteriolbégico cuantitativo de agua y onina sin

ASAS DE INOCULACION UTTLIZADAS EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

@ .
@ @—-gﬁ
® :

1,1,3,4; asas calibradas para Bacteriologia

5, aguja de inoculacibn para medios semisélidos
6, asa en forma - L utilizada en Micologia,
7,8,9; porta asas.
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la inoculacidn de cada ung de Los medios de cultivo, se realiza

de manera diferente de acuerdo al fin que se persigue, el aisla-
miento de Las bacternias de Las muestras remitidas al Laboratonio,
se nealiza casi siempre por sembrado en La superficie de una pla
ca de agar en Lineas paralelas pon medio de un asa; este procedl
miento asegura fa suficiente dilucibn pemitiendo el desanrollo-
de colonias aisladas que pueden emplearnse para fa obtencién de -
"eultivos punos” en Los que e pueda realizarn fa identificacibn.

A partin del inbculo se nealizan una sendie de estrias en un cua-
drante de La superficie del medio y esterilizando el asa, se rea-
Liza otra estnia a parntin de un extremo de La primera y asi suce-
s{vamente hasta completar cuatro senies de estrias.

EL §Lameado del asa entre cada estria asegura La disminucibn del-
meﬂo de bacterias, Lo cual pejun.ote el crnecimiento aislado de -
mismas.

La mayon parte de estas colonias aisladas sendn "cultivos purnod'-
de un ornganismo y pueden recogernse para La préxima fase, La iden-
tificacibn, también Las caractenisticas de La colonia y La mon‘o -
Logia celubar ayudardn a La identificacibn §inak, por Lo tanto,

g:a Aindispensable que de emplee una téenica adecuada para La s.iem-
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INOCULACION DE MEDIO SOLIDO EN CAJA DE PETRI

Las placas una vez inoculadas se incuban en posicibn invertida
con Los medios hacia awiiba a 37°C y se examinan a intervalos-
de 24-48 honras. Se pueden apreciar Las diversas colonias, Las-
cuales deberdn ser examinadas con mucho cuidado (tomando en -
cuenta su monfologia, bonde, tamaio y color), trhatando de en -
contrarn alguna caracteristica que nos pueda seialarn el uso de-
alguna téenica especial.

Despuls de que La placa ha 8ido incubada, y para £a obtencién-
de cultivos puros, cualquiern colonia bien aislada es nemovida-
con un asa, pero tal vez sea mds conveniente emplearn un alambre
necto para esto sobre todo 84 Las colonias estdn muy juntas.

La colonia es nesuspendida en un medio Liquido o bien sembrada-
dirnectamente en otha caja conteniendo algin medéo especifico -
dependiendo el agente que 4e sospeche.

Para cientos tipos de muestras, porn efemplo £as de onina o de -

sangne, se coloca una cantidad detenminada de La muestra en una

placa de Petni esténil y se viente encima el agan devretido (en-
griado a 50°C) Luego se hace notar La placa para mezelar minucdo
samente el matenial con el medio. Una vez que se ha soLidificado
a temperatuna ambiente, se inviente La placa, se incuba a 37°C -
Yy se examinan Las colonias, esta técnica ojnece La ventaja de -
dan una deteminacibn cuantitativa de Las bacterias. Si{ Las mues
nas estdn muy contaminadas, es necesarnio nealizan una dilucion.

EL nesembrado de Las colonias obtenidas en el aislamiento prima-

nio asegura pa pwiificacién de Las diversas capas bacterianas y-
porn Lo tanto, La obtencién de cultivos puros.
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PROCEDIMIENTO:

Con un asa de inoculacibn este

nilizada se colocan 2 tomas del
material cerca del borde de La

placa, y se realiza una estria

iAol

Se esteniliza el asa en La Lla
ma y se deja enfrian, se reco-
mienda sumengirla en agua hin-
viendo antes de §Lamearta.

Después se emplea el asa para
distnibuin £a muestra en La -
placa en estrnias de La gorma-
en que se A{ndica en La figura,
presdionando Ligeramente s4in -
nomper el agan.

Recondemos que el asa de inocu-
Lacibn deberd esterilizarse en-
re cada cambio de estrnia uti-
Lizando La fLama de un mechero
de Bunsen.




A partin del extremo de La -
primen estria, se nealiza una
segunda y asi sucesdivamente -
hasta completan Las cuatro es-
tias.

AL concluin el sembrado en La
placa, estenilizamos nuevamen
te el asa, evitando con esto-
posibles contaminaciones a -
otrhos medios

Aspecto §inal de La placa sembrada
utilizando La téenica descrnita an

Zenionmente.
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Difenentes téenicas de sembrado que pueden ser utilizados
como patrones en fa obtencibn de cultivos punros.
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Las placas una vez inoculadas se incuban en posicibn invertida
con Los medios hacia aviba a 37°C y se examinan a intervalos-
de 24-48 honas. Se pueden apreciar Las diversas colonias, Las-
cuales deberdn sen examinadas con mucho cuidado (tomando en -
cuenta su monfologla, bonde, tamadio y colon) tratando de encon
trwan alguna caracteristica que nos pueda seiialar el uso de al-
guna técnica especial.

Después de que fa placa ha sido incubada, y para La obtencibn-
de cultivos puros cualquier colonia bien aisfada es nemovida -
con un asa, pero tal vez sea mds conveniente emplear un alam -
bre necto para esto sobre todo s4i Las colonias estdn muy juntas.

La colonia es nesuspendida en un medio Liquido, o bien sembrada
dirnectamente en otra caja conteniendo algdn medw especifico -
dependdiendo el agente que e s0speche.

Para cientos tipos de muestras, por efjemplo, Las de orina o san-
grhe, se coloca una cantidad determinada de f£a muestra en una pla
ca de Petni esténil y se vierte encima el agar dewretido (en‘w
do a 50°C) Luego se hace notar La placa para mezelar minucioda —
mente el material con ef medio.

Una vez que se haya AoLwhﬂ&cado a tempe}wtu/za ambiente, se in -
vierte La placa, se <ncuba a 37°C. y se examinan Las colonias, -
esta téenica ofnece fa ventaja de dar una detenminacién cuantita
tiva de Las bacterias. Si Las muestrnas estdn muy contaminadas, -
es necesarnio nrealizarn una dilucidn.

EL nesembrado de £as colonias 4 tenidas en el aislamiento prima-

nio, asegura La pwiificacibn de Las diversas cepas bacterianas -
Yy por Lo tanto, La obtencién de "cultivos puros" .
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Lobulado

a) Planu, o) eevuaua, ¢ cun o , F) .ajd La supen-
' ' §icie.

Aspecto macrocbpico que presentan £as colonias bacterianas en
cuanto a su forma, bornde y elevacibn.
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INOCULACION DE TUBOS CON AGAR INCLINADO :

Sembrado en agar inclinado.

Los cultivos en una supergicie de agan inclinado se realizan con
grecuencia para mantener Las copas puras, Yy para efectuar cientos
estudios bioquimicos. La inocuwlacibn se nealiza a partin de una -
colonia aislada tomada de una placa. Con el asa se trhaslada el -
inbcwlo a La superfdicie del medio que se¢ siembra enteramente pon-
estnias a veces, es necesarndio practicarn una incisién en La super-
gicie del agar, porn ejemplo; en el agar TSI para organismos esté-
nicos La incisdidn nunca LLega hasta el fondo.

Diferentes tipos de crecimiento sobre agan inclinado.
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INOCULACION DE TUBOS CON MEDIO SOLIDO HORIZONTAL

La inoculacibn de algin medio 86Lido presentado en tubo de en +
sayo con superficie honizontal, se nealiza utilizando un alam -
bre necto. ”

EL método de sembrado consiste en quitar La tapa del tubo con -
el dedo mesiique, f§lamean La boca del tubo e inoculan pon pica-
dura evitando LLegar hasta el gondo del medio.

,‘7

Inoculacidn de un medio s6Lido por picadura.
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INOCULACION DE MEDIOS SEMISOLIDOS

Los medios semisdlidos se emplean para Los estudios de movili-
dad (Medio de SIM) carbohidratos (medio basal OF) o bioqupimicos
(gelatina).

Se inoculan utilizando un alambre recto, tratando de que La An-
cl84ib6n no LLegue al gondo del tubo.

(N
Sembrado pon picadura de un medio semisélido.

Crecimiento bacteriano en ef medio SIM.
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INOCULACION DE MEDIOS LIQUIDOS ¢« N P

La inoculacibn de Los caldos de

cultivo se efectiia con un asa

0 con un alambre necto a par-

tin de La muestra u otrnos cul ‘
tivos agitdndola dentro del = . ‘

medio .
EL crecimiento de estos medios ||
- 4e mandigiesta de trnes fonmas:
I
1. Enturbiamiento: una opacd ] ’ '
N\

dad mds o menos densa. -

2. Fonmacibn de velo: pequeda masa de células que flota en -
La parnte superion def cultivo.

3. Sedimento: depbsito celulan que pejunanece en La parte 4An-
tenion del cultivo.

Fouma correcta de sostenen Los tubos y tapones durante fa
nesdiembra.
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IDENTIFICACION -

Ventajas .-

Es La fonma mds conveniente del diagnéstico etiolégico de Las en-
g§ermedades infecciosas, mediante este procedimiento se determina-
el género y La especie bacteriana causante del problema.

Desventajas .-

Requiene de tiempo, equipo, conocimiento y experiencia. EL perso-
nat de Laboratornio que realice La identificacifn, debe tomar un -
amplio conocimiento de Los métodos y téenicas utilizados para ca-
da género en particular. Puede sern peligrnoso para el personal s -
Anexpento en el drea de diagnbstico microbiolbgico.

Mgtodeg .- |
Existen tablas o cuadros bloquimicos en Los cuales se comprueba -
el nesultado de fas neacciones y son La base en La identificacidn
de Los diferentes agentes bactenianos.

Las pruebas bioLbgicas pueden ser oira forma de identificacibn, -
por medio de antisuenos se determina especificamente el tipo de -
bacteria de que se trata (ejemplo: serotipificacién de Salmonella
spp. Bwcella, etc.)pon otro Lado, por medio de bacterias (antige
noJ conocidaa, es posible determinarn La presencia en La muestra -
(sueno, onina, etc.) de Los anticuenpos especificosal germen 408-
pechoso (Leptospinosis en onina, brucelosis en suero o Leche, ete)

Para La identificacibn de Las bacterias, el Laboratonio de diagnés
tico necesita conocen fas caracteristicas §Llsicas y metabblicas de
Las mismas. Dentro de fLas caracternisticas §isicas, se toman en -
cuenta: agrupacidn, reaceidn a La tincidbn de Gram y algunas otras-
particulanidades estrwcturales que se pueden apreciarn eon tincdlones
especificas, asi como La monfologia de Las colonias observadas en -
tas placas de agar.

Conocidas Las caracteristicas gisicas del microornganismo, se anali-
zan sus neacciones metab6licas tales como:La produccibn de enzimas,
metabilitos intermediarnios, oxidacién y fenmentacidn entre otras.

Esto se Logha a traves de priebas estandarizadas que se efaboran a-
vantin de preparados comerciales que sdon medios de cultivo contendiel
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do el compuesto porn el cual Las enzimas bacterianas actian e -
indicadones que ponen en manifiesto La reaccibn que se LLevé a-
cabo.

AL estudian el metabolismo bacteriano en el Laboratonrio,podemos
dan atencibn primeto a La Localizacibn de La accifn de Las di-
ferentes enzimas, Za mayoria de Las enzimas se encuentran en el-
interion de cada célula (endoenzimas) otrno grupo de enzimas no -
tan numenosas, se encuentran en el exterion de Las células (exo-
enzimas) estas enzimas pueden actuarn sobre Las substancias pre -
sentes en el medio ambiente de Las bacterias.

Cada enzima es una protelna y porn Lo tanto, se fabrica bajo con-
ol genético, 34 un organismo hidroliza el almidén, por efemplo,
se sabe que produce una enzima capaz de LLevax a cabo esta hidrd
Lisis La cual 86Lo se sinteniza 84 el onganismo cuenta con el =
gen adecuado; 4incluso gactornes como La susceptibilidad a un anti-
8éptico o antibibtico se neducen a La herencia del organismo. La-
capacidad para utilizarn Las diferenres guentes de nitrbgeno y de-
carbono es igualmente, debida a La presencia o ausencia de una en-
zima ( o enzimas) especifica, £a cual a su vez depende del material
hereditario.

las pruebas de enzima preformadas y el wso de substratos enzimdti-
cos aislados ayudardn a aceleran La identificacién de mmoongaw
mos . Una neclente introduccién en el mercado, el sistema A.P.I.
constituye un efemplo de La disponibilidad de un sistema de multi-
pruebas por micrométodo para Enterobacteriaceas. Se introduce un -
infculo de fase Logariltmica del ornganismo a pweba en 20 aberturas,
después de sen incubado toda La noche, se Leen Los nesultados, al-
gunas de Las pruebas nequiernen La adicibn de neactivos, pero ef mé
todo es ndpido, econémico en té&uminos de tiempo, espacio y conve -
niencia y se afinma que es capaz de diferenciar enterobacterias con
una precisién del 90 al 95% dependiendo def inbculo .

Cualquier método adaptado, ya sea el tradicional o el moderno, hace
incapi€ en La {imporntancia de un cultivo puro.

Los métodos incluido en este manual no son evidentemente Los unicos
necomendables, han sido emplLeados porn algunos autornes e investiga-
dones responsables. Cada Laboratonio puede hacer mejorar o modifi -
can Las téenicas necomendadas para acomodarfas mefon a cada situa -
eibn particulan, otras neacciones se encuentran en fLas publicacio -
nes que se incluyen en La bibliografia.
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METODO DEL PORTAOBJETOS

Agregarn una gota del reactivo al
30% sobre La colonia de microon-
ganismos del pontaobjetos.Usan -
un goterno o una pipeta Pasteun.

Mezelar con el asa de inoculacibn
suavemente. Porn Lo general, no es
necesario mezclarn el neactivo con
el cultivo.

Se observa La inmediata fonmacibn
de burbujas en una reaccidn posi-
Xva.

METODO EN TUBO DE ENSAY0

Agrnegan dinectamente 1 ml. de Hy 0,
al 3% a un cultivo puro sembrado
en una supergicie de agan mo,um
do, densamente .{noculado.

(=
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PRUEBA DE LA LECHE CON TORNASOL

- FUNDAMENTO: Dx.{e)zenum onganismos sobre La base de sus miltiples
neacuonu metabblicas en un medw Ldote.o

BASES BIOQUIMICAS

la Leche tonnasolada es un medio diferencial que se emplea para
determinan varnias funciones metab6lLicas de un organismo: femmenta-
eibn de La Lactosa, caseblisis y coagulacibn de La caseina.

EL Zonnasol incorporado a fLa Leche es un indicador def pH y un in
dicadon Redox (oxidacién-neduccibn) que hace que el medio pueda ~
indican divernsas funciones. La Leche sola contiene el hidrato de
canbono Lactosa junto con trnes impontantes protefnas: caseina ,
Lactalbimina y Lactoglobulina). Porn Lo tanto, un organismo puede
mostharn una o varnias propiedades metab6Licas, cada una propia de
una especie determinada, ayudando asi a La identifdicacién bacte-
lana.

FERMENTACION DE LA LACTOSA

EL tonnasok como indicadon de pH es nojo en solucibn dcida (pH 4.5)
y azul en condiciones alealinas (H: 8.3). La Leche tornasolada pre
senta un colorn azul purpdreo (pH: 6.8) cuando no estd inoculada ,
pero 84 un onganismo es capaz de fermentar La Lactosa, plwduuen-
.do principalmente deido LActico, se produce una condicibn dcida
indicada por el cambio de color def medio, que se vuelve nojo no-
sado. Cientas bacterias que forman £lcalis no genmentan Lactosa,
pero actian sobre fLas substancias nitrogenadas que se encuentran
en fa Leche &iberando amoniaco, y dando en consecuencia un pH al
calino que se manifiesta por un colorn pirpura azulado.

Lactosa......cccu.. glucosa + galactosa
deido Ldetico

GAUCOSA. e e venvnnns ac. piudvieo deddo butinico
CO2 + Hz
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FORMACION DE UN CUAJO (COAGULO)

La otha fonma de codgulo es el cuajo, es el proceso que ocurre
porn La conversibn de fa caseina en paracaseina porn Las enzimas
renina, pepsina o quimitrnipsina contenidas en La Leche.

La nenina provoca en cuajado de £a Leche convirtiendo La sal de
caseima sofuble (caseinato de caleio) en una paracaseina inso-
Luble (paracaseinato de caleio) que es el cuajo orequeson.

Caseina. .'.w. .L*Ufl . ....... Paracaseina Cuajada

La paracaseina es precipitada como paracaseinato de caleio por
aviba de un pH de 4.5; este cuajo es blando, <insoluble, no se
disuelve en condiciones de alealinidad y se separa de fas pare-
des del tubo después de algunas horas, dando un Liquido nesi-
dual claro que se denomina "suerno".

FORMACION DE GASES

Los gases (CO y H,) se fonman como nesultado de La §ermentacibn
de La Lac,tom Se Zmoduce una fermentacién turbulenta cuando hay
abundancia de gnses que descomponen un codgulo du‘do.

MEDIO DE LECHE TORNASOLADA (PH:6.8)

Es un medio diferencial Liquido de color azul purpireo, se siem
bra pon agotaudn del asa y contiene Lactosa, galactosa, trazas
de glucosa, caseina, sales minerales, y tornasol como Lindicadon
de pH 18.

PROCEDIMIENTOS

Inocular un cultivo puro de 18 a 24 honas de incubacibn.

En caso de Clostridium agregarn hienro est&nil por ejemplo, pol-
vo de MUULO—,WA de metal o clavos ak tubo.

Incubar a 35-37°C porn 18 a 24 honas; puede sern necesarios perio-
dos mds Larngos, hasta 14 dias.

116



REDUCCTON DEL TORNASOL

EL tornnasol es un Lindicadon del pH y un indicador de oxidacibn -
neduccibn. Algunos organismos son capaces de reducin el tornasol
a una Leucobase (blanca).

FORMACTION DE COAGULO Y DIGESTION

Las enzims proteoliticas provocan La hidrn6Lisis de £as proteinas
de £a Leche de Lo que resulta su coagulacifn: £a enzima nesponsa-
~ ble de £a fonmacibn de codgulo es fa nenina. La formacibn de cod-
gulo en La Leche tornasolada es causada por: una precipitacién de
- La caseina porn La fonmacibn de dcidos, o porn La conversibn de La
- caselna en paracaseina por £a enzima renina.

FORMACION DE UN COAGULO ACIDO

la precipitacibén de La caselna provocada porn Los dcidos ongdnicos
a partin de La fLactosa en condiciones dcidas, produce un codgulo
g<rme, gelatinoso que no se separa de fas paredes del tubo y es
facitmente disuelto cuando es sometido a condiciones alealinas.
la Lactosa en fermentada dando dcido LActico y otnos deidos ongd
nicos como productos ginales de La glucdlisis, &€stos a su vez ,
se combinan con el caseinato de calelo, sal sofluble en agua, pa-
na dan caseinfgeno que precipita en 6onma de eodgulo insofuble.

Lactosa......... deido Ldctico
- Acddo L4tico + caseinato de Ca CL8QBAe e nnn s Caseinbgeno
(medio deido)  (sal solubfe] *H°TTOFccccctel linsoluble)

DIGESTION (PEPTONIZACION)

Lla hidn6Lisis de La cafelna porn La actividad enzimdtica produce
una convernsidn ginal del precipitado caseinégeno en un Liquido
clarno; el proceso se denomina peptonizacibn, y se manifiesta por
una aclaracibn acuosa del medio causada por La digestibn del pre-
edpitado (codgulo] y Las proteinas de La Leche por Las inzimas
proteoliticas. Solo se produce peptonizacién cuando £a bacteria
en puweba contiene fa enzima proteolitica caseasa.
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RESULTADOS :

ROJO ROSADO (A)
REACCION ACIDA
FERMENTACION DE LA LACTOSA

AZUL PURPUREO (SC)
No hay §enmentacién de La Lactosa
No hay cambio en el indicadorn de pH

AZUL (ALK)

Reaceibn alealina
No hay fermentacibn de La Lactosa
Metabolismo de substancias nitrogenadas

BLANCO (RED)
Reducceibn del tornasol a una Leucobase

DIGESTION (PEPTONTIZACION) (D)
FORMACION DE COAGULO O CUAJO (C)
Coagulacibn de La protelna de La Leche

GAS (CO2 y Hg) [G).

Bunbujas en ef medio
EL codgulo puede desintegrarnse

FERMENTACION TURBULENTA (T)
EL codgulo dcido es fragmento por £a abundante produccibn
de gas. '
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METODO DE LA GOTA SUSPENDIDA

PROCEDIMIENTO. -

Es un método muy sencillo y satisfactonio que puede realizarse
mtinauiamente en cualquier faboratonio de bacteriofogia.

En esta téenica deben guardarse precauciones excesivas ya que
se twuta de una goia colgante, La cual no tiene contacto algu-
no con el portaobjeto.

TECNICA. -

Se utiliza un cubreobjeto con cuatro burbujas de vaselina 86£i-
da (algunos téenicos prefieren el uso de plastilina) en Los ex-
nemos, se coloea una asada LLena de onganismos en fa fase Lo-
ganitmica sobre La mitad del cubreobjeto y se desciende un por-
taobjeto sobre ella, se Linvierte fa preparacibn y se examina
con Los objetivos de 4 y 10 mm33,

Es impontante que esté parcialmente cerrado el diagragma del
micnoscopio ya que una {Luminacién demasiado brillante hace
casi imposible La observacibn de Los organismos.

Por nazones de seguridad, se necomienda el anillan el cubre-
objeto por completo.
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RESULTADOS:

Prueba positiva: sin desplazamiento , o movimiento Browniano, en
el cual Las células oscilan con Ligereza debido al bombardeo mo-
Lecular, también debe exclwinse La galsa movilidad debida a do- -
lvu.entu de conveccidn.

Exceptuando algunos cepas de Smeptococcu faeccalis en Las com¢
centraciones elevadas de profeinas, ningin coco de mpomtanua
médica es mbvil.

Los anaerobios presentan p'wb.ﬁemaé especiales en donde La moti-
Lidad puede ser inhibida pon el airne en Las preparaciones de
"gota suspendida", es mds probable que se observe La motilidad
de Los dmbud,wzs en fas preparaciones de cultivos de carne
cocida montados en tubos capilarnes cerrados en cada extremo wu-
tilizando algin sellador y examinarse nuevamente después de 30
minutos de Lncubacibn.
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METODO DE DILUCION EN TUBO DE ENSAYO

EL método nequiere utilizarn soluciones antimicrobianos ornigina-

Les; pueden obtenerse en el mercado o de divernsos fabricantes -

&decoA partidas de §dmmacos crnistalinos de potencia cono
a

PROCEDIMIENTO .- | .
Preparan Las soluciones oniginales que contengan 1.000 g. o U/me
en agua destilada esténil. Solub.lizarn con Los disolventes apnro-
pdados ‘0 bien ajustando el pH, s4 es necesarnio. Si es preciso, -
estenilizan también mediante 5uwtau6n a thaves de una membrana
estas sofuciones pueden congelanse a 20°C en necdipientes indivi-
duales henméticamente cerrados de 6 a § semanas sin péndida de -
su potencia.

Para cada uno de £os agentes que han de ensayarse, preparar en -
una gradilla una senie de 10 tubos de ensayo esténiles, aiadin -
a cada uno de Los d&timos 9 tubos de La senie 0.5 ml. de caldo -
de cultivo. Puede utilizarse para ello-soya con trhipticasa, tio-
glicolato o caldo de w‘uwn enuiquecddo con fluido aseltrico -
0 dangne de conejo, segin Los nequisitos de crecimiento del orga
nismo que se desea ensayar.

Aladin a contdwacibn 0.5 ml. de La solucibn de trabajo del anti
bibtico generalmente 100 U/mL. a Los dos priimernos tubos, mezclan

ransferin 0.5 me. del tubo 2 al tubo siguiente y continuan este

mocuohtwtau ar al tubo wimero 9, ddcuwtbede&echanOS-
ml. EL tubo nimeno 10 actida como comoﬁde!.w&two : :

Preparan una solucidn 1: 1000 en un caldo, de un cultivo incuba-
do porn 18 horas del onganismo que ha de probarse. En Los casos -
de ornganismos de crecimiento Lento o delicados, debe utilizarse-
una dilusidn de 1:100. Adadin 0.5 ml. de esta solucibn durante -
12 a 18 horas a 35-37°C.

RESULTADOS .-

Examinan macroscOpicamente Los tubos. la concentracibn minima -
Anhibitornia (M.1.C.) es La dilucibn mdxima del antibibtico en -
el dltimo ibo que no muestra crecimiento visible y se expresa -
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en unidades o micnoghamos por mililitro.

Pana determinar La concentracifn bactericida minima, cada uno
de Los tubos claros se subcultiva en un medio adecuado en ca-
jas de agan.

Esta téenica debe modificarse para agentes como Las sulfami -
das, deido nalidixico y nitrofurantoina.

GLOSARTIO EMPLEADO PARA LA DETERMINACION DE SENSIBILIDAD
SENSITIVA (S):

En infecciones no complicadas, se pueden esperar que ef micno-
ornganismo {nfectante sea inhibido por concentraciones facilmen
te obtenidas en La sangre con Los esquemas usuales de dosifica
cibn.

RESISTENCIA (R):

EL micrnoonganismo infectante no es Lnhibido porn La concentra-
cibn del antibibtico obtenida en La sangre.

INTERMEDIA (1):

Se aplica cuando el microonganismo se encuentra entre sensible
y nesistente. En La conduccibn de tratamientos deben considerar
se cuddadosamente La dosis y el sitio de La infeccibn, junto
con £as posibles "C.I.M.S.", 4in vitro, para poder caleular tan
to el grado de sensibilidad como Za dosis.

Este método no debe aplicanse para determinan sensibilidades

a Las sulfonamidas. Tampoco nesulta aplicable para determinar
La AuAcm&b&&cdad de onganismos de Lento crecimiento que ne-
quienen C02 de anaerobios también el Lento crecimdiento, como
Los Bacteroides, puesto que Los nesultados no pueden ser intern
pretadosd adecuadamente.
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COLECCION DE MUESTRAS PARA LA DEMOSTRACION Yy AISLAMIENTO DE
LOS HONGOS PATOGENOS

Los procedimientos de diagnbstico en Micologia Médica estdn -
encaminados dirnectamente a La demostracibn y ak aislamiento -
de Los hongos presentes en Los tefidos y en Los Liquidos con-
porales.EL diagnéstico de Laboratornio porn Lo tanto, no puede-
realizanse de una manera adecuada 84 Las muestras o&uucab ne
mitidas al mismo, no son Las necomendables o fueron obtenidas
A4in toman Las medidas asépticas adecuadas.

Para el diagnéstico de Las mx_cobu, pueden remitinse al Labora
txzuo ‘diversas muestrnas segin el tipo de infeccién y La negibn
afectada.

MICOSIS EXCLUSIVAMENTE TEGUMENTARTAS

Los hongos que provocan micosis superficiales en Los animales-

se Localizan generalmente en el tejidormuerto (queratina).las-

muestras obtenidas en el caso de Las denmatof.itosis son Los -

naspados cutdneos, pelo afectado, uias, Lana, y plumasd en el -

caso de aves. EL naspado cutdneo debe nealizarse del bonde de-

24 Lesiones que muestren activdidad, previa desonfeccién del -
ea.

MICOSIS INICIALMENTE TEGUMENTARIAS

La micosis inicialmente tegumentarias compnendcn La Cand,(.duu,
Rinosporidiosdis, Los Micetomas y La Esporoirnicosis. EL material
clinico que puede sen nemitido al Laboratonio en el caso de es-
tas infecciones, incluye: Los raspados cutdneos, costrhas y pus-
obtenida de abcesos abiertos, exudados que fluyan de Las Lesio-
nes Localizadas y ganglios negionales, exudados obtenidos porn -
aspiracibn y, muestras obtenidas por biopsia.
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’ MICOSTS SECUNDARTAMENTE TEGUMENTADAS

| Las imfeceiones por hongos que afectan en fonma sistemdtica al

r organismo, pueden ser diagnosticadas mediante el examen de -
mestras tales como sangre, Liquido cefalorraquideo, esputo,-

- exudados provenientes de abscesos y ganglios regionales, raspa
dos del bonde de Lesiones y dlceras, tejuloa obtenidos pon biop
s4a,y tejidos obtenidos durnante La necropsia.

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

Dentro de Los procedimientos de Laboratonio para establecer un-
diagnéstico presuntivo de Las micosis, ef método mds sencillo,-
consiste en nealizan un examen dirnecto de £a muestra sobre un -
porntaobjetos utilizando una solucibn aclaradora de hidrbxido de
potasio al 10 o 20%. S{ a La observacibén microsclpica el nesul-
tado es negativo, no se debe descartar La posibilidad de que -
exista una infeccidn micética.

EL diagnbstico definitivo del ag

Ze La demostracibn del hongo en

del mismo en medios de cultivo e -
dos Los casos s0spechosos pueden . e re————e b
108 procedimientos, en tales Amwnu, Los contes histopato-
L6gicos La inoculacibn de animales de experimentacibn, el exa -
men radiolbgico (en Las pequedas especies) Las pwebas L{mmunals -
gicas y fLa técnica de anticuenpos flourescentes, pueden ser utl
Lizados como procedimientos adicionales en fa confinmacibn de -
Las infecciones pon hongos. o

 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Para este tipo de muestras, se necomienda el examen directo uti-
Lizando una sofucibn de hidréxido de potasio al 10 o 20% , otros
métodos que pueden emplearnse son Las preparaciones de hidrdxido-
de potasio + glicerina, el hidnéxido de potasio y La tineibn de-
P.A.S. EL cultivo en agar C-C Sabouraud debe reatizarse para La-
Adentificacién del génerno y La especie conrespondiente.
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En Las Lesdiones sospechosas de infeccibn por Candida albicans ,
se debend nealizan un grotis y se procederd a Zeiin pon el mé-
todo de Gram, el nesto de La muestrna se {nocula en una placa -
de agarn dextrosa Sabouraud.

::.g.’g'gzz' -

Puede nealizanse un examen directo del pelo, en el sujeto emplean
do La Lémpara de Wood. Los pelos infectados generalmente fLoures-

cen de un colon vernde amanillento. Debe tomarse en cuenta que el-

diagn6stico de Las tifias empleando este procedimiento no es muy -

confiable, ya que s6€0 un nimero Limitado de dermatrofitos produ-

cen un matenial que da dicha §Lourescencia, cuando es expuesta a-

La uz ultravioleta. EL uso de La Ldmpara de Wood es como un medio
"pantalla" para La bisqueda de pontadores asintomdticos.

En cuanto al examen en g§resco de Los pelos, utilizando La téenica-
del KOH, es impontante diferenciarn La forma endotrnix g La ectotrix
de parasitismo,en La piimera se pueden observar abundantes esporas
dentro del pelo y en La segunda fuera de Este nodedndolo a manera-
de manguillo, es imporntante neporntar este tipo de parasitismo ya -
que esto tiene un gran significado epidemiolégico. Oina parte de -
La rguwvux, se inocula en agarn Micobiotic o bien en agar C-C Sabou-
naud., :

E%syuggszgggg -

EL examen de estas muestras puede realizarnse en fonma directa o -
bien, se pueden agnegan 1 o 2 gotas de KOH al 10% para aclarar La
preparacdsn . Pueden observarse dependiendo el tipo de micosis, -
tubos genrminales, células grandes conteniendo endosporas o bien,-
- gndnulos de azugnre. '

Los §rotis de pus se debe teiin pon el método de Gram para demos-
than §ragmentos de hifas, pseudomicelios o estrwucturas tubulares,
Las cuales tienen afinidad pon el colorante bdsico. Los grdnulos -
de azugre pueden sen tratados porn el método de deido resistentes.

Las muestras nemitidas en necipientes esténiles se destinan para-
La inoculacién de medios de cultivos especificos.
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Tipo de muestras y medios indicados para el aislamiento de
' de hongos causantes de micosis

ENFERMEDAD TIPO DE MUESTRA MEDIO DE CULTIVO
EXCLUSIVAMENTE
TEGUMENTARIAS
' Escamas de piel = Agar micobidtico
Dexmatofitosis | Pelo afectado Agar Sabouraud
(Tifias) Raspado de ufnas «CES
INICTAIMENTE
TEGUMENTARIAS
Raspado mucocutianeo Sabouraud + C £ S
Candidosis R 3o vaginal
" | Biopsia de pdlipos
Rinosporidiosis | nasales y oculares Ninguno
Raspado cutaneo

Pus de las lesiones
Esporotricosis ulcerativas. Sabouraud + C £ S
Liquidos aspirados y Agar sangre

Mycetoma Tejido para biopsia Agar Sabouraud
(Maduromicosis) | Liquidos aspirados Agar BHI
Pus de lesiones local.| Agar sangre
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TIPO DE MUESTRA

- MEDIO DE QULTIVO

SECUNDARIAMENTE
TEGUMENTARTAS
(Actinomycetos) | LIquidio espinal Agar BHI
Pus y exadados BHI con 0.2%8 de
‘| aspirados glucosa. =
Actinomicosis Esputos : Medio de carne
Lavado hronqmal picada, a 37¢. C.
Agar sabouraud
Agar BH + sangre
NOGARItOTS Igual al anterior {incubado a tempe-
ratura ambiente y a
! 37 g. C.)
Técnica de la para-
fina.
1 (Hongos
Levaduriforemes) Esputo, Orina Sabouraud + Claranfe
Criptococcosis Liquido espinal nicol.
Raspados de piel sa/Urea-antibidticos,
lesionada Medio de creatinina.
(a 24 g. y 37 g. C.)
Medio de Niger
Lavado bronquial Sabouraud + C £SS
Candidosis Liquido espinal Agar sabouraud (pa-
Esputo ra las especigessmn-
Orita; Heces sibles a los anti-

bidticos).
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ENFERMEDAD TIPO DE MUESTRA | MEDI® BE CULTIVO
(Hongos Difasi- K
cos) lavado bronquial g
a,Espu_ toig.}.na, Liqui- _
Coccidioidomicosis | €0 98P A%, Sabouraud+ C £ S
Pus de gbcesos
Senos afectados. .
Sangre, esputo
. médula Osea vado .
Hitoplasmosis bronquial, iiqm.do ;.;!g; antﬁbig:ig;l
afegtados y al- + an coS
nos BHI + 6%+de sangre
Raspado de piel le- | Sultivado a 37g C.
3 sionada.
‘Raspado de la perifq o,

. feria de las lesio- ad + C £ 8 'y
iBlastaomycosis nes. Agar BHI +antibioti
Norteamer icana Orina, Espunto, | BHT (sin antibidti-

gdas. de Shabi a37g C.

Biopsia de nddulos

linfaticos. anberior
Blastomycosis Raspado de musosas Igual al
Sudamenticana Esputo

Lasmdo b ronquial

Raspado de la peri-

feria de kas lesio-

nes.
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TIPO DE MUESTRA

MEDIO DE QULTIVO

Esputo
Lavado bronquial

MIQOSIS
MISCELANEAS
Esputo Agar Sabouraud +
Aspergilosis Lavado bronquial antibioticos
Feto y placenta
Tejido para biopsia
Feto y placenta . ud +

cloranfenicol
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// Ectotiix: Esponas
grandes fuera del

/
Ftatstix: Pequeiias espo- \ / peto.
1s fuena def pelo.

Eetotrtix-Endotrix in-
tenmeddo.

Endoteix: Esporas ‘dentro
del pelo.
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LIQUIDO ENCEFALORAQUIDEQ

EL LLquido obtenido en tubos o feringas esténiles, es centrni-
fugado a 2000-2500 npm. durante 15 minutos y el sedimento se-
observa al microscopio, donde pueden observarse células o tu-
bulares; otra parte del sedimento se tifie para demestracibn -
de cdpsula cuando se sospecha de una infeccidn por Cryptoco -
ceus neoformans, utilizando La téenica de fa tinta Eh%nPFTTa
Lineadn de nigrosina.

EL sedimento puede tratarse porn el método de Gram y también -
por el método de dcido nesistentes, en el cado de wﬁecu&n -
porn Actinomycetos.

ESPUTO .-

Los §rotis de esputo son tratados de manera similan a Los de -
pus y exudados. La tincibn de Gram es Atil para demostnah ki -
das de Actinomycetos células Levadurnifonmes de Candida albicans
y antrosporas, La Tincibn de deido nesdistentes nos ayuda a Lden
tigican el género Nocardia; 84 se sospecha de infeccibn pon =
Cryptococcus . Puede utilizarnse el método de La tinta china.

MEDULA OSEA Y SANGRE .-

Los §rnotis nealizados con este tipo de material, son teiidos -
con Los colorantes de Giensa y de Wright en Los casos agudos -
de Histoplasmosis, Las muestras provenientes de jeringas son -
Linoculadas directamente en un medio de cultivo adecuado.

MATERTAL DE BIOPSIA Y NECROPSIA

EL matenial obtenido porn biopsia o durante £a necropsia puede-
sen preparado por fifacibn para nealizar contes histopatoligi -
cos 0 bien pueden sen inoculados dinectamente en algin medio de
cultivo.

Los naspados cutdneos y el material de biopsia obtenidos en el

caso de Rinospornidiosis se deben examinan dinectamente o fifjarse
para hutopa,ta!;ogw EL cultivo en forma mdcelial no puede ser -
Levado a cabo en el £abo)uutouo, nd Los animales de Laboratornio
han sido infectados experimentalmente. Sin embargo, Grover (1970)
obtuvo La maduracién de £as espornas y esporangios en material de

biopsia colocado en el medio sintético.
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EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO .-

EL examen mmbcdp&co de Las’ preparaciones en frasco no teiidas
takes como onina, exudados y LLquidos pernitoneales o plLeunales -
pueden demostrar La presencia de estwucturas earacterisiicas, (es .
- ponas, esfexutas; héfas,ete. ) en La mayonld de Los “casos,

TECKICA DEL KOH AL 10% .-

Las preparaciones utilizando una solucibn aclaradora de hidnéxi-
do de potasio al 10 o 20%, son un método ndpido y confiable para
el diagn6stico de Las tuwus cuando examinamos muestras de pelo-
0 naspados cutdneos. Este pnocetho también puede ser aplica
do a muestras tales como pus y exudados.

En el examen microsclpico del matenial bioL6gico, pueden Lidenti-
ficanse Los filamentos de Los dematifitos que pueden sen Largos,
contos, namificados, fragmentados y de un didmetro regular de 3-
micnas; es imporntante el saber diferenciarlos de §ilamentos de -
hongos contaminantes o de artefactos diversos.

EL matenial debe primero examinarse a bajo aumento con el diagrag
ma parcialmente ceviado para obtener contrastes visual, examinan-
do el maternial se debe enfocan primerno un pelo que aparezea roto-
0 deformado y observarse a -mayor aumento. En el tejido que es exa

e encuentran con mayorn frecuencia esporas, mds bien que -
hifas, Las cuales generalmente estdn dispuestas en racimos [mosali-
co) o en cadenas sobre La superficie del pelo.

Las ventajas del método microscbpico directo para el diagnéstico -
sobre Los otnos procedimientos es de que en un conto perfodo se -
puede establecer un diagnbstico definitivo e instituinse fa terapia
desde el examen inicial def paciente.

PRECAUCIONES -

Debe tener cudidado en no colocarn una cantidad excesiva de muestra
(pelos,escamas o exudados) sobre el portaobjetos ya que esto puede
impedinla observacibn de Los elementos fungales.

En té&uminos generales, mientras mds tiempo permanezca el material-
en el hidréxido de potasio, es mds exacto el examen; el defar re -
posar Las preparaciones durante toda £a noche en una cdmara himeda
gacilita ampLiamente La observacibn de Las estructuras.
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PROCEDIMIENTO .-

. Frente al mechero y sobre un por
taobje,taA se deposita una peque
fia canudad de pelos y escamas -
raspadas de La periferia de La -
Lesdibn.

2. Se agrega 2 0 3 gotas de una s0-
Lucibn de hidnbéxido de potasio -
(KOH) at 10 o0 20%.

3. Se deja en neposo La preparacibn-
durante 10 o 15 minutos, antes de
colocan el cubneobjetOA, un calen
tamiento Ligero de La Laminilla =
acelena el aclaramiento de Las -
muestras.

4. Observar al microscopio con el ob-
fetivo seco fuerte (40 X) para La-
Ldentificacibn de estrwcturas.
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CULTIVO DE LOS HONGOS .-

Los hongos obtienen su alimento como pardsitos infectando orga-
nismos vivos o como sapréfitos atacando sustancias ongfnicas -
muentas. La mayonia de Los hongos conocidos, pardsitos o no, -
son capaces de vivirn sobre materia orngdnica muerta, como Lo de-
muestra el hecho de poder cultivarlos artificialmente sobre me-
dios sintéticos.

La mayonia de Los hongos se desarrollan entre Los 0°y 35°C, pe-
na Las temperaturas bptimas estdn entre 20°y 30°C. En contraste
con Las bacterias, Los hongos prefiernen un medio deido para su-
crecimiento, siendo el Sptimo alrededon de pH 6.0 para La mayo-
nia de Los génenos.

Existen una gran varniedad de medios de cultivo especificos para
cada género, y adn, para cada especie de hongo, pero Las cajas-
0 £os tubos con Agarn dextrosa Sabowraud (pH 5.6) son el medio -
estdndan utilizado para el aisfamiento de Los hongos: pueden -
ademds emplearse cajas preparadas con agarn de infusibn cerebro-
corazén (agar BHI) o agar sangre adicionados o no con antibidii
cos para favorecer el desaviollo de Las formas miceliales y Le-
vaduriformes.

EL sembrado de £as placas y fubos conteniendo el medio de culti
vo, se nealizan empleando un asa de {inocyglacidn en foruma de L -
0 bien utilizando el asa bacteriolfdgica. La técnica generalmen-
Ze es similarn a £a necomendada para Bacteriologla general; a4in-
embargo, como en el caso de Las denrmatofitosis, fa muestra es -
Anoculada porn picadura en sitios divernsos del medio de cultivo.

EL examen de Los medios de cultivo inoculados con material cLi-
nico, varia dependiendo del género en cuestibn. Los hongols Leva
duwrifonmes nequienen de una Lncubacibn de 24 horas a 37°C (como
Las bacterias) pon el contrarnio, Las fonmas miceliales requie -
nen de un perdodo de incubacibn mds proLongado, que varia de -
una a thes semanas a temperatura ambiente.

Las caracternisticas generales que nos permiten nealizarn una iden

tif4icacibn preliminan de Los hongos en cultivo, Las podemos agre
gan en dos foxmas:
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11 Morgologia Colonial .
Es imporntante observar parna todo& Los upOA de crecimiento:

“a) Aspecto de £a colonia~- : -
b) MorgoLogia general (planma, agruipada, con pueguu negu-
Lares o iviegularnes).
c) Textura: Levadurifonmes, pulvwulente, granular, vellosa
o algodonosa.
d Tiempo de crecimiento o desavrollo
e) Pigmentacibn y La difusibn del pigmento al revernso de -

La colonj.a.
2) Tipgs.de Micelio -
Uicelulan F.ilamentoso
Pseudomicelio ~ Macrosigonado Septado
Pigmentado Microsifonado P.igmentado
Hialino Cenocttico Hialino

Las caracternisticas macroscdpicas de Las colonias y La pigmenta-
cibn son medios utiles para fa 4identificacibn, pero en fa Adenti
§icacibn final se hace necesarnio el desavrollo pleno de todas -
sus estrwetuwas para asl nealizan una apreciacifn exacta de ellas.

Ya que ¢t estudio de £a morfologla de Las esporas y Las neﬁauonu
espora-micelio son necesarnias para La identificacién §inal detl hon
g0. Los mic6logos en ocasiones suplementan sus cultivos, mediante-
el cultivo del hongo en portaobjetos, utilizando en método def mi-
cocubtivo el cual penmite un estudio exacto de Los hongos micelia
Les.

METODO DEL MICROCULTIVO .-

En estos cultivos el crecimiento se nealiza en una cdmara himeda -

preparada con una nodaja de papel §iltrno que se coloca en el fon -
do de una a de Petni, una vanilla de vidriio doblada, un porta -
objetos y cuimeobje,tu Este paquete se esteniliza en eﬂ autoclave
y s¢ almacenas hasta ser utilizado.
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ROCEDIMIENTO .-

heparar una placa con 30-35 de medio.

fe conta un bloque de aproximadamente

lem? utilizando matenial y téenicas- |

uépticas.

Je vzﬁmﬁime el bloque de agar a La-
ipergicie del portaobjetos.

o inoculan Los cuatro Lados del bLo-
ue de agarn con £as esporas o el cre-
umiento micelial del hongo que se -
wtd estudiando.

e coloca un cubreobfetos utilizando-
mas pinzas previamente glameadas en-
vma del bloque, haciendo una Ligera-
nesLldn.
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Se adicionan aproximadamente 10 ml.
de agua destilada esténil o una 40-
Lueibn al 10% de glicernina esténil-
teniendo cuddado de que el nivel de
Liquido no toque el portaobjetos.

Se 4incuba el microcultivo a 27°C has
1a observar sobre el medio el desa -
mollo del micelio. Cuando el mice -

Lio toque tanto el ponta como el cu-
breobjetos, puede nealizarnse su obsen
vacidn.,

Antes de observar se rnetina el agua -
destilada con pipeta y se sustituye -
por goxmol al 10% (10meL). se deja ac-
tuan pon espacio de 2 a 24 horas.

Posterionmente se retina el medio de-
cultivo con un bistunl previamente -
§lameado y obtenemos el hongo sobre 4
el ponta y cubreobjetos.
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Para el examen se agregan 1 o 2 gotas
def colorante azul de algodén Lacto -
fenof en un pontaobjetos Limpio y se-
coloca el cubreobjetos del microcul -
Uvo en el colorante; porn otno Lado,-
al portaobjetos del microcultivose Le
agrega ef colorante y un cubreobjetos

Para el examen microscépico, se obsen-
va puimeno con bajo aumento y después-
con el objetivo de inmensibn.

’
Con este procedimiento se obtienen dos hewmosas preparaciones, con
el micelio, esporas y conexiones intactas; estas preparaciones pue
den hacerse semipermanentes sellando Los borndes de Los cubreobje -
t08 con barniz para uiias.
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TECNICAS DE TINCION :

Los métodos de tincibn utilizados para La demostracién de Los
hongos incluyen La tincibn de Gram, el método de Ziehl-Neel -
sen y La modificacién de Kinyoun (para dcido-nesistentes) asi
como La tincibn para cdpsula. Estas tinclones se describieron
con anternionidad en el capitulo cornrespondiente a Bacteriolo-
gia, en esta ocasién descrnibiremos algunas de Las téenicas ru
tinarias empleadas en el Labornatornio de Micologia general.

TINCION CON AZUL DE ALGODON LACTOFENOL :

Esta es una excelente preparacibn para La demostracién de La-
mayornia de Los hongos miceliales.

REACTIVOS :

Solucibn A: Solucidn Aclarante (Lactofenol)
Cristales de Fenol ..i.oeveeennn. 20 g.
Acido LActico v.ovveanne teseenas . 20 g.
Glicoinad «.oeeeeeas ceseessssaae 40 g.
Agua Destilada «..cocivevnnecanes 20 me

© Disolver en el agua destilada el fenol en bafo Mania,agnegan -
ek deido Ldctico.

Solucién B: Azul de Algodén Lactofenol
Colorante Azul de Algodén ...... 0.05 g.

A Los 60 ml. del aclarante anterior se Le adiciona ef coloran-
e azul de algodbn y se giltrha antes de usarse.
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PROCEDIMIENTO :

Poner un portaobjetos sobre una

supengicie thansparente e Llumi-
nada, 84 esto no es posible, po-
nern el portaobjetos sobre una ho
ja de papel blanco. Agregar una
pequeiia gota de azul de algodén-
Lactofenol en el centro del pon-
taobjetos.

Remover un gragmento de La colo-
nia del hongo (aproximadamente -
1 a 2 m. dentro de La perifernia)
con un asa y depositarn sobre La-
gota, del colorante.

\//)

Desbaratar el fragmento de La co-
Lonia utilizando el asa de inocu-
Lacibn o aguja de diseccibn.

Montarn La preparacién dejando caen
un'cubreobjetos sobre ella, no -
presdionan el cubreobjetos porque-
esto podria desprenden algunas es-
Ybweturas del hongo.
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TINCION CON AZUL DE ALGODON ACETICO :

REACTIVOS :

Azul de algodén ..... ceeness. 0.5 g.
Acido acltico .oeevvennnnnns 3.0 g.
wua dum 9 00000000000 700 ml. ’

PROCEDIMIENTO :

- Fifar con aleohol metllico cubriendo el porntaobjetos y dejando
evaporan. (Microcultivo).

- Agregan La solucifn de azul de ugoddn acético por 20 minutos,
calentando hasra La emisién de vapores.

- Lavar ndpidamente con agua corriente

- Pasar pon aleohol absoluto de 90°

- Pasan por aleohol absolfuto

- Poner en xilol hasta que se trhansparente La preparacién
- Montan en b&lsamo de Canada o nesdina sintética

- (6)b4e1wa/c al micnoscopio empleando praimero el objetivo seco -
uente.

TINCION CON ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS)

Es una excelente tincibn utilizada para demostrar hongos en mues-
Duas de naspados cutdneos y contes de tejido.

REACTIVOS :

Solucibn A: Acido Perybdico ..oeeevenceen 5.0 g.
' Agua d%m R EEEER] 100 ML-

Poner en un $rasco con tapén de noseca.
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Solucdibn B : Solucibn de gucsina bduca
’ Fuuw mm R EEELREY 0 , go

Alcohol etflico 95% ...... 5.0 mL.
Agua destilada .....eco0.. 95.0 mL.

Mezclarn el aleohol etilico y el agua, afiadin cuidadosamente La
ﬁgcum a La mezcla y agitarn La solucifn con movimientos nrota-
nL0s.

PROCEDIMIENTO

Poner una capa defgada de albimina de Meyer sobre un pontaobjetos
Limpio. Sobre ésta colocar algunos fragmentos de escamas de piel-
0 wias utilizando una aguja de diseccidn. No §ijar por calor. De-
farn secan La preparacibn a temperatura amblente durante foda La -
noche a 37°C pon una o dos horas; 84 se hace wdupemable se pue
de utilizar una pl.a.ca de calentamiento a 60-65°C.

Poner el pomobjeon en aleohol etilico absoluto por 1 minuto
Secan La preparacidn e {nmediatamente ponerla en dcido perybdico-
al 5% por espacio de 5 minutos.

Lavar en agua corndiente porn 2 minutos

Poner en fucsina bdsica por 2 minutos

Lavar porn 2 minutos en agua corriente

Sumengin el pontaobjetos en una sofucibn de Metabisulfito de 0 -
"dio, por espacio de 3-5 minutos.

Lavar en agua coriente por 5 minutos

Deshidratar pasando a traves de aleohol al 70%, 85%, 95% y absofu
to a intervalos de 2 minutos.

Ponen en xilol porn 2 minutos y montar con un cubreobjetos y resina
sintética.

INTERPRETACION:

La mayornta de Los hongos se tiie de colon Magenta; el material -
nestante presenta un color nosado o nojizo.

‘Ocasionatmente Las bacterins asi como Los neotnbfilos pueden nete-
ner fa fucsina pero no debe haber dificutltad en diferenciar esias-
estwcturas de Los elementos micbticos.
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MICOSTIS EXCLUSTIVAMENTE TEGUMENTARIAS

Las Demmatofitosis o Tifas, son unas de Las micosis §recuen-
tes dentro del grupo de £as micosdls exclusivamente tegumenta
nias. . ,

La Denmatofitosis es una enée/unedad W@ummta/ua cuyos-
agentes patoldfgicos son divernsos hongoA denominados genénica
mente denmatbf§itos, estos microorganismos presentan un tho -
pismo estricto hacia Los tefidos queratinizados de tal mane-
ra que cuando se encuentran en el huesped habitan y estén s4
tuados en Las capas mds supenficiales del mismo afectando La
piel, uias (garnas y cuernos) y al pelo (plumas y Lanas).

Los dermat6fitos estdn comprendidos dentro de tres géneros:
Mierosporum, Tuchophygon y Epidermophyton, con diferentes -
especies Los dos primenos génernos y el Lercero con una sola-
especie: Epdidermophyton §Loccosum , el cual es un pardsito -
exclusivo del hombre. En el cuadro se muestran Las especies-
de denmatbfitos que han sido neporntados en Lod animales domés
ticos.

CLASTFICACION :

EL p:wbabze Lugar de onigen de Los denmatsfitos es el suelo.
Un ndmero significativo de microorganismos han cambiado su -
existencia saprofitica en La naturaleza, por una existencda-
parasitarnia en La piel animal o humana. Sobre La base prefe-
nencial de Los dermatbfitos;estos microongandismos pueden sen
clasificados como geogilicos (afectos al suelo) o queratofi-
Licos (afectos a La queratina) .0tra cLaA,Lﬂ,ccaudn de estos-.
hongos ha sido nealizada tomando en cuenta : 1) £La preferen-
cia de Los microonganismos para el tefjido animal o humano |
z004LLicos 0 antropofilico); 2) La posdicidn de Las esporas -
fungales dentno o en La superficie del pefo (Endotrix o Ecto
ix); 3) porn Las caracteristicas del cultivo, y 4) en el -
hombne, £a regidn del cuerpo que es peaﬂecxamente afectada -
(Tinea capitis, Tinea barbae,etec.).

La clasificacibn de Las tifias en base a Las manifestaciones
clinicas y a La Localizacidn de Las Lesiones, no puede £Le -
varse a cabo an Los animales domésticos ya que estas son ex-
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DERMATOFITOS EN MEDICINA VETERINARIA

M. distostum reportadoo
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tremadamente variables. La infinita variedad de Lesiones se
refiene, pon una parte, a La interaccibn del denmatégito y-
a La capacidad neactiva del huésped pon La otra, en un exire
mo estd el pontadon auntom&&co, como punto Meﬂmedco La=
Lesibn cldsdica, La cual se aprecia como una drea cireular -
de alopecia con una zona central de curacién y una reaccibn
Anflamatornia en La periferia y en el otro extremo estd La -
Lesidn violenta, eruptiva nodularn o tumornosa nefernida como-
Kerdion.

DIAGNOSTICO :

Como todas Las enfermedades infecciosas, ef diagnbstico de-
ginitivo de fas tifias depende de La demostracién del agente
causal. EL diagnbéstico basado en Las caracteristicas clini-

cas de La Lesibn es digicil con La excepcibn de Los casos -
picos de La Lesibn "anillada", otras dermatosis tales como
infecciones bacterianas, urticarnia, seborrea y tumones pue-
zen eubneamente sen confundidas con una infeccibn dermato -

EL diagnéstico de Las denmatogitosis en el Laboratornio, 4in -
cluye Los sigulentes procedimientos:

Empleo_de_fa_fdmpara

Algunos de Los dermat . La caractenistica de florn
rescern-en el pelo afe L se ‘puede demostran con -
La Léamparna §Lourescen Lendo esta carnacternistica -
un paso de ayuda en e EL gendmeno de fLowrescen
cia verde amarnillenta nﬁoa,tumdammte, 8680 en ¥

caso de Microsporum candis M.distortum y M.audowinii y en oca-
s4ones Truchophyton Lonsurans y T.schoenlesmus porn Lo tanto,- .
el empleo de fa ¥dmpara de Wood Liene un valor diagnbstico Li-
mitado y 86Lo da resultados positivos en casos de infecciones
por estos microorganismos.

Py 2 Y Y 2 f PPy > Pl
L E P 2 2 X 2 L F X+ F ¥ & F 2 ¥

EL examen microsclpico del pelo o de raspados cutdneos, es un
método népido y congiable para el diagnéstico de Las tinas, -
previo aclaramiento o transparentamiento de £a muestra utili-
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T. Verrucosum

M. Nanum

T. GALLINAE

T. Equinum
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zando La téenica del KOH . Este examen directo nos permite apre
clan Las estructurnas 5unga£e,s y su accdibn en Los tefidos, se -
observan microscipicamente antrosporas, Las cuales pueden Loca-
Lizanse dentrno o en La superficie del pelo y fragmentos de mice
Lio cuando examinamos raspados cutdneos, utilizando Los obfeti~
vos seco débil o seco fuernte, en cambio en su estado saprofiti-
co forman estrweturas mds complejas y diversas que se utilizan,
precisamente para su preparacidn en génernos y adn en especies.

Cuttive, [asitamiento).-
La identificacibn del género y La especie se establece por La -
observacibn de La mornfoLogla colonial tanto macro como micnos -
cbpica en Los medios de cultivo.

Los cultivos se nealizan inoculando £as muestras (pelo y escamas
de piel) en medios de cultivo como el agarn Micobiotic, agar Mico
sel o bien el medio de Sabouraud dextrosa conteniendo clLoranfendi-
col 0.05 mg/mk. y ciclohexamida o actidiona 0.05 mg/ml. La acidez
del agan Sabowraud inhibe La mayonia de bacterias; porn otrno Lado-
el clonanfenicol restringe el crecimiento bacteriano y fa ciclohe
ximida <nhibe La mayonia de Los hongos contaminantes.

La onocilacibn del medio puede realizarse de La siguiente manera:

- Toman con el asa o aguja de diseccibn esténiles algunos gragmen
tos de La muestra y depositarnlos en el centro de 2 tubos con medlo
de Sabouraud dextrosa y dos con medio de Micosel agar.

- Incubar a 28°C por dos Semanas. La incubacibn puede moungaue-
hasta porn 30 dias.

- Observar Las caracteristicas macroscbpicas de La comonia obtend-
da (no pasar porn alto La pigmentacién al neverso de La placa).

- Realizar un microcultivo para LLegar a La identificacidn conmvred
ta del hongo siguiendo La técnica descrnita anterionmente.

Para el desavrollo de cientos dermatsfitos es necesario el emiique
cimiento del medio con vitaminas por ejemplo: Trnichophyton equinun
nequiene de deddo nicotinico y T.verwcosun requiere tiamina e Ano
Au,o!. por otrna parnte, T.verwcosum crece meforn y mds ndpido a -
37°C que a temperatura amblente.
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Diagnéstico preliminan de Las tifias en

animales a partin del material clinico

[ espPECTE

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES KOH

| DEL
HONGO

Raspados de piel

[ Pelo

Micnos-
porum
cands.

Fragmento de hifas sep-
ladas y cadenas de ar -
trhosporas nedondas.

Vaina en mosaico de peque-
das esporas (2-3) que ro -
dea completamente el pelo
en La base (ectrotix).EL -
micelio dentro del pelo -
estd dispuesio paralelamen
te a su Longitud.

Mlerospo-

i

rum sudou

Micelio gragmentado y -
cadenas de artrosporas.

Igual a M.canis .

Mierospo-

rum gyp-
6w0

Micelio y masa muy ghan
des de artrosporas, al-
gunas en cadenas.

Esporas grnandes (5-8) en
cadenas o masas irregula-
rnes en La superficie de -
Los pelos (sctrotix).
micelio estd du»puuto pa
nalelamente a su Longitud.

Mdierospo-
aum nanum

Micelio namificado

Vaina de pequeiias esporas

(2-3) que nodea el pelo en
La base (ectrotix). EL mi-
celio estd dispuesto para-

Lelamente a su Longuud
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zando La téenica del KOH . Este examen directo nos permite apre
cian Las estwcturas fungales y su aceibn en Los tefidos, se ~
observan microscépicamente arntrosporas, Las cuales pueden Loca-
Lizanse dentrno o en La superficie del pelo y fragmentos de mice
Lio cuando examinamos haspados cutdneos, uu,u’zando Los objeti~
vos seco débil o seco fuerte, en cambio en su estado saprofiti-
co forman estructuras mds complefjas y diversas que se utilizan,

precisamente para su preparacidn en génenos y adn en especies.
Cultivo_lasifamiento). -

La identificacién del género y La especie se establece por La -
observacién de La morfologla colonial tanto macro como micrnos -
cbpica en Los medios de cultivo. _

Los cultivos se nealizan inoculando Las muestras (pelo y escamas
de piel) en medios de cultivo como el agar Micobiotic, agar Mico
sel o bien el medio de Sabouraud dextrosa conteniendo cloranfeni-
col 0.05 mg/mb. y ciclohexamida o actidiona 0.05 mg/ml. La acidez
del agan Sabowraud inhibe La mayornia de bacterias; por otro Lado-
el cloranfenicol nestringe el crecimiento bacteriano y fa ciclohe
ximida inhibe La mayornia de Los hongos contaminantes.

La onocilacibn del medio puede realizarse de La sigulente manera:

- Tomar con el asa o aguja de diseccibn esténiles afgunos fragmen
tos de La muestra y depositarnlos en el centro de 2 tubos con medio
de Sabouraud dextrosa y dos con medio de Micosel aganr.

- Incubar a 28°C por dos semanas. La incubacibn puede pnol,ongaue-
hasta por 30 dias.

- Observan Las caracternisticas mac/w»scdpm de La comonia obteni-
da (no pasar por alto La Toe-

- Realizan un microcults
ta del hongo siguiendo £

Para el desarollo de ek
cimiento del medio con v
nrequiene de deido ww.au
Aua!. por otrna parnte, 1
37°C que a temperatura




Diagnbstico preliminan de Las tifias em

animales a partin del material clinice

ESPECIE

rum 4udo:_¢_
indi.

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES i-’.:
- DEL -
Raspados de piel [
{ONGO pa P B
Vainz 0 === i
: _ | Fragmento de hifas sep-| das ixv>-
M’;’mé tadas y cadenas de arn -| dex xm< T
P trosporas nedondas. e o
cands. TSRS _— o
S -
tz - \
Microspo- | Micelio gragmentado y - | - =

cadenas de artrosdporas.

"\‘
‘. aw el ‘s- -
Micnospo- | Micelio y masa muy gram .. «;db - LTI
des de artrosporas, e~ , . supemde._.  _

um gyp-



|EspECIE |
DEL HONGO'

Raspados de piet

L

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES DE KOH

Pelo

Taichophy-
Zon rubrum.

La invasién del pelo es
nara.En animales de expe
rimentacibn se han obsen
vado cadenas de esporas -
fuera del pelo y micelio
dentro de éL.

Trichophy-
Zon Lonsu-

Micetio Yy cadenas de an-
Dwosporas.

Los gragmentos de pelo, -
presentan en su interion
masas densas de colon os-
cuwro Las cuakes correspon
den a esporas de gran ta-
maiio (4-7.5) micras en ca
dena.

Trichophy-
ton vervwu-
cosum.

Micelio y cadenas de an -
trosponas.

Vainas o cadenas aisladas
de grandes esporas (5-10)
en La supergicie del pelo
(extrotix).

—

Trnichophy-
Zon equinum

Micelio y cadenas de an -
osporas

o

Vainas o cadenas aisladas
de esporas (3.5-8) en La-
superficie del pelo (extru
(x) Mi{cetio dentro del pe
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. ESPECIE EXMEN DIRECT 0 DE PREPARACION DE KOH

Hgﬁéo Rabpado& de piel Pelo

Vainas o cadenas aistadas

P de esporas (3-5 u) en fa
Trichophyton] Micelio y cadenas de s
aarophi-| antroponas pergicie del pelo {ecto-
'# po. tlzg) Micelio dentro del

Trichophyton| Micelio y cadena de | Las pfumas no son agectadas
jgatlinae antrhoporas.

‘MICOSIS INICIALMENTE TEGUMENTARIAS

La Micosis Inicialmente Tegummtauaé son un grupo de infeccio
nes que generafmente se presentan en forma Localizada, involuchan
a fa piel y al tefido subcutdneo, y raramente se pueden diseminan
_ a b6rganos internnos.

Para Medicina Veterinarnia, se consideran de impontancia clinica :
La Rinosporidiosis, La Esporotrnicosis, La Maduromicosis (Mycetoma)
y Lo Candidiosis.

Los agente etiolbgicos de estas enge)cmedadu se encuentran como
saprbfitos en fLa naturaleza, y La via general de infeccifn ocwure
por La contaminacibn de heridas porn el hongo.
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MICOSIS INICTALMENTE TEGUMENTARIAS

ENFERMEDAD

DESCRIPCION

Rinosponidiosdis

La Rinospornidiosis en Los animales consis
te en una ninitis-poliposa crénica produ-
cida por el Rkinosporidium seeberi. La Le
440n consiste en un polopo generalmente -
inico y unilateral, pedunculado, adoptan-
do en este caso un aspecto de coliflon.
La enfenmedad no es transmitible.

Puede afectan en Los equinos, bovinos y -
caninos, asi como al hombre.

Espornotnicosdis

Es una infeccibn mic6tica de La piel y -
Lin§dticos cutdneos provocada por el Spo |
rothuix schenchii .

La infeccibn suele presentarse en Las ex-
remidades o el tronco, y Loma una §orma-
de n6dulos subcutdneos o intradéumicos,de
1 a 4 em. de didmetrno. Los nédulos estdn

gormados porn granulomas pwwlentos.

Entre L0s animales La mayon parte de Los

casos descnitos se negiene a Los equinos.
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AGENTE

FORMA EN EL TEJIDO

FORMA EN EL CULTIVO

- Sporothnin
AchenckiL.

la fase parasitarnia es
una Levadura Gram (+)
descnita a veces como
formas en puro de 2 a
10 micras de Longitud
demostrable en grotis

de pus.

“dispuestas en racimos,es-

Como saprbgito, el hongo-
Zoma una gorma micelial -
con hifas tabicadas de c

ca de 2 michas de meﬁ
En La extremidad de fas 14
mi§icaciones se encuentran

poras ovales 0 pirnigormes
quo semejan a Los pétalos
de una §&on.

R@Lr!.oépo-

Aeebend,

EL agente puede ser -
demostrado mediante -
contes hislbgdicos o -
por medio de prepara-
ciones himedas de Los
p6lipos. Entre el es-
woma puede vernse el-
agente en forma de es-

§oulas de distintos-|

tamaiios.

No e ha Logrado el cul-
tivo en fonma antiflcial.
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AGENTE

FORMA EN EL TEJIDO

FORMA EN EL CULTIVO

| En Los tejidos y exida-

| Es nelativamente dcido-

dos, el microorganismo-
apanece como f§ilamentos
detgados (0.5-1.0) na-
mif<icados y Gram (+).

nesistente y esta carac
ternistica se demuestra-|
mejon cuando se evita -
el empleo del akeohol -
en La tincibn.

Las especies de Nocardia-
crecen bien en condiciones
aenobias, sobre muchos me-
dios de cultivo simples.
Las colonias son céreas -
con pigmentacibn que varia
de amarnilla a naranja o 10|
fiza. Las hinfas blancas -]
abreas se forman sobre La
superficie de La colonia.
La esporulacibn ocurre pon
gragmentacibn en artropora

AlLesche-

| %z Bovdi Eﬂ.evda una prolifera -
2a Doyatdoibn granulomatosa de -

EL examen microschpico

La submucosa y mucosa -
basal, células de Lan -
ghans y clamidosporas -
de pa)z,ed defgada con hi
gas segmentadas. -
En Las muestras de pus-

exudados pueden obser
arnse colonias p4.gmenxa
das como puntos de co -
Lon marnén o negro.

Produce un micelio aéreo -
blanco w(godono&o AL mL -
croscopio se observa un mé

celio septado moderadamenie

ancho. Conidias unicelula-
res, ovales o en fonma de-
pera.
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AGENTE

FORMA EN EL TEJIDO

" FORMA EN EL CULTIVO

Helminthos
f[poram sp.

Igual al enterion

Cnece gonmando una colo-
nia de colorn gnis, La -
cual presenta una drea -
central deprimida de co-
Lon negno. AL micnrosco-
pio el micelio conidio- |
gorno y conidias son de -
colon cagé oscuro.

EL conidiofono se desa -
molla como una nama del
micelio y se ensancha en
La tewminal y puede apa-
necer anudado o toreddo.
Las conidias tienen una-
semefanza notable con Loy
huevecillos segmentados-
de Los helmintos.

Curvularnig

Igual a A. boydil

‘co algodonoso que torna-

EL micelio aéreo es blan-

a gnis, café y finalmente
negno. AL microscopio se
observan conidioforos fu-
difonmes, abundantes de -
colon cagé oscuro, tienen
3-4 tabiques y una tenden
cla a cwwarnse Ligeramen-
Ze.
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ESPECIE

DEL HONGO

" Raspados de piel

L

EXAMEN DIRECTO DE PREPARACIONES DE KOH

Pelo

Trichophy-
Zon rubrum.

Lla invasién del pelo es
nana.En animales de expe
nimentacién se han obsen
vado cadenas de esporas -
fuera del pelo y micelio
dentro de &L.

Trichophy-
Zon tonsu-

Micelio Yy cadenas de an-
Lrosporas.

Los §ragmentos de pelo, -
presentan en su interion
masas densas de color 05—
curo Las cuales comespon
den a esporas de gran ta-
maiio (4-7.5) micras en ca
dena.

-

Trichophy-
ton vevw-
césum.

Micelio y cadenas de an -
trhosponas.

Vainas o cadenas aisladas
de grandes esporas (5-10)
en La superficie del pelo
(extrnotix).

-

Trnichophy-
Zon equinum

Micelio y cadenas de an -
Dwosporas

1o

Vainas o cadenas aisladas
de esporas (3.5-8) en La-
supergicie del pelo (extrc
(x) Micelio dentro del pe
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. ESPECIE EXAMEN DIRECTO DE PREPARACION DE KOH

Hgﬁéo Ras padoé de piel Pelo

gwéwu 0 caa(tem ?Amdaf

nichophyto ; : e esporas (3-5 u) en £La

In¢ rrm- - W&ww de supergicie del pelo (ecto-
b po %) Micelio dentro del

Tlu’,chogygn Micelio y cadena de | Las plumas no son aﬂwtadzﬂé
] (nae arthoporas .

‘MICOSIS INICIALMENTE TEGUMENTARIAS

La Micosis Inicialmente menenta/um son un grupo de ingeccio
nes que generalmente se presentan en §orma Localizada, invofuchan

a La piel y al tejido subcutdneo, y raramente se pueden diseminan
~a brganos internos.

Para Medicina Veterinawiia, se consideran de imporntancia clinica :
La Rinosporidiosis, La Espornotrnicosis, La Maduromicosis (Mycetoma)
Yy La Candidiosis.

Los agente etioldgicos de estas en{e/medadu e encuentran como

sapibfitos en La naturaleza, y La via general de infeccibn ocurre
por La contaminacibn de heridas pon el hongo.
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MICOSIS INICTALMENTE TEGUMENTARIAS

ENFERMEDAD

DESCRIPCION

Rinosponidiosis

La Rinosponidiosis en Los animales consis
te en una Ainitis-poliposa crbnica produ-
cida porn el Rhinospornidium seeberi. La Le
340n consiste en un polopo generalmente -
inico y unilateral, pedunculado, adoptan-
do en este caso un aspecto de coliflon.
La enfermedad no es transmitible.

Puede agectan en Los equinos, bovinos y -
caninos, asi como al hombre.

Esponotnicosis

Es una <infeccibn micbtica de fa piel y -
Lingdticos cutdneos provocada por el Spo
nothix dchenckil .

La infeccibn suele presentarnse en Las ex-
remidades o el tronco, y toma una gonma-
de nfdulos subcutdneos o inthadéumicos,de
1 a 4 em. de difmetro. Los nédulos estdn

gormados pon granutomas puwwlentos.

Entre Los animales La mayorn parte de £os

casos descnitos se negiene a Los equinos.
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AGENTE

FORMA EN EL TEJIDO

FORMA EN EL CULTIVO

_ SporothniA
schenckil.

la fase parasitarnia es
una Levadura Gram (+)

descrita a veces como

gonmas en puro de 2 a
10 micras de Longitud
demostrable en §rotis

de pus.

“dispuestas en racimos,es-

Como saprbgito, el hongo-
Zoma una gorma micelial -
con hifas tabicadas de c

ca de 2 micras de didmetro
En £a extremidad de fas 14
migicaclones se encuentran

poras ovales o pinigormes
que semejan a Los pétalos
de una §Lonr.

R@iqupo-

seebend,

EL agente puede ser -
demostrado mediante -
contes hiskbgicos o -
por medio de prepara-
ciones himedas de Los
pélipos. Entre el es-
twoma puede verse el-
agente en fonma de es-

§ulas de distintos |

tamanios.

“No e ha Logrado el cul-
tivo en gonma antificial.
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FORMA EN EL TEJIDO

FORMA EN EL CULTIVO

| En Los tejidos y exida-
dos, el microorgandismo-
apanece como §ilamentos
detgados (0.5-1.0) na-
mificados y Gram (+).

| Es rnelativamente dcido-
nesistente y esta carac
tenistica se demuestra-|
mejon cuando se evita -
el emplLeo del aleohol -
en La tincibn.

Las especies de Nocardia-
crecen bien en condiciones
aerobias, sobre muchos me-
dios de cultivo simples.
Las colonias son céreas -
con pigmentacién que varia
de amanilla a naranga o 1o
jiza. Las hinfas blancas -]
atreas se forman sobre fa
supernfdicie de La colonda.
La esporuklacibn ocuwure por
gragmentacibn en artroporas

"2 boud nevela una prolifera -
a 0Yiq.i6n granulomatosa de -

EL examen micnroscdpico

La submucosa y mucosa -
basal, células de Lan -
ghans y clamidosporas -
de pared delgada con hi
fas segmentadas. -
En Las muestrnas de pus-
y exudados pueden obser
anse colonias pigmenta
das como puntos de co -
Lon marwbn o negro.

Produce un micelio aéreo -
blanco algodonoso. AL mL -
eroscopio se observa un mi
celio septado modwadamenZT
ancho. Conidias unicelula-
nes, ovales o en fonma de-
pera.
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AGENTE

FORMA EN EL TEJIDO

" FORMA EN EL CULTIVO

Igual al entenion

Crece gonmando una colo-
nia de color gnis, La -
cual presenta una drea -
central deprnimida de co-
Lon negno. AL micnrosco-

pio el micelio conidio-

gono y conidias son de -
colon café oscuno.

EL conidiogono se desa -
amolla como una nama del
micelio y se ensancha en
La teuminal y puede apa-
nrecer anudado o torcddo.
Las conidias tienen una-
semejanza notable con Lo
huevecillos segmentados-
de Los helmintos.

waulwm

Igual a A. boydil

EL micelio aéreo es blan-
‘co algodonoso que torna-
a gnis, café y ginalmentel
negho. AL microscopio se
observan conidiogonos fu-
s4fonmes, abundantes de -
colon cagé oscuro, tienen
3-4 tabiques y una tenden
cla a cwwarnse Ligeramen-
Ze. :
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IDENTIFICACION DE LAS MICOSIS SISTEMICAS

AGENTE

FORMA EN EL
TEJIDO

FORMA EN EL
CULTIVO

Cocedldioides

EL hongo es dimbrnfico.En
Los tejidos su forma carac
tonlstica es una esférnula-

0 esporangdio de 5 a 50 u -
de difimetrno provisto de una
doble pared gruesa.

En el crecimiento
micelial, se obsen- -
van hifas que en su
parte terminal pre-
sentan antrhosporas—
de paredes gruesas,
Las cuales son alta
mente contagiosas -
(infectantes. )

H.istoplasma
capsulatum

En Los tejidos el pandsi-

2o se Localiza inthacelu-

Lanmente en Las células -

del S.R.E. y Las Levaduras
Xienen de 2 a 4 micras de-
didmetrno cuando se tisien -
en H.E.

Produce un abundante
micelio en cultivo.

Este produce dos ti-
pos de esporas, un -
micrnoconidio pequeno,
Liso y globoso y un-
macroconidio o clami
dospora grande de pa

‘nedes gruesas.
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MICOSIS SECUNDARIAMENTE TEGUMENTARIAS

ENFERMEDAD

"DESCRIPCION

loceldiodldomicosis

La coceidiodidomicosis ocuwrre como una infec -
clbn respinatoria primania, provocada por el-

‘Coccidioides immitis .Lla mayon parte de fLas -
n Zecu'oneA nespiatonias son benignas y no -

progresivas. Cuando £a infeccibn Llega a dess
minanse forma Lo que e conoce como "gramulo=]

ma coceldial” .En Los animales se observa La

forma genmuzada en pennos, caballos y ove-
jas.la enfermedad es muy comdin en Los bovinos
y Los cbrdos, Limitada exclusivamente a fas -
vicenas tondeicas.

Histoplasmosis

Es una infeccidn micética que primariamente -
Anvade el sistema netlculo endotelial def hom
bre y a Los animales, provocada por el Histo

‘plasma capsulatum. La enfenmedad puede sen -

aguda, subaguda o crénica; Localizada o gene-
rnalizada. Las Lesdiones primarnias suelen Loca-
Lizarnse en Las cavidades bucofaringeas e in -
testinal. la infeccibn generalizada resulta -
siempre progresiva y mortal. De Los animales-
domésticos, el perrwo es el mds afectado.
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ENFERMEDAD

DESCRIPCION

Blastomicosis
Norteamericana

Es una infeccifn de presentacién Local o genera
Lizada del hombre y Los animales. Blastomyces
dematitidis un hongo dimbrgico, es ef responsa
bZe de fa Anfeccibn. EL sindrome usual es el de
una enfermedad chbnica, con trhastornos respira-
tonios tenminales y muchos otrnos signos depen -
dientes de La topografia de diseminacibn, se ob-
senva cojera de una o més extremidades. Las ma-
nifestaciones clinicas pueden sen exclusivamente
cutdneas, afectando La piel, ofos, gldndulas ma-
marias y ganglios Lingdticos superficiales.

1

Cruiptococosdis

Es una micosdis subaguda o crbnica, provocada por
el Cryptococcus neoformans.la enfenmedad puede -
sen Local o generalizada, aunque demuestra una -
marcada predifeccibn por el sistema nervioso cen
tal -en el hombre, pevio y otras especies. La -

Anfeccibn puede sen cutdnea, manifestpandose en
gorma de nbdulos ulcerativos.tEn La cavidad nasal
Las Resiones aparecen en gorma de polipos mixo -
matos04.

Aetinomicosdis

- "quifada nodosa" de Los bovinos,&sta y algunas

Es una dinfeccibn especifica que afecta a £a ma-
yonio de Los animales domésticos.la Lesibn cldh-
sica provocada por el Actinomyces bovis es La -

otrhas Lesdiones se han estudiado en el hombre.

En Los cendos el padecimiento afecta a La glén-
dula mamaria provocando mastitis,en caballos el
linico tipo es el Llamado "Mal de La Crauz", en -
perros y gatos La enfermedad presenta un curso -
mds viwlento y Las Lesiones necuerdan fa Linfec
eibn provocada por Nocardia .
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IGENTE FORMA EN EL FORMA EN EL
TEJIDO CULTIVO
?C hon‘gio es mono‘duﬁw -
onma de Levadura,ro - ,
coceus por una amplia cdpsula com- E:mm;‘ﬁ %eﬁf'
Koformans puesta de mucopolisacdrnidos cidas de colo
La cual puede evidencianse- ™0 e cotor ere
en Las muestras de L.C.R. = M0 cagbuando se in-
Leche, onina y otnos Liqui- c&“cée 20 ayé? C. _
dos conponales extendidas en picamente S¢ -
una gota de tinta china o - fﬁdw obéegg)c cblu-
nigrosina, observdndose como W%% Zénca _
como un hilo grande transpa- nodes anuiesas pa
nrente.En el tejido, el agen- ho g ) _
te se demuestra mediante La fﬁ quod?gf ;:dﬁb
tinsibn de P.A.S. Azut abeidn "0Y0ME C% 08 MOTO0S
Y pon La técnica de plata de torio
Gomoni, donde se observan Le :
vaduras de 5 a 20 micras de -
difmetno .
|
‘ EL agente se puede demostran-
tinomyces en Los grotis de Los gndnulos Las especies de
U8 provendientes de pus, y de Las Actinomices 4
estriasde sangre y de Los grag son maw’amo§42=
mentos de tefidos utilizando- Licas a a anaero
’ La tinsién de Gram y el mpetodo bias. Los medios
de Kinyon en §nio (empleando - pueden incubarse
1 H2S04 al 1% para La decoloracién) en cualquier 848
EL agente aparece como §ilamentos tema anaerbbico-
r nhamificados y pleombngicos de ta  A.bovis fonma -
maiio bacilanr. colonias en "go-
, tas de nocio" -
covexas. Las carac
tenlsticas mongo |
L6gicas nesaltan
| de £a cantidad de
LLamento produ-
L éu',do. P
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ENFERMEDAD

DESCRIPCION

Maduromicosis
(Mycetoma)

EL ténmino Micetoma se aplica a £as tume
§acciones que ocwwvren porn Lo comin en £as
extremidades. Los tumones son crbnicos, £a
mayoria afectan La piek, tejido subcutd -
neo, faseia y huesos y pueden contener abl
scesos y miltiples §Listulas que drenan.

Las especies de animales que mds frecuen-
temente se ven afectadas son el caballo,-
el peno, el gato y Los bovinos. En Los -|
animales Los agentes etiolbgicos involu -
crado son el géneno Helmi Aporium 3pp

Alleschernia boydii Cunvulara gendculala
Ascomycelos y algunos Veuteriomycelos

Nocarndiosis

La Nocandiosis ocwure como un proceso gra-
nulomatoso superativo crénico que puede -
vernse Localizado en La piel y tejido sub -
cutdneo o generalizado a partin de un foco
puimanio, generalmente pufmonar. La enfern-
medad es comin en perros y gatos.la infec-
cibn se ha diagnosticado en mandfbulas e -
quinas y en Los ceados. Existen numerosos-
nepontes de mastitis bovina causada por -
Nocardia asteroides.
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Cultivo

KOH-pelo

KOH
piel

Merosporum canis Microsporum audowinid

Microdporum gypseum
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CANDIDOSIS

La Candddosis (Moniliasis) es causada porn un hongo parecido a Le-

vadura, conocido como Candida spp .EL hongo se encuentra frecuen

temente como sapnbfito inerte alojado en el tracto digestivo, ned

pirnatonio y en fa piel del hombne y de Los animales domésticos,las
especies {nvolucradas y repontadas mds grecuentemente en qum

humana y veterinania son C albicans y el C. tropicalis.

La presentacién de La infeccibn por este agente comprende una se/ti
de factores predisponentes Los cuales podemos agrupar de La sigude
Ze gorma:

. . Terapia con citostdticos.
. Antibioterapia prolongada
Causas Lartrogénicas Conticoterapia
Radioterapia | sobre todo en humanos).

Factores

o rn (h: o Humedad exces4iva
FAsdco-Quimicos Dafio mecdnico

Factornes Gestacidn

. . Parto (nacimientos prematunos
Fis40£604c08 Infancia

Obes.idad

Factones Diabetes mellitus

Patolbaicos Cdncer
Taiptogeeod Discracias sanguineas

Degiciencias Lnmunolégicas

La Candidiosis aparentemente no tiene Limitaclones geogrdgicas, -
Candida spp estd presente en el hombre y animales donde quiera -
que nesddan y s6Lo nequieren La condicibn inductiva para hacerse-
mani§iesta clinicamente. Los casos animales y en particularn de Las
aves y Los bovinos, son s4in duda mds grecuentes que Los que Lindi -
can Las estadisticas.
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PATOS CLINICOS

Debido a Los diversos factores predisponentes y condiciones patold-
glcas relacionadas, Los signos clinicos de La Candidiosis en Los -
animales domésticos no son especlficos, Los aspectos Veterinarios de
esta enfermedad Los podemos resumirn de La siguiente manera:

En Las aves (pollos,palomas,pavos y perdices) son muy frecuentes y-
bastante graves fas Lesiones parecidas al afgodoncillo de Los nifios
(cup) 4nvaden La boca, el buche, el proventriculo, La molleja, y -
Los intestinos, estas Lesiones se caracterizan porn La aparicibn de -
puntos o placas blanquecinas de foma circular o alargada sobre La -
parte superion de Los plLiegues de La mucosa descritas como paneudws
a una toalla turca 0 a un codgulo. Los pollos afectados muestram

cecimientoretardado adoptando el cldsico sindrome del pollo achapa-
mado.

Especies de Candida (sobre todo albicans) han sido £a causa de enfer
medad generalizada en bovinos y se han aisfado en casod de mastitis-

agudas, ademds de ha demostrado el agente de fLa ocwviencia de neumo-
nias m&mécu,exhudadu vaginales patolbégicos, aborntos e inflamacio-
nes especlficas de esdfago.

La candidosis en el cerdo ha sido neporntada con mayor grecuencia en
Los Rechones, donde La infeccibn oral curnsa con.una elevada moatali-
dad. Las Lesiones en el tracto digestivo de Los animales en engorde-
se caracternizan pon La presentacifn de dlceras gdstricas, y La agec-
cibn de La mucosda onal y esofdgica también se ha observado La candi-
diosis cutdnea en esta especde.

En el perto y en el gato, La Candidosis se presenta como una denmato-
A8 micOtica, y estd generalmente relacionada con procesos patoldgi-
cos y con anubwtenapw prolongada.Se han neportado infecciones ge-
nitales en el perro, provocando vaginitis y -balonopostitis.

La Candidosis equina es muy rara y aparentemente 86Lo ha sido descri-
ta como una infecceibn secundarnia.

DZAGNOST 1C0

EL diagnbstico de La Candidosis nequierne mds que un aislamiento e -
identificacibn de Las especies de Candida spp y un diagnéstico de -
esta enfermedad nunca debe aparecer en un An Eonme de Laboratonio, -
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se neduce exclusdivamente a Lidentifican un patégeno potencial;
La interpretacidn y el diagnéstico §inal deben ser neservados
al clinico. :

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

Los naspados de La piel y mucosas son examinados en preparacio-
nes con KOH al 10%, Los naspados de mucosa pueden ser extendi -
dos en un portaobfetos y teiinse con Gram o preparaciones direc
tas pueden trabajarnse con Azul de Algodbn de Lactofenol, el exa
men microscbpico de estos frotis, puede mostrar La presencia de
células nedondas u ovales en gemacifn de 3 a 6 micras de difime-
o (Blastosporas) y gragmentos de micelios (pseudomicelios) -
0 micelios verdadenos, en abundancia, 84 se observan estas tres
estweturas caracteristicas, es Ldicativo generalmente de La in
vasion de Los tefidos por especies de Candida.

EL examen dinecto de muestras provenientes de focos inflamato -
rnios cernados, Liquidos conporales nommalmente estérniles (Liqui-
do pleural L.C.R. y sangre) o de ornina necolectada en forma esté
il que demuestrne La presencia dé Candida adn en nimero reducido
es patolbgico.

IDENTIFICACION DEL GENERO CANDIDA

MATERTAL_CLINICO

sSszzzSzz==

(Hisopos, Raspado Cutdneo y Mococutdneo,Sangre)
DEMOSTRACION

Examen en grasco (KOH)

Tincién de Gram
Tincibn de P.A.S.

STSSSsz=====

Agar E.M.B.

Agan para Ditaphylococcus 110
Agan sangne

Agan Mycosel o S.D.A.

DETERMINACION DE_ESP

SSSSssSssssSss=z=z=sS=s=

CIE
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Prueba del Tubo Germdinativo
Produccibn de CLamidosporas
limograma (Fermentacibn de azicares)
Auxonograma (Aislacién de azdcares)

CULTIVO (AcsLamiento)

Se deben {nocular medios selectivos para Logran el aistamiento de
Candida spp ya que £a mayornia de Las muestras se obtienen de 84 -
Tos nonm%nwte habitados pon bacternias, es recomendable inocu -
Lan mediod como el agar eosina azul de metileno el agar para Sta
phyLococcus 110, agar chocolate, el agar sangre (incubado a 37°C.
y a z7-

por 48 a 72 honas) y el agan Micosel o agar dextrosa-
Sabouraus (SDA) 4incubado a 37°C pon 4 o 5 dias.

En el agar S.D.A. Los colonias févenes de Candida albicans son -
blancas, blandas y generalmente Lisas; Las colonctas viejad presen
tan un crecimiento micelial sumengdido en Los méngenes dando La a-
pariencia plumosa caracteristica. EL examen microscdpico demuesira
células ovales, nedondas y en gemacibn. En Los cultivos viejos pue

den sen observados pseudomicelios y en ocasiones micelios verdade-
wé.

PRUEBA DEL TUBO GERMINATIVO

la pweba del tubo germinativo (Prueba de Filamentacibn) descrita
pon Taschdjian y Cols 1960, es un método ndpido utilizado para La
ddentificacibn de Candida albicans se basa en La produccién de cre
cimientos periférnicos por fas células de C.albicans (pbzudo%avzmen'f
cuando se {noculan en 0.5ml. de suero humano o suero §etal bovino,
y se incuban a 37°C por 3 honas, esta prueba ofrece grandes venta-
jas, es ndpida, simple y muy especifica y no requiere el empleo de
cultivos punos.

la produceibn de tubos germinativos, distingue a Candida atbicans
de otras formas de Levaduras. Una modificacién empfeando clara de
huevo en Lugan de suero, fué descrita pon Buckley y Van Uden en -
1963, otro método utildza (do amnibtico bovino con La misma §4
nalidad, La ventaja de este G€timo, es que {a f{iflamentacifn ocuire
en un Lapso de 30 minutos.
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PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS

La produccibn de CLamidosporas (conidios) por C.albicans constitu-—
ye una pweba diferencial impontante; éstas pueden sern producidas-

en el agan Hanina de Mais, o en el medio Gzapek Dox, suplementados
con carne o con Tween 80 al 1% .EL medio se 4inocula en dngulo de -
45°con un alambre necto, parnte del drea inoculada deberd ser cub.de
ta con un cubreobjetos esténil Las cajas se incuban a 37°C por 24-
?am Y mfﬁt un crecimiento no es camo,te/uwaw se neincuban pon 2

Deben euuaue Los erones de interpretacidn debidos a fa rara pro
duccibn de Clamidosporas similanes aunque monfolégicamente diferen
tes de otnas especies de Candida upeuatmwte C gu,tu,ce/zmondc y
C.stellatoides.

ZIMOGRAMA Y AUXONOGRAMA

A causa de La simplicidad y especificidad de La pruueba del suero e
tubo y de La produccibn de CLamidosporas, Candida albicans puede -
sen adpidamente identificada con certeza mediante una combinacibn -
de £as dos pruebas, La confinmacibn puede sern obtenida mediante La
pwebas de Fermentacibn y Asimilacibn de azdcares .

ASPERGILOSIS

Ls Aspeng.ilosis ampliamente difundida, comprende un ghupo de micos.
con causas diversas y patogénesis distinta, Los hongos del géneno -
As Alus son ubicuos y de Las numerosas especies que se conocen,
una ﬁe ellas el Aspengillus fumidgatus produce La mayor parte de An-
gecciones en mamiferos, aves y homb%e, aunque hay otras especies c
no el A.flavus el A.nigen y el A.nidulans que pueden actuarn tambié)
como palbgenod ocasionales.

La enfermedad es nelativamente rara en Los animales domésticos y e
Los animales de compaiila, pere ocuwre con grecuencia en £as aves y
bov.inos. La Aspergilosis demostnada por La deteccibn de Los onganis
mos en fLas Lesiones, es conséderada como una infeceldn respiratornic
puimaria, inicdada porn La inhalacibn de esporas o bien como una 4in-
§eccibn placentarnia, en fa cual se encuentrna Lnvolucrado el feto y-
el dtero gestante.
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Los Aspengillus catdn presentes como saprbfitos en La mayonia de
Los climas, y Las principales fuentes de contaminaciln Las cons-
tituyen Los alimentos y camas emmohecidos, especialmente ef heno
y Los granos que, por una excesiva humedad §avonrecen La prolife-
nacibn del hongo, estos hongos producen substancias venenosas de-
nominadas Micotoxinas principaltmente A.flavus y A. fumigatus estas
substancias son altamente tbxicas (al g que carcinogénicas) -
para Los animales y el hombnre .

Ocasionamlente puede ocwvrin metfstasis de La infeccibn hacia -
otnos tejidos (entre Los que se cuentan fLas mendnges)y el riibn,
el cual es uno de Los mds afectados.

DATOS CLINICOS

Los signos clinicos que han sido descritos en fas aves y en Los -
bovinos, comprenden:

En Las aves, La Aspergelosis se presenta (en La mayonia de Las oca
sdones) en forma epizobtica en cuyo caso Las péndidas econbmicas =
son considerables a diferencia de La mayonia de Los otnos hongos -
productones de micosis profundas, €ste ataca con mayor §recuencia-
a Las aves jévenes que a Las adultas; en fLa fonma aguda (meumonia-
de cuiadora) La infeceibn cunsa com problemas nespiratornios marca-
dos, en algunos casos el hongo invade el cerebro y causa parflisis

Yy otnos signos de afeccién del SNC, Las afecciones oculares son -
comunes. ,

En Los ovinos se ha observado varnias formas de Aspergilios; para -
Medicina Veterinania es impontante hacern mencibn al denominado "A-
borto Mic6tico" bovino provocado pon La invasibn oporntunista de -
Los génenos Aspengillus, Absidia , Mucor y Rhizopus con La excep -
eibn de Los Rhizo estos mLcroonganismos son patégenos secunda-
nios bien conocidos. EL aborto se presenta en fa gestacibn avanza-
da, entre el sexto y el octavo mes; el feto aborntado rara vez estd
vivo, y La retencifn placentaria ocwuie en aproximadamente un 60%-
de Los casos, el feto puede aparecer normal pero con grecuencia -
muestra Lesiones cutdneas caracteristicas en forma de placas eleva
das Ouviegulanes semefantes a La ictiosis o a La tifa difusa.

Son narnos Los casos auténticos de Aspergelosis en Las demds espe -

cies domésticas; existen nepontes de que La ingestidn de alimentos

emmoheedidos sobre todo 84 estdn contaminados por A'QM' atus y -

A gtawus, pueden producir una enfermedad montal en Los cerdos y ga
vacuno que s¢ manifiesta por hemorragias Linternas.
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Se ha neporntado La Argeliosis pulmonan fatal en gatos. Los aisla-
mientos del agente en perros, se han nealizado de infecciones na-
sales y en infecciones mixtas de La onreja.

Las Resiones producidas pon Las Micotoxinas (aglatoxinas) son muy
variadas, graves y en muchas ocasiones montales, estas Lesiones,-
son Las mismas que de observan en el LLamado "Sindrome Hemonnd - -
<co" y se caracterizan por La presencia de fragilidad capilan y-
emornnagias generalizadas; La hepatotxicosis es comdin en presencia
de aflatoxinas; La Citninina, presenta un marcado efecto nagrotdxd
co y La Zearalenona estd involucrada con La ocuwrviencia de aborntos.

DIAGNOSTICO

EL diagnéstico de La Aspergelosis requiere de un cuidadoso enfoque
Los Asperillus constituyen Los hongos contaminantes mds comunes en
el Labo y utinaiamente pueden sen cultivados de La piel -
y del thacto nespinatornio superion de Los animales sanod; es evd —.
dencia presuntiva de As elosis el aislamiento nepetido de una
especie de Aspengillus 53 matenial clinico en ausencia de 0tnos
agentes patfgenos.

EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO

Las preparaciones himedas pueden examinarnse dinectamente. EL mate
nial clinico (raspados) se obtiene con facilidad de Las vias aérens
dunante La necropsia de £as aves afectadas. Los raspados cutdneos
del feto, y Las muestras de Liquido abomasal, £os mismos que €as
muestras de placenta, pueden sen teiidos por el método de Gram, o
bien, puede emplearse Azul de Algodén de Lactogfenol. EL examen mé
cnosebpico demuestra un micelio de 4 aé micras de ancho, es tabi-
cado y de un didmetro negularmente uniforme, aunque no es posible
(a menos que una cabeza conidial este presente)distinguin este mi
celio de 0tnos micelios hialinos, La presencia de grandes canti
dades del mismo es sugestiva de Aspengilosdis.

CULTIVO (Aislamiento)

EL Aspernglllus (gatus y el Aspergillus flavus,asi como ofras
especies de As crecen bien en e agan dextrosa Sabouraud
Los antibibticos a enianos pueden sen utilizados en el me-

dio, pero no deberd emplearnse La cicloheximida ya que £a mayor
parte de Los Aspengillus son sensibles a este antibibtico.
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1 colonias dé Mgggg fumigatus son planas, al principio son
lancas y Ligeramente b sas8, podterionmente Las conidias toman-

t colorn vende azulado oscuro y un aspecto pulverulento. Los cul -
wos viefos tiemen una apariencia grnis "ahumada" La cual es muy -
nactents tica.

! examen microscbpico muestrna una vesicula de forma parecida a La
L un matrnaz invertido con un gondo nedondeado y un cuello alarga-
1. Una §ila esterigmata estd situada en La mitad superiorn de La -
wlcula, en una formacibn mds o menos paralela (aglomerada) Las -
vru.dcaA son esfbriaas, verndes y de superficie rugosa, Lad .cadenas
) ka8 conidias que 4e desprenden de fa esternigmata som mds o menos
nalelas, esto da una apariencia columnar o de bandera a Las cabezas.

W colonias de Asperglllus glavus crecen y se extienden rndpidamen-
2 en £os medios orndinarncos, el colorn de Las dreas conidiales varia
U verde amarnillento claro al oscuro, La coloracifn verde puede des
1parecern en Los cultivos viefos nesultando una apariencia de La su
eflcle de colon amanillo o café amarillento.

t examen microscdpico pueden observarnse conidifforos de 400 a 1000
cnas de por 5 a 10 micras de didmetro, Las paredes del conididfo-
0 pudden estarn excavadas rugosas y en ocasiones espinosas en apa -
{lencia.

a esterigmata estd dispuesta ya sea en una serie simple o en sernies
impLes o dobles en La misma vesicula, Las comidias son de 3 a 5 mi
nas de didmetro, piniformas o /LedondaA excavadas y equinuladas, -
ueden varian de casd Lncoloras a vende ama/wuem
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