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Prélogo

El Manual de Practicas de Laboratorio tiene como objetivo principal que los es-
tudiantes tengan de forma directa los contenidos practicos y de procedimiento
para el diagndstico de las enfermedades mas frecuentes en las especies en ex-
plotacion.

Se reune la informacién basica y necesarios a adquirir; el algoritmo para alcan-
zar la compleja tarea del aislamiento e identificacion de los agentes etioldgicos
causantes de las enfermedades mediante el empleo de métodos y técnicas que
son el resultado de las experiencias de personas que dedicaron toda su vida a
la preservacion de la salud publica y veterinaria.

Como proceso instructivo es de interés que los estudiantes adquieran un méto-
do de estudio y de organizacién en el proceso de aprendizaje.

Es propdsito redactar mejor y ademas se adquieran habitos y habilidades con
una actividad independiente en una interrelacién constante con la teoria.

Es muy importante tener un sentido amplio, generalizador, de constante bus-
gueda de soluciones, asi también propiciar un pensamiento de caracter expe-
rimental y cientifico de forma activa hacia la comprobacién en la practica diaria
todo lo aprendido.

Los conocimientos adquiridos han de propiciar el interés por profundizar y co-
nocer mas hacia la busqueda de soluciones por lo cual, ha de tener en cuenta
el trabajo bibliografico y el vinculo necesario con otras disciplinas de la especia-
lidad.

El autor y todos los que me precedieron y aportaron les damos los instrumentos
para que se preparen como profesionales capaces de cumplir con sus futuras

responsabilidades y compromisos sociales.

Ing. Radamés L. Garcia A. MSc.
Prof. Microbiologia e Inmunologia
Facultad de Medicina Veterinaria

Universidad Agraria de La Habana UNAH Cuba
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Practica de Laboratorio No. 1.

Titulo: Obtencion y conservacion de muestras patoldgicas para el diagndstico e
identificacion del agente etiologico.

Objetivo:

- Aprender como tomar las muestras de las lesiones.

- Conocer las medidas de conservacion para el envio al laboratorio.
Introduccion:

La toma correcta de las muestras constituye una de las tareas mas importantes
para la identificacidn del agente causal y el conocimiento de la enfermedad.

Como el asilamiento es una tarea muy dificil se requiere antes y después de la
muerte obtener tejidos fresco, teniendo en cuenta la segura invasion de mi-
croorganismos intestinales, algunos patégenos potenciales, que pueden inter-
ferir los resultados y procedimiento en el diagndstico.

Debe seleccionarse el sitio adecuado para el muestreo donde el agente infeccio-
so este en el estado mas representativo de la enfermedad y ademas propiciar la
supervivencia y crecimiento del mismo.

Si la muestra es obtenida de lugares del cuerpo como por ejemplo: sangre, li-
quido cefalorraquideo (LCR), cavidad pleural etc...., la identificacién es menos
complicada, pero si la muestra se toma de lugares donde existe un microflora
normal pueden venir acompafiados de otros microorganismos, algunos quizas
vinculados a la patologia y sus lesiones.
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Requisitos generales para la tomas de muestras;

* Obtener la cantidad suficiente y del lugar adecuado.
* Debe ser representativa de la infeccidn y de la enfermedad en curso.
* Emplear material estéril y evitar al maximo las contaminaciones.

* Tener preparada las condiciones para su traslado al laboratorio en breve
tiempo.

* No haber consumido sustancias antimicrobianas antes de tomarla.
* En caso de muertes tomar las muestras de inmediato.

* Si la enfermedad esta en curso, enviar animales enfermos en los diferentes
estadios.

* Acompafiar los datos generales e identificacion del animal.

* Entregar la historia clinica, incorporando la situacidn epizootioldgica, el cua-
dro clinico, lesiones de la necropsias y un diagndstico presuntivo.

Causas del deterioro de la muestra.

1.- Hemodlisis: puede ser por diversas causas, entre estas se encuentran; haber
realizado una agitacion indebida, el efecto de un calentamiento o enfriamiento,
descomposicidn por accién bacteriana, presencia de contaminantes quimicos,
etc.

2.- Descomposicién microbiana; puede ser por contaminacién de origen fecal,
suelo, polvo y residuos organicos, también se deba temperaturas elevadas que
favorecen el desarrollo microbiano unido ademads a viajes muy distantes.
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Conservacion de las muestras

1.- Refrigeracidn: constituye el conservante mas efectivo y se emplea para frag-
mentos pequefios, empleando hielo natural, cuando es mucha distancia se utili-
za hielo seco, La muestras se introducen en bolsas de nylon nuevas, bien cerra-
das y se guardan en envases de doble pared.

2.- Preservantes: se utilizan en muestras de sueros sanguineos para las realizar
reacciones seroldgicas, se emplean fenol al 5% 6 de mertiolate 6 timerosal a
1/10000, en proporcién de 1 a 9 partes del suero sanguineo.

3.- Bacteriostaticos: Se emplean cuando las bacterias deben mantenerse sin de-
sarrollarse, evitando contaminen las muestras; se emplea glicerina tamponada
neutra al 50%, en muestras para diagnostico viral.

Procedimiento para tomar las muestras:

Exudado rectal: Previa desinfeccidn con alcohol al 70% en la regidn perineal, se
introduce el hisopo y se guarda la muestra en tubo bacteriolégico, se conserva
a 4 grados para su envio al laboratorio.

Exudado nasal y ético: Se realiza la desinfeccidén nasal. Se introduce un hisopo
en cada orificio nasal, mantener en refrigeracién y enviar al laboratorio. En las
muestras de otitis se procede de igual forma especificando el lugar cada mues-
tra.

Exudado uterino y vaginal: Se realiza primero un lavado con agua y jabdn, des-
pués se desinfecta con alcohol al 70% sobre la vulva y los labios vulvares, en
animales mayores se introduce el espéculo.

Para el exudado uterino, se introduce una varilla con algoddn en la punta hasta
el segundo anillo del cuello del Utero (cérvix), evitando rozar las paredes de la
vagina.
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Para el exudado vaginal, el hisopo tomara muestra de las paredes en la region
anterior, evitando la parte posterior y ventral donde puede contaminarse.

Conservar a 4 grados y enviar al laboratorio.

Muestras de leche: Deben tomarse antes del ordefio, eliminando los primeros
chorros, después desinfectar los pezones con una torunda para cada pezdn con
alcohol al 70%. Las muestras se toman en sentido inverso al recorrido de la des-
infeccion, extrayendo 15 ml de cada pezdn y situar en respectivos tubos, cada
frasco se rotula y se envia conservado a 4 grados.

Muestras de una dermatomicosis: Se realiza la desinfeccidn, si hay escamas se
toman las situadas en los bordes aunque estén inflamados, los pelos lesionados
se desprenden, cuando no esta definidas las lesiones se hace un raspado y se
envia al laboratorio.

Muestras de visceras: (bazo, higado. ganglios linfaticos, pulmones etc...), el ta-
mano de las muestras debe ser superior a 3 cm. incluyendo las partes lesiona-
das.

Si son muestras de sangre, se toman del corazén

Si son exudados de toman de la cavidad pleural, abdominal, pericardica, de las
articulaciones y (LCR) liquido céfaloraquideo.

Las asas intestinales se envian con lo extremos cerrados.
Todas las muestras se mantienen en refrigeracion en hielo seco.

Muestras para examen en inmunologia: Utilizando jeringa estéril las muestras
se toman de sangre sin anticuagulante, liquido cerebro espinal.

Se conservan en refrigeracion y se le afiade fenol al 0.5 % y mertiolato a 1/10000
para evitar la contaminacién bacteriana.
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Muestras para examen de virologia: Necesario conocer los tejidos invadidos
por los virus y en su obtencidn se debe evitar la contaminacién bacteriana, las
muestras se envian en congelacion con hielo seco y afiadir a los frascos de 5-10
volumenes de glicerina tamponada estéril.

En caso de muestras de sangre, suero y LCR se envia en refrigeracion.
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Practica de Laboratorio No. 2

Titulo: Diagndstico del género Aspergillus
Objetivo:
1. Conocer y hacer el procedimiento para identificar el agente etioldgico.

2. Seleccionar y obtener las muestras de acuerdo a las lesiones y especie afec-
tada.

3. Observar las caracteristicas macroscépicas y microscopicas

Agente causal: Aspergillus fumigatus

Introduccidn: Los Aspergillus son hongos saprofitos comunes distribuidos en el
heno, alimentos, pienso, sustratos en descomposicion cuando estan favorecidos
por la humedad y la temperatura. Su reproduccién sexual es mediante estruc-
turas llamadas ascas, las cuales contienen ascosporas y reproduccién asexual es

por hifas fértiles que diseminan gran cantidad de esporas o conidias.

Estas esporas o conidias se esparcen como aerosoles que son inhaladas y al pe-
netrar por via respiratoria ocasionan la enfermedad.

Especies susceptibles: Aves, bovinos, equinos, personas

Lesiones:

Aves: Forman nédulos caseosos amarillos en el pulmdén pasando a otros érga-
nos ocasionando una aerosaculitis difusa (sacos aéreos), neumonitis difusa y

neumonitis nodular.

Causan: Anorexia, diarrea y fiebre.
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Bovino: Produce aborto micdtico. Las esporas después de penetrar por vias res-
piratorias pasan a sangre hasta el Utero causando una metritis micética, de aqui
pasan a la placenta causando una placentitis, produciendo una hiperqueratosis
gue ocasiona el aborto micdtico aspergilar.

En las personas produce lesiones e infecciones en pulmones, senos nasales, oi-
dos externos, bronquios, huesos y meninges.

Muestras: En animales mayores se recoge y envian fragmentos de pulmones de
la lesion.

En aves se envian aves muertas y enfermas, acompafiado de muestras de pien-
s0, camas, excretas, etc.

Si hay un aborto micdtico se envian porciones de la placenta, feto y su conteni-
do gastrico.

Materiales:

- Porta y cubre objetos

- Agua destilada con NaOH al10% o con lactofenol
- Asas y agujas bacterioldgicas

- Mechero Bunsen

- Espatula

- Pinzas

- Tijeras

- Microscopio compuesto de campo claro

- Agar Saburaud con estreptopenicilina y sin actidione
- Placas de Petri

- Microscopio estéreo

- Alcohol al 90%
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Diagndstico

Se examina las muestras de tejido sean de los pulmones, sacos aéreos, placenta
o de las raspados de la piel y mucosas afiadiendo al portaobjeto una gota de
NaOH al 10%.

Después se procede a disgregar con el escalpelo y la aguja de platino hasta que-
dar lo mas separado posible. Poner cubre objeto en movimiento de bisagra para
eliminar cdmaras de aire. Poner en la platina del microscopio y observar con
objetivo 10x y después 40x (objetivos secos)

Se observan: hifas fértiles con cabeza conidiales y hacia el exterior cadena de
conidios o esporas, a veces con un esterigma con coloracidn verdosa.

Cultivo para aislamiento:

Agar Saboraud con estreptomicina y sin actidione, también se emplea el agar
Czapek a ph 5.5 temperatura 25 a 30°c.

Caracteristicas macroscépicas:
Crece a los 3-5 dias dando colonias blancas, después verde-azules y por ultimo

grises. Del cultivo aislado se repite la observacidon microscdpica y debe presen-
tar las mismas estructuras vistas en los tejidos y nddulos.

Diagnéstico confirmativo: Deben coincidir con las estructuras del género Asper-
gillus.
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Practica de Laboratorio No. 3

Titulo: Diagndstico de los géneros Trichopyton y Microsporum
Enfermedad o lesiones: Dermatomicosis

Objetivo:

a. ldentificar las lesiones y dafios que ocasionan los dermatophitos
b. Seleccionar y enviar las muestras correctamente

c. Realizar el diagndstico del agente etioldgico observando las caracteristicas
macroscoépicas y microscopicas

Agente causal: Trichophyton verrucosun
Introduccidn:

Es causante de las dermatomicosis principalmente en el ganado bovino afectan-
do de forma ocasional a otras especies

Las esporas pueden permanecer en la instalacion, en el suelo, otros sustratos 'y
ser viable durante un afio, ocasionan la caida del pelo, con formacién de costras
y escamas en todo el cuerpo.

Especies susceptibles:

En el bovino: Se encuentran en la cabeza, cuello, lados del tronco, la espalda y
puede ser todo el cuerpo.

En el ternero: Estdn alrededor de los ojos, orejas, y final de la cabeza, grupa y
rabo.
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Pueden afectar también al equino, perros y otros animales domésticos.
Enfermedad: Tifia favosa del ganado bovino

Lesiones: Ocasionan la caida del pelo, con el tiempo se van secando las escamas
formando costras

Muestras: Pelos situados alrededor de las lesiones, escamas, y raspados de las
costras.

Materiales

- Placas de Petri

- Asas, tijeras y bisturi

- Asas y agujas bacterioldgicas

- Agar Saboraud con tiamina (Vit. B1) e Inositol en tubos y en placa
- Agar DTM (Dermatophytus Test Medium) en tubos

- Microscopio éptico de campo claro y estereoscopio

- Porta y cubre objetos

- Hidréxido de potasio 10-40% lactofenol

- Mechero Bunsen

- Tubos que contengan por separado tirosina, caseina, urea, gelatina y almidén
-'/Agua destilada estéril

- Agar Saboraud CC (con ciclohexamida y cloranfenicol)

Diagndstico directo:

Examen microscopico del pelo: Al situar el pelo en una sustancia refractil NaOH
al 20%, lactofenol o xilol se ven las esporas, las cuales pueden estar en cadena
o distribuidas de forma irregular, pueden estar dentro del pelo (endotrix) o
fuera (extotrix). También en las hifas en el pelo puede fragmentarse formando
artrosporas.
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En la muestras de tifia favosa del ganado bovino se tratan con KOH al 20% o
lactofenol, se le sitla un cubreobjeto y las esporas tienen disposicion ectotrix
megasporado con cadenas de artrosporas.
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Cultivos:

Se siembra en Agar Saboraud con agregado de tiamina (vitamina B1) + inositol e
incubar a 37° de 3 a 4 semanas.

Agar DTM (Dermatophytus Test Medium), este medio es selectivo para el aisla-
miento ya que contiene un antibacteriano (tetraciclina o gentamicina) y contie-
ne también actidione y ciclohexamida para no permitir el desarrollo de hongos
saprofitos; ademas tiene rojo fenol que determina la produccién de NHs por la
alcalinizacidon que produce el dermatofito en el medio.

Examen macroscopico:

Tiene un crecimiento lento entre 3-4 semanas formando colonias blancas o
amarillas, arrugadas con didmetro de 5-10mm, pueden presentar 3 variedades.

1.- Verrugosa, es una colonia pequefia de superficie irregular, verrugosa y
color amarillo
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2.- Album, la colonia es de aspecto esponjoso, color de cera, crecimiento
superficial y aureola pulverulenta.

3.- Discoide, es plana a como un disco, lisa y otras aterciopeladas.
Titulo: Diagndstico de Microsporum canis
Introduccidn:

Es un dermatofilo zoofilico y es causante de la tifia microspdrica, infectan prin-
cipalmente animales domésticos y se propaga entre humanos.

Animales susceptibles: Perros, gatos, caballos, conejos y bovinos.

Lesiéon: Caida del pelo en areas circulares y desprendimiento caudal por desca-
macion de la piel.

Muestras: Pelos de los alrededores de la lesidon, escamas, costras mediante un
raspado

Materiales

- Placas de Petri

- Asas, tijeras y bisturi

- Asas y agujas bacterioldgicas

- Agar Saboraud con tiamina (Vit. B1) e Inositol en tubos y en placa
- Agar DTM (Dermatophytus Test Medium) en tubos

- Microscopio 6ptico de campo claro y estereoscopio

- Porta y cubre objetos

- Hidréxido de potasio 10-40% 6 lactofenol

- Mechero Bunsen

- Tubos que contengan por separado tirosina, caseina, urea, gelatina y almidén
- Agua destilada estéril

- Agar Saboraud CC (con ciclohexamida y cloranfenicol)

Practica de Laboratorio Microbiologia Veterindaria Il




Diagndstico directo:
Observacion microscépica de la muestra

La muestra se sitla en portaobjeto y se aflade KOH al 20% o lactofenol, se situa
encima un cubreobjeto y observa con objetivo seco de 10X y 20X .

Se produce un entothrix microspérico en el interior del pelo formando una vai-
na de artrosporas como si fuera un mosaico.

En los raspados cutaneos se observan artrosporas u oidios.
Cultivo:

- Agar Saboraud CC (con ciclohexamida y cloranfenicol)
- Agar DTM se incuba a 25-30°C

Examen microscopico

- Abundantes macroconidias fusiforme, es decir con extremos afilados con 8-10
células

- Se observan hifas en raquetas y clamidosporas (escasas microconidias)
Prueba queratinolitica

Se inoculan pelos, se afiade agua para humedecer, tapar las placas e incubar a
temperatura 25-30° C, se observa una queratinolisis coaxial.

Las colonias oscilan entre 35-55 cm en su crecimiento en la placa de Petri.

En ambos medios las colonias son serosas y posteriormente blancas, elevadas,
profundas e irregulares.
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Examen microscopico

Aparecen clamidosporas en cadenas longitudinales pocas macroconidias y
abundante microconidias en filamentos o racimos, con un formacién de un can-
delabro fabico

Pruebas bioldgicas

1. Nutricionales. Tiene un buen crecimiento en caseina + tiamina + inositol, si
falta el inositol crece menos y en ausencia de vitaminas no crece.

2. Enzimaticas: Se siembran fragmentos de la colonias en tubos con diferentes
sustratos, a las 2-3 semanas a temperatura ambiente se observa que aprovecha
(+) a la caseina y la gelatina, poco a la urea y no aprovecha la tirosina y el almi-
don.

3. Queratinoliticas: Para esto pelos estériles se sitian en placas y se deposita
fragmentos de una colonia, se agrega agua para humedecer y se deja tapada
varios dias a temperatura ambiente.

En la observacién al microscopio se comprueba una queratinolisis coaxial (for-
ma longitudinal), otros lo hace de forma rectangular.

Microsporum canis
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Practica de Laboratorio No. 4
Titulo: Diagndstico del género Candida
Introduccion

La candidiasis es una infeccion aguda y subaguda localizada en mucosas (len-
gua, vagina, ano); cutdnea (pliegues de la piel) bronquio pulmonar, intestinal
(causa ulceras que se denominan “Trush” y es importante en aves y cerdos,
puede localizarse en el endocardio.

En el perro produce una candidiasis cutanea, en la yegua metritis monilidcica y
en la vaca mastitis.

Hay factores externos e internos que favorecen la presencia de una candidia-
sis. En los factores externos, como sucede a personas que trabajan con frutas,
etc. y como factores internos se debe al consumo de antibidticos (tetraciclina)
eritromicina, etc. la Candidia es parte de la flora normal del intestino y los anti-
bidticos afectan a las bacterias y las mucosas favoreciendo su desarrollo, la cual
no afecta los antibidticos.

Hay otros factores como: Embarazo, diabétes, hipotiroidismo, mala nutricion,
debilidad por padecimiento de una enfermedad infecciosa, tratamiento con
corticoesteroides, vejez, infancia.

Enfermedad: Candidiasis
Especies susceptibles: Bovino, perro, personas, cerdo, aves
Lesiones - En la lengua (muguet)

En la vagina (vulvo vaginitis)

En los pliegues de la piel (intértrigo)
En los pulmones (neumonia) es grave
En el intestino (Ulceras, thrush)

En el ubre (mastitis)

En el endometrio (metritis moniliacica)

YVVVYY
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Muestras: Se recogen en recipientes esterilizados y se envian identificados; es-
puto, raspado de mucosas, visceras, heces fecales y exudado.

Materiales:

- Portaobjeto

- Asas y agujas bacterioldgicas

- Mechero Bunsen

- Microscopio éptico compuesto de campo claro

- Colorantes y reactivos de la tincion de Gram y Giemsa

- Incubadora

- Agar Saboraud CC (con ciclohexamida y cloranfenicol)

- Tubos con azucares (glucosa, lactosa, maltosa, sacarosa y rafinosa)

Examen directo:

A partir de las observacion clinica de las lesiones o del patélogo junto con la
anamnesis y el protocolo de la necropsia se toman las muestras de buches ul-
cerados (aftas 6 thrush) 6 exudado de mucosas y se realiza un frotis, tefiir con
la técnica de Gram con Giemsa. Si es una muestra de zona cutanea o de ufias se
utiliza KOH al 20%.

Se observardn células brotantes y ovaladas tefiidas de azul como si fueran Gram

(+) y sus medidas entre 0.2 — 0.4 mm, ademds de pseudohifas y verticilios con
artrosporas y clamidosporas.

e
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En los casos de brotes negativos, una via para identificacion y clasificacién en
sembrar en 0.5 cc. de suero sanguineo o humano e incubar a 37°C.

Otra via es proceder a su aislamiento y cultivo en Placas de Petri.
Cultivo:

Agar Saboraud CC con ciclohexamida (inhibe hongos saproéfitos) con cloranfeni-
col (inhibe bacterias)

Incubar a 37° C durante 2-7 dias
Examen macroscopico:

Son colonias butirosas blancas y brillante después pasan a ser rugosa y mem-
branosa.

Examen microscopico:
Se observan levaduras tipicas tefiidas de azul. Después se traspasa la colonia a
un medio especifico para comprobar si produce otras estructuras que la identi-

fican como patégenas.

Sembrar en: - Corn Meal Agar
- Clamidospora Agar de Nickerson

Incubar a 37°C en condiciones de microaerofilia

Se observan pseudomicelio, clamidosporas terminales que identifican a la C.
albicans

Posteriormente se siembra en 0.5 cc de suero humano o en clara de huevo du-
rante 2 horas a 37°C, si produce un tubo germinativo estamos en presencia de:
Candida albicans 6 Candida stellatoidea
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Para su diferenciacidn se usa la prueba de la sacarosa (la Cdndida albicans no
la utiliza). En una placa se aflade un medio basal libre de carbohidrato junto a
2 ml. de suspension de levadura y se deja solidificar, encima se situa un papel
impregnado de sacarosa.

Pruebas bioquimicas
Glucosa: acidez + gas,
Maltosa acidez + gas;
Rafinosa (-),
Lactosa(-),

Sacarosa: acidez.

Inoculacion experimental

En un conejo por via endovenosa se aplica una suspensién de cultivo, la cual
causa la muerte a los cinco dias.

En la necropsia hay abscesos en visceras visibles y son caracteristicas en la parte
vertical del rifidn.
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Practica de Laboratorio No. 5
Titulo: Diagndstico del género Mycobacterium
Objetivo:

- Conocer los métodos para su identificacion

- Conocer el procedimiento para su aislamiento

- Conocer las caracteristicas macro y microscépicas del agente
- Conocer la prueba de la tuberculina

Introduccion

La tuberculosis es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo es de
curso cronico, infecciosa, clasificada como una zoonosis.

Agente etiolégico

- Mycobacterium tuberculosis — humano

- Mycobacterium bovis — bovinos

- Mycobacterium avium — aves

- M. bovis: puede afectar también al hombre, cerdos, equinos, perros, gatos,
ovejas.

- M. avium: puede afectar porcinos, equinos, ovino

- M. tuberculosis: puede afectar cerdos, monos, perros, bovinos.

Ing. Radamés L. Garcia




Via de transmision

a) Arégena: Mediante aire-polvo y aire-gota
b) Oral: Ingestidn de agua y alimentos contaminados

Existen otras vias de entrada como es a través de la cépula dando una tuber-
culosis genital e intrauterina con la afectacion del feto. Esta la tuberculosis ga-
lactégena al penetrar por el conducto del pezén, también en heridas cutdneas
produciendo lesiones tuberculosas como igual sucede en las castraciones de
bovinos y porcinos.

Existen diferentes métodos para conocer el estado de infeccién para la tuber-
culosis.

1. Método clinico: Se basa en la observacion visual o externa de los animales,
siguiendo una sistematica para descubrir sus sintomas y signos que son propias
o caracteristicas de la enfermedad.

2. Método alérgico: El bacilo tuberculoso posee una fraccién denominada tu-
bérculo-proteina capaz de reaccionar de forma alérgica en animales que estan
afectados, se llama tuberculina y se debe aun fenémeno de hipersensibilidad
cutanea, se puede manifestar de forma sistemdtica y local.

En la practica veterinaria es de mucha importancia la prueba de la tuberculina
denominada simultanea ya que se aplica en el animal a la vez una tuberculina
mamifera y otra aviar; estando el animal afectado por alguno de las dos Myco-
bacterium se producira una reaccién mayor y en el otro lugar menor resultado
del cuadro alérgico.

La prueba simultanea se aplica al ganado bovino que resulta positivo primero
a la tuberculina de origen aviar y es necesario comprobar no este afectado por
Mycobacterium bovis.
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Se emplea primero con tuberculina aviar ya que es posible el contacto del bovi-
no con Mycobacterium atipica y saprofitica y ser antigeno mas especifico.

3. Examen anatomo-patoldgico: Se observan alteraciones anatomo-patoldgicas
de tipo granulomatosa. Esta observacién puede ser realizada por inspeccién mi-
cro y macroscopica. Este método requiere de la localizacién de las lesiones y los
granulomas.

4. Método bacterioldgico: Es muy importante en el diagndstico ya que se co-
nocen las propiedades y las caracteristicas del género, también las reacciones
tintoriales (técnica de Ziehl Neelsen) pueden verse microscépicamente en las
muestras.

En el aislamiento en el cultivo puro se conoce sus requerimientos nutricionales
y ademas la forma de las colonias.

Permite conocer el tipo de germen presente si es saprofito.

5. Método bioldgico: Por el tipo de inspeccion en los animales inoculados dada
las diferentes susceptibilidades empleadas en la experimentacidon se conoce la
especificidad y patogenicidad de la cepa de Mycobacterium aislada.

Muestras:

Las muestras que mas se envian son los ganglios linfaticos o fragmentos de ér-
ganos de animales positivos a la tuberculina o de animales con lesiones encon-
tradas en la matanza. Las muestras se toman segun la procedencia se haga en el
matadero (lo hace el inspector sanitario) y si es en el laboratorio-

Muestras de:

- Ganglios linfaticos: Se recogen sin seccionar y son depositados en bolsas de
nylon correctamente identificado por regiones.

- Region de la cabeza: Submaxilares, sublinguales, parotideos y retrofaringeos.
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- Regidn toraxica: Mediastinico y bronquiales.

- Regién abdominal: Hepaticos y mesentericos.

- Regiones superficiales: Prescapulares, inguinales, mamarios y popliteos.
- Organos: Pulmoén, higado, bazo, tonsilas, intestino y mamas.

Donde se observan lesiones se remitiran al laboratorio.

e Leche: 10ml. por cuarto de las ultimos chorros en tubo estériles.

e Esputo: Mantener el animal en ayunas. Provocar la tos en el animal, depositar
la muestra en una Placa de Petri.

» Heces fecales: Se tomaran las que estan depositadas en el recto.

® Contenido de absceso: Eliminando primero el contenido purulento las mues
tras se tomara de la parte interna del absceso.

¢ Semen: 0.5 — 1 ml. de semen puro depositarlo en tubo estéril.

* Pastos y forrajes de cada cuartdn se tomaran muestras de diferentes puntos
haciendo un corte a la altura de 2-3 cm. y si la muestra es de suelo se tomara
2-3 cm. profundidad; todas las muestras de cada cuartdén se mezclan y se envian
2-3 kg. en bolsas de nylon.

e Agua: Muestras 500 ml. en frasco estéril.

Todas las muestras deben ser conservadas tomando todas las medidas para evi-
tar se disemine la enfermedad.

Datos a enviar: Identificacion del animal, nimero de reaccion a la tuberculina,
categoria epizodtica de la unidad, fecha de recoleccidn de la muestra.
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Materiales:

v/Placas de Petri

¥’ Guantes, nasobuco y gorra

v Mortero y su mango

v/ Bisturi y pinzas

v Solucién salina fisioldgica (SSF)

v’ Arena estéril

v' Hidréxido de sodio (2N)

v Solucion de rojo fenol al 1%

v’ Centrifuga

v" Acido clorhidrico al 10%

v’ Tubos de ensayo con medio de cultivo Petragnani con o sin glicerina
v Jeringuillas y agujas

v/ Hamsters 250-300g

v’ Portaobjetos

v’ Colorantes y reactivos para la tincién de Ziehl é Kinyoun (dcido — alcohol,
resistente)

v Microscopio éptico de campo claro
v Mechero

v’ Asa de platino

v’ Aceite de inmersion

v’ Tuberculina mamifera y aviar

Objetivos: del examen bacteriolégico

1. Comprobar el diagnéstico realizado en campo

2. Ratifcar la inspeccion de las lesiones en el matadero
3. Evaluar la eficiencia de la prueba de la tuberculina

Examen directo

Se prepara una extension y se colorea por la técnica de Ziehl-Neelsen (acido-
alcohol-resistente).
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Técnica de Ziehl-Neelsen

1
2
3
4
5
6
7
8
9

. Secar la lamina al ambiente

. Fijar el microorganismo la lamina mediante flameo suave al calor de la llama.
. Cubrir la superficie con fushina fenicada

. Calentar 2 a 3 veces a la llama

. Si se evapora la fushina afiadir mas al portaobjeto

. Mantener un tiempo de 5 minutos

. Lavar con agua corriente

. Cubrir el portaobjeto con alcohol acido por dos minutos

. Lavar con agua corriente

10. Cubrir con solucién de azul de metileno durante 30 segundos

11. Lavar con agua abundante

12. Secar al ambiente

13. Observar al microscopio compuesto de campo claro

14. Con aceite de cedro y objetivo de inmersion se observaran bacterias en for-
ma de bastdn tefiidas de rojo y fondo de color azul.

Cultivo

Tratamiento de las muestras antes de iniciar su cultivo en los tubos con el me-
dio.

El propdsito es eliminar la flora contaminante que se encuentra en las muestras
se emplea el método acido — alcalino, colocar el tejido donde se observan le-
siones o fragmentos de ganglios en un mortero de porcelana estéril, afadiendo
arena estéril, y unas gotas de SSF (solucién salina fisioldgica) y triturar con la
mano del mortero, el triturado se pasa a dos tubos, uno se conserva en conge-
lacién y el otro se descontamina para esto:

Se afiade 5 partes de la solucién de acido clorhidrico al 10% de acuerdo con el
volumen del material y 2 a 3 gotas de solucion de rojo fenol al 1% dejando ac-
tuar el acido durante 20 minutos.
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Afadir gota a gota y agitando el tubo, la solucién de hidréxido de sodio 2N hasta
observar la coloracién lila.

Centrifugar a 3,000 rpm durante 20 minutos, con asa bacteriolégica del sedi-
mento decantado sembrar en los siguientes medios de cultivo.

- 3 tubos con medio Petragnani con glicerina ( no la tolera)
- 3 tubos con medio de cultivo sin glicerina

- 3 tubos con Stonebrink

-1 tubo con Sula

Pruebas bioldgicas

Del sedimento que quedd en el tubo, se le afiade 2ml. de SSF (solucion salina
fisioldgica) para disminuir la densidad.

Cada muestra se inoculan 2 cobayos en cantidad de 1 ml. por via intramuscular
en la region inguinal.

Alos 20 dias un cobayo se depila en la regidn costal, proximo a la linea dorsal y a
las 24 horas se le inyecta 0.1ml. (125 U.l.) de tuberculina mamifera por via intra-
dérmica en la zona depilada. Esto se repite a los 42 dias con el segundo cobayo.

Clasificacion del Mycobacterium bovis.

Para llegar a una conclusidn es necesario tener en cuenta los siguientes méto-
dos de diagndstico y después sus resultados llevarlo a un cuadro diagnostico.

a) Prueba de la tuberculina —presente en los animales positivos.
b) Prueba histopatoldgica presencia macro y micro de lesiones tuberculosas.

c) Investigacién microbioldgica con la técnica de tincion Ziehl-Neelsen o Kin-
youn, se observan bacilos acido-alcohol-resistente.
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Cultivo: Se hace la lectura semanal, con la siguiente:

* Glicerina, no la tolera, no crece

* Colonia de color blanco (platano maduro)
* Forma circular

* Crecimiento irregular

* Superficie lisa

* Consistencia humeda

* Bordes regulares

* Tiempo de crecimiento 4-5 semanas

Pruebas bioldgicas
A las 24-48 horas de la inoculacidn se realiza la reaccién alérgica cutanea.

De los 2 diametros perpendiculares del eritema se obtiene la media, siendo
positivo cuando es superior a 5mm.

Al primer cobayo se hace la necropsia mediante un corte por la linea media y se
observa:

® Punto de inoculacion
® Ganglio inguinal

e Bazo

e Higado

Se hace frotis de las alteraciones, si la prueba de Ziehlt —Neelsen es positiva, la
prueba bioldgica es (+)

Si el eritema es mayor de 5mm y no se observan lesiones en el primer cobayo;
la valoracion final depende del segundo cobayo y si resulta negativo se descarta
la presencia de especies de Mycobacterium mamiferas y se admite se debe a
cepas atipicas 6 saprofitas
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Para comprobar se siembra el bazo y el ganglio inguinal del segundo cobayo.
Para la valoracion de la prueba bioldgica si aparecen en la necropsia lesiones y
el eritema sea de +5 6 -5 se interpreta positivo. Si no hay lesiones observables

en las lesiones se interpreta negativo.

Tabla interpretacion

Reaccion Investigacién anatomo Frotis Evaluacion
alérgica patolégica Directo macro- micro
0-5mm - - - Neg.

5 mm + + + Pos.

5mm - - - Neg.

Cuadro diagndstico

Se realiza teniendo en cuenta todos los exdmenes: cuando la reaccion de la tu-
berculina es positiva y ademas:

a) Positivo el examen anatomopatoldgico---es positivo la conclusion final
b) Positiva la prueba bioldgica---es positiva la conclusion final

c) Positiva la investigacion bacterioldgica---es positiva la conclusion final
d) Negativo si todas las pruebas son negativas
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Practica de Laboratorio No. 6

Titulo: Diagndstico del género Leptospira
Objetivos:

3% Conocer el procedimiento para el diagnéstico.
3% Conocer el procedimiento para su aislamiento.
3% Conocer las caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del agente

Introduccion

Es una enfermedad infecto contagiosa que afecta al hombre y los animales y
es de curso agudo, subagudo y crénico, a veces en algunas especies tiene for-
ma subclinica. Muchas especies, incluyendo las especies de explotacidn por el
hombre y aquellas vinculadas a la vida doméstica por lo que se considera una
enfermedad zoonética.

Personas vinculadas a vaqueria, mataderos y tareas de higienizacion publica son
propensas a ser afectadas.

La via de transmisidn es mediante el contacto con agua contaminadas, con
orina de animales enfermos pudiendo penetrar a través de heridas de la piel y
mucosas, también los aerosoles de orina son vias de contaminacion. Los muri-
dos en especial las ratas son portadoras permanentes y otras especies pueden
constituir reservorios como son los animales salvajes.

Patogenia

La enfermedad transcurre en dos fases: una denominada leptospiremia que
dura entre 7-10 dias donde la bacteria permanece en la sangre con un signo
de estado febril por lo que es el momento para tomar la muestra de sangre y
continua la otra fase denominada leptospiruria donde el patégeno se localiza
en el rifdn en particular en las nefronas y es eliminado al exterior en la miccidn
de forma intermitente por un tiempo segun la especie, excepto en el hombre
donde no sucede y en los roedores es permanente.

Practica de Laboratorio Microbiologia Veterindaria Il




\

Enfermedad: Leptospirosis

Agente etioldgico: Leptospira interrogans (patdgena). Existe la L. biflexa (no pa-
tégena y saprofita).

La Leptospira interrogans posee mas de 160 serovares identificados por su afi-
nidad seroldgica y se agrupan en 25 serogrupos para hacer mas practico el diag-
néstico. En la actualidad se han desarrollado vacunas constituidas por varios
serogrupos y otras mas amplias unidas a otros agentes patdgenos.

Animales susceptibles:

Bovino: Ocasiona fiebre, anorexia, flacidez mamaria, descenso en la produccién
de leche, aborto, hemoglobinuria, anemia hemolitica y muerte.

* Porcinos: Aborto neonatal, fiebre, anorexia, rigidez de las articulaciones y
muerte

* Equino: Aborto e/ 7-10 meses, fiebre, ictericia, oftalmia periddica o ceguera
lundtica, conjuntivitis y edema de los parpados.

* Canino: Depresién, vomitos, conjuntiva hiperemica, hematuria, uremia, icteri-
cia y diarrea sanguinolenta.
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Materiales:
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

Muestras:

Portaobjetos y cubreobjetos
Micréscopio dptico de campo claro
Micréscopio dptico de campo oscuro
Pipeta Pasteur

Asa bacterioldgica

Espatula

Mechero Bunsen

Pinzas, tijeras y bisturi

Medio Korthoff

Incubadora

Conejos jovenes, curieles y hamster
Mortero y mango

Jeringuillas de 2 y 5 ml.

Aguja hipodérmica

Guantes quirurgicos

Tubos con solucidén salina reguladora (SSR)
Solucidn salina fisioldgica (SSF)
Solucién reguladora de Sorensen
Colorantes de Giemsa y alcohol metilico
Termdmetro

Solucion de merthiolate

Solucién de fenol al 5%

Pipetas de Iml.y 5 ml.

Placas de Plexi

Esta en dependencia de la fase clinica de la enfermedad. En animales atravesan-
do por la fase de leptospiremia, se toman muestras de sangre para la identifica-
cion de anticuerpos en el suero.

- En bovinos, equinos y ovino se hace puncién en la vena yugular.
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- Porcinos, se hace una puncién en la vena marginal de la oreja o vasos perifé-
ricos de la cola.

- Caninos se realiza una puncién en la vena safena o radial.

Diagndstico serologico

La sangre debe ser fresca hasta las 24 horas de extraccion, conservada e/ 4-8°C,
no hemolizada y sin anticoagulantes. Se extraen de 5-10 ml. de sangre, y man-
tienen en tubos estériles con tapdn de goma, Si se envia sueros debe ser fresco
o congelado en viales.

Diagndstico bacteriolégico

Si se extrae sangre se procede igual, lo Unico que se aplica anticoagulantes para
gue no coagule ni sedimente.

La orina no debe pasar de 6 horas de su extraccion para evitar su deterioro de-
bido a la acidez, conservarla entre 4-8°C.

En el caso de un examen post mortem las muestras se envian dentro de las 6
horas y conservadas entre 4-8°C.

El rindn se envia dentro de su capsula, del higado fragmentos de 5a 10 gr. y la
vejiga se envia completa y cerrada dentro de las 6 horas.

Todo envuelto en bolsa de polietileno respectivo con los datos necesarios:

Unidad, remitente y fecha.

Clinica observada, numero de animales muertos y enfermos.

Abortos ocurridos y antecedentes epizootiologicos.

Sefalar si los animales han recibido antibioticos.
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Examen directo:

» Observacion microscépica: En muestras de orina y agua con pipeta Pasteur
0 asa bacterioldgica tomar 2-4 gotas y colocar en portaobjeto y observar al mi-
croscopio con condensador de campo oscuro.

» Cuando son drganos se afiaden 2 gotas de SSR (solucién salina reguladora)
sobre portaobjeto y se frota sobre el mismo un fragmento del érgano, después
poner cubreobjeto y observar al menos 10 campos con microscopio de campo
oscuro.

» Sangre: Lo primero es centrifugar la sangre con anticoagulante a 500 rpm
durante 15 minutos, dejar que decante el plasma y volver a centrifugar a 500
rpm durante 2 horas

Del sedimento se lleva a examen con cubreobjetos en campo oscuro. Puede
emplearse un microscopio de campo claro tifiendo con la técnica de Giemsa
examinando el mismo sedimento, se ven finos filamentos de color rojo. Cuando
se observa las bacterias en campo oscuro se presentan en forma helicoidal (6-
20 um) de largo con ancho de 0.1-0.2mm, con espirales muy préximas y en los
extremos tienen forma de gancho.

Tienen un movimiento muy activo sobre si mismo en el sentido de su eje lon-
gitudinal, lo anterior junto a su estrecho ancho y flexibilidad permite pase los
filtros de membranas miliporos de 45 y 100 micras.

Cultivo:

En muestras de orina y sangre se afiaden con pipeta Pasteur 2 a 3 gotas en el
medio Korthoff. En muestras de riflones, higado y feto, lo primero es eliminar la
capsula renal o la capsula hepatica seglin sea la muestra de 6rgano, después con
una espatula calentada a la llama se esteriliza la superficie.
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En el rifidn se introduce la pipeta Pasteur en la zona cortical paralelo a la su-
perficie y en el higado se toma la muestra en la parte profunda del parenquima
hepatico. Con los érganos del feto se procede igual, también se siembra liquido
estomacal las muestras se depositan en el medio de cultivo Korthoff e incuba a
28-30°C.

Prueba biolégica

Se inoculan conejos, hamster y curieles y el inoculo se prepara triturando 1gr.
del 6rgano y se le afiade 5ml. de SSR después de un reposo de 30 minutos se
usa el sobrenombre.

En caso de orina y sangre con anticoagulante no lleva preparacion.

La inoculacion en hamster es de 0.5-1ml. por via intraperitoneal

Conejos es de 2-3 ml. por via intraperitoneal

Curieles es de 2-3 ml. por via intraperitoneal

Empleando 2 animales entre cada muestra, los cuales seran analizados por la
técnica seroldgico de microaglutinacion.

Examen macroscopico y microscépico
En los tubos de medio Korthoff se observan las “manchas de muare” (nubosi-
dades) y en el microscopio las leptospiras en movimiento con un condensador

de campo oscuro.

Los tubos se observan cada 7 dias, durante 30 dias.
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Observacion de las Pruebas Bioldgicas

Se realiza termometria para comprobar el estado febril y se extrae sangre por
puncién cardiaca con jeringuillas de 5ml. y con aguja de 1”. Con la sangre se ino-
cula (2 a 3 gotas) en tres tubos de medio Korthoff. Incubar a 28-30°C y se realiza
después un examen macro y micro.

- Sacrificar un animal 4-5 dias después de la inoculacién .
a) Realizar microscopia de higado, rifién y orina

b) Realizar siembra bacteriolégica de las muestras en medio Korthoff, incubar y
observar macro y micro el crecimiento en los tubos.

- Si el primero resulta negativo proceder lo mismo con el segundo animal
- Se toman muestras de sangre de los dos animales en el momento del sacrificio
para realizar el diagnostico seroldgico.

Diagndstico serologico

Tipificacién: Tiene como objetivo la clasificacion de la cepa aislada mediante
Su reaccion seroldgica para determinar su serogrupo. Para esto mediante sus
cualidades antigénicas, por la técnica de microaglutinacion se presentan frente
a una bateria de sueros hiperinmunes.

- Obtencidn de sueros hiperinmunes

a) Se inocula un conejo para cada una de las cepas (serogrupos), con dos dosis
de 4ml. cada uno en la vena marginal a intervalos 5 a 7 dias usando jeringuillas
de 5ml. (la primera dosis la cepa esta inactivada a 56°C durante 30 minutos en
bafio de Maria y en la segunda dosis la cepa esta viva.

b) A los 7 dias de la ultima inoculacién mediante puncién cardiaca con jeringui-
llas de 5ml. obtener 5ml. de sangre de cada conejo sin anticoagulante.
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c) Titular los sueros de cada muestra de sangre por la técnica del MAT. Los mis-
mos deben tener titulo al menos de 1/25000 como minimo. Si el resultado es
inferior se aplicara una tercera dosis de cepa viva a los 7 dias.

d) Sangrar totalmente cada conejo a los 7 dias de la ultima inoculacion.

e) Cada suero se le aflade merthiolate 1:10000 6 fenol al 5%, 0.05ml. por cada
ml. de suero.

f) Identificar y guardar en refrigeracién (4°C)

- Obtencion del suero hiperinmune de la cepa aislada

- Proceder igual que lo anterior y para esto:

a) Inocular en un conejo en su vena marginal de la oreja 4ml. de la cepa en dos
dosis cada una a intervalo de 5 a 7 dias. La primera dosis inactivada a 56°C du-

rante 20 minutos y la segunda dosis en una cepa viva.

b) A los 14-21 dias de la primera inoculacion extraer 5ml. de sangre mediante
puncidn cardiaca.

Reaccidn cruzada de la cepa aislada
Utilizando siempre la técnica de microaglutinaciéon (MAT).

a) El suero hiperinmune de la cepa en estudio, obtenido en la inoculacién a un
conejo se enfrenta a los serogrupos de leptospira conocidos.

b) Enfrentar los sueros hiperinmunes obtenidos en la inoculacién a cada conejo
con la cepa aislada objeto de estudio del animal enfermo.

c) Realizar un control positivo enfrentando cada una de las cepas del cepario
frente a los sueros hiperinmunes homadlogos obtenido de cada conejo.
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d) La identidad de la cepa en estudio se obtiene al comparar los resultados en
las dos baterias (cepas y sueros hiperinmunes), los cuales deben de coincidir las
reacciones cruzadas.

Técnica de microaglutinacion para el diagnoéstico serolégico

Se basa en detectar anticuerpos en animales que estén afectados, hayan pade-
cido la enfermedad y estén o no vacunados.

Muestra: De sangre coagulada (sin anticuagulante) se separa el suero, decan-
tando en tubos seroldgicos con su tapa, si es necesario se centrifuga a 1500 rpm
durante 20 minutos.

Sino se procesa de inmediato se guarda en congelacién en viales. Las cepas que
se van a enfrentar al suero problema se mantiene en medio de Korthoff con
suero de conejo 10% con pases sucesivos entre 10-15 dias.

Antes de usar estas cepas es necesario comprobar su viabilidad y concentracién:
- Se observa en el medio de Korthoff las “manchas de muare”

- Se hacen exdmenes en portaobjetos con una gota de cada cepa y en microsco-
pio de campo oscuro deben estar en una concentracién de 150-200 leptospiras
/campo.

Se hacen dos pruebas:

a) Prueba cualitativa, identifica si hay anticuerpo o no en el suero problema.

b) Prueba cuantitativa del suero problema en estudio donde se comprobd pre-
sencia de anticuerpo, indica cual es su titulo.
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Prueba cualitativa

- Con pipeta de 1ml. depositar 0.4g y 0.9 ml. en SSF en respectivos tubos

- Anadir 0.1ml de suero en estudio al primer tubo y distribuir 0.05ml. en cada
una de los pocitos de la segunda fila de la Placa de Plexi cada muestra utilizard

una fila.

- Afadir con pipeta de 1ml. 0.05ml de cada una de las cepas en cada una de las
filas verticales

- Como control de antigeno con pipeta de 1ml. afiadir 0.05 ml. de SSR en la pri-
mera fila horizontal y afiadir 0.05ml. de cada cepa en correspondencia con su

fila vertical. Esto se realiza cuando se situan las cepas en la fila vertical.

- Se hacen movimiento rotativos y laterales y se incuban las placas de Plexi a
30°C durante 1 hora

- Preparar laminas portaobjetos con una gota de cada pocito y ver en conden-
sador de campo oscuro

- Es positivo cuando tiene mds del 25% de microaglutacion.

Prueba cuantitativa.

» Determina titulo del suero

» Con pipeta de 1ml. tomar 0.2 ml. de la diluciéon (1/50) del segundo tubo y de-
positarlo en un tubo seroldgico que posee 0.2 ml. SSR para obtener una diluciéon
de 1:100.

» De la dilucidn de 1/100 proceder igualmente afiadiendo 0.2ml. de esta dilu-

cién en tubo que contiene 0.2ml. de SSFpara obtener 1/200 y asi sucesivamente
hasta obtener diluciones de 1/600 o mas.
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» Con pipeta de 1ml. afiadir 0.05 ml. de cada dilucidn en su respectiva excava-
cién (pocito)

» Anadir 0.05 ml. de cada uno de los antigenos serogrupos reaccionante o del
reaccionante en caso sea una sola muestra positiva

» Mover la placa y después poner una gota de cada pocito en el portaobjeto
para observar en campo oscuro.

El resultado se considera positiva cuando se observan mas de ++ cruces lo que
indica un 50% de microaglutinacion a partir de 1/100.

Bovino: Es positivo a partir de 1/100 para todos los grupos excepto sergrupo
hebdomalis que es 1/400

Equino:Tiene que ser a partir de 1/400 para todos los serogrupos todos las de-
mas especies a partir de 1/100 con dos cruces para cualquier grupo.

Se considera el titulo cuando se observa 50% de microaglutinacién en la mayor
dilucion.

Técnica inmunoenzimatica ELISA (indirecto)

- A cada pocito se afiade 100 pL del antigeno
Lavar con PBS

- Anadir leche descremada al 2%
Lavar con PBS

- Afladir 100 pL de cada suero a testar previa diluida a 1/50 en PBS mas leche
descremada al 0.05%.

- Incubar a 37° C durante 1 hora.
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- Lavar 4 veces con PBS a intervalos de 1 minuto.

- Afiadir 10 pL de Conjugado (proteina A peroxidasa) diluido a 1/100 en solucidn
de leche al 2%.

- Aiadir 100 pL del Conjugado a cada pozo, excepto la columna en blanco
Posteriormente incubar a 37° C durante 1 hora.

- Lavar 4 veces con PBS a intervalos de 1 minuto.

- Se anadidé 10 pL de H:0: (ortophenil-peroxidasa) en cada pozo incluyendo la
columna en blanco. Se homogenizd e incubd en oscuridad durante 20 minutos.

- Aplicar una solucion Stock en cantidad de 50 uL en cada pozo.
Homogenizar mediante movimiento.

- Se realiza la lectura con el lector de placas con longitud de onda de 492 nm
(espectrofotémetro computarizado para ELISA).

- Se considera positivo (+) cuando el promedio de la lectura en los 2 pozos es su-
perior o igual que el punto de corte (CUT OFF) y negativo (-) cuando el promedio
esta por debajo.
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Practica de Laboratorio No. 7

Titulo: Diagndstico del género Erysipelothrix
Objetivo:

v’ Saber hacer los procedimientos para el asilamiento e identificacién

v’ Observar las caracteristicas microscdpicas y microscépicas.

v’ Saber realizar la toma de muestras y su envio al laboratorio segun la clinica
de la enfermedad

Agente causal: Erysipelothrix rhusiopathiae
Introduccion.

Es un bacilo Gram (+), no esperégeno y microaerdfilo. Causa la enfermedad: Mal
Rojo porcino o Erysipela porcina.

La infeccidn afecta preferentemente al porcino, también a otras especies, se in-
troduce por via digestiva. La orina y heces fecales de animales enfermos poseen
microorganismos que contaminan el suelo, alimentos y bebidas.

El suelo posee gérmenes viables y virulentos también las aguas superficiales
transmiten la enfermedad y en alimentos con harina de pescado en piensos es
portador del agente etioldgico.

Las personas vinculadas a la manipulacidn de conservas carnicas u otros produc-
tos de origen animal pueden infectarse, presentandose formas “erisipeloide” en
manos y brazos al penetrar por las heridas, produce dolor en la puerta de en-
trada, donde el area se enrojece y se torna purpura apareciendo necrosis en la
piel y tejido subcutaneo, los ganglios se infartan y se inflaman las articulaciones.

En el cerdo entre 3-8 meses se infestan con el bacilo del Mal Rojo con una resis-
tencia relativa, en lechones lactantes también puede aparecer.
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Se puede presentar en tres formas clinicas aguda, subaguda y croénica.
Clinica de la enfermedad:

1. Forma aguda o septicémica se inicia con la muerte de uno o mds animales
enfermos. Pueden alcanzar temperaturas de 40°C y presentan rigidez en las ar-
ticulaciones mostrando zancadas o cojera evidente. Hay respiracién dificultosa,
hay anorexia, al principio las heces son secas y duras después hay diarrea.

Las lesiones cutdneas urticaria o piel diamantina. Aparecen en el segundo o
tercer dia; en la piel del cerdo se observan dreas pequefias de color rosa-claro
o purpura oscuro, elevadas, resistentes a la presion localizandose en la espalda,
el lomo y los costados.

En los animales apareen lesiones formadas por areas rojo purpura en la oreja,
abdomen y extremidades.

Las lesiones rojo claro o rojo purpura desaparecen a la semana mientras que las
lesiones rojo purpura-oscuro pueden preceder a la muerte o ser una necrosis de
la piel siendo una manifestacién crénica.

2. Forma subaguda: Las manifestaciones clinicas se ven disminuidas donde los
animales no se muestran enfermos, menos fiebre, afectacién del apetito, hay
lesiones cutaneas escasas y dura menos el tiempo de la enfermedad.

3. Forma crénica: Presenta alteraciones necréticas con pérdida de porciones de
piel, orejas, rabo y patas, cambios en las valvulas del corazén y artritis. Las areas
de la piel necréticas son oscuras, secas y duras que se desprenden formando
una escara. Cuando afecta las vdlvulas cardiacas ocasiona una insuficiencia car-
diaca. La artritis produce rigidez y aumento de tamafo de las articulaciones y
dificultad en la locomocion.
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Animales susceptibles

Ademas del cerdo, en las ovejas se observa una poliartritis crénica; se considera
que en el momento del nacimiento se adquiere el patégeno del suelo, y penetra
por el ombligo afectando corderos de hasta 3 meses.

Afectan también vacas, caballos, perros. En las aves afecta pavos, gallinas y pa-
lomas causando una septicemia sobreaguda.

Muestras:

- Sangre

- Liquido sinovial articular

- Fragmentos de las lesiones cutaneas
- Corazén

- Visceras como bazo, higado, rifiones

Materiales:

- Portaobjetos

- Colorantes de la tincién de Gram

- Microscopio éptico de campo claro
-'Asa y aguja bacterioldgico

- Pipeta Pasteur

- Placas de Agar Sangre

- Tubos con caldo nutriente, con suero sanguineo al 10%
- Jarra de microaerofilia

- Mechero Bunsen

- Incubadora

- Agua oxigenada

- Tubo con Agar hierro de Kliger

- Tubo con medio Edwards con esculina
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Examen directo

En muestras de corazdn se toman una fraccion de la valvula y se realiza un frotis
en portaobjeto se ven al microscopio bacilos cortos y finos, rectos o curveados
y agrupados en parejas y en grupo siendo Gram (+).

Cultivo:

- Agar Sangre

- Tubos de Caldo Nutriente con suero sanguineo al 10%, temperatura a 37°C, en
microerofilia con COz al 5% durante 48 horas

Examen macroscoépico

Se forman 2 tipos de colonias

1. Colonias de tipo “Liso 0 S”

Son colonias pequeiias, redondas, translucidas, son producidas por bacilos viru-

lentos de los casos agudos donde los bacilos son cortos y rectos que se agrupan
en parejasyenV

Colonias Lisas

2.-Colonias de tipo “Rugosa” o “R”

Son colonias grandes de superficie y bordes irregulares, de formas filamentosas,
menos virulentas presente en los casos cronicos.
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Colonias rugosas

Al principio en el Agar Sangre se ve una hemdlisis alfa difusa (de aspecto verdo-
so) alrededor de la colonia y termina en una hemdlisis beta total (aclaramiento
de la zona alrededor de la colonia.

En tubos con Caldo Nutriente mas suero sanguineo al 10% los bacilos cortos
de las colonias “lisas” forman enturbiamiento uniforme, sin pelicula y con poco

sedimento.

Los bacilos alargados o “rugoso” produce un crecimiento denso y turbio con
sedimento, en medios liquidos no presentan movilidad.

Examen microscoépico

En frotis en portaobjeto y tifiendo con Gram se observan bacilos cortos y finos
agrupados en “V” o en parejas. Pueden verse filamentos alargados y enrosca-
dos. Son Gram (+) débil.

Pruebas bioquimicas

1. En Agar Sangre se afiade H20: al 3% sobre la colonia y se ve que es catalasa
(-) al no observarse burbujas.

2. En medio hierro de Kliger incubado durante cuatro dias a 37°C se observan la
produccién de SH: (color oscuro) Siendo ademds poco sacarolitico.
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3. Sembrando medio Edward’s con esculina, no produce hidrélisis de la misma.
Inoculacion experimental

En ratones blanco inoculados por via intraperitonial de 0.5-1ml. de cultivo en
caldo, son susceptibles muriendo en 18 horas de una septicemia aguda.

Reaccidn seroldgica:

Se utiliza la técnica de inmunofluorescencia y de aglutinacién, esta se efectua
solamente en las formas crénicas.
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Practica de Laboratorio No. 8

Titulo: Diagndstico del género Clostridium
Objetivo:

v' Conocer como enviar las muestras
v' Realizar el procedimiento para el aislamiento del agente etioldgico
v' Conocer las caracteristicas microscépicas y macroscopicas

Enfermedad: Ictero-hemoglobinuria bacilar del ganado bovino (IHBB) o “enfer-
medad del agua roja”

Introduccion

La enfermedad es infecciosa de curso agudo y sobreagudo que afecta al gana-
do bovino en especial, también puede afectar a ovejas y se ha encontrado en
porcinos.

La enfermedad se presenta en zonas pantanosas de mal drenaje y pastos con
regadio de donde los animales toman las esporas con los alimentos y bebidas,
esto sucede principalmente en épocas de lluvia.

Son lesiones caracteristicas son infartos de color claro (pdlidos o anémicos) ha-
llados en el higado, a partir del cual se inicia la infeccion, ademas de amplias
hemorragias en el peritoneo parietal, ictericia del tejido subcutaneo, hemorra-
gias puntiformes (petequias) de la corteza renal y principalmente el color rojo
oscuro de la orina (hemoglobinuria).

Muestras:

Como el agente etioldgico pertenece al grupo de Clostridum — histotdxicos se
envia:
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¢ El'higado completo, o partes al mismo donde se incluyen zonas de infarto y
tejido sano marginal.

Deben ser muestras frescas con menos de 6 horas de la muerte del animal, pa-
sando el tiempo se conserva en frio a 4°C y enviado al laboratorio dentro de las
24 horas mantenido en bolsa de polietileno nuevas, o en frascos de boca ancha
limpio y con tapa. Unir los datos necesarios.

Materiales:

- Portaobjeto

- Colorantes y reactivos de la tincidon de Gram

- Mortero y mango

- Pipetas Pasteur

- Asa bacterioldgica

- Cloruro de Ca

- Jeringuilla y agujas hipodérmicas

- Curieles

- Cinco tubos con caldo thioglicolato

- Cinco tubos con caldo de higado con higado

- Placas de Agar Sangre

- Incubadora

- Mechero Bunsen

- Microscopio éptico compuesto de campo claro
- Maltosa en Agar semisodlido

- Medios y reactivos de la prueba de Indol

- Frascos con sueros coaguladores de Loeffler

- Medios y reactivos para la prueba de reduccién de nitrato a nitrito
- Pinza y bisturi
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Cultivo:

Con una pipeta Pasteur perforar el higado por los alrededores de la lesién, rea-
lizando un frotis el cual teflimos con los colorantes de Gram. Es positivo el exa-
men microscopico cuando se observan bacilos largos y delgados aislados Gram
(+), estos bacilos tiene sus extremos redondeados cuando estan aislados y rec-
tos cuando estan cadenas. Las esporas son globoides, ovoides o ligeramente
alargadas y estan situadas en posicién terminal.

Se siembra en los medios de cultivo:

* 5 tubos de agar semisolido de thioglicalato
e 5 tubos de caldo de higado con higado
* 5 medios de Kitarocci

Los caldos se situan en tubos gruesos ocupando el 70% de su volumen, antes de
hacer la inoculacidn se sitlan en bafio de Maria, durante media hora a 1002C
y enfriar después rapidamente en agua corriente para que el oxigeno quede
eliminado. Debe sembrarse en el fondo del medio para facilitar la anaerobiosis.

La siembra en placas de Agar Sangre fresco se realiza por el método de aisla-
miento, una placa se incuba en anaerobiosis y la otra se mantiene como control

en medio aerobio, la incubacién es a 37°C y durante 48 horas.

Observacion macroscopica:

Enlos tubos a las 8-12 horas hay enturbamiento completo, y autoaglutinado, se
produce abundante olor a queso.
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En las placas de Agar sangre
a) Sembradas en medio aerobio

Si no estaba contaminada la muestra no debe haber crecimiento; si hay creci-
miento nos da la medida del grado de contaminacion, para esto se siembran en
caldo para comparar su enturbiamiento con los tubos de anaerobiosis, ademas
se observan esas bacterias en frotis mediante tincidn. Posteriormente se inocu-
la en cobayos y depurar la muestra para purificar la cepa de Clostridium.

b) Siembras en anaerobiosis
Si hay colonias de Clostridium, crecen después de 48 horas, se hacen compara-
ciones con las placas en condiciones aerobias y se hacen frotis para su observa-

cién microscépica mediante la técnica de Gram.

Macroscdpicamente las colonias de C. haemolyticum son pequeiias, con bordes
irregulares y con hemolisis difusas (alfa hemolisis).

Observacion microscépica del cultivo puro

Con la técnica de Gram (+) se observan bacilos en forma de bastoncitos con
extremos redondeados o rectos (en cadenas). Las esporas tienen una espesa
pared y son globoides, ovales y ligeramente alargados situados en la parte ter-
minal o subterminal del bacilo.
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Pruebas Bioquimicas:

Para comprobar el aprovechamiento de carbohidratos se debe afiadir limalla de
hierro al fondo como reductor de oxigeno y 0.25g. de Agar, antes de sembrarlo
se deben calentar en medios en bafio de Maria durante 20 minutos y después
enfriar de pronto.

Para tomar la muestra se introduce una pipeta de Pasteur a las 2 dias de sem-
bradas, hasta el fondo, se rompe la punta y se toma 1 ml. de material, este se
lleva a un tubo serolégico estéril o vidrio reloj y se afladen 2 gotas del indicador.
A las demas pruebas bioquimicas se realiza segun su caracteristica y se le afiade
0.25 g. de agar para facilitar la anaerobiosis excepto la leche tornasolada.

- Maltosa (+)

- Indol (+)

- Lucuacioén del suero coagulado de Loefer (-)
- Reduccion de nitratos a nitritos (-)

Prueba Bioldgica

Un macerado de la muestra de higado (infartado) tanto de la zona marginal
como de la no afectada, se le afade cloruro de calcio al 10% y se inocula 0.5ml.
a 2 cobayos por via intramuscular en la extremidad posterior, se mantiene la
observacion 72 horas.

Requisitos a tener en cuenta para la siembra:

1. Las placas sembradas situar inmediatamente anaerobiosis.

2. Los medios antes de sembrarlos deben calentarse en agua hirviendo durante
% hora durante 10 minutos.

3. El exceso de esterilizacion y de calentamiento da lugar a la formacidn de pe-
réoxido en el medio. Los medios ya calentados no deben guardarse para usar
después.
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4. Hay que preparar una mezcla de vaselina y parafina a partes iguales (vas-par),
después de fundida afiadirla a los medios liquidos para sellarlos cuando solidifi-
gue y obtener anaerobiosis.

5. No usar gas comun, sino gas puro preferente el uso de nitrégeno. Si no es
puro pasar por un frasco lavado con pirogalol alcalino.

Prueba biologica
Los cobayos mueren entre 18-36 horas y en la necropsia se observa en el punto
de inoculaciéon y sus alrededores un edema sanguinolento sin gas, los musculos

subyacentes aparecen de color rojo.

En las cavidades serosas aparecen liquidos sanguinolentos de C. haemolyticum
(serotipo D) causa también hemogloburia.

Se les repite a las muestras de los cobayos los mismos examenes realizados a las
muestras tomadas a las especies afectadas.
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Practica de Laboratorio No. 9

Titulo: Diagndstico del género Streptococcus
Objetivo:

v’ Conocer y saber el diagndstico en muestras de mastitis
v’ Conocer las caracteristicas macro y micro del agente patdgeno

Agente etioldgico: Streptococcus sp.

Enfermedad: Mastitis estreptococdcica

4 :
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La mastitis se debe a afectaciones localizadas en las mamas, teniendo un pro-
ceso inflamatorio con alteraciones anatomo-patoldgicas diversas, como conse-
cuencia hay una disminucién en la produccién de leche, afectando su calidad y
siendo perjudicial para los productos lacteos.

Introduccion:

La mastitis tienen como agentes principales el Streptococcus agalactiae y Sta-
phylococcus aureus, también existen otros agentes etiologicos causantes de
colibacilosis, tuberculosis, brucelosis, pasteurelosis, etc.

Dentro del género Streptococcus, la especie S. agalactiae se identifica como
el causante del 80% de la mastitis, provocando una mastitis parenquimatosa
de aparicion aguda, siguiendo un proceso cronico progresivo que produce una
fibrosis en la gldndula mamaria de los bovinos, actua ademas sobre las cabras y
otras especies.
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El S/ dysgalactiae actua en 10% y es mds aguda, pero con menos tendencias a
la cronicidad.

El' S. uberis es aguda también con incidencia en un 10%, luego se hace croénico,
siendo de un efecto transitorio.

Muestras: Leche de animales con mastitis clinica o subclinica que sean positivas
a la prueba de White Side o California, cumpliendo el procedimiento para la
toma de muestras.

Materiales:

- Portaobjeto

- Colorantes de la tincidn de Gram

- Placas con Agar Sangre de carnero al 5%

- Caldo nutriente con suero sanguineo al 10%

- Mechero Bunsen

- Asas bacteriolégicas

- Microscopio 6ptico de campo claro

- Placas con medio Edward’s con esculina

- Placas con Agar sangre al 5% con Staphylococcus aureus beta hemolyticum
para la prueba de CAMP

- Tubos con caldo bilis al 40%

- Tubos con insulina

- Tubos con sorbitol

- Tubos con hipurato de sodio

- Peréxido de hidrégeno (H20:)

Examen directo:
Preparacion de las muestras

- Comprobar sea positiva la prueba de California o la prueba de “White Side” o
la prueba de azul de bromotimol.
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- Incubar la muestra 4 horas antes de sembrada en placas

- Centrifugar a 2,500 rpm/15 minutos y del sedimento hacer tincién con el colo-
rante de Loeffler, Giemsa o Gram.

- Proceder directamente a hacer un frotis, para esto:

Hacer frotis en drea de 1cm2en portaobjetos, secar vy fijar para tefiir por la téc-
nica de Gram.

Se observan cocos Gram (+) en parejas o en cadenas de tamafio variable.
Cultivo:

- Sembrar con asa bacteriolégica 10 uL de leche

a) Placas de Agar sangre de carnero al 5%.

b) Tubos de Agar Nutriente como suero sanguineo al 10% incubar en CO: al
5-10% (microaerofilia) a 37°C durante 24-48 horas.

Examen macroscopico
Se observan colonias pequefias incoloras, transparentes, parecidas a “gotas de
rocio”, producen una zona de hemolisis alfa y beta o no dan hemolisis, segun la

cepa.

En los tubos en caldo produce fldculos que van al fondo y un liquido sobrena-
dante.

Examen microscopico:

Al'tefiirla con Gram, son (+) agrupados en cadenas o en parejas.
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Pruebas bioquimicas

Procedimiento para identificar la especie del género Streptococcus con las si-
guientes pruebas bioquimica.

- Catalasa (-) la cual lo diferencia del staphylococcus.

- Siembra en tubo con caldo bilis al 40%

- Prueba hipurato de sodio se incuba a 37°C (4 dias)

- Prueba hidrdlisis de la esculina

- Prueba acidifacién de la esculina

- Prueba acidifacién del sorbitol

- Prueba de CAMP (esta prueba consiste en hacer una estria en Agar Sangre con
un Staphylococcus aureus de doble hemolisis (alfa y beta) y de forma perpendi-
cular hacer una estria en el mismo Agar Sangre con el Streptococcus a clasificar,
se incuba a 37°C por 24 horas y después a refrigeracién de 6-12 horas.

Es positiva cuando el Streptococcus forma una sombrilla de hemolisis en donde
coincide con la hemolisis del Staphylococcus ampliandose la zona de hemolisis
alfa y después beta.

Crecimiento en el  Hipurato de Hemolisis Insulina Sorbitol CAMP
caldo bilis al 40% sodio Edwards con

esculina

S.agalactiae + + - - = +

S.dysgalacteae - = = - -

S. uberis - + + + + +

Colonias negras
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Practica de Laboratorio No. 10
Titulo: Diagndstico del género Staphylococcus
Objetivo:

v'Conocer el procedimiento para su aislamiento e identificacién
v'Conocer las caracteristicas macroscdpicas y microscdpicas del genero

Agente etiologico: Staphylococcus aureus

Enfermedad: Estafilocococicas

Introduccion:

Esta muy difundido en la naturaleza y forma parte de la flora normal de la piel
y las mucosas del hombre y animales, principalmente en las partes altas de las

vias respiratorias.

Pueden proceder de productos de origen animal como la leche y la carne y de
personas enfermas que lo han manipulado o de animales enfermos.

Se encuentra en aguas contaminadas y se consideran oportunistas al causar in-
feccion de la piel, ojos, oidos, nariz, garganta.
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El S. aureus esta en los procesos supurativos de heridas en el hombre y anima-
les.

Animales susceptibles:

- En vacas, ovejas y cabras: producen mastitis
- En corderos: producen piemias

- En perro: Dermatitis pustulosa contagiosa

- Equinos, vacunos y porcinos produce batriomicosis

En el humano produce las siguientes enfermedades:

- Impétigo infantil - Foliculitis conjuntival
- Forunculos - Sinusitis

- Abscesos - Queratitis ulcerativa
- Osteomielitis - Enterotoxemia

- Mastoiditis

- Endocarditis

- Tonsilitis

Patogenia

Depende la toxina producida y la reaccidn de los tejidos del hospedero. Actuan
enzimas y toxinas estafilococicas.

Las enzimas que actlan son las siguientes:
- Coagulasa: Coagula el plasma sanguineo evitando la fagocitosis

- Fibrinolisinas: Lisa el codgulo de fibrina para extender la infeccion establecida
a otros tejidos.

- Leucocidina: Destruye los leucocitos
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- Hialuronidasa: Destruye el acido hialurénico (cemento intertisticial) de los teji-
dos para invadir otros tejidos.

Las toxinas

¢ Demonecrotoxina: Necrosa la piel sobre el absceso o forinculo para evacuar:
el pus (esta formado piocitos o leucocitos muertos) produce la dermatitis pos-
tular del perro.

- Letal-toxina: Causa la muerte del paciente al pasar a la sangre.

- Hemolisina: Destruye los hematies produciendo anemia. La (beta) hemolisina
todos los hematies y la (alfa) solo lisa parcialmente. En los animales las cepas
patdgenas producen alfa y beta (vacunos y carneros).

- Enterotoxinas: Causa la intoxicacién alimenticia cuando se consumen alimen-
tos con esta toxina preformada que resiste la accién del jugo gastrico y produce
irritacion de la mucosa gastrica y entérica provocando vomitos y diarreas.

La enterotoxina resisten el calor de 100°C durante 30 minutos y estas cepas
producen también hemolisis alfa y beta y son cepas de origen animal, ademas
son coagulasa (+).

Son sensibles el hombre, gatos, lechones y el perro. Las toxinas se identifican
mediante la extraccién, purificacién y concentracion de la toxina para después
proceder a la técnica de inmunodifusion utilizando un suero antitéxico especi-
fico.

Muestras:
Leche, pus, sangre, alimentos contaminados, vomitos, heces fecales, exudados

nasales, faringeos, oticos, y oculares, etc.; muestras de leche de animales con
mastitis.
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Materiales

- Portaobjetos

- Colorantes para la tincién de Gram

- Mechero Bunsen

- Microscopio éptico de campo claro

- Asas y agujas bacterioldgicas

- Placas con Agar Sangre de carnero al 5%

- Tubos con Caldo Nutriente

- Tubos con Caldo Carne Salino (10% Cl Na)

- Incubadora

- Tubos con Agar Nutriente con 0.5% de glucosa con indicador de pH
- Tubos con Agar manitol

- Placas con “Staphylococcus Medium 110”

- Indicador azul de bromotimol

- Solucidn saturada de sulfato de amonio al 50%

- Agua oxigenada (H:0:) perdxido de hidrogeno

- Plasma humano o de conejo para la prueba (bioquimica) de la coagulasa.

Examen Directo

Se realiza una extension o frotis sobre un portaobjeto con la muestra (leche,
pus, sangre, etc.).

Se puede incubar o no las muestras de leche durante 4 horas depende el grado
de contaminacidn de otras bacterias saprofitas que pueden entonces proliferar
juntos al agente patégeno.

Se tifie con las técnicas de Gram y Giemsa, en los medios liquidos pueden ob-
servarse pares de cadenas cortas y pocos racimos. En la sangre y pus se forman
“racimos”. No se observan esporas, ni flagelos, ni capsulas son células esféricas
(cocos) Gram (+).
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Cultivos:

I. En muestras no contaminadas se siembran:

- Placas de Agar Sangre por el método de aislamiento (estrias)

- Tubo de caldo nutriente

- Incubar a 37°C durante 24 horas

En muestras contaminadas

- Medio enriquecido selectivo “Salt Meat Broth” (caldo de carne con sal) el cual
tiene un 10% de cloruro de sodio para eliminar a los contaminantes no halofili-
cos e incubar a 37°C durante 24 horas.

Examen macroscopico

Las colonias a las 24 horas son grandes, redondas, lisas, brillantes de color dora-
do (aureus). Son de aspecto butiroso y la colonia estd rodeada de hemolisis alfa.

Las cepas de origen animal tiene sus colonias en Agar Sangre doble hemolisis,
una total proxima a la colonia y otra externa oscura mas ancha de hemolisis
parcial, la cual se acentua si la placa se pone en frio. Se percibe mayor con san-
gre de carnero que de bovino.

Estas cepas producen por lo general enterotoxinas (causando intoxicaciones ali-
mentarias).

Observacién macroscopica

En tubos con caldo produce, una turbidez, uniforme y un sedimento pulverulen-
to, formandose un ligero anillo en la superficie del medio.

Examen microscopico:

Por la coloracion de Gram son (+) formando racimos, siendo raras las cadenas
y/las parejas de cocos.
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Pruebas bioquimicas:

1. Fermenta la glucosa (+) en un tubo con Agar nutriente con 3.5% de glucosa se
observa cambio de color del indicador de pH.

2. Acidifica el manitol (+) sembrado en cufia con Agar manitol por estria y pun-
cién, se observa acidificacién aerobia y anaerobias.

3. Prueba de la catalasa (+) en un portaobjeto se situa H.0: y después un frag-
mento de la colonia y se observa desprendimiento de gas.

Prueba de la catalasa

4. Prueba de la coagulasa (+), en un tubo de plasma humano o de conejo se ino-
culay alas 24 horas coagula el plasma lo indicara su patogenicidad y virulencia.
La observacion se hace cada 15 minutos hasta las 3 primeras horas después a las
24 horas. El cultivo no debe tomarse de una colonia que haya crecido en medio
salino.

Il. En muestras contaminadas:
Examen macroscopico

En los tubos con Caldo de Carne Salino (cloruro sodio al 10%). Se observa turbi-
dez uniforme un sedimento pulverulento, con un anillo ligero en la superficie.
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Examen microscopico

Con la tincion de Gram, son células tenidas, de azul formando racimos .
Cultivo:

Del Caldo de Carne Salino se siembra en el medio selectivo “Staphylococcus
Medium 110” a 37°C durante 48 h. apareciendo una colonia con pigmentos
anaranjado.

Prueba bioquimica:

Acidificacion del manitol se comprueba aifadiendo una gota de azul de bromo-
timol a una colonia tipica dando un color amarillo indica la acidificacion del ma-

nitol (+).

La hidrdlisis de la gelatina se afiade a la colonia una solucién al 20% de acido sa-
licilico apareciendo una zona clara alrededor de la colonia “reaccidn de Stone”.

Se realiza la prueba de la catalasa, glucosa y coagulasa.
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Practica de Laboratorio No. 11

Titulo: Diagndstico del género Escherichia

Objetivos:

a) Conocer y hacer el procedimiento para el aislamiento del género

b) Observar las caracteristicas macroscépicas y microscépicas

c) Seleccionar el envio de muestras

Introduccion:

Constituye un componente de la microflora normal del tracto digestivo de per-
sonas y animales, dentro de la especie existen algunas identificadas antigénica-

mente las cuales son patdgenas.

Su accién fundamental en la produccién de enterotoxinas creando un cuadro
septicémico y diarreico.

Agente Etioldgico: E. coli

Enfermedad: Septicemia, enterotoxemia, diarrea enterotoxica
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Animales susceptibles y lesiones.

Actua en diferentes especies y preferentes en animales jévenes.

Bovino: En los terneros produce septicemia y diarrea enterotoxica (diarrea
blanca) siendo la mas frecuentes como resultado de la implantacion del E. coli
enteropatogénico en yeyuno y ganglios mesentericos con la accién local de la
enterotoxina liberada por la bacteria ocasionan un desequilibrio en el transpor-
te de electrolitos y agua a través de la mucosa intestinal.

La adhesidn de la bacteria a la mucosa intestinal se debe a las adhesina localiza-
das en las fimbrias cuya expresidén antigénica es el antigeno K: 99.

Produce ademads en el ternero onfaloflevitis y poliartritis.
En el bovino adulto produce pielonefritis, cistitis, cervicitis, metritis y mastitis.

Porcino: En cerdos recién nacidos produce septicemia y diarrea enterotdxica,
donde la expresion antigénica en la adhesinas son los antigenos K: 88 Y K: 99.

En cerdos después del destete se presenta con frecuencia la entero toxemia,
unido a otras cepas de E. coli que son hemoliticos desarrolldandose de laimplan-

tacion de las cepas en el yeyuno y ganglios linfaticos.

Pollos: Origina una coligranulomatosis del intestino debido a cepas encapsulada
de colibacilos. Conocido también como enfermedad de Harre.

También produce en los sacos aéreos una aerosaculitis.

Personas: Produce una gastroenteritis fatal para los menores, también infeccio-
nes en el conducto urogenital, diarrea y neumonia.
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Muestra:
- Exudados rectal (previa desinfeccion con alcohol al 70% en la regidn perineal).
- Heces fecales.

- Visceras: Intestino (yeyuno), higado, bazo, rifién, ganglios, huesos largos, pul-
mon y otros érganos lesionados.

- Leche

¢ Aves enfermas y muestras.

Las muestras se conservan en congelacion a 4°C
Materiales:

- Ldminas de portaobjetos

- Colorantes de Gram.

- Aceite de inmersion

- Microscopio éptico de campo claro

- Placas de Petri con Agar Verde Brillante

- Placas de Petri con Agar Sangre de carnero al 5%

- Medios reactivos para la prueba de Indol

- Espatula

- Asa bacterioldgica

- Mechero Bunsen

- Incubadora

- Tubos con Agar hierro de Kliger

- Medios y reactivos para la prueba Rojo Metilo y Voger Proskauer
- Tubos con Agar Simmons citrato y Malonato sddico
- Tubos con Agar urea Christensen

- Tubos con Agar semisélido

- Medios y reactivos para realizar la prueba del Indol
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- Antisueros polivalentes de grupo
- Asas y agujas bacterioldgicas

- Mechero Bunsen

- Suero para tipificacion (K88 y K99)

Examen directo:

Con las muestras se hacen un frotis tefiido con Gram, observandose bacilos
cortos, Gram (-) que varian de formas cocoides hasta largos filamentos.

Cultivo:

1. Agar Verde Bilis Brillantes

2. Agar Sangre de Carnero (5%)

3. Tubos con Caldo Verde Bilis Brillante al 2%
Incubar a 37°C durante 24 horas
Observacidon macroscopica

En Agar Verde Brillante, las colonias son redondas, de borde liso, convexos y de
color amarillo verdoso (aprovechamiento de la lactosa).

En Agar sangre de carnero al 5%, se desarrollan colonias de borde liso, convexo
y gris presentando hemdlisis completa e incompleta.

En tubos con Caldo Bilis Verde Brillante al 2% se produce un enturbiamiento
difuso con un sedimento denso, sin formar pelicula.

Si se utilizan tubos de fermentacién Durham’s ascienden hacia la superficie
debido a produccion de gases.
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Observacion microscopica

A partir de las colonias crecidas en caldo se hacen frotis y al teiiirla con Gram.
se observan bacilos cortos (-) variando hasta formas cocoides pueden verse al-
gunos bacilos largos.

Pruebas Bioquimicas

- En Agar hierro de Kliger produce acido y gas aprovechando la glucosa y la lac-
tosa, el medio adopta coloracion amarilla y las colonias son de aspecto blanco,
amarillentas, humedas y brillantes. No produce SH- .

- Prueba RM-VP (Rojo de Metilo-Voges Proskauer ,es RM(+) y VP(-).

- Siembra en tubos de Malonato sddico (-) (no lo utiliza como fuente de energia)
- Siembra en tubos de Simmon’s citrato (-) (no lo utiliza como fuente de energia)
- Tubos con agar semisélido — no es movil

- Prueba de Indol (+) (se observa en el tubo un anillo rojo en la superficie)

- Tubo con Urea, no la hidroliza (-)

- Serotipificacion

- En muestras de terneros y cerdos diarreicos se realiza:

1. Seroaglutinacion rapida en ldamina de 10 colonias compatibles con el E. Coli
crecidos en Agar Verde Brillante con el suero K99 en terneros y el K88 y K99 en

cerdos. Para esto se aflade una gota de cada uno de los sueros en un portaobje-
to y sobre esto se sitla un fragmento de colonia si aglutina es (+).
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2. En los terneros, los resultados se realizaran de acuerdo a la presencia o no de
colonias de E. coli, K99 de donde se interfiere que el patdégeno participe en el
sindrome diarreico, pueden haber otros gérmenes patégenos.

3. En cerdos los resultados se miden en base de las colonias (+) a K88 y K99,
siendo:

Para el esquema antigénico se puede efectuar segun la existencia de 3 clases de
antigenos

Ag “0” — somatico
Ag “H” —flagelar
Ag “K” — capsular

Se emplean también para identificar cepas K88 y K99 mediante la técnica de
inmunofluorescencia directa.
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Practica de Laboratorio No. 12

Titulo: Diagndstico del género Salmonella

Objetivo:

v’ Conocer y hacer el diagnostico para identificar el Género Salmonella
v’ Conocer sus caracteristicas macroscépicas y microscépicas

v’ Seleccionar y obtener las muestras para enviar al laboratorio

Introduccion:

Produce en el cerdo de todas las edades una infeccion, siendo mas frecuente
en lechones.

Para su estudio, ademas del género, existe un nivel taxondmico de subgénero y
otro de especie.

Ocasiona en esta especie una infeccidn entérica aguda aunque no son raras las
formas septicémicas y respiratoria.

Son bacterias Gram (-), no espordgenea y anaerobia facultativa.
Agente etioldgico: Salmonella enteritidis. Salmonella cholerasuis

Enfermedad: Salmonellosis (enteritis necrética del cerdo, paratifus del lechén)
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Patogenia:

El hospedero penetra por via oral, se multiplica en el intestino asociado a las
placas de Peyer y finalmente a los ganglios mesentéricos, pasa al torrente circu-
latorio hasta localizarse en diferentes érganos, produciéndose un cuadro pato-
légico entérico, septicémico o respiratorio 6 estar como portador asintomatico.

Animales susceptibles: Cerdos, bovinos, perros, aves y el hombre.

Hombre: Ocasiona una toxi-infeccion alimentaria (variedad Kunzendorf), tam-
bién puede ocasionar una infeccidn urinaria, neumonia y septicemia mortales.
Se transmite por la ingestion de alimentos y bebidas contaminadas por heces de
animales infectados.

Muestra:

e Exudado rectal
e Heces fecales

Visceras: intestino, higado, bazo, rifidn, ganglios
Vomito y alimento contaminado

Huesos largos, pulmén y otros érganos lesionados)

Las muestras se deben tomar en forma aséptica, mantener en frascos estériles
y conservar a 4°C en congelacion.

Examen directo de la muestra

Se observan bacilos cortos y gruesos, Gram. (-), no esporogenos.
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Materiales:

- Ldminas de portaobjetos

- Colorantes de Gram. -Kit de Gram

- Aceite de inmersién

- Microscopio dptico de campo claro

- Placas de Petri con Agar verde brillante

- Placas de Petri con Agar Sangre de carnero al 5%

- Tubos con caldo Kauffman

- Espatula

- Asa bacterioldgica

- Mechero Bunsen

- Incubadora

- Tubos con Agar hierro de Kliger

- Medios y reactivos para la prueba Rojo Metilo y Voger Proskauer
- Tubos con Agar Simmons citrato y Malonato sdédico
- Tubos con Agar Urea Christensen

- Tubos con Agar semisdlido

- Medios y reactivos para realizar la prueba del Indol
- Antisueros polivalentes de grupo

- Asas y agujas bacterioldgicas

- Mechero Bunsen

Cultivo:

- Placas de Agar Verde Brillante

- Agar Sangre de carnero (5%)

- Tubos con caldo de Kauffman

- Se incuba a 372C durante 24 horas

Observacidon macroscopica
- En Agar Verde Brillante: Se caracteriza las Salmonella spp por ser sus colonias

de forma redonda, de borde liso convexo y de color rosado (por no utilizar la
lactosa).
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- En Agar Sangre de carnero al 5%: Sus colonias son redondas de borde liso, con-
vexas y grises, no presentan hemdlisis

- En caldo Kauffman: Presentan una turbidez uniforme; de aqui se pasan a pla-
cas con Agar Verde brillante

Observacion microscopica del cultivo

Son Gram. (-), bacilos cortos, gruesos

Pruebas bioquimicas

Agar hierro de Kligler, la S. cholerasuis produce acido y gas de la glucosa, no
fermenta la lactosa y no produce SH..

El cambio de coloracién a amarillo (aprovechamiento de la glucosa) es hacia
abajo y la coloracién roja (hacia arriba de la cufia, lo que indica no aprovecha-
miento de la lactosa).

La variedad Kunzerdorf, se observa negro en el lugar de la puncidn.

Tubos con Malonato sddico (-)
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Tubos con Simmons-Citrato, lo utiliza la var. Kunzendorf tomando color azul.
En agar semisélido -presenta movilidad

- En tubos con urea (-) no la hidroliza

- Indol (-) no se ve el anillo Indol en la superficie

- Prueba RM-VP (Rojo de Metilo-V. Proskauer) resulta RM(+) Y
- VP(-).

Serotipificacidon

Se basa en el esquema de Kauffman-White, sobre la estructura antigénica de
todas las especies del género Salmonella.

1-Antigeno”’ Q" somatico.
2- Antigeno’’H”’ flagelar

Los antigeno “O” (somatico) se encuentra constituyendo parte de la pared ce-
lular y se obtiene calentando la suspensién bacteriana a 100°C para destruir los
Ag “H” (flagelares), después se extrae con alcohol caliente. Los Ag O” se identi-
fican por numeros (1,2,3, etc). Cada especie puede tener varios Ag “O”y a la vez
comparten algunos antigenos, se forman los serogrupos, es decir, antigenos de
grupo identificados con las letras A,B, C, etc.

Los antigenos “H”’ (flagelares) estan constituyendo los flagelos y se someten ala
accion de formol que fija los flagelos a la Salmonella. Los Ag “H”’ son difasicos y
se designan como “fase 1” o (especifica) y fase 2 (o inespecifica). Los primeros
(Fase 1) se identifican (a,b,c...) y los de la (fase 2) se identifican con numeros
(1,2,3...).

Para proceder a la serotipificacién de las salmonella se mezclan una gota de
la suspensién bacteriana con una gota de antisuero polivalente del género; se
aglutina entonces se mezcla una gota de la suspension bacteriana (colonia) con
una gota de cada uno de los antisueros de grupo (a,b,c..etc.) y se continua hasta
identificar el serotipo: ejemplo: C1: 6,7 Ag’H” (fase 2)
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Practica de Laboratorio No. 13

Titulo: Diagndstico del género Brucella
Objetivo:

v'Conocer el procedimiento para su aislamiento e identificacién
v’ Conocer las caracteristicas macroscopica y microscopica del Género

Introduccion:
La brucelosis constituye una bacteremia con una evolucion desde la forma agu-
da alacrdnica, siendo sus manifestaciones de caracter inflamatorio. Constituye
una zoonosis.

Lesiones y animales susceptibles

Vaca: Produce aborto en la segunda mitad de la gestacién, placentitis, cotiledo-
nitis, retenciones placentarias y mastitis intersticial.

Toro: Produce orquitis y artritis
Hombre: Cefalea, aborto, fiebre ondulante.

Ill

Equino: Bursitis, fistula no traumatica (talpa 6 testera) y el “mal de la cruz”.

Cerdos: Abortos, mastitis, pardlisis de las extremidades posteriores, debido a
una espondilitis lumbar.

Otras especies son susceptibles tales como: el caprino, ovino, canino (esporadi-
camente); entre los animales silvestres se encuentran los muridos.

Dentro del género Brucella existen especies muy afines a determinado hospe-
dador, aunque las tres primeras pueden infectar a otras especies.
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. aborto — bovino

. Suis - porcino

. melitensis — cabras
ovis — ovinos

. canis — perros

. heotome — ratas

W Wmmm®m®m

Patogenia:

En su accidén invasiva la Brucella tiene predileccién por las glandulas sexuales,
donde se nutren de un alcohol carbohidratado (Eritritol) que produce el tUtero
gravido del vacuno. También en las glandulas sexuales y en las articulaciones se
crean condiciones favorables.

En el bovino se presenta una bacteriemia localizada en el Uteroy en la mama, en
cambio en el cerdo y el hombre son frecuentes las bacteriemias, asunto a tener
en cuenta para el muestreo.

Muestras:

e Muestras de leche para realizar la prueba del anillo de la leche.

Como requisito deben de ser animales en produccién que no estén padeciendo
mastitis.

Se procede tomando pequefias cantidades de cada cuarto, mezclar de forma
homogénea con la leche de 8-10 animales.

Remitir al laboratorio con tubos con una gota de solucién de formalina al 10%
manteniéndola en 4-8°C hasta 24 horas.
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- Muestra de sangre

Con agujas estéril extraer y depositar de 5 a 10 ml. en tubos con su identifica-
cién, tapar los tubos y mantener en reposo con un angulo de 452 para que se
forme el coagulo.

Enviar al laboratorio conservada en 4-6°C y se aceptara si no hay hemodlisis, no
lipémicay libre de sustancia extraias.

- Muestra para andlisis bacterioldgico

1. De las especies bovino, ovino, caprino, porcino

a. Cuando es un aborto: Enviar el feto abortado con sus envolturas, mejor com-
pleto, si no el estdmago y sangre en frasco estéril. Enviar ademds placentas con
sus cotiledones y nédulos.

b. Si es de un animal sacrificado tomar fragmentos de 10cm. de higado, corazén,
bazo, uUtero, (con feto si esta gestante) ganglios linfaticos supramamarios, retro-
faringeo, iliacos internos y lumbares, fragmentos de 10cm. de cada pezén de la

ubre y en los machos testiculos y vesiculas seminales.

c. Leche: Tomar 10ml. De cada cuartos de los Ultimos chorros en frascos estéri-
les sin conservantes quimicos.

d. Orina: Tomar 10ml. con catéter en frasco estéril

e. Exudado vaginales: Tomar con hisopo estéril en caso de aborto se toma la
muestra 20 - 28 dias después.

f. En la especie equina: Tomar pus, muestras de los abscesos de la cruz y de la
region occipital.
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Materiales:

- Placas con Agar Triptosa Sangre

< Soluciodn salina fisiolégica

- Reactivos y colorantes para realizar la tincion de Gram

- Porta objetos

- Tijeras y pinzas

- Arena estéril

- Incubadora

- Jarra de microaerofilia

- Centrifuga

- Microscopio dptico de campo claro

- Alcohol etilico

- 2 cobayos y sus jaulas

- Jeringuillas de 3ml,

- Agujas hipodérmicas No. 23-25

- Tubos de fondo plano

- Asas y agujas bacterioldgicas

- Mechero Bunsen

- Placas de Petri

- Agar suero dextrosa con los colorantes tionina y fuchina en diferentes
concentraciones

- Tubos con medios de Christensne para ureasa

- Tubos con solucién de urea

- Tubos con Agar suero dextrosa

- Papel indicador de acetato de plomo

- Suero para pruebas de aglutinacién

- Reactivos quimicos y bioquimicas
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Examen directo:

Siembras de las muestras:

1.0rganos: se cortan y el fragmento se frota sobre dos placas con Agar Triptosa
sangre.

Cuando va a estudiarse tejido de drganos de gran tamafio se elimina la grasa
de los érganos, sumergirlas en alcohol etilico y flamear; se afiade a un mortero
con arena estéril y mezclar con SSF en proporcion 1:10, de aqui sembrar con asa
bacterioldgica en el mismo medio de cultivo

2. Placentas: Cortar fragmentos de las zonas con alteraciones y pasarla por va-
rios frascos de boca ancha que poseen SSF. y el Ultimo frasco tiene alcohol al
95% y flamear

a. Los fragmentos cortados se frotan sobre la superficie del medio de cultivo.
b. En érganos y placentas después de sembrados, se realiza un frotis con el
mismo fragmento presionandolo sobre el portaobjeto para su observacién mi-

croscopica.

c. Fetos abortados: El contenido estomacal se siembra con asa bacterioldgica y
los drganos se frotan fragmentos sobre la superficie del medio .

d. Secreciones: Con asa bacterioldgica se siembra por estrias en medios sélidos.
De las muestras liquidas o semiliquidas se extienden con el asa sobre un por-
taobjeto.

e. Leche: Primero se centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos, se siembra del
sedimento en los medios por estria y se hace una extensién en portaobjetos.

Incubacién de los medios de cultivo en placas.

La mitad de la placa de Petri se incuba en ambiente aerdbico y microaerofilia
con 10% de CO..
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Procedimiento para obtener microaerofilia:

1. En el fondo de una jarra donde estan situadas las placas se coloca una vela,
se enciende y tapa de inmediato, esto hace se agote parte del oxigeno y se in-
corpore al interior de la jarra CO..

2. Utilizar también 0.4g de bicarbonato de sodio y 0.35ml. de acido clorhidrico
concentrado por litro de capacidad de la jarra.

Se procura inclinando la jarra los dos reactivos se unan.

3.4.46 ml. de bicarbonato de sodio al 8.4% y 4.46ml. de acido sulfurico al 3.3%
Mezclar momentos antes de cerrar el recipiente en cualquiera de las variantes
se mantiene un tubo con indicador de CO.. Esta constituido por una soluciéon de
bicarbonato sédico a 0.1% con unas gotas de azul de bromotimol al 0.5% hasta
tener una coloracién azul en atmosfera normal.

Para el cambio de color se necesita una hora hasta el verde. La incubacién es a
37°C durante 10 dias.

El material original (muestras) se conservan en congelacién hasta que concluya
el caso.

Los frotis para la observacién (Brucelosis) microscépica se secan a ambiente
durante 10-15 minutos, fijar levemente al calor de la llama utilizando los colo-
rantes fuschina LPU o safranina.

a) Coloracién de Stamp: Se utiliza la fuchina LPU, durante 10 minutos, lavar con
agua corriente; decolorar con solucion de acido acético al 0.5% ¢ acido sulfurico
al 0.05% durante 10 a 20 segundos.

Lavar con agua corriente y cubrir la preparacion con azul de metileno al 1% du-
rante 10 segundos lavar y secar para su observacion.
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b) Coloracién de Koster: cubrir la preparacion con solucién de safranina LPU por
un 1 minuto, lavar con agua corriente, decolorar con solucién de acido sulfurico
al 0.1% durante 10 a 20 segundos lavar y cubrir la superficie con solucién feno-
lada de azul de metileno al 1% durante 5 segundos, lavar, secar y observar al
microscopio.

Al microscopio aparecen cocobacilos tefiidos de rojo, con la coloracidn de Stap
y Koster. Con la coloracién Gram se observan cocobacilos Gram(-).

Prueba biolégica

Su objetivo es reproducir la enfermedad en cobayos, para esto se seleccionan
2 cobayos con mas de 350g. de peso, se inocula 0.5ml. del sobrenadante ho-
mogenizado (macerado de érganos, placenta, secrecién o leche en SSF) por via
subcutanea.

Observacidon macroscopica:

Las colonias en Agar Triptosa Sangre, se observan entre 3-10 dias siendo con-
vexas, translucidas de bordes redondeados vy lisos.

Observacidon microscopica

Utilizando las mismas técnicas de tincidn se observan cocobacilos tefidos de
rojo.

Tipificacion de Brucella:

Mediante un conjunto de pruebas bioquimicas de cultivo, serolégico permite
identificar los biotipos de cada especie del G. brucella.

1. Tipificacion del cultivo: Se especifica si crecié en microaerofilia o en aerobio-
sis. Se prepara ademas una suspension del cultivo en SSF de 2x109 células y se
compara con un patron de turbidez Brow 2°C.
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2. Crecimiento en presencia de colorantes: Sembrar por estria en dos placas en
3 diluciones diferentes de tionina (1/25,000; 1/50,000, 1/100,000) y ademas en
2 /placas con 2 diluciones diferentes de fuchina (1/50,000, 1/100,000). Incubar
en 2 ambientes y comparar con la Tabla de Caracteres Diferenciales de la espe-
cie.

3. Produccidn de hidrogeno sulfurado: Sembrar con asa en tubo con Agar Dex-
trosa y situar en el borde del tubo un papel impregnado de acetato de plomo,
incubar 37°C, se observara ennegrecimiento del papel cuando se desprenda
hidrogeno sulfurado.

4, Prueba de la ureasa: En un medio de Christensen sembrar; incubar en am-
biente observar el tubo cada 1 hora durante 5 horas y después a las 24 horas. El
medio tomara una coloracidn rosa purpurea inmediatamente o puede demorar
varias horas.

Método rapido para la ureasa: Afiadir 0.2 ml. de SSF. Suspensién bacteriana (1
asa) en un tubo pequefo, afiadirle fragmentos de papel impregnado en solu-
cion de urea. Se observa una coloracidn rosa purpura de inmediato.

5. También se realizan pruebas serolégicas como:

- Reaccion de aglutinacion

- Reaccion RFC

- 2 mercapto-etanol modificado por Haydu y colaboradores
- Prueba de Crwombs

- Técnica de Rivanol modificado por Haydu y colaboradores.
- Reaccion con Ag amortiguado

- Prueba del anillo de la leche

Prueba biolégica

Después de observar los cobayos inoculados durante 42 dias, a las tres semanas
extraer sangre y hacer una aglutinacion lenta, a las 6 semanas repetir con el otro
cobayo, si da positivo seroldgicamente, se procede a la siembra de los 6rganos,
si da un resultado negativo, se realiza la necropsia.
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Practica de Laboratorio No. 14

Titulo: Diagndstico del género Pasteurella

Introduccion

Es una enfermedad reconocida en lo bovinos como infecto contagiosa, de ele-
vada letalidad, con un curso clinico agudo y signos respiratorios provocados por

una neumonia, son susceptibles ademas otras especies.

Enfermedad: Pasteurelosis

Agente etiologico: Pasteurellla multocida.
Animales susceptibles

Vacunos: Produce septicemia hemorragica epizodtica y es uno de los agentes
secundarios del “complejo de fiebre de embarque”.

Aves de corral: Causa cdlera aviar 6 rayo epizootia de alta morbilidad y letali-
dad.
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Cerdos: Causa neumonia y ademas actlia como agente secundario de la neumo-
nia enzootica “porcina”.

Ovejas. Causa neumonia, mastitis, y encefalitis.
Equinos: Actia como agente secundario de la pleuroneumonia contagiosa.

Conejos: Actia como uno de los agentes de la “moquita”, afectando vias respi-
ratorias, produce septicemia y abscesos subcutaneos.

Hombre: Produce neumonia, pleuresia. pericarditis, peritonitis, apendicitis, y
empiemia.

Patogenia

La bacteria produce una exotoxina, asi también la autolisis de la bacteria libera
una endotoxina.

Siendo patdgena varia en su virulencia, causando enfermedades fulminantes
de curso agudo hasta de curso clinico leve 6 subclinico, producido por el agente
del mismo serotipo.

Estructura antigénica

Posee:

¢ antigeno somatico de grupo (glucolipido)

e antigeno inmunoespecifico (polisacarido) ligado a la cdpsula

De acuerdo a la cdpsula, la P. multocida se ha dividido en 4 grupos seroldgicos:
A,B,C,D, utilizando la hemoaglutinacién para su clasificacion.
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Existe cierta especificidad entre las cepas y las especies susceptibles.

e Cepa tipo A, abunda en las aves causando el cdlera en esta especie.
¢ Cepa tipo B, estd en bovinos y bufalos en las regiones tropicales.

¢ Cepa tipo C, se encuentra en perros y gatos

¢ Cepa tipo D, no tiene especificidad definida

Muestras

- Sangre de los procesos septicémicos.
- Contenido de los abscesos

- Exudados nasales

- Visceras (pulmones, bazo, etc)

Materiales

- Portaobjetos

- Reactivos y colorantes de Giemsa.

- Tubo con Caldo Nutriente con suero al 10%
- Placas con Agar Sangre.

- Asa y aguja bacterioldgica

- Microscdpio éptico de campo claro.

- Aceite de inmersién

- Incubadora.

- Mechero Bunsen

- Medios y reactivos para La Prueba de Indol.
- Tubos con gelatina

- Tubos con urea

- Tubos con Agar hierro de Kliger

- Tubos con sacarosa

- Tubos con medios de leche tornasolada.

- Placas de Agar MacConkey.
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Examen directo

Las muestras de sangre se extienden con un portaobjeto, sobre otro portaobje-
to, después fijar con alcohol metilico, durante 5 minutos, colorear con Giemsa
durante 30-45 minutos.

Se observan bacilos rojos bipolares.

En muestras de exudados, pus, abscesos etc, se extienden sobre un portaobjeto
y se tifien con Gram y se observa al microscopio bacilos ovoides muy pequefios
(cocobacilos) Gram (-).

Cultivo

Se siembra la muestra en Caldo Nutriente con suero sanguineo al 10% y ademas
se aisla en placas de Agar Sangre

Incubar a 37 grados C. durante 24 horas
Observacién macroscopica
En los tubos con caldo nutriente, se observa un crecimiento uniforme.

En las placas de Agar Sangre las colonias son grisaceos amarillenta, sin hemali-
Sis.

Observacion microscopica

Realizado el frotis , se observan bacilos cortos Gram (-)
Pruebas Bioquimicas

Pasada la incubacion a 37 grados durante 24 horas, se obtiene:

e Indol (+)
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e Gelatina (-)

e Urea (-)

e Agar hierro de Kliguer, glucosa (+) amarillo en la parte inferior de la cufias,
lactosa (-) rojo en la superficie del medio.

* sacarosa (+), produce acido.

¢ leche tornasolada (-), no la coagula.
¢ Agar MacConkey (-)

Serotipificacion

Mediante técnicas de aglutinacion se identifican antigenos somaticos y capsula-
res.
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Practica de Laboratorio No. 15
Titulo: Diagndstico del género Mycoplasma
Objetivos:

a. Aprender el procedimiento para el muestro, aislamiento e identificaciéon del
agente etioldgico

b. Conocer las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del agente etiol6-
gico.

Introduccion:

Sus caracteristicas principales es la ausencia de pared celular, las colonias son
parecidas a “huevo frito”, con filtrabilidad a través de membranas de 450um.

Para la identificacion de la especie se incluyen caracteristicas culturales, bioqui-
mica y antigénicas.

Enfermedad: Mycoplasmosis

Animales susceptibles y enfermedades que origina
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Bovinos: Causa la pleuroneumonia contagiosa bovina originado por Mycoplas-
ma mycoides variedad mycoides.

Terneros: Causa neumonia originado por Mycoplasma bovis.

Cabras: Causa la pleuroneumonia contagiosa originada por Mycoplasma mycoi-
de variedad capri.

Cabras y ovejas: Causa el Mycoplasma agalactiae la agalactia contagiosa.

Aves: Causa la enfermedad crénica respiratoria (CRD) originada por Mycoplas-
ma gallisepticum. Tambien aerosaculitis (inflamacion de los sacos aéreos) origi-
nado por Mycoplasma meleagrisdis en pavos, y sinovitis (pollo y pavo) origina-
do por Mycoplasma synoviae.

Cerdos: Causa la neumonia enzodtica porcina originada por M. hyopneumo-
niae.

Muestras:

- De los pulmones se toman lesiones tipicas en los I6bulos apicales y en la
traquea.

- Aves muertas por lesiones en sacos aéreos

- Contenido articular

- Exudados nasales

- Exudados vaginales

-Semeny leche

Las lesiones anatomopatoldgicas, la clinica y epizootiologia de la enfermedad
indican el tipo de muestra a seleccionar y enviar.

Examen directo:

Las muestras de érganos se maceran en arena estéril y PBS (pH = 7.4), se centri-
fuga a 1500rpm/10 minutos y se toma del sobrenadante 0.2ml.
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Cultivo:

- Sembrar por estria en placas con medio de DPB(modificado)
-Sembrar en tubo con caldo DPB con acetato de talio 1/4000 y penicilina 100U1/
ml, incubar a 37°C en condiciones de microaerofilia

Materiales:

- Portaobjeto

- Medio DPB, placas y tubos de ensayo

- Centrifuga

- Morteros y mangos

- Arena estéril

- Lana de microaerofilia

- Pipetas de 1ml.

- Microscopio 6ptico de campo claro

- Colorantes de Gram

- Alcohol metilico

- Medio PBS

- Mechero

- Incubadora aerobia

- Asas bacterioldgicas

- Microscopio estereoscopio

- Discos con caldo glucosado al 1.5%

- Tubos con caldo arginina

- Tubos con caldo urea

- Placas con medio tetrazoluim

- Sueros de las diferentes especies de Mycoplasmas para realizar serotipificacion

- Discos impregnados con 0.02ml. de los diferentes sueros para la prueba de
inhibicion del crecimiento

- Incubadora anaerobia con baldn de CO..
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Examen microscopico

Del sobrenadante realizar un frotis y tefiir con Giemsa donde se observan mi-
croorganismos pleomorficos o corpusculos cocoides de 0.1-0.4 micras.

Observacidon macroscopica:

Con el estereoscopio y un microscopio de campo claro se observan las colonias
tipicas de forma de “huevo frito” y con un didmetro de 10 -600 micras.

Después se cortan las colonias formando un bloque con la aguja y con asa bac-
terioldgica se transplanta a otra placa con medio DPB frotando el bloque sobre
la superficie del medio de cultivo.

- Se realiza también en medio de DPB sin inhibidores durante cinco pases para
conocer si mantienen su forma de la colonia tipica. Si mantiene su forma se esta
en presencia de Mycoplasma spp. o de Acholeplasma spp.; con esto se descar-
ta a las “Forma L”.

- Después para diferenciar los Mycoplasmas de Acholeplasma se extiende una
colonia de Mycoplasma sobre el medio de DPB y sobre la estria se sitia un disco
de digitonina al 1.5% (parecido a un antibiograma). Incubar a 37°C en microae-
rofilia y se observa entre 2y 7 dias.

- Se crece es un Acholeplasma

Si no crece, se observa un halo inhibidor y es un Mycoplasma

La observacion macroscopica en tubos con DPB muestra una turbidez casi im-
perceptible al comparar con un tubo con DPB sin inocular; si se ve turbidez

indica contaminacién lo cual requiere volver a sembrar a partir de una colonia
aislada con Agar DPB
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Pruebas Bioquimicas:

Se realizan en tubos con caldo de DPB con suero de caballo al 10% a partir del
cultivo puro.

a. Acidificacién de la glucosa: Se siembra el cultivo puro con asa bacterioldgica
en caldo con glucosa, incubacién aerdbica de 2-7 dias a 37°C, empleando rojo
fenol como indicador. Si da cambio a amarillo (+) y si es rojo es (-).

b. hidrolisis de la arginina: Se procede de igual a la anterior siendo la de color
rosado (-) y con rojo intenso en (+).

c. Produccién de ureasa: Se emplea medio de urea, se procede igual, los que se
ponen rojo (utilizan la urea) y son (+) y se identifican como Ureoplasma cuando
no adquiere esa coloracidn es (-) entonces son Mycoplasma.

d. Reduccidn del tetrazolium: Se realiza en medios sélidos en placas y se siem-
bran por estrias se incuba en aerobiosis y otro en anaerobiosis estricto a 37°C
durante 2-3 dias. Es (+) cuando crecen colonias rosadas. Hay una tabla de Myco-
plasma para su diferenciacién por especies.

e. En la observacién macroscopica de la colonia aparece la formacién de pelicu-
la y punto en su crecimiento. la pelicula se debe aun enjambramiento debido al
acumulo de lipidos alrededor de las colonias y el punto es un oscurecimiento de
la colonia siendo por lo general de color negro.

Pruebas serologicas:
Se realiza la serotipificacion de las cepas enfrentandolas a los sueros hiperin-

munes de las diferentes especies de Mycoplasmas dando en los casos (+) la
formacion de grumos por aglutinacion.
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Se realiza la técnica de Inhibicidn del Crecimiento; a partir del cultivo en caldo
se hacen diluciones sucesivas (10-5, 10-4, etc.), después de cada dilucién se
toma una gota (0.01 ml) y se sitla de forma corrida en una placa con DPB, se
deja secar a temperatura ambiente. Sobre las estrias se ponen discos de papel
de filtro que tienen 0.02 ml de suero hiperinmunes de cada una de las especies
de Mycoplasma.

Se incuba a 37°Cy se observa a las 48 horas. Son positivas cuando aparece un
halo de inhibicion del crecimiento de 1 mm de didmetro en adelante, lo cual se

observa en la placa con el microscopio o de un estereocospio.

El halo de inhibicién se debe a la reaccion homadloga del cultivo con su antisuero
lo que inhibe su crecimiento formando el halo de inhibicién.
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Practica de Laboratorio No. 16

Titulo: Diagndstico del género Rickettsia

Objetivo:

v’ Saber realizar las principales tomas de muestras,.

v’ Saber hacer el método de diagnostico de la anaplasmosis

v’ Observar las caracteristicas microscdpicas en las extensiones de sangre

Agente etiolégico: Anaplasma marginale

Enfermedad: Anaplasmosis bovina, anemia infecciosa bovina, bobera de los
terneros.

Introduccién:

Es una enfermedad infecciosa y transmisible que afecta a los bovinos, puede ser
de curso agudo o crdnico, se caracteriza clinicamente por fiebre alta, anemia
progresiva, postracion y relacionada con la presencia de corpusculos intraeritro-
citico nombrado Anaplasma marginale, caracterizado y situado en la periferia
dentro del eritrocito.

Los Anaplasmas son células protocariocoticas con vida parasitaria intracelular
obligada, posee ademdas ADN y ARN y posee una actividad metabdlica propia
incompleta.

Hay dos especies dentro del género:

- Anaplasma marginale; afecta los bovinos.

- Anaplasma ovis; afecta a ovinos y caprinos.
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La especie marginale se divide en dos subespecies

- Anaplasma marginales subespecie marginale
- Anaplasma marginales subespecie centrale

Patogenia:

La anemia es producida por la inhibicién de los drganos hematopoyéticos de-
bido a las fracciones téxicas del anaplasma y por su distribucion globular en el
bazo al ser sensibilizados los eritrocitos.

La transmision se realiza principalmente a través de la garrapatas aunque exis-
ten otras vias. Para el diagnostico es necesario conocer la fase clinica de la
enfermedad.

Muestras

1. En animales vivos: Con los sintomas clinicos ya sefalados, el animal afectado
por anaplasmosis se debe realizar frotis sanguineos delgados, los cuales deben
colorearse con Giemsa para evidenciar el agente causal. Sangre completa, con
anticoagulante y refrigerada, es la muestra de eleccién para enviar al laborato-
rio.

2. En animales recién muertos: Se debe realizar toma de muestra de sangre en
la oreja, cola, corazén o extremidades. Adicionalmente, se deben hacer frotis
de rifidn, bazo e higado. Las muestras a enviar al laboratorio deben estar refri-
gerada

Diagndstico

En los casos agudos se realiza:

a) Los diagndsticos clinicos

b) Los diagndsticos hematolégicos
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c) Los diagndsticos microscopicos

En los casos cronicos:

d) El diagndstico seroldgico: Aglutinacion RFC (permite detectar portadores
asintomaticos)

a) Diagnéstico clinico:
En la fase aguda se observa fiebre y anemia intensa, anorexia, alteracién de la
frecuencia del pulso, y de la respiracion, constipacién alternada con diarrea, no

tiene produccioén lactea.

En la fase crénica no se observa sintomatologia tipica, pueden aparecer compli-
caciones neumonicas.

b) Diagndstico hematoldgico
1. Lo hematies circulante descienden de un 50- 80% de la totalidad.

2. La hemoglobina desciende de forma significativa. Los pardmetros hematolo-
gicos normales por especie han de tenerse presente para el diagndstico.

c¢) Diagndstico microscopico

Utilizando la tincién de Giemsa permite comprobar la presencia de Anaplasma
en los eritrocitos.
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Se toma la muestra de sangre de la vena yugular con el anticoagulante EDTA
(acido etilenodiaminico tetracético) en cantidad de 5mg/5ml de sangre)

La muestra se puede tomar a través de la puncién de la vena marginal de la ore-
ja 'y hacer extensién directa sobre la superficie de un portaobjetos.

Materiales:

- Refrigerador

- Incubadora

- Centrifuga

- Tubos seroldgicos

- Gradillas para las muestras y para las pruebas
- Pipetas

- Reactivos de CINa y fenol

- Antigenos para la prueba lenta

- Bafo de Maria

- Centrifuga

- Balanza

- Solucion Barbitol

- Solucioén alcerver

- Conservantes para complemento

- Productos bioldgicos (hemolisinas, complemento, antigeno de Anaplasma vy
sueros referentes +y -)

d. Diagnéstico seroldgico:

Se extraen 5ml. de la vena yugular en un tubo serolégico y se deja coagular para
utilizar el suero.

Examen directo:
Diagndstico microscopico

Depositar una gota de sangre en portaobjeto, extender, dejar secar al aire, fijar
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conalcohol metilico y tefiir con colorante Giemsa LPU.
Diagndstico serologico

A partir del suero de la sangre coagulada, permite ademas detectar portadores
asintomaticos.

Observacion microscopica

Utilizando un microscopio dptico compuesto de campo claro con una gota de
aceite de inmersion.

Los casos positivos de Anaplasma marginales subespecie marginale se ven es-
tructuras esféricas u 6valos de 0.3-1micras. de didmetro situado en los hematies
cerca del borde.

El Anaplasma marginales subespecie centrale difiere del anterior por ser lige-
ramente mayor, situandose el parasito centralmente en mas del 90% de las cé-
lulas.

Observacion del diagndstico serolégico:

En los animales jovenes pueden aparecer titulos por transferencia de la madre
en el calostro.

A partir de los 6 meses no debe existir casos positivos por este concepto y de
tener titulo se considera de importancia a los efectos del diagnéstico.

Se utiliza las pruebas seroldgicas:
1. Aglutinacién lenta en tubos .

2. Reaccion de Fijacion del Complemento (RFC)

Ing. Radamés L. Garcia
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