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PRESENTACION.

El plan de estudios de la carrera Médico Cirujano de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, establece un perfil profesional en el que la aplicacién de los
conocimientos de las ciencias basicas bioldgicas, clinicas daran solucion a los
problemas de Salud de la poblaciéon mediante su diagndéstico oportuno. Para ello el
area de Microbiologia en su fase practica aborda los métodos de diagndstico de
laboratorio y serolégicos de acuerdo a cada modulo para la identificacion y
diagnostico de las enfermedades que se ven en cada uno de los modulos: Piel y
Musculo Esquelético, Aparato Respiratorio, Sistema Cardiovascular, Aparato
Digestivo, Aparato Urinario, Sistema Nervioso, Organo de los Sentidos y Sistema
Endocrino. Integrando los conocimientos tedrico — practicos, logrando un caracter
multidisciplinario de la ensefianza.

Esta area es fundamental en la formacion profesional del estudiante de Medicina
ya que sus contenidos abordan agentes etiolégicos de las enfermedades
infectocontagiosas, caracteristicas de estos agentes, y sus métodos de
diagndstico, mediante estudios de laboratorio y pruebas de identificacién, con el
propdsito de analizar, comprender y aplicar los conocimientos y habilidades
adquiridos en esta &rea, dando respuesta a la identificacion de los principales
agentes microbianos etioldgicos de algunas enfermedades que afectan a la
comunidad, involucrando al estudiante en formacion.

Este manual de practicas de laboratorio de Microbiologia 2° afio es una
herramienta pedagdgica que auxilia a los profesores y alumnos en el proceso
ensefianza aprendizaje, contribuyendo en la formacion del medico cirujano
congruente al perfil profesional establecido por la carrera.
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ORGANIZACION, NORMAS Y FORMA DE TRABAJO EN EL LABORATORIO

e Formacion de los equipos de trabajo

Al inicio de cada afio escolar, los alumnos se distribuiran en equipos de trabajo los
cuales se formaran de acuerdo a los siguientes criterios:

A. Se formaran equipos de trabajo de acuerdo al nimero de mesas (5).

B. Los equipos se formardn con los alumnos inscritos. Los alumnos que se
den de alta posteriormente, seran asignados a un equipo determinado por
el profesor titular.

C. Una vez formados los equipos no se aceptaran cambios de integrantes.
D. Cualquier imprevisto seré resuelto por los profesores.

E. Cada equipo de trabajo sera asesorado por un profesor.

e Material necesario para el trabajo en laboratorio

La lista de materiales para un buen desarrollo de las practicas de laboratorio se
enlista a continuacién. Cabe sefalar que este material es obligatorio y debe
tenerse siempre disponible en cada practica.

Material individual
e Bata blanca de laboratorio
e Manual de practicas
Material por equipo
1. Marcador de tinta indeleble y lapiz graso
2. Cinta maskin tape
3. Jeringas desechablesde 5 y 3 mL
4

. Benzal u otro antiséptico (un galén)
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Asas y porta-asas bacteriolégicas
Algodon

Cerillos o0 encendedor

Porta y cubre objetos

Papel seda

10.Jabodn liquido

11.Toallas sanitas

12.Franela

13.Candado

14.Cubre-bocas y guantes desechables

Normas de trabajo del Laboratorio de Microbiologia

Para el trabajo dentro del laboratorio es obligatorio el uso de bata, la cual
debera estar correctamente abotonada. No se permitird el trabajo e
inclusive la permanencia de los alumnos en el laboratorio sin bata, durante
las sesiones de trabajo.

La tolerancia para el ingreso a la clase de laboratorio sera de 10 minutos,
después de este tiempo el alumno podra ingresar a la clase, sin embargo,
tendra inasistencia.

Esta estrictamente prohibido fumar e ingerir alimentos dentro del
laboratorio.

Cada equipo es responsable de su material, la limpieza del mismo y de la
mesa.

El material de laboratorio serd prestado mediante un vale y credencial
vigente a cada equipo.

La credencial y vale seran devueltos, siempre y cuando no exista ningun
adeudo de material.

La puerta siempre permanecerd cerrada mientras se lleva a cabo la
practica.

Quedan estrictamente prohibidas las visitas dentro del laboratorio.



e Al inicio del afio se programardn las sesiones practicas, seminarios y
examenes finales, de acuerdo con el calendario oficial vigente. Se publicara
en un lugar visible.

e En caso de suspension de algunas de las sesiones por una causa de fuerza
mayor, esta sera reprogramada por los profesores.

e Ningun alumno podrd retirarse si la sesion practica no ha concluido. Sélo
con autorizacion de algun profesor.

e Cualquier imprevisto sera resuelto por los profesores de laboratorio.
¢ No dejar que los alumnos trabajen solo en el laboratorio.

e Favor de indicar a los alumnos que deben desocupar y limpiar sus gavetas
al final del curso.

e Mecanismos de evaluacion

La evaluacién de cada modulo se realizard tomando en cuenta los siguientes
criterios:

e Examen previo a cada préctica
e Seminario

e Trabajo de laboratorio

e Informe de préctica

e Examen final de médulo

Bajo las siguientes condiciones:

A. La asistencia es obligatoria, para tener derecho a la calificacién el alumno
deberé& tener como minimo un 80% de la misma.

B. El examen previo a la practica se tomara como asistencia.

C. El alumno que no asista a la practica, no tendra derecho a entregar informe
de la misma.

D. El alumno debera mostrar interés, cooperacién y conocimientos durante el
desarrollo de la practica. Este punto sera evaluado por los profesores.
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E. Para obtener calificacion aprobatoria, el alumno debera tener todos los
criterios de evaluacion con calificacidon aprobatoria.

F. Dar a conocer oportunamente a los alumnos las calificaciones de los
examenes previos a cada practica y finales de cada médulo.

e Programacion de practicas

El programa de préacticas de todo el afio se les dard a conocer a los alumnos el
primer dia de clases y aparecera publicado dentro del aula en un lugar visible. Es
importante que lo revisen porque este podria ser diferente al del manual de
practicas.

GUIAS DE TRABAJO

1. Guia paralaelaboracién de informes
e Titulo de la practica
e Introduccion:

En la introduccién debe redactarse la presentacion del trabajo, es decir, de
manera breve explicar que conocimientos adquirira al leer el informe.

e Marco tedrico:

Se exponen los conceptos y fundamentos de la practica, encontrados en los
libros.

e Objetivo (s):

El objetivo deber& responder a tres preguntas fundamentales: ¢Qué se va
hacer? ¢ Como se va a hacer? ¢ Para qué se va a hacer?

e Metodologia:

Materiales y procedimiento, para este Ultimo se podr& utilizar un diagrama
de flujo.

e Resultados.

e Conclusiones:

11



Las conclusiones deberan ser breves y deberan redactarse con respecto a
los objetivos. No son validas las conclusiones como “Se cumplié con el
objetivo”.

e Bibliografia.

2. Guia para la presentacion de seminario

El seminario debera contener los siguientes puntos:

— Titulo de la préactica

— Introduccion

— Marco teorico

— Objetivos

— Material y método

— Indicaciones para leer o interpretar resultados
Todos los puntos deberan tratarse brevemente (15 minutos).
Se deberé utilizar proyector (cafion).

El tema debera ser dominado por todos los integrantes del equipo, sean 0 no
expositores.

Al final se cada exposicion habra una sesion de preguntas, donde, tanto alumnos
como profesores haran las mismas.

La evaluacion correrda a cargo de todos los profesores.

12



CALENDARIO DE PRACTICAS DE LABORATORIO
MODULO PIEL Y MUSCULO ESQUELETICO.

NUM. PRACTICA  TITULO

Presentacidon y organizacion de equipos de trabajo.

1 Cultivo y Aislamiento de Estafilococos de muestra de piel.
2 Diferenciacion de cepas de Estafolococos patégenas de las no
patdgenas.
3 Micésis cutaneas o superficiales por la técnica de microcultivo.
3y4 Observacién de microcultivo. (continuacion).
Toma de muestra y aislamiento de heridas infectadas.
5 Observacién de Leishmania mexicana.

Examen Final de Médulo.

MODULO APARATO RESPIRATORIO.

Estreptococo y Neumococo en el Aparato Respiratorio.

Exudado Faringeo y Nasal.

Identificacion de microorganismos del Exudado Faringeo y Nasal.

O 0N

Mycobacterium tuberculosis. Examen Final de Mddulo.

MODULO APARATO CARDIOVASCULAR

10 Observacion de Plasmodium.

11 Observacién de Trypanosoma.

12 Hemocultivo

13 Resiembra en medios selectivos.

14 Identificacion de bacterias por pruebas bioquimicas.
15 Reacciones Febriles.

Examen Final de Modulo
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MODULO DIGESTIVO

16 Cultivo de Enterobacterias.

17 Coprocultivo

18 Identificacion de bacterias en Coprocultivo
19 Coproparasitoscopico

20 Diagnéstico de Amibiasis

Examen Final de Modulo

MODULO UROGENITAL

21 Diagnéstico de Sifilis (VDRL).

22Y 23 Urocultivo. Examen General de Orina (Sedimento Urinario).
24 Identificacion de Bacterias en Orina.
25 Cultivo Secreciones Uretrales y Vaginales. Examen Final de

Médulo

MODULO SISTEMA NERVIOSO Y ORGANO DE LOS

SENTIDOS.
26 Meningitis bacteriana
27 Meningitis viral.
28 Observacion de Cisticerco cellulosae
29 Cultivo de Clostridium
30 Identificacion del género Clostridium

Examen Final de Médulo

MODULO SISTEMA ENDOCRINO.

Pedir articulo en ingles para Seminario Tolerancia y
Autoinmunidad. Diabetes Mellitus 1, Enf. Hashimoto, Enf. Graves
Basedow y Enf. de A

Presentacion de articulo y seleccién de este.

Entrega de traduccién y Seminario

Seminario y Examen Final de Modulo.
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PIEL Y MUSCULO ESQUELETICO
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PRACTICA NUM. 1

CULTIVO Y AISLAMIENTO DE ESTAFILOCOCOS DE MUESTRA DE PIEL

OBJETIVO

e Estudiar las caracteristicas de los microorganismos del grupo de los
Staphilococus, y su relacién con su patogenia en la piel.

e Conocer los diferentes medios de cultivo para su aislamiento.

INTRODUCCION

Los Staphilococus son microorganismos esféricos, ligeramente menores a 1m de
diametro. En frotis, tefiidos a partir de medios de cultivo sélidos, se agrupan
caracteristicamente en grumos o racimos de forma irregular, son grampositivos.

CLASIFICACION

1.- De acuerdo a la produccion de pigmentos:
Staph. aureus (dorado)

Staph. citreus (amarillo limon)

Staph. albus (blanco)

2.- De acuerdo a la prueba de la coagulasa:

Staph. aureus, que es coagulasa positiva y patégena
Staph. epidermidis, que es coagulasa negativa y no patégena

Generalmente la clasificacibn mas utilizada es la 2, ya que tiene la ventaja de
indicar si el organismo en estudio es patégeno o no.
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PROPIEDADES GENERALES:
Tincién de Gram: Cocos grampositivos dispuestos en racimos.
Afinidad al oxigeno: Son aerobios y anaerobios facultativos.

Exotoxinas: El estafilococo patdégeno produce numerosas exotoxinas y, entre ellas,
alguna variedad de hemolisinas, una leucocidina, una dermatonecrosina y una
enterotoxina.

Lactosa: Su produccion no es significativa.
Indol: Su produccion no es significativa.
Céapsula: Carecen de capsula.

Movilidad: No son moviles

Esporas: Carecen de esporas.

CULTIVO

Los medios simples propician el crecimiento de los staphilococus sobre una amplia
gama de temperatura (15 a 40°C) y de pH (4.8 a -9.4). Aunque saph aureus es un
anaerobio facultativo, suele emplearse para identificacién cultivo aerobio sobre
agar sangre. Las colonias grandes, lisas, frecuentemente beta hemoliticas pueden
tener color amarillo dorado debido a la produccion de pigmentos carotenoides. Sin
embargo, la formacion de pigmento es variable, siendo mayor a temperatura
ambiente que a 37°C y mayor en medios aerobios Staph. epidermidis, que carece
de pigmento, forma colonias lisas, blancas inusualmente no hemoliticas. Como los
staphilococus sintetizan la catalasa, el peroxido de hidrégeno que producen en
condiciones aerobias no se acumula hasta convertirse en téxico, como en el caso
de los microorganismos catalasa negativos, como los estreptococos Yy
Neumococos.

Otros medios selectivos son agar S110, para observar morfologia colonial, este
medio tiene altas cantidades de sal, haciéndolo altamente selectivo, agar Voguel —
Jhonson, para observar reduccién de teluros a teluritos, agar Sal — manitol para
ver la fermentacion de manitolasa.
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INFECCIONES Y ENFERMEDADES EN EL HOMBRE:

Las infecciones por Staphylococcus aureus se caracterizan por la localizacion,
supuracién y necrosis tisular con cicatrizacion resultante. La lesion mas frecuente,
el furinculo, actia a menudo como fuente de diseminacién hematégena de
microorganismos con produccion subsiguiente de bacteremia y de enfermedades
como osteomielitis y neumonia. La colonizacién de los estafilococos sobre los
tegumentos queda restringida en condiciones normales por la antibiosis que
ejercen los miembros de la flora normal. Sin embargo, después de tratamiento
intensivo con antibiéticos de amplio espectro, muchos miembros de la flora normal
del intestino disminuyen en numero, pudiendo perder su antagonismo, lo que
propicia colonizacion extensa de Staph. aureus. En estos casos puede producirse
enterocolitis seudomembranosa grave y, a veces mortal, que segun informes a
menudo depende de la presencia de cepas productoras de enterotoxina.

MATERIAL

1 caja de agar sangre.
1 caja de agar S-110.

1 caja de agar sal manitol.
Mechero.

Asa bacteriolégica.
Hisopos estériles.
Portaobjetos.

Cepa de Staph. aureus.
Colorantes para Gram.
Microscopio.

Gradilla.

PROCEDIMIENTO.

1.- Dividir las cajas con medio de cultivo en dos, con un l4piz graso.

2.- En una de las secciones sembrar la cepa de Staph. aureus por estria cruzada,
en cada una de las cajas de medio de cultivo.

3.- Con un hisopo estéril, tomar la muestra de piel (del ala de la nariz o de la
frente, donde se presenten lesiones 0 acne), oprimiendo suavemente.

4.- Descargar la muestra en la otra seccion de las cajas de agar (agar sangre,
agar S-110 y agar sal manitol).
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5.- Efectuar la tincién de Gram tanto de la cepa, como de la muestra tomada de la
nariz.

6.- Como precaucion quemar el hisopo utilizado.

7.- Incubar las cajas de agar sangre y retirar de incubacion a las 24 horas.

8.- Leer morfologia colonial e interpretar resultados.

9.- Guardar las cajas con cultivo en el refrigerador, para hacer la identificacion
bioquimica de estafilococos (préxima sesion).

CUESTIONARIO

1.- ¢Cuadl es la razdén de que el medio de agar S-110 sea especifico para los
estafilococos?

2.- ¢En qué condiciones se pueden encontrar a los estafilococos como
gramnegativos?

3.- Describa las infecciones de impétigo y furunculosis.

4.- Definir alfa y beta hemolisinas, leucocidinas, estafilocinasa, factor de difusion y
enterotoxina.
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PRACTICA NUM. 2
DIFERENCIACION DE LAS CEPAS DE
STAPHYLOCOCUS PATOGENOS DE LAS NO PATOGENAS

OBJETIVO

e Establecer las caracteristicas diferenciales de las cepas patdgenas
de Staphylococus (Staphylococus aureus coagulasa positivo) de los
no patogenos (Staphylococus epidermidis coagulasa negativo).

INTRODUCCION

Los microorganismos poseen varios factores que les permiten favorecer las
condiciones de infeccion y aumentar su patogenicidad. En el caso de los
Staphylococus, utilizan su capacidad de coagular el plasma para la formacién de
coagulos en la corriente sanguinea, hecho que les protege de la fagocitosis en el
lugar de infectacion.

La mayoria de las cepas patdgenas producen enzimas como la fosfatasa, DNAsa,
Leucocidina, Lecitinasa, hemolisinas y enterotoxinas.

La fermentacion de carbohidratos la efectan la mayoria de las cepas con
produccién de acido lactico, pero no de gas. Las cepas patdgenas fermentan el
manitol tanto en condiciones de anaerobiosis como de aerobiosis. Son
proteoliticas (licuefaccion de gelatina) y reducen el telurito con produccion de
colonias negro azabache en medios con ese reactivo.

Sus condiciones de crecimiento no son exigentes, son anaerobios - facultativos y
crecen en una temperatura Optima de 37°C. Se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza; en leche, agua, aguas negras, etc.

Todas las propiedades anteriores confieren a los microorganismos del grupo de

los staphylococus una potencia invasiva importante, encontrandose en diferentes
infecciones como: la paroniquia, la piemia, el impétigo, la furunculosis, etc.
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CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS STAPHYLOCOCUS

Caracteristica S.aureus S.epidermidis
Pigmento de colonias en agar S-110. amarilla blanca
- Produccién de Enzimas:
Coagulase + -
Hemolisinas + -
Lipasa + -
DNA-asa + -
Catalasa + +
Fosfatasa +
- Fermentacion de Azlcares:
Fermentacion de manitol + -
Fermentacibn de glucosa en + -

anaerobiosis

Licuefaccion de gelatina (solo + -
algunas cepas)

MATERIAL

2 tubos con plasma citratado 1:4.

2 tubos con caldo manitol rojo de fenol con campana de Durham.
2 tubos con caldo glucosa rojo de fenol con campana de Durham.
2 tubos con caldo de glucosa rojo de fenol con campana de Durham y sello de
Vas-par.

2 tubos con gelatina bacteriolégica.

Microscopio.

Mechero.

Asa bacteriolégica.

Peroxido de hidrégeno.

Colorantes para Gram.

Porta objetos.
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PROCEDIMIENTO

1.- De los cultivos de la sesion anterior, realizar tincién de Gram.
2.- Sembrar los tubos con caldo a partir de los medios de agar S-110, escogiendo
las colonias mas tipicas y etiquetando con cuidado un juego de medios para las
colonias blancas y otro para las colonias amarillas. (cepa pura y muestra de piel).
3.- Sembrar el tubo de gelatina por picadura y dejar incubar a temperatura
ambiente por 24 hrs. Observar si hay licuefaccion.
4.- Incubar todos los medios de cultivo a 37°C durante 24 hrs.

Prueba de la Coagulasa.
5.- La prueba de la coagulase se efectia al tomar una asada de la muestra e
inocular por suspension en el tubo de plasma citratado, incubar a 37°C durante 4,
8y 24 hrs., observar la formacion de coagulo. Si en este tiempo no se ha formado
reportar la prueba corno negativa.

Prueba de la Catalasa.
6.- Para efectuar la prueba de la catalasa, tomar una asada de la muestra y
suspender en una gota de agua sobre un porta objetos, adicionarle una o dos
gotas de peroxido de hidrogeno y esperar la formaciéon inmediata de burbujas, de
ser asi reportar la prueba como positiva.
7.- Hacer una tabla donde se indiquen todos los resultados.
8.- Interpretar resultados.

CUESTIONARIO

1.- Describa la intoxicacion alimenticia estafilocécica.

2.- Mencione las toxinas producidas por estafilococos.

3.- ¢Cudl es la importancia de realizar pruebas de sensibilidad a los antibiéticos
para estafilococos?

4.- Mencione funcion e importancia de la Proteina A estafilococica.
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PRACTICA NUM. 3
MICOSIS CUTANEAS O SUPERFICIALES POR LA TECNICA DE
MICROCULTIVO

OBJETIVO

e Conocer las caracteristicas mediante un microcultivo de los hongos
causantes de las micosis superficiales y su importancia médica.

INTRODUCCION

Se considera como micosis superficiales a las que afectan a la piel, pelo y ufias,
siendo generalmente infecciones crénicas y resistentes al tratamiento, pero rara
vez afectan la salud general del paciente.

Los dermatofitos son un grupo de hongos intimamente relacionados, actualmente
estan clasificados en tres especies: Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton.
Infectan solamente los tejidos superficiales queratinizados, no invaden tejidos mas
profundos, y no se diseminan.

El aislamiento y diagnostico de las micosis cutaneas o superficiales relativamente
simple, los fragmentos patolégicos de piel y ufias de las areas afectadas se
emplean para hacer el aislamiento del agente causal.

La parte infectada del pelo muestra fluorescencia cuando se ilumina con luz de
Wodd (una lampara de luz ultra violeta).

Los pelos infectados, sacados del area interesada o escamas de la piel o ufas
enfermas, se colocan en solucion de hidréxido de potasio del 10 al 20% bajo un
cubreobjetos y se examinan al microscopio. Las hifas ramificadas de
Epidermophyton se encuentran generalmente en el material procedente de piel o
ufias, mientras se ven masas de esporas, como se des criben anteriormente,
formando un mosaico alrededor de la base del pelo en las infecciones por
Microsporum o dispuestas en hileras paralelas de esporas, dentro o fuera del pelo
en el caso de infecciones por Trichophyton.

La identificacion definitiva de los dermatofitos se hace de ordinario por cultivos
incubados durante dos o tres semanas a temperatura ambiente en medio de
Sabouraud, al que se han agregado 10 unidades de penicilina y de 30 a 40
unidades de estreptomicina por mililitro, para inhibir el crecimiento de bacterias.
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Las infecciones causadas por los Dematofitos son muy variadas y -se clasifican de
acuerdo al agente causal y al sitio donde afectan, en seguida se muestra un

cuadro indicando las mas comunes:

Micosis Superficiales

Nombre de la enfermedad  Naturaleza de la infeccion Principales hongos
causales

Microsporum audouini
Microsporum gypseum
Microsporum canis

Trichophyton tonsurans
Trichophyton violaceum

Dermatofitosis Tifia del cuero cabelludo

Varias especies de

Tifa de la barba
Trichophyton y Microsporum

Tinea barbae

Trichphyton shoenleini
Trichphyton violaceum

Microsporum gypseum

Infeccién micoética crénica,
generalmente del cuero
cabelludo, con costras

Favus

amarillas
Tinea corporis Tifla de la piel lampifia del Varias especies de
Guerpo Trichophyton y Microsporum

Tifa de la ingle (eczema Epidermophyton floccosum,

Tinea cruris
marginado; dermatitis especies de Trichophyton
dhobie)
Tinea pedis Infeccion micotica de los pies | Epidermophyton floccosum.
("pies de atleta”) (tifa de los Trichophyton
mentagrophytes

pies)
Trichophyton rubrum

Infeccion micotica cronica de | Especies de Trichophyton

las ufias de pies y manos
Infeccion micotica crénica de
las cepas mas superficiales
de la piel
Infeccion micotica superficial

Tinea unguim

Tinea versicolor Malassezia furfur

Nocardia minutissima

Erythrasma
de la piel generalmente en
ingle o axilas
Otomicosis Infeccién subaguda o crénica | Aspergillus y otros hongos
comunes

del conducto auditivo externo

Fonsecaea (anteriormente
llamada Hormodendrum)
pdrosoi y hongos
relacionados

Infeccion cronica de la piel y
vasos linfaticos,
generalmente de las piernas,
caracterizada por nodulos
grandes, de diversa
coloracion y verrugas
semejantes a la coliflor

Chromoblastomycosis
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OBSERVACION MICROSCOPICA DE ALGUNOS DERMATOFITOS

Epidermophyton floccosum Microsporum canis
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MATERIAL

1 caja Petri esterilizada con un triangulo de varilla de vidrio,
un porta y un cubre objetos en el interior

1 Bisturi
Asa bacteriolégica
Mechero

1 Caja con medio de cultivo (Sabouraud o PDA)

Agua glicerinada estéril
Cepas de hongos en tubo (Dermatofitos)

PROCEDIMIENTO

1.- El medio de cultivo contenido en la caja Petri, se corta con ayuda del bisturi en
forma de cuadricula de 1 cm. de lado, quedando asi los blogues de cultivo donde
se sembrarén los hongos.

2.-Cocar con mucho cuidado el cuadro de agar en la caja de petri, sobre el porta
objetos. Tener precaucion para evitar contaminantes.

3.- Con el asa bacteriol6gica sembrar los hongos tomando una pequefia porcién
de la cepa, la punta del asa debera estar doblada en angulo recto para sembrar
por picadura en cada uno de los lados del agar (solicitar instrucciones al Profesor).

4.- Colocar sobre el agar el cubre objetos y revisar que el conjunto quede
perfectamente sobre el tridngulo de vidrio.

5.- Adicionar el fondo de la caja de petri agua glicerinada y tapar.
6.- Dejar incubar durante 7 dias a temperatura ambiente.

Proxima sesion.

7.- Teiir y observar al microscopio.

8.- Observar caracteristicas macroscoépicas de Dermatofitos.
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OBSERVACION DEL MICROCULTIVO

MATERIAL

1Microcultivo de la préactica anterior

1Pinzas de diseccién

1Frasco gotero con Lactofenol azul de algodon
Porta Objetos

Aza bacterioldgica

Mechero

PROCEDIMIENTO

1.- Con ayuda de las pinzas de diseccion, separar la laminilla cubre-objetos del
microcultivo, con el bisturi o aguja de diseccion desechar el bloque de medio
de cultivo.

2.- Colocar una gota de azul de algodon sobre un porta objetos limpio y colocar
sobre la gota del colorante el cubre-objetos con la muestra del hongo.

3.- Observar las estructuras reproductivas del hongo con objetivo de 10X y 40X.

4.- Interpretar sus observaciones.

CUESTIONARIO

1.- Establecer las diferencias entre infecciones micéticas superficiales y profundas.

2.- Mencionar varias formas comunes de micosis superficiales.

3.- Describir las caracteristicas clinicas de la tina del cuero cabelludo, de la barba
y de la piel lampifia.

4.- Describir la tina de pies y uilas y mencionar los hongos causales.

5.- Esbozar los métodos utilizados generalmente en el diagnéstico micolégico de
las dermatofitosis.

6.- ¢, Con qué fin se aflade el agua glicerinada a la caja?
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PRACTICA NUM. 4
TOMA DE MUESTRA Y AISLAMIENTO DE HERIDAS INFECTADAS

OBJETIVO
. El alumno conocera
y realizara las técnicas de toma de muestra de heridas infectadas, y
determinarda la importancia del diagnostico de las infecciones
bacterianas de la piel.
INTRODUCCION

La infeccion pidgena localizada puede presentarse en cualquier regién u érgano
del cuerpo y puede iniciarse por traumatismo, contaminacion bacteriana
secundaria, por alguna alteracién local, que vuelve al tejido susceptible a la
infeccién por microorganismos ya presentes como parte de la flora normal, la cual,
por lo general, es resistente.

En condiciones adecuadas de menor resistencia tisular, casi cualquier bacteria
comun puede iniciar un proceso infeccioso; los-cultivos -de lesiones abiertas como
la piel, frecuentemente contienen especies bacterianas, dentro de los que se
pueden mencionar a los estafilococos, estreptococos y bacteroides. El estafilococo
produce necrosis rapida y desde el principio, supuracion, con gran cantidad de pus
amarillo cremoso. Las infecciones por estreptococos beta hemoliticos del grupo A
tienden a diseminarse rapidamente por los tejidos causando edema intenso y
eritema, pero relativamente poca necrosis y exudados de escasa consistencia, con
aspecto de suero; las bacterias anaerobias producen necrosis y pus abundante,
de color pardo y olor fétido.

La identificaciébn de los microorganismos infectantes es importante al elegir la
guimioterapia local o general.

Existen otro tipo de infecciones adquiridas en el hospital (también llamadas
infecciones nosocomiales), que son importantes por su alta tasa de morbilidad y
mortalidad. Aunque muchas de éstas infecciones pueden ser prevenidas, otras no,
y el término "adquirida" en el hospital no puede equipararse con infeccion
iatrogénica que indica una infeccion causada por una intervencién diagnostica o
terapéutica como la insercion de un catéter uretral o intravenoso.
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La mayoria de las infecciones de heridas se manifiestan entre tres y siete dias
después de la cirugia. Las infecciones tempranas de -la herida quirdrgica (de 24 a
48 horas) comunmente son causadas por Streptococcus del grupo A o especies
de clostridios, las infecciones estafilococicas con caracteristicas de cuatro a seis
dias después de la cirugia y las causadas por bacilos gram (-) y anaerobios
pueden aparecer -en una semana 0 mas.

En las heridas no quirdrgicas que incluyen quemaduras, sitios inyectados y Ulceras
de decubito, los microorganismos encontrados son similares a los de infecciones
de heridas con el antecedente de que las infecciones de quemaduras de tejidos
blandos frecuentemente son causadas por Pseudomona aeruginosa.

MATERIAL

Peréxido de hidrégeno

Colorantes para Gram y microscopio

1 caja de agar sangre

1 caja de agar Me Conkey

1 caja de agar sal manitol

1 caja de agar cetrimida (por grupo)

1 tubo de caldo tioglicolato con cultivo de Clostridium
1 tubo con caldo tioglicolato con cultivo de Bacteroides sp.
1 cepa de Pseudomona aeruginosa

1 cepa de Staphylococcus aureus

1 tubo con plasma citratado 1:4

PROCEDIMIENTO

1.- Sembrar por la técnica de estria de aislamiento en la caja de agar sangre
dividida por la mitad, las cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa.

2.- Sembrar por la técnica de estrfa de aislamiento en la caja con medio de Mc
Conkey la cepa de Pseudomona.

3.- A partir de las diferentes cepas hacer frotis y tincion de Gram.

4.- A partir de la cepa de Staphylococcus aureus hacer la prueba de la coagulase
y catalasa.

5.- Reportar la morfologia colonial y microscopica de los diferentes cultivos,
después de incubacién a 37°C.
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6.- Observar morfologia colonial de Pseudomona aeruginosa en agar cetrimida.

CUESTIONARIO

1.- Describa la técnica de toma de muestra para cultivo de heridas.

2.- ¢ Cudles son los procedimientos y medios de cultivo Gtiles para el aislamiento
de anaerobios?

3.- ¢Cuadles son los desinfectantes y antisépticos de uso topico, Utiles para el

aislamiento y cultivo de microorganismos a partir de heridas, asi como su uso
en la terapéutica?

4.- Investigue los factores predisponentes para infecciones de la piel.
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PRACTICA NUM. 5
LEISHMANIA MEXICANA

OBJETIVO
. Estudiar las
caracteristicas de crecimiento y conocer recursos de laboratorio para
establecer el diagnéstico de las leishmaniasis.
INTRODUCCION

Los agentes etioldgicos de las leishmaniasis son protozoarios intracelulares del
género Leishmania, morfologicamente idénticos entre si. Pertenecen a diversos
grupos que se denominan complejos los cuales causan en el hombre cuadros
clinicos mas o menos caracteristicos. Asi el complejo L.trépica produce el
denominado "Bot6én de Oriente" del viejo mundo, el complejo L.donovani causa la
leishmaniasis visceral o Kala- -Azar, el complejo L.brasilensis, la leishmaniasis
mucocutanea y el complejo L.mexicana la uUlcera de los chicleros que se presenta
en Veracruz, Uaxaca, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan.

Dentro de su ciclo bioldgico la Leishmania mexicana pasa por 2 estadios:
amastigote y promastigote. El amastigote es la forma parasitaria y sélo se observa
en los tejidos de los vertebrados o en cultivo de tejidos, mientras que el
promastigote se observa en el transmisor y en -los medios de cultivo.

La lesidn inicial se presenta después de la picadura por el transmisor, un mosquito
del género Phlebotomus. Después de un periodo de tiempo la lesion se transforma
en una ulcera, una placa o un nodulo, seguida de lesiones satélites vecinas.

Varios afios después, aparecen nuevas lesiones a diferentes distancias y tienden
a cubrir practicamente toda la epidermis con excepcion -del cuero cabelludo, la
region inguinocrural y axila.




MATERIAL

Microscopio

Preparaciones fijas de corte histolégico de bazo con amastigotes de L. donovani.
Preparaciones fijas de frotis sanguineo para busqueda de tryposmastigotes.
Aceite de emersion

Papel seda (para limpiar lentes del microscopio)

PROCEDIMIENTO

1.- Observar al microscopio las preparaciones fijas a 10x, 40x y 100x, reportar las
observaciones de todo su trabajo.

CUESTIONARIO
1.- Mencione el cuadro clinico de la Ulcera de los chicleros.

2.- Describa aspectos morfolégicos del amastigote y promastigote de las
leishmanias.

3.- Explique detalladamente el ciclo biolégico del parasito. ¢ Cual es el tratamiento
a seguir en la leishmaniasis cutanea?
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APARATO RESPIRATORIO
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PRACTICA NUM. 6

IDENTIFICACION DE ESTREPTOCOCOS Y NEUMOCOCOS EN EL APARATO
RESPIRATORIO

Objetivos

e Conocer de manera general las caracteristicas del género
Streptococcus y diferenciar entre las especies pyogenes Yy
pneumoniae a través de los patrones de hemodlisis obtenidos en
cultivos en agar sangre y el empleo de otras pruebas como la
identificacion de capsula.

Introduccidén

Las infecciones respiratorias agudas tienen una incidencia muy elevada en todas
las edades, constituyen el principal motivo de consulta en todos los paises y en
todos los estratos socioecondmicos. Entre las bacterias que causan infecciones
respiratorias agudas de forma primaria, se reconoce al género Streptoccocus, en
especial al grupo A como el mas frecuente en rinofaringitis y faringoamigdalitis
purulenta.

Como género, estos microorganismos, se caracterizan por tener una forma
redondeada, que oscila entre 0.5 a 1 micra de diametro, se pueden encontrar
como cocos aislados, en pares o formando cadenas, se distinguen por ser
anaerobios facultativos y catalasa negativos®.

La gran mayoria de los estreptococos, se distinguen por la produccion de una gran
variedad de toxinas y enzimas extracelulares, siendo un rasgo distintivo la
produccién de hemolisinas con las que efectiian reacciones hemoliticas (hemdlisis
a b o g encultivos enriquecidos con sangre.
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Algunos microorganismos como Streptococcus pneumoniae pueden presentar
capsulas polisacaridas que le confieren un aspecto mucoide a las colonias que se
desarrollan sobre el agar, y son lisados con facilidad por agentes tensoactivos, por
ejemplo, las sales biliares?.

Parte de las caracteristicas antes mencionadas pueden emplearse como
fundamentos para una clasificacion; sin embargo la agrupacion de las diferentes
especies en los grupos actualmente conocidos, fue establecida en 1930 por
Rebeca Lancefield!, quien emplea antigenos especificos de la pared celular como
base para dicha clasificacion.

ESTREPTOCOS DE IMPORTANCIA MEDICA
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Lancefiel

NOMBRE d
GRUPO HEMOLISIS

A
S. pyogenes Beta

B
S. agalactiae Beta

Enterococcus Ninguna
faecalis y otros D Alfa
Ninguna

D
S. bovis Alfa
No Alfa

_ tipificable
S. anginosus Beta
A (C,F,G)
S. viridans

multiples especies intipificabl Alfa

es
S. pneumoniae Ninguna Alfa
Peptostreptococcus Ninguna Alfa

Material

Asa bacterioldgica
Mechero
Microscopio
Juego de colorante para Gram
Tinta china
Portaobjetos
Cubreobjetos

36




2 placas de agar sangre

2 tubos de caldo lactosa + rojo fenol
2 tubos de caldo inulina + rojo fenol
2 tubos de caldo sorbitol + rojo fenol
2 tubos de glucosa + rojo fenol

Cepa de Streptococcus pyogenes
Cepa de Streptococcus pneumoniae.
1 tubo con desoxicolato de sodio
Discos de optoquina.

Procedimiento

8.

De la cepa Streptococcus pyogenes, tomar una asada y sembrar en el
medio de cultivo Agar sangre con técnica de aislamiento. Seguir el mismo
procedimiento para la cepa de Streptococcus pneumoniae.

. Tras la realizacion de la siembra, colocar un disco impregnado con

optoquina en cada caja para observar la resistencia o sensibilidad de
algunas colonias ante el reactivo.

Tomar una asada de la cepa de Streptococcus pyogenes y sembrar por
agitacion en el medio liquido que contiene lactosa con rojo de fenol.

Tomar una asada de la cepa de Streptococcus pyogenes y sembrar por
agitacion en el medio liquido que contiene sorbitol con rojo de fenol.

Tomar una asada de la cepa de Streptococcus pyogenes y sembrar por
agitacion en el medio liquido que contiene glucosa con rojo de fenol.

Seguir el mismo procedimiento con la cepa de Streptococcus pneumoniae.

Tomar una asada de la cepa de S. pneumoniae e inocular el tubo con
desoxicolato saédico.

Incubar a 37° durante 24 hrs.

a) Realizar frotis y tincién de Gram para cada cepa.
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b) Realizar tincién de tinta china para Streptococcus pneumoniae.

Técnica de tincidon con tinta china

Colocar una gota de agua en un portaobjetos limpio.
e Hacer una suspension con una asada de la cepa de Streptoccocus
pneumoniae.
Colocar aun lado una gota pequefia de tinta china.
Homogeneizar con el asay colocar encima un cubre objetos.
Observar al microscopio a 40x.

Las cépsulas aparecen como zonas claras entre el contorno de las células y
el fondo se observa oscuro.

CUESTIONARIO

1.- Explique la importancia de la proteina M para el género Streptococcus.

2.- Explique la importancia que tienen los cultivos en agar sangre en la
clasificacion del género Streptococcus.

3.- ¢Cuales son y qué efecto que tienen las estreptolisinas en los tejidos del
hombre?

4.- ¢(Cudl es la importancia clinica de la identificacion de Streptococcus
pneumoniae?

5.- Mencione otras técnicas de tincion para demostracion de capsula.

PRACTICA NUM 7

EXUDADO FARINGEO
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Objetivos

e Identificacion de los microorganismos causantes de las infecciones
respiratorias mas comunes de tipo bacteriano mediante el empleo de la
técnica de laboratorio conocida como exudado faringeo.

Introduccidn

El estudio del exudado faringeo es importante para el diagnéstico de ciertas
infecciones del aparato respiratorio, no obstante el aislamiento e identificacion de
microorganismos patdgenos en estas regiones suele presentar algunos problemas
debido a la existencia de wuna flora normal abundante que incluye
aproximadamente 200 especies, muchas de ellas consideradas oportunistas con
potencial patdgeno e incluso patdégenos definidos; por lo que el esquema de
aislamiento debe incluir tanto microorganismos gramnegativos como
grampositivos, ademas de hongos.

Para la obtencién de buenos resultados, es recomendable la toma de muestra
antes del inicio del tratamiento antimicrobiano y es de vital importancia la
adecuada toma de la misma, para lo cual se recomienda sea de los sitios que
tengan mayor afectacion como los que presentan enrojecimiento o pus (en el caso
de la orofaringe), tomando precauciones como la de no contaminar la muestra
tocando lengua, labios u otro anexo de la cavidad bucal®.

La toma de muestra debera realizarse en el laboratorio, pero si no fuera posible,
entonces deben emplearse medios de transporte como el medio Stuart, que
aseguran la viabilidad de los microorganismos hasta que sea posible la siembra en
los medios adecuados.

Microorganismos que se aislan con mayor frecuencia en la faringe de
personas sanas.
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Debe tenerse presente que la importancia de los microorganismos como
responsables de una infeccion esta relacionada con su abundancia en el exudado
que se estudia.

Material

Hisopos de algodon estériles

Asa bacteriolégica

Mechero de Bunsen

Tubo con caldo cerebro corazén (BHI)
Placa con Agar sangre
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Placa con Agar S110
Placa con Agar McConkey
Tubo con Agar Biggy

Procedimiento

Humedecer dos hisopos estériles en caldo cerebro corazéon y pedir al
paciente que abra la boca.

Deprimir la lengua con un abatelenguas estéril.

Juntando ambos hisopos, proceder a la toma de muestra, realizando un
raspado suave de cualquier area que manifieste signos de inflamacién,
exudados o Ulceras procurando no tocar la lengua, labios ni los otros
anexos de la cavidad bucal del paciente.
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. Cesar Tecocuatzi Mendoza —
Fa b
Toma de muestra de orofaringe.- Facultad de Estudios Profesionales Zaragoza UNAM

Con uno de los hisopos, realizar un frotis y proceder a tefiirlo con la técnica
de Gram.

Con el otro hisopo, realizar la descarga del in6culo en los diferentes medios
de cultivo.

Con ayuda de un asa bacteriolégica, realizar la distribucion del inéculo
empleando la técnica de estria cruzada.

Q.F.B.- Patricia VYidal Millan

Laboratorio de Microbiologia.- Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM .
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e Incubar los diferentes medios por un periodo comprendido entre 24 y 48
horas a 37°C. Es importante que las placas de agar sangre se observen a
las 24 horas para observar los patrones de hemalisis.

e Reportar la morfologia colonial y guardar los cultivos en refrigeracion para la
siguiente sesion.

Medios de cultivo empleados en exudado faringeo

Tomade muestra

Siembraen
mediosde cultive

Me Conkey y/o BIGGY y/o APD o

Sang 0 ¢
Agar Sangre AcCh S110 0 ASM EME S

Candidaalbicans
Estreptococos Haemophilus Estafilococos Enterobacterias
Hongos

Tincién de Gram

1.- Se hace un frotis delgado del material a estudiar y se deja secar al aire.

2.- Se fija la preparacion pasandola un par de veces a través de la flama del
mechero. De esta forma se evita que sea lavada durante la tincion.

3.- Cubrir la superficie del frotis con solucién de cristal violeta por un lapso
de un minuto.

4.- Enjuagar con agua destilada.

5.- Cubrir la superficie del frotis con la solucion de yodo de Gram, dejando
gue esta actué por un lapso de un minuto.

6.- Enjuagar con agua destilada.

7.- Cubrir la superficie del frotis con la solucién de alcohol- cetona por un
lapso de 30 segundos.
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8.- Enjuagar con agua destilada.

9.- Cubrir el frotis con la solucién de safranina por 15 segundos.
10.- Enjuagar con agua destilada.

11.- Secar al aire.

12.- Observar al microscopio a 40x y 100x.

CUESTIONARIO

1.- Describa el procedimiento para la toma de la muestra del exudado faringeo.

2.- Mencione a los virus y bacterias que ocasionan rinofaringoamigdalitis.

3.- Explique la importancia de realizar los frotis y tinciones de la muestra.

4.- Explique el método de siembra para aislamiento en placas.

5.- Explique el procedimiento para la toma de la muestra en el caso de los
géneros Haemophylus o Bordetellas.

PRACTICA NUM 8

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS DEL EXUDADO FARINGEO

Objetivo
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e Identificar mediante pruebas bioquimicas y especiales el género y especie
de los microorganismos aislados en los cultivos procedentes del exudado
faringeo de la sesién anterior.

Introduccidén

Tanto para la confirmacién de género como para la identificacién de las principales
especies de importancia clinica, resulta de vital importancia el estudio de las
caracteristicas metabdlicas en los microorganismos a estudiar, lo cual es llamado
con frecuencia estudio bioguimico o pruebas bioquimicas. Estas pruebas se
realizan generalmente en tubo y se eligen a partir de las caracteristicas del
microorganismo que se han obtenido de los cultivos en placa y de las tinciones
realizadas de colonias aisladas; comprenden una amplia gama, dentro de las
cuales destacan las que se emplearan en esta sesion: TSI, SIM, prueba de
fermentacién de carbohidratos, citrato de Simmons y caldo urea.

Adicional a las pruebas bioguimicas, suelen emplearse las llamadas pruebas
especiales, que son todas aquellas pruebas que no necesariamente arrojan
informacion sobre el metabolismo del microorganismo, sino que también pueden
distinguir un aspecto morfologico o estructural. Un ejemplo de estas lo constituye
la tumefaccién de la capsula, mejor conocida como prueba de Quellung; sin
embargo su funcién principal junto con las tinciones es brindar una vision mas
completa que abarque aspectos bioquimicos, fisiolégicos y morfolégicos que
orienten al profesional a una buena identificacion de los microorganismos.

Una vez establecida la identidad del microorganismo causal de la enfermedad, es
importante realizar pruebas de susceptibilidad a los diferentes antibidticos, para
asi poder brindar al paciente el tratamiento adecuado y evitar que se propague
aun mas la resistencia microbiana que ya constituye un serio problema de salud.
Para esta evaluacion, se utilizan discos de papel impregnados con los farmacos
mas comunmente empleados en el tratamiento de enfermedades causadas por
microorganismos grampositivos y gramnegativos, que tras ser colocados en
medios inoculados masivamente con la cepa en cuestion permiten observar en
pocas horas (24 — 48 hr) la accion de los farmacos por la formacion de los
llamados halos de inhibicion (espacios sin crecimiento bacteriano), en los que
dependiendo del diametro se observa la eficacia del farmaco.
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Pruebas bioquimicas y especiales a partir de los cultivos

Cultives del zxudado

faringeo

Agar Sangre

ACh S1100ASM

Estreptococos

Haemophilus

Estafilococos

PruebasEspedales

Tincién

Pruzbasespedales

Pruebasbioquimicas

Mc Conkey y/o EMB

BIGGY y/o APD o
Sabouraud

Enterobactarias

Candidaalbicang
Hongos

Pruebasbioquimicas

Pruzbasespedald

Catalasa
Solubilidad 2n bilis
Pha. de Quellung

Tintachina

Catalasa
Coagulasa

Manitol + RF

Urea
SiM
Ts1

Citrato de Simmons

Tubo germinal

Nota: Se recomienda realizar tincion de Gram después de obtener desarrollo en
las placas de agar, pues esto ayudara a la eleccién de las pruebas bioquimicas y

especiales.

Material
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Placas de agar con los cultivos de la sesion anterior.
1 tubo con medio de SIM.
1 tubo con caldo manitol con rojo de fenol.
1 tubo con caldo urea.



1 tubo con Citrato de Simmons.

1 tubo con plasma citratado.

Discos impregnados con antibiéticos.
Colorantes para la tincién de Gram.
Tinta china

Asa bacterioldgica

Portaobjetos.

Mechero de Bunsen.

Microscopio.

Procedimiento

1.- En caso de crecimiento en los medios de cultivo S110 o Agar Sal Manitol,
selectivos para Staphylococcus:

o Tomar una asada partiendo de una colonia aislada y realizar una
preparacion fija y tefiir con coloracién de Gram.

o Con otra asada realizar prueba de catalasa en portaobjetos.

o Realizar prueba de coagulasa.

o Reportar los resultados obtenidos.
2.- Reportar (la observacion realizada a las 24 horas de incubacién), las
caracteristicas de las colonias que desarrollaron en agar sangre, asi como el tipo
de hemdlisis.
3.- En caso de existir crecimiento de colonias en los medios selectivos para
enterobacterias (EMB y Agar Mc Conkey), tomar los inoculos pertinentes a partir
de colonias aislada e inocular las pruebas bioquimicas como se indica a
continuacion:

e Inocular por agitacion en el medio liquido caldo urea.

e Sembrar por picadura en el medio de SIM con un asa recta, teniendo la
precaucion de no tocar el fondo del tubo.

e Inocular por estria y picadura el medio TSI.

e Inocular la prueba de citrato de Simmons solo con estria el pico de flauta.

Prueba de sensibilidad a antibi6ticos
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1.- De una de las cajas con medio de cultivo en donde hubo desarrollo de colonias
aisladas, tomar una asada y realizar una siembra masiva el medio BHI o Mueller
Hinton.

2.- Colocar los discos impregnados con antibidticos.
3.- Incubar los cultivos a 37° C durante 48 hrs.

4.- Reportar los resultados indicando la inhibicién (sensibilidad) o de resistencia de
cada uno de los antibidticos.

CUESTIONARIO

1.- Mencione las caracteristicas morfolégicas, de tincion, cultivo y pruebas
especificas para la identificacion del Género Streptococcus.

2.- Mencione Las caracteristicas morfolégicas de tinciébn y de crecimiento para la
identificacion de Haemophylos influenzae.

3.- Mencione dos medios de cultivo selectivos y dos diferenciales para el
crecimiento e identificacion de enterobacterias.

4.- Expliqgue en qué consiste la prueba del Indol en el medio SIM y en que
momento se considera positiva.

5.- Explique en qué consiste la prueba de la Urea y cuando se considera positiva.

PRACTICA NUM.9

IDENTIFICACION DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Objetivo
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e |dentificar las principales caracteristicas morfoldgicas y de tincion del
género Mycobacterium a través de la realizacién de la técnica de
tincién de Ziehl Neelsen y la siembra en medios de cultivo para el
aislamiento del género.

Introduccidén

La tuberculosis es una enfermedad causada por una bacteria (micobacteria) del
complejo de Mycobacterium tuberculosis que suele afectar pulmones y hasta en
un 33% de los casos otros érganos.

El miembro causante de la tuberculosis, pertenece a la familia Mycobacteriaceae y
al orden Actinomycetales; es una bacteria aerobia, no esporogena, bacilar que
mide 0.5 por 3 mm. Se distingue por no captar con facilidad los colorantes, pero
una vez tefidos, resisten la decoloraciéon con alcohol acido, razén por la cual
reciben el nombre de bacilos acido alcohol resistentes. La resistencia a la
decoloracion es debida a los lipidos estructurales de las membranas que forman la
pared de estos microorganismos.*.

Respecto a su crecimiento, las colonias de Mycobacterium tuberculosis
generalmente aparecen en medio de huevo coagulado después de 2 a 3 semanas
de incubacion a 35°C, no ocurre crecimiento a 25 o 45 °C. Al principio el
crecimiento aparece como colonias pequefas (1 a 3 mm), secas, friables, rugosas,
con color ante. Despues de varias semanas incrementan su tamafio logrando
alcanzar hasta 8 mm y las colonias presentan bordes irregulares aplanados y un
centro en forma de coliflor.

En el afio 2009 se reportaron a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) mas
de 8.5 millones de nuevos casos de tuberculosis (todas las formas, pulmonar y
extrapulmonar); 95 % de los casos se reportaron en los paises en vias de
desarrollo. Sin embargo por la insuficiente deteccién de casos y la notificacion
incompleta, los casos reportados constituyen solo 63% de la estimacion de casos
totales.

El mecanismo fundamental de transmision de la tuberculosis es por via
respiratoria ya que el bacilo de la tuberculosis se transmite mediante pequefias
particulas de menos de 10 micras emitidas al estornudar, hablar o toser. Con la
tos pueden emitirse unas 3.000 particulas potencialmente infecciosas, igual
namero puede eliminarse al hablar 5 minutos y muchas mas al estornudar.
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Cada una de estas particulas infecciosas suele contener una o pocas bacterias
gue pueden permanecer viables suspendidas en el aire durante varios minutos,
permitiendo que el contagio se realice incluso en ausencia del individuo fuente de
la infeccion, especialmente si la habitacion donde estuvo ha permanecido cerrada
y sin luz solar, ya que M. tuberculosis es sensible a la accién de la luz ultravioleta.
La mayoria de los pacientes tuberculosos excretan pocos bacilos, por lo que
generalmente se requiere un contacto continuo y fundamentalmente la
convivencia domiciliaria, para infectarse.

Material

Mechero de Bunsen.

Microscopio.

Asa bacteriolégica.

Portaobjetos.

Aceite de inmersion.

Alcohol acido al 39%

Fucsina de Ziehl

Azul de metileno

1 Tubo con cepa Mycobacteriun sp.
1 Tubo con medio de cultivo Lowestein Jensen
1 Caja con Agar glicerol telurito.
Peroxido de Hidrégeno.

Procedimiento

1.- Tomar una asada de la cepa y sembrar en los medios de cultivo.

2.- Incubar a 37° C durante 4 dias.

3.- Hacer una tincién de Mycobacterium sp. con técnica de Ziehl Neelsen.
4.- Realizar la prueba de la catalasa para Mycobacterium sp.

5.- Reportar los hallazgos microscoépicos.

6.- Reportar la morfologia colonial del crecimiento en los medios de cultivo.
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TINCION DE ZIEHL NEELSEN

1.- I'Dreparar un frotis con la muestra (material organico con Mycobacterias).
2.- Cubrir el frotis con fucsina fenicada.

3.- Calentar hasta emision de vapores durante 5 minutos (el exceso de calor
destruye a los microorganismos). Colocar el portaobjetos sobre la malla de
alambre moviendo el mechero de Bunsen acercando o alejando la flama,
segun requiera calor para emision de vapores. Puede también calentarse el
frotis, colocando un vaso de precipitado con agua (que hierve) sobre la malla
de alambre y sobre el vaso el frotis.

4.- Lavar con agua corriente para eliminar el exceso de colorante.

5.- Decolorar con alcohol acido, hasta que las capas finas de colorante
adherido al portaobjetos se vuelvan casi incoloras, 30 segundos
aproximadamente.

6.- Lavar con agua corriente para eliminar y neutralizar la accién del alcohol
acido.

7.- Agregar Azul de metileno por un periodo de 30 segundos.
8.- Lavar con agua.

9.- Secar al aire a temperatura ambiente o con calor suave en la flama del
mechero de Bunsen.

Interpretaciéon

Las Mycobacterias se observan en forma de bastones ligeramente curvos de
color rojo en un fondo azul marino.

CUESTIONARIO

1.- Describa las caracteristicas morfoldgicas del género Mycobacterium complejo
tuberculosis.
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2.- Mencione dos medios de cultivo asi como su contenido, para el aislamiento del
Género Mycobacterium complejo tuberculosis.

3.- Describa una técnica para la toma de la muestra bronquial.
4.- Describa la técnica de tincion de Ziehl Neelsen.

5.- Describa el fundamento de las tinciones fluorescentes
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APARATO CARDIOVASCULAR

PRACTICA NUM. 10
DIAGNOSTICO DE PALUDISMO

52



OBJETIVO

e Conocer los diferentes estadios del género Plasmodium, a través de
preparaciones fijas.

e Estudiar los elementos importantes para el diagndstico de paludismo.
INTRODUCCION

El paludismo es la enfermedad parasitaria mas importante en el mundo y, con
excepcion de la tuberculosis, es la que mas decesos provoca cada afio. El
microorganismo que produce el paludismo es un protozoario del género
Plasmodium perteneciente al phylum Apicomplexa. La caracteristica que lo
distingue es la compleja disposicién de estructuras apicales conocidas como
roptrias y micronemas, las cuales participan en la entrada del parasito a su célula
blanco y desaparecen en las etapas que no son invasivas.

Hasta la fecha se conocen mas de 100 especies de Plasmodium que infectan a
mamiferos, aves y reptiles.

Ciclo bioldgico

El paludismo, enfermedad que afecta al hombre, se debe a cuatro especies del
género Plasmodium: P. vivax, P. malarie, P. ovale y P. falciparum, esta ultima
causante de las formas mas graves de la enfermedad. Este parasito tiene un ciclo
de vida complejo que alterna entre dos huéspedes: un vertebrado (hombre), donde
se observan dos tipos de ciclos asexuales; y un mosquito (hembra, del género
Anopheles), en donde se lleva cabo el ciclo sexual. Tras la picadura de un
individuo infectado con Plasmodium se continda su desarrollo en el intestino y
glandulas salivales del mosquito, hasta que se preparan para infectar al siguiente
huésped. El paludismo también se puede transmitir por medio de transfusiones de
sangre y jeringas infectadas.

Manifestaciones clinicas

Las infecciones por Plasmodium pueden inducir desde parasitemias asintomaticas
hasta enfermedades con resultados fatales, vinculada a P. falciparum. Las
manifestaciones clinicas de paludismo son los sintomas tipicos de un resfriado,
acompafados de fiebre y escalofrio que ocurren cada 48 horas. Esto ocurre como
consecuencia de una lisis de los eritrocitos infectados al final del ciclo eritrocitico.
Entre las complicaciones mayores de la enfermedad se encuentran anemia grave,
paludismo cerebral, complicaciones metabdlicas, insuficiencia renal, edema
pulmonar y paludismo maternal.

Diagndéstico

La forma mas utilizada para el diagndstico del paludismo es la técnica del frotis de
sangre, tefiido con Giemsa y se observa al microscopio. Mediante el andlisis
morfolégico de los parasitos presentes en las muestras se puede diagnosticar la
especie.
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Para mejorar la deteccion del parésito en un frotis se afiaden colorantes
fluorescentes como el naranja de acridina y la purina de benzocarboxilo, que
tienen afinidad por los &cidos nucleicos. Otras técnicas utilizadas recientemente
son la reaccibn en cadena de la polimerasa, tira reactiva (Dipstick),
inmunocromatografias ICT-Malaria, OptiMAL y Determine. Estos métodos son muy
efectivos sélo para Plasmodium falciparum.

MATERIAL
1. Preparaciones fijas de Plasmodium ssp
2. Microscopio Optico
3. Aceite de inmersién
4. Papel seda
PROCEDIMIENTO

1. Observar al microscopio las preparaciones en los objetivos 10, 40 y 100X
(inmersion).

2. Hacer descripcion morfoldgica de lo observado.

3. Realizar esquemas para su reporte.

CUESTIONARIO
1. ¢Cuales son las caracteristicas generales del agente causal?
2. ¢ Cbmo es su ciclo bioldgico?
3. ¢Cuales son las principales manifestaciones clinicas de la enfermedad?
4

. ¢Cudl es la especie de paréasito que produce las formas mas graves de
paludismo y por qué?

5. ¢Cual es el medicamento suministrado para eliminar las formas hepéaticas
de P. vivaxy P. ovale?

6. ¢Qué medidas profilacticas podrian aplicarse en México para eliminar los
casos de paludismo?

PRACTICA NUM. 11
TRIPANOSOMIASIS
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OBJETIVO

e |dentificar microscopicamente los diferentes estadios de Trypanosoma cruzi
mediante la observacion al microscopio de preparaciones fijas.

INTRODUCCION

La enfermedad conocida como tripanosomiasis americana o0 enfermedad de
Chagas, constituye un gran problema de salud en casi todo el continente
americano, en donde existen de 16 a 18 millones de personas infectadas, se
estima que alrededor de 100 millones estan en riesgo de contraer la afeccion.

Carlos Chagas aisl6 por primera vez el agente causal en un paciente
humano y en 1909 describié el cuadro clinico del trastorno, denominado en su
honor como enfermedad de Chagas.

En México existen varios centros de investigacion que siguen detectando
casos humanos de la enfermedad, asi como reservorios infectados y transmisién
por transfusiones sanguineas. Se considera como probable area endémica todo
territorio que se encuentre entre cero y 1800 metros sobre el nivel del mar, es
decir, que mas de las tres cuartas partes del territorio nacional son endémicas.

El Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad, es un protozoario
flagelado de la clase Zoomastigophora. Posee un ciclo complejo que incluye tres
fases morfolégicas comprendidas en dos huéspedes: el vector invertebrado y el
huésped mamifero. Entre los estadios basicos se definen otros intermedios que
aumentan la complejidad del ciclo. Los estadios se definen por su forman y
disposicion del cinetoplasto respecto del nucleo y la region por donde emerge el
flagelo: promastigote, epimastigote, amastigote y tripomastigote (metaciclico o
sanguineo).

Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico del parédsito se inicia cuando el triatomino se alimenta de la
sangre de un mamifero infectado que contiene tripomastigotes sanguineos; éstas
se transforman y se multiplican. Cuando el vector infectado se alimenta, puede
ingerir varias veces su peso corporal en sangre y defecarla en la piel o0 mucosas
del mamifero, de esta manera arrastra su excremento e introduce tripomastigotes
metaciclicos infectantes. También es posible que el mismo huésped se infecte al
llevar las deyecciones a una solucion de continuidad en la piel, mucosa o conjunto
ocular. Luego, se transforman en amastigotes, se multiplican por fisién binaria y
alcanzan la circulacion sanguinea causando la muerte celular. El ciclo se completa
cuando el triatomino se alimenta de un mamifero infectado.

La transmision de la enfermedad puede ocurrir por transfusion sanguinea,
congénita o trasplantes.

Cuadro clinico
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Durante la fase aguda se puede presentar chagoma de inoculacion, caracterizado
por un proceso inflamatorio agudo localizado en el sitio de la infeccion, y que
produce una induracion dolorosa y eritematosa o edema unilateral biparpebral con
adenitis retroauricular, que se conoce como signo de Romafia. También se
presenta malestar general, fiebre continua e intermitente, linfadenitis generalizada,
dolores musculares, escalofrio, hepatoesplenomegalia y esplenomegalia, astenia y
adinamia. La enfermedad puede evolucionar a una fase subclinica, donde
empeoran los sintomas, o0 a una fase cronica.

Diagndstico

Las técnicas se basan en la utilizacién de una muestra de sangre (frotis).
También se puede realizar inoculacion de sangre del paciente en animales de
experimentacion, en medios de cultivo como NNN y LIT, y el xenodiagnéstico.

Para las fases subclinica o crénica se pueden aplicar hemaglutinacion
indirecta, ELISA, inmunofluorescencia y Western blot.

MATERIAL
5. Preparaciones fijas de tripanosomas
6. Microscopio Optico
7. Aceite de inmersién

8. Papel seda

PROCEDIMIENTO
1. Observar al microscopio las preparaciones fijas de en los objetivos 10, 40 y
100X (inmersion).
2. Hacer descripcion morfoldgica de lo observado.
3. Realizar esquemas para su reporte.

CUESTIONARIO
1. ¢Cual es la fase replicativa extracelular de Trypanosoma cruzi?

2. ¢Cuadl es el ciclo completo de Trypanosoma cruzi?
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3. ¢Cudles son los mecanismos de patogenicidad en las infecciones por T.
cruzi?

4. ¢Quién es el transmisor en la enfermedad de Chagas?
5. ¢Cudl es el fundamento del xenodiagnéstico?

6. ¢Cuales son las caracteristicas morfoldgicas de los estadios basicos por los
que atraviesa el parasito?

PRACTICA NUM. 12
HEMOCULTIVO

OBJETIVO
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e Conocer la importancia del hemocultivo como método para el
diagnéstico etioldgico y tratamiento de las septicemias y fiebres de
origen desconocido.

e Conocer a los microorganismos que se aislan con mayor frecuencia
en el hemocultivo.

e Conocer la técnica para la toma de muestra y la técnica para realizar
el hemocultivo, asi como interpretar los resultados de este.

INTRODUCCION

En numerosas enfermedades, los agentes infecciosos pasan a la sangre y
producen septicemia o bacteriemia.

El hallazgo de estos agentes por hemocultivo proporciona un dato importante de
los padecimientos infecciosos.

El hemocultivo es el procedimiento sencillo mas importante que se hace en el
laboratorio de microbiologia para identificar los géneros y especies bacterianas
causantes de septicemias, este método es esencial sl se sospecha de una
endocarditis infecciosa, aun en caso de que el paciente no muestre indicios de un
padecimiento agudo o de gravedad. Por lo tanto, en la bacteriemia deberan
efectuarse todos los esfuerzos posibles para aislar el microorganismo causal.

La contaminacion del hemocultivo con flora cutanea normal se debe comunmente
a errores durante la recoleccion, por lo que se requiere de una técnica apropiada
en este procedimiento.

Varios factores determinan si los hemocultivos produciran resultados positivos, por
ejemplo, el volumen de sangre cultivada, su dilucién en el medio de cultivo, el uso
de medios de cultivo aerobio y anaerobio y el tiempo de incubacion.

El hemocultivo se incuba de cinco a siete dias, a menos de que el médico indique
especificamente que puede estar presente un patégeno de crecimiento lento
(Brucela). El numero de muestras de sangre que debe extraerse y el periodo
durante el cual debera hacerse depende, en parte, de la gravedad del
padecimiento clinico. En las infecciones hiperagudas, como, septicemia por Gram
negativas con Choque o Septicemia por Estafilococos, es apropiado cultivar dos
muestras de la sangre obtenida de sitios anatomicos distintos en un periodo de 10
minutos. En otras infecciones bacterémicas, como, endocarditis, se deberan
obtener tres muestras durante un lapso que va desde algunas horas hasta 24

Un total de tres hemocultivos descubren la bacteria infectante en mas del 95% de
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los pacientes. Se obtiene una proporcion mas elevada de resultados positivos
cuando se toma la muestra durante un acceso febril.

Es necesario determinar el significado de un hemocultivo positivo. Los siguientes
criterios pueden ser Utiles para diferenciar las muestras “positivas verdaderas” de

las contaminadas:

0 La proliferacion del mismo microorganismo en cultivos repetidos, obtenidos

en diferentes momentos de sitios anatomicos separados, es
muy sugestiva de bacteriemia verdadera.

1 La proliferacion de microorganismos diferentes en frascos de cultivo

distintos sugiere contaminacién, pero en ocasiones puede
representar problemas clinicos como fistulas enterovasculares.

2  La proliferacién de la flora cutanea normal, como Estafilococos, Difteroides

0 cocos anaerobios, Gram positivos, en solo uno o varios
cultivos, sugiere contaminacion. Su proliferacidon en mas de un
cultivo o en muestras de un paciente con protesis vascular,
incrementa la probabilidad de bacteriemia con significado
clinico.

3 La proliferacibn de microorganismos como los Estreptococos o los

Enterococos es, posible en los cultivos de pacientes en quienes
se sospecha de endocarditis, y la de bacilos Gram negativos
como Escherichia coli en los cultivos de enfermos con
septicemia, por lo que si encontramos estos microorganismos
tendrd importancia clinica.

Los siguientes microorganismos son los que se encuentran con mayor frecuencia
en los hemocultivos.

Estafilococos
Estreptococos

Enterococos

Bacterias entéricas como Escherichia coli, Salmonella y Brucella.

Klebsiella pneumoniae

Pseudomona aeruginosa
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Streptococo pneumonia
Haemophilus influenzae

Céandida y otras levaduras.

Las indicaciones para la obtencion de cultivos de sangre son mdltiples, pero
basicamente lo son: un cambio subito de frecuencia del pulso y temperatura,
acompafiado o no de escalofrios, postracion e hipotension, una historia de fiebre
leve, intermitente y persistente, asociada con un soplo cardiaco y generalmente
cualquier sospecha de sepsis.

La bacteriemia suele ser intermitente, con la notable excepcion de la asociada a la
endocarditis, que es constante, por esto es indispensable que se realicen mas de
un grupo de cultivos.

MATERIAL

1 frasco de Medio Ruiz Castafieda
1 Jeringa estéril de 5 ml.

1 ligadura

Torundas con alcohol al 70%

1 Mechero Bunsen.

METODO

1.- Desinfectar con alcohol al 70% una zona de 2 cm aproximadamente de
diametro sobre la piel de la vena escogida para realizar el sangrado.

2.- Realizar la puncién de la vena, extraer 3 ml. de sangre y depositarlos
inmediatamente en el frasco del medio de cultivo de Ruiz Castafieda. Este
proceso se realiza junto al mechero.
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3.- Agitar lentamente el frasco por unos segundos e incubar a 37° C por media
hora en posicion horizontal, para que la sangre haga contacto con la fase soélida.

4.-. Enderezar el frasco e incubar a 37° C y observar cada 24 horas si hay
crecimiento en la fase sélida y/o turbiedad en la fase liquida.

5.- Incubar a 37° C y observar cada 24 horas si hay crecimiento en la fase solida
y/o turbiedad en la fase liquida.

6.- Leer e interpretar resultados, guardar el medio para aislamiento de
microorganismos para, la proxima semana.

CUESTIONARIO

1.- ¢ Cuales son las indicaciones para realizar un hemocultivo?.
2.- ¢ Qué es bacteriemia, Septicemia y Piemia.?

3.- ¢Cudles son los principales agentes causales de Septicemias en orden de
frecuencia?

4.- ;Describa la técnica de toma de muestra del hemocultivo?

5.- ¢, Como es el medio de Ruiz Castafieda y de que esta compuesto?

PRACTICA NUM. 13

RESIEMBRA EN MEDIOS SELECTIVOS

OBJETIVO
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e Conocer los medios de cultivo selectivos Utiles para aislamiento de
los microorganismos que, con mayor frecuencia, producen
bacteriemias y septicemias. Interpretar y reportar las caracteristicas
de las colonias en los medios de cultivo.

e Conocer las caracteristicas morfolégicas con la tincién de Gram.

INTRODUCCION

Los hemocultivos como medios generales o enriquecidos permiten el crecimiento
de un gran namero de microorganismos, sin embargo, el aislamiento definitivo de
un microorganismo bacteriano en un cultivo puro representa un serio problema ya
gue cada uno de estos microorganismos requiere de un ambiente y un medio
adecuado.

Un hemocultivo que revela la presencia de algunas bacterias que pueden provocar
invasion al organismo constituye un auxiliar valioso para el diagnéstico. Al
sospechar que un cuadro febril pudiera ser ocasionado por una infeccion
generalizada, y teniendo en cuenta que no siempre se puede aislar el agente
causal en un primer cultivo, es conveniente repetirlo tantas veces como sea
posible, procurando evitar la interferencia con tratamientos de antibioticos.

En general, son pocos los microorganismos que circulan en la sangre, por lo que
para obtener resultados positivos hay que sembrar la sangre en un medio liquido
gue permita la moderada multiplicacion de bacterias para hacerlas aparentes,
haciendo transferencias a medios sélidos.

En el medio de Ruiz Castafieda si se tuvo la precaucién de bafiar con la mezcla
de caldo y sangre la capa solida inmediatamente después de la toma. Esto sirve
para darse cuenta si la siembra fue correcta, si ha habido error es posible que
desde las primeras 24 o 48 horas se encuentre crecimiento, entonces
sospechamos de contaminacion.

La Salmonela, la Escherichia coli, la Klebsiella, la Pseudomona, el Proteus y otras
enterobacterias suelen hacerse manifiestas en la capa sélida, como resultado de
la primera resiembra. Otros gérmenes mas delicados en su desarrollo como:
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Brucelas, Estreptococos, Neumococos, Listeria etc., tienen una aparicion mas
tardia.

En caso de sospechar de Brucelosis los hemocultivos deben observarse cada 24
horas y cada 7 dias para descartar este microorganismo.

Es importante hacer la resiembra en medios selectivos para cada una de las
bacterias de la cuales sospechemos como en agar sangre, medio enriquecido
para observar la hemdlisis, agar S110 si sospechamos de Estafilococos, agar
chocolate en caso de Neisseria 0 Haemophilus, y medios para Gram negativos
como agar EMB o Mac Conkey, también algin medio para Mycobacterium y si
sospechamos algun hongo o levadura alguno de los medios para estos
microorganismos.

Material

1 Medio Ruiz Castafieda

1 caja agar EMB o Mac Conkey
1 caja agar sangre

1 caja agar chocolate

1 cajaagar S 110

1 asa bacterioldgica

1 mechero de Bunsen

METODO

1.- A partir de la muestra de Ruiz Castafieda, tomar una asada de las colonias que
se desarrollaron tanto en el medio liquido como en el sélido, en la superficie y el
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fondo, y sembrar por estria cruzada para observar la morfologia colonial, y
reportarla en cada uno de los medios de cultivo.

Agar sangre.

Agar chocolate

Agar S110

Agar EMB o Mac Conkey

2.- Incubar a 37° C durante 48 hrs. los medios de agar chocolate, EMB y S110.

3.- Incubar a 37° C durante 24 horas en agar sangre, leer morfologia colonial y
retirar a refrigerador para utilizar en la identificacion.

4.- Leer la morfologia colonial y guardar en refrigerador para utilizar en la siguiente
sesion.

Cuestionario

1.- ¢ Qué microorganismo esperaria encontrar en Agar Sangre y por qué es
importante leer en este medio a las 24 horas?

2.- ¢, Qué microorganismos esperaria encontrar en Agar chocolate y qué tipo de
medio es?

3.- ¢ Cudl es la etiologia de la presencia de microorganismos en sangre?

4.- ¢ Después de cuanto tiempo debe darse como negativo un hemocultivo y por
qué?.

PRACTICA NUM. 14
IDENTIFICACION DE BACTERIAS POR PRUEBAS BIOQUIMICAS
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OBJETIVO

e Conocer el fundamento bioquimico de las pruebas dutiles en la
identificacion de géneros y especies de microorganismos obtenidos
en la resiembra de hemocultivo.

e Conocer la siembra e inoculacion de los medios Uutiles en la
identificacion de géneros y especies a partir de la morfologia colonial
en los medios de cultivo y en las tinciones de cada microorganismo
a identificar.

INTRODUCCION

Una vez obtenidos los cultivos puros en medios selectivos a partir del hemocultivo,
se deben realizar pruebas bioquimicas para la identificacién de los géneros y
especies patdégenas aisladas. La eleccion de las pruebas bioquimicas depende del
microorganismo en estudio.

Las caracteristicas morfolégicas en los medios de cultivo y en la tincidon son la
base en el inicio para la diferenciacion de género y especie en microorganismos
Gram positivos y Gram negativos, aerobias o anaerobias, etc.

MATERIAL

1 tubo con TSI

1 tubo con LIA

1 tubo Citrato de Simons
1 tubo Plasma Citrato

1 tubo con Caldo Urea

1 tubo con MIO
Peréxido de hidrégeno
Microscopio

Reactivos para tincion de Gram.
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Mechero
Asa bacterioldgica

Porta objetos y cubre objeto

DESARROLLO

1.- En caso de encontrar desarrollo en el agar sangre hacer la descripcion de la
morfologia colonial y el tipo de hemdlisis que presento.

2.- Si encontramos crecimiento en agar S110 proceder a la identificacion de la
especie con las pruebas ya conocidas: coagulasa, fermentacién de manitol.

3.- Si existe crecimiento en los medios EMB o Mac Conkey proceder a la siembra
e inoculacion en los medios TSI, SIM, LIA, MIO, Citrato de Simons y Caldo Urea.

4.- Leer los resultados a las 24 horas e interpretarlos comparandolos con la tabla
de pruebas bioquimicas por género y especie.

CUESTIONARIO
1.- ¢ Cual es el fundamento y la técnica de siembra en el medio TSI?.
2.- ¢, Cudl es el fundamento y la técnica de siembra en el medio de SIM?.

3.- ¢ Qué pruebas utilizaria para confirmar la especie de Estreptococo
pneumoniae?

4.- ¢, Cudl es el fundamento de la prueba Citrato de Simons?

5.- ¢ Cudl es el fundamento de la prueba MIO?.

PRACTICA Nam. 15
REACCIONES FEBRILES
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OBJETIVO.

e Conocer el método de laboratorio de Reacciones Febriles para
seguir la secuencia de las infecciones causadas por diferentes
bacterias.

e Conocer los diferentes métodos que se utilizan para seguir esta
secuencia.

INTRODUCCION

Esta prueba representa un método de laboratorio Util para seguir la secuencia de
ciertas infecciones con acceso febril, causadas por bacterias. Son reacciones de
aglutinacién entre loS antigenos de Salmonella, Brucella y Proteus y los
anticuerpos contra estos antigenos presentes en el suero del paciente.

Estas reacciones se basan en el hecho de que cuando el organismo humano es
invadido por agentes infecciosos, éste responde produciendo anticuerpos
aglutinantes contra ellos, los cuales se ponen de manifiesto al entrar en contacto
el anticuerpo con el antigeno especifico.

Para la deteccion de los anticuerpos se usa el suero del enfermo y antigenos
purificados. El titulo de anticuerpos depende del tipo y curso de la enfermedad.
Para que los resultados tengan valor diagnéstico el titulo de ellos debe aumentar.

Estas pruebas pueden efectuarse de dos maneras diferentes:

1. Aglutinacion en placa ( como prueba tamiz cuando se tienen que examinar
numerosas muestras). Esta prueba es muy facil de efectuarse y si se hace
cuidadosamente, sirve como prueba de aglutinacion completa: sin embargo
se sugiere que se tome como complemento de la aglutinacién
macroscopica en tubo. Las reacciones francamente negativas deben ser
reportadas como tales. Las dudosas deben repetirse con la aglutinacion en
tubo.
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2. Aglutinacién en tubo. Esta técnica de aglutinaciéon es mas segura que la de
aglutinaciéon en placa, ademas las reacciones cruzadas son menos
frecuentes y pueden ser detectadas las reacciones zonales.

Estos son los microorganismos representantes tipicos de los padecimientos con
acceso febril, por lo tanto, el grupo de antigenos febriles se presenta con las

siguientes suspensiones:

Salmonella typhi
Salmonella typhi
Salmonella paratyphi
Salmonella paratyphi
Brucella abortus

Proteus OX19

Antigeno somético “O”
Antigeno flagelar “H”
Antigeno flagelar “A”
Antigeno flagelar “B”
Antigeno somatico

Antigeno somatico

La demostracion de aglutininas en el suero frente a las Salmonelas se conoce

como la prueba de Widal.

La demostracion de aglutininas para Brucella se conoce como prueba de
Huddleson; la reaccion de Weil — Félix se utiliza para Ricketsias dando reaccion

cruzada con Proteus OX-19.

MATERIAL

Ligadura
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2 tubos de vidrio 12 x 100
Centrifuga

Pipeta Pasteur

Torundas de algodén

Jeringa de 5 ml.

Reactivo de antigenos febriles

Placa de vidrio.

DESARROLLO

1.- Extraer 5 ml. de sangre por puncion venosa.
2.- Deje que coagule.
3.- Centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos.

4.- Separar suero con pipeta Pasteur y proceder a realizar la colocacion de los
volumenes de suero en las placas de vidrio.

Técnica de aglutinacion rapida en placa.

1.- Utilizar de preferencia una placa de vidrio marcada con 2 hileras de 3 cuadros.
2.- Anotar el antigeno que le corresponde a cada serie.
3.- Agregar una gota de suero y una gota de antigeno.

5.- Mezclar con un aplicador limpio, comenzando con la udltima dilucion de la
derecha y siguiendo con las restantes de la izquierda ( utilizar un aplicador por
cada serie).

6.- Agitar suavemente la placa por rotacion (120 rpm) durante 2 a 3 minutos.
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7.- Leer con luz indirecta.

Interpretacion de resultados.

Método de aglutinacion rapida en placa. Se observa la aglutinacién macroscopica
y se valora los resultados de la siguiente forma:

Grado de aglutinaciéon

100 % 4+
75 % 3+
50 % 2+
25% 1+
1. -
Ejemplo:
Suero (ml) 0.08 0.04 0.02 0.01 0.005
Aglutinacion 4+ 4+ 3+ 2+
Titulo correspondiente  1/20 1/40 1/80 1/160 1/320

Resultado: Una titulacion positiva es de 1/160 indica una gran probabilidad de
enfermedad activa, la titulacién debera repetirse a la semana, mientras tanto los
estudios complementarios deberan confirmar el diagndstico y reorientar el
tratamiento.
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CUESTIONARIO.

1.- ¢ Cuando esta indicado realizar Reacciones Febriles?

2.-¢,Cuantas técnicas existen para determinacién de las reacciones febriles,
describalas ?

3.- ¢, Cudles son los antigenos detectables en la Salmonelosis?

4.- ¢ Porqué se utiliza el antigeno Proteus 0X19 para el diagndstico de
Ricketsias?
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APARATO DIGESTIVO

PRACTICA NUM. 16
CULTIVO DE ENTEROBACTERIAS

OBJETIVO
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e Conocer las principales caracteristicas morfo-fisiologicas de las
enterobacterias patdgenas que invaden el tracto digestivo.

e Realizar el aislamiento en cuatro de los principales medios de cultivo
selectivos y diferenciales para enterobacterias.

INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae esta formada por bacilos gramnegativos aerobios y
anaerobios facultativos que fermentan la glucosa, son oxidasa negativa y crecen
en medios usuales. Habitan como comensales en el tubo digestivo (flora normal)
como Escherichia y Proteus. Algunas especies son patdégenas, como algunos
serotipos de Salmonella entérica y Shigella que causan gastroenteritis, y los
serotipos Typhi y Paratyphi A, B y C, que causan sepsis. Habitualmente, las
enterobacterias se identifican a nivel de especie mediante un minimo de 10 a 20
pruebas metabdlicas.

Escherichia coli

Es la enterobacteria mas estudiada. Es movil, fermenta la lactosa a partir
del triptéfano. Los principales serotipos de Escherichia coli son: entero-toxigénica,
entero-patdgena, entero-hemorragica, entero-invasiva y entero-agregativa.
Algunas pueden producir enfermedades graves causadas por diarrea, en otros
casos causa insuficiencia renal. También pueden generar infecciones del sistema
excretor, cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y hasta la muerte..

Proteus

Es un género que incluye patégenos responsables de infecciones de vias
urinarias, existen especies oportunistas para el hombre como Proteus vulgaris y
Proteus mirabilis. Generan calculos y lesiones celulares del epitelio renal, enteritis
principalmente en nifios; abscesos hepéticos, meningitis, otitis media y neumonia
con o sin empiema. Es frecuente en quemaduras y heridas, asi como en
infecciones nosocomiales.

Salmonella

Existen mas de 2000 serotipos de esta especie. En el grupo D se encuentra
Salmonella typhi, causante de la fiebre tifoidea. Esta enfermedad se caracteriza
por fiebre progresiva asociada a estrefiimiento o diarrea profusa.

Shigella

Shigella es responsable de la disenteria bacilar, es un cuadro muy parecido
al generado por cepas enterohemorragicas o enteroinvasivas. La infeccion se
produce a través de vegetales contaminados.
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MATERIAL
9. Asa bacterioldgica
10.Mechero
11.2 cajas de Agar Salmonella-Shigella (SS)
12.2 cajas de Agar Sulfito y Bismuto
13.2 cajas de Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
14.2 cajas de Agar Verde Brillante
15.Juego de colorantes Gram
16.Microscopio 6ptico
17.Porta y cubreobjetos
18.Papel seda
Cepas
19.Cepa de Salmonella sp
20.Cepa de Shigella sp
21.Cepa de Proteus

22.Cepa de Escherichia coli

PROCEDIMIENTO
1. De cada una de las cepas hacer tincién de Gram.
2. Observar al microscopio y reportar morfologia y tipo de Gram.

3. Dividir las cajas de medios de cultivo y sembrar por estria simple de
aislamiento las diferentes cepas.

4. Incubar durante 48 horas a 37 °C.
5. Reportar morfologia colonial

6. Guardar los medios de cultivo en refrigeracion para realizar pruebas
bioquimicas.
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CUESTIONARIO

1.

¢,Cudles son los principales medios de cultivo diferenciales y selectivos
para enterobacterias?

¢,Cudl es el componente que caracteriza a cada uno de los medios de
cultivo utilizados en la préactica?

¢,Cudles son los principales factores de patogenicidad de las
enterobacterias estudiadas en la préactica?

¢Por qué razones Escherichia coli se vuelve patégena en el tracto
digestivo?

¢,Cudl es la morfologia colonial de Shigella, Salmonella, Escherichia y
Proteus?

PRACTICA NUM. 17
COPROCULTIVO
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OBJETIVO

e Efectuar la técnica de coprocultivo y conocer su importancia médica.

INTRODUCCION

El coprocultivo se utiliza para el aislamiento de las bacterias enteropatdégenas. Los
medios de cultivo utilizados son medios selectivos y de enriqguecimiento que
permiten el crecimiento de las bacterias que se desea aislar inhibiendo el resto de
la flora.

La mayoria de las enteritis bacterianas son causadas por salmonelas y
campilobacter, por lo que deben emplearse medios de cultivo selectivos. Los méas
comunes son el agar MacConkey, el agar xilosa-lisina-deoxicolato y el agar
Salmonela-Shigela también son Utiles para Escherichia coli enteropatégena,
Shigela y Yersinia.

Las salmonelas pueden enriquecerse sembrando previamente las heces en
un medio liquido como el caldo selenito F y el caldo de tetrationato de sodio
incubados a 35°C (8-12 horas). Después de incubados, estos medios liquidos de
enriguecimiento deben resembrarse en los respectivos medios selectivos solidos.

A pesar del empleo de los medios de enriquecimiento y selectivo-
diferenciales para enterobacterias enteropatdégenas, siempre crecen en las placas
de aislamiento una mezcla heterogénea de colonias; por tanto, las colonias
sospechosas deben resembrarse en medios de identificacion rdpida como el agar
Kligler (KIA) y el agar lisina hierro (LIA) que permiten identificar estos
microorganismos.

MATERIAL
- Muestra de heces en un frasco estéril
- 1 tubo de caldo de Tetrationato
- 1 tubo de caldo Selenito
- 1 caja de medio EMB
- 1 caja de medio SS (Salmonella-Shigella)
- 1 caja de medio Sulfito y Bismuto
- Asa bacteriologica
- Mechero

- 2 hisopos estériles
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PROCEDIMIENTO

1.

o w0 DN

9.

Tomar una muestra de heces con el hisopo estéril y colocarlo en el medio
de Tetrationato.

Tomar otra muestra y colocarla en el medio de Selenito.
Incubar durante 24 horas a 37°C, previo a la practica.
Dividir las cajas de medio de cultivo en dos.

Descargar la muestra de heces con el hisopo, en un extremo de la caja del
medio de cultivo, a partir del medio Tetrationato.

Descargar la muestra de heces con el hisopo, en el otro extremo de la caja
del medio de cultivo, a partir del medio Selenito.

Quemar los hisopos.

Sembrar con el asa bacteriolégica, por estria de aislamiento simple, en
ambas secciones del medio de cultivo.

Sequir el mismo procedimiento para cada uno de los medios de cultivo.

10. Incubar durante 24 a 48 horas a 37°C.

11. Leer morfologia colonial.

CUESTIONARIO

1.

¢, Cual es el objetivo de utilizar los medios de Tetrationato y Selenito para
realizar el coprocultivo?

¢, Por qué se pide la muestra en un frasco estéril?

¢,Cuales son las principales infecciones intestinales y cual es el agente
causal?

¢De qué otra manera se podria hacer el diagnéstico de infeccion por
Salmonella?

¢,Cuales son las principales enterotoxinas que causan problemas a nivel
intestinal? ¢ Cudl es su mecanismo de accién? y ¢ Quién las produce?.

PRACTICA NUM. 18

IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIAS A PARTIR DEL COPROCULTIVO
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OBJETIVO

e Distinguir las caracteristicas bioquimicas esenciales para la identificacion de
las enterobacterias cultivadas a partir del coprocultivo.

INTRODUCCION

La familia de las enterobacterias son bacilos gramnegativos y se denominan asi
por que habitan en el tracto intestinal. Casi todas las enterobacterias son
fermentadoras de la glucosa y de otros hidratos de carbono. Dada su importancia
clinica hay muchas técnicas para aislarlas e identificarlas.

La utilizacién de pruebas bioquimicas sencillas realizadas con medios y
métodos convencionales preparados en el laboratorio y de calidad, ayudan a la
identificacion de las bacterias aisladas con mayor frecuencia del tracto digestivo.

Algunas de las caracteristicas metabdlicas fundamentales que se pueden
observar son la movilidad, la fermentacién de azlcares, la produccion de acido
sulfihidrico, la presencia de ureasa, la descarboxilacion y la desaminacién de la
lisina, ornitina y arginina, la produccion de indol y la utilizacion del citrato. Estas se
haran evidentes con los medios TSI, LIA, citrato de Simmons, caldo Urea, SIM y
cal manitol rojo de fenol.

El principal objetivo es identificar el agente causal de la infeccion en el
tracto digestivo, descartando aquellas bacterias propias de la flora normal. Esto se
llevara a cabo mediante la siembra en medios de identificacion convencionales.

La existencia en el mercado de paneles miniaturizados para los estudios de
las pruebas metabdlicas ha significado un adelanto para la identificaciéon
bacteriana. Estas pruebas son procesadas por instrumentos que efectian la
inoculacién, la incubacion y la lectura de modo automatizado, evaluando los
resultados una computadora que efectia la identificacion.

MATERIAL
e Asa bacteriologica
e Mechero
e Cajas de medios de cultivo de la practica anterior
e 2tubos de agar TSI
e 2tubos de agar LIA

e 2 tubos de agar Citrato de Simmons
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e 2 tubos de medio de SIM
e 2 tubos de caldo Urea

e 2 tubos de caldo Manitol rojo de fenol

PROCEDIMIENTO

1. De una colonia aislada de Salmonella, tomar una muestra y sembrar por
agitacion en los medios: caldo Urea y caldo Manitol rojo de fenol.

2. Tomar otra muestra de Salmonella y por picadura, sembrar en el medio de
SIM.

3. Tomar otra muestra de Salmonella y sembrar, por estria simple y picadura,
en los medios: agar TSI, agar LIA y agar Citrato de Simmons.

4. Seguir el mismo procedimiento para sembrar las pruebas bioquimicas de
los medios de cultivo de Proteus, Shigella y Escherichia coli.

5. Incubar durante 24 a 48 horas a 37°C.

6. Leer movilidad, produccién de acido sulfihidrico y produccién de indol
(adicionar el reactivo de Kovac o Erlich) en el medio de SIM.

7. Leer si las pruebas fueron positivas 0 negativas, para cada bacteria, y
elaborar un cuadro de resultados.

CUESTIONARIO

1. ¢Cudl es el fundamento bioquimico de los medios TSI, SIM, LIA, caldo
Urea, citrato de Simmons y caldo manitol rojo de fenol?

¢, Como se interpretan los resultados en cada uno de los medios?
¢,Cual es la finalidad de utilizar el reactivo de Kovac o Erlich?

¢,Cual es la utilidad de realizar pruebas bioquimicas?

o w0 DN

¢,De qué depende la confiabilidad de los resultados?
PRACTICA NUM. 19

COPROPARASITOSCOPICOS POR CONCENTRACION (CUALITATIVOS)
OBJETIVO
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e Realizar un estudio coproparasitoscépico cualitativo para el diagnéstico de
parasitosis.

e Conocer los diferentes tipos de analisis coproparasitoscopicos que se
realizan.

INTRODUCCION

El examen copropasitoscopico es el estudio de la materia fecal para la busqueda e
identificacion de formas parasitarias con fines diagnosticos

El examen directo de las heces frescas o fijadas es muchas veces
insuficiente para la observacion de protozoos y particularmente de huevos de
helmintos, sobre todo cuando se hallan en niumero escaso. Por ello se recurre
normalmente a métodos de concentracion. Las técnicas de concentracion se
pueden clasificar en dos grandes grupos: métodos fisicos y fisico-quimicos
(difasicos).

Los métodos fisicos se basan Unicamente en la diferencia de densidad
entre los elementos parasitarios y el resto de materiales contenidos en las heces.
A grandes rasgos, estos métodos consisten en mezclar una porcion de heces con
un liquido de densidad adecuada, de tal manera que los elementos parasitarios se
separen del resto de los materiales, bien por flotacion, bien por sedimentacién,
segun la técnica. Entre los mas utilizados esta el método de flotacion que emplea
sulfato de zinc (técnica de Faust).

En los métodos fisico-quimicos se asocia la accion disolvente de los
reactivos empleados, que forman dos fases no miscibles, en una de las cuales se
localizan preferentemente los parasitos, y en la otra los restos fecales. De entre
ellos, el mas universal es el método formol-éter (técnica de Ritchie), que puede
utilizarse tanto en heces frescas como fijadas en formol. Basicamente se trata de
diluir las heces directamente en formol al 10%, tamizar y agregar unos mililitros de
éter etilico, emulsionar por agitacion vigorosa y examinar, tras centrifugacion, el
sedimento donde se concentran los quistes de protozoos y los huevos de
helminto.

Para las heces fijadas con MIF se puede utilizar la técnica de concentracion
de Blagg (MIF concentracion). Es muy parecida a la técnica de Ritchie, y su
principal diferencia radica en que, en lugar de éter etilico, se utiliza éter sulfarico.

MATERIAL
e Vaso de precipitado de 50 mL

e Tubos de 13x100 con tapén (4)
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EQUIPO

Embudo de plastico

Pipetas Pasteur (2)

Varilla de vidrio

Abatelenguas

Gasas

Asa bacterioldgica

Porta y cubreobjetos

Centrifuga

Microscopio

REACTIVOS

Lugol

Solucién de ZnS0O4

Eter sulfdrico

Solucién de formalina

Solucién salina isoténica

MUESTRA

F. Materia fecal

PROCEDIMIENTO

Técnica de Faust

1.

Poner con un aplicador aproximadamente 1g de materia fecal en un
vaso de precipitados.

Agregar 10 mL de solucion salina isotonica.

Filtrar las heces bien homogeneizadas a través de una gasa colocada
en un embudo. Recoger la suspension en un tubo de centrifuga.

Centrifugar durante 45-60 segundos a 2500 rpm.

Decantar el sobrenadante y afiadir 2 a 3 mL de agua al sedimento.
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6. Agitar y afadir agua hasta llenar el tubo.

7. Repetir los pasos 5y 6 tres o cuatro veces, hasta que el sobrenadante
se torne claro. Tirar el sobrenadante.

8. Agregar 8-9 mL de solucion de sulfato de zinc (densidad 1:18). Agitar
para homogeneizar y llenar el tubo con la misma solucion.

9. Centrifugar durante 45-60 segundos a 2500 rpm.

10.Tomar con un asa bacteriolégica la pelicula superficial del liquido del
tubo y colocarlo en un portaobjetos.

11. Anadir una gota de lugol. Homogeneizar la muestra y colocar un
cubreobjetos.

12. Observar a seco débil y seco fuerte.

Técnica de Ritchie

1.

Poner con un aplicador aproximadamente 1g de materia fecal en un vaso
de precipitados.

Agregar 10 mL de solucion salina isotonica.

Filtrar las heces bien homogeneizadas a través de una gasa colocada en un
embudo. Recoger la suspensién en un tubo de centrifuga.

Centrifugar durante 45-60 segundos a 2000 rpm. Desechar el
sobrenadante.

Tirar el sobrenadante y afiadir 2 a 3 mL de agua al sedimento.
Agitar y afiadir agua hasta llenar el tubo.

Repetir los pasos 4, 5y 6 tres o cuatro veces, hasta que el sobrenadante se
torne claro. Tirar el sobrenadante.

Agregar 10 mL de formalina al 10% y dejar en reposo la suspension durante
10 minutos (fijacion).

Agregar 5 mL de éter, tapar el tubo y agitar vigorosamente durante 30
segundos.

10. Centrifugar a 1500 rpm durante 1 minuto. Observar que se formaran cuatro

capas: éter, restos fecales, formol y sedimento.

11.Introducir una pipeta pasteur y extraer cuidadosamente el sedimento.

12. Colocar una gota del sedimento en un portaobjetos.
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13. Aiadir una gota de lugol. Homogeneizar la muestra y colocar un
cubreobjetos.

14. Observar a seco débil y seco fuerte.

CUESTIONARIO
1. ¢Cudl es el fundamento de las técnicas de Faust y Ritchie?
2. ¢Cuales son las ventajas y desventajas de los métodos de flotacion?

3. ¢Qué otros métodos coproparasitoscopicos se utilizan para el
diagndstico de parasitosis?

4. ¢Qué técnicas se pueden utilizar en zonas rurales?
5. ¢Qué es el MIF (parasitologia)?

6. ¢Por qué es necesario usar colorantes para tefir a los protozoarios
parasitos?

PRACTICA NUM. 20
DIAGNOSTICO DE AMEBIASIS
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OBJETIVOS

e Explicar por medio de un esquema el ciclo biolégico de Entamoeba
histolytica.

e |dentificar microscopicamente trofozoitos de Entamoeba histolytica.

e Conocer los medios de cultivo apropiados para la ameba.

e Analizar las diferentes técnicas para el diagndstico de amebosis.

INTRODUCCION

La amebiasis es una infeccion humana producida por el protozoario Entamoeba
histolytica y afecta sobre todo al intestino grueso. Su nombre significa intestino,
ameba, tejido vy lisis lo cual explica la naturaleza de la enfermedad que provoca. El
protozoario se denomina ameba, pero se ha utilizado el término amiba de manera
inapropiada. En la actualidad se ha propuesto el concepto entamoebosis,
amebosis 0 amebiasis para la enfermedad, por la raiz del nombre del agente
causal.

Las dos fases mas importantes del parasito son: el trofozoito, que es la fase
movil, en la que se reproduce y durante la cual se ocasiona el dafio al huésped; y
el quiste, que es la fase de resistencia, infectante y el parasito permanece inmovil.

El mecanismo de transmisiéon es el fecalismo, por lo que se contaminan
alimentos, bebidas o fomites con materia fecal de individuos que eliminan los
quistes.

Ciclo bioldgico

Los quistes entran por via oral y avanzan al tubo digestivo hasta llegar al
estdmago. El pH del jugo gastrico y las enzimas hidroliticas destruyen la pared del
quiste. Pasan al duodeno como trofozoitos con cuatro nucleos, se divide cada
nucleo y se forman trofozoitos con ocho nucleos, cada nucleo se separa y da lugar
a ocho trofozoitos uninucleados (metaquiste). Migran por la luz del intestino hasta
llegar al intestino grueso. Aqui comienza la transformacion de trofozoito a quiste.
Los quistes abandonan el organismo junto con las heces en fase de quiste
tetranucleado, binucleado o uninucleado. La transmisién también puede ser por
arrastre mecanico de quistes por transmisores biolégicos (moscas) y actividad
sexual anal.

Cuadro clinico

Los trofozoitos causan necrosis del epitelio intestinal, penetran la mucosa, y
provocan una uUlcera.

Basado en los mecanismos patdgenos, la amebiasis es variable en relacion
con los sintomas que causa en el ser humano. Los parasitos pueden establecerse
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sb6lo en el intestino grueso (ciego, sigmoide y recto), pero las cepas mas
patdgenas son capaces de invadir otro 6rganos a través de vasos sanguineos.
Esto significa que la amebiasis puede ser intestinal o extraintestinal. Dentro de las
complicaciones puede presentarse perforaciones del intestino, peritonitis,
abscesos hepaticos, extenderse hasta el pulmén y cerebro.

Diagndéstico

El diagndstico se basa en hallazgos clinicos, pruebas de laboratorio y estudios de
gabinete. Es importante considerar que los sintomas se pueden confundir con los
de otras enfermedades por lo que debe realizarse diagnéstico diferencial.

En casos de amebiasis cutanea presente en recién nacidos se recomienda
la “ameba en fresco”, mediante el empleo de cucharilla rectal, la muestra se
observa directo en fresco en un portaobjetos y cubreobjetos bajo el microscopio a
40X.

La amebiasis intestinal se diagnostica con examenes
coproparasitoscopicos: estudio directo en fresco si la muestra es liquida, con
revision de moco y sangre. Se puede confirmar con rectosigmoidoscopia. Si la
muestra es pastosa se recomienda una técnica de concentracion.

Cultivo en medios axénicos, monoaxénicos y plurixénicos. Raspado de
Ulceras, biopsia de ulceras con estudio histopatoldgico, técnicas de tincién
tricromica o con hematoxilina férrica.

En casos de sospecha de amebiasis extraintestinal se pueden realizar
pruebas serologicas como: contrainmunoelectroforesis, inmunofluorescencia,
ELISA, reaccion de floculacion, inhibicibn de hemaglutinacion indirecta,
precipitacion en agar, fijacion de complemento, inmovilizacién de trofozoitos,
intradermorreaccion con la histolicina. Se puede valuar el dafio con placa
radiografica, colonoscopia, colon por enema, gammagrafia, centellografia,
ultrasonografia, tomografia axial computada, resonancia magnética.

MATERIAL
e Microscopio Optico
e Preparaciones fijas de Entamoeba histolytica
e Preparaciones fijas Entamoeba coli
e Papel seda
METODO

- Observar al microscopio las preparaciones fijas de las dos especies de
Entamoeba en los objetivos 10, 40 y 100X (inmersion).

- Hacer descripcion morfolégica de lo observado.

- Realizar esquemas para su reporte.
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CUESTIONARIO
1. ¢Como es el ciclo de vida de la Entamoeba histolytica?

2. ¢Qué son los medios de cultivo axénicos, monoaxénicos y plurixénicos para
aislar a las amebas?

3. ¢Cual es el cuadro cinico de la Amebosis intestinal?
4. ¢Qué otros tipos de amebosis se pueden presentar?

5. ¢Cuadles son las principales medidas higiénico-dietéticas para la prevencién
de la amebosis?

6. ¢En qué difiere la disenteria amebiana de la disenteria bacilar?

7. ¢La progresion de una Ulcera tipica producida por Entamoeba histolytica
podria poner en peligro la vida del paciente?
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APARATO GENITOURINARIO

PRACTICA NUM. 21

DIAGNOSTICO DE SIFILIS
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OBJETIVO

e Conocer los estudios de laboratorio Utiles en el diagnostico de Sifilis.

INTRODUCCION.

La Sifilis en el hombre es una enfermedad causada por EL Treponema pallidum
gue es un bacilo de forma espiral que mide alrededor de 0,2 y de anchoy5a 15 p
de largo, es patdgeno para el hombre y nunca ha sido cultivado en medios
artificiales . Se desconocen los antigenos del Treponema, en el humano las
espiroquetas estimulan la produccidon de anticuerpos capaces de tefir al
Treponema por inmunofluorescencia directa, las espiroquetas causan también la
produccién de sustancias similares a un anticuerpo, la reagina, que da resultados
positivos en la pruebas de fijacion de complemento y de floculacion. Tanto la
reagina como los anticuerpos antitreponémicos pueden ser usados en el
diagndstico de Sifilis.

La infeccion con Treponema es exclusiva del hombre, ésta se transmite por
contacto sexual y la lesion infecciosa se localiza en la piel o mucosas de los
organos genitales.

Las espiroquetas se multiplican localmente en el sitio de entrada y algunas se
diseminan a los ganglios linfaticos locales y alcanzan la corriente sanguinea, de 2
a 10 semanas después de la infeccion aparece la papula en el sitio de entrada y
se desintegra para formar una ulcera de base limpia y dura ( chancro duro), la
inflamacion se caracteriza por el predominio de linfocitos y células plasmaticas.

La Sifilis pasa por periodos clinicos relativamente bien definidos: etapa primaria,
secundaria, terciaria y latente. Las lesiones primarias y secundarias son ricas en
espiroquetas y son muy infecciosas, en las lesiones terciarias los treponemas son
muy raros y la exagerada respuesta del tejido se atribuye a la hipersensibilidad,
ocasionalmente se pueden encontrar treponemas en 0jos O Sistema nervioso
central, en la Sffilis tardia.

En el diagnéstico de la Sifilis existen dos tipos de pruebas seroldgicas:
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1. Inespecificas ( No treponémicas). Incluyen las pruebas de floculacion
como las de Khan, Mazzini, Kline, la prueba rapida de reagina. Las
pruebas no treponémicas detectan anticuerpos IgG e IgM frente a
cardiolipinas, colesterol y lecitina producidas por tejidos dafiados por el
treponema o por otras enfermedades. Por esta razon no son pruebas
especificas para Treponema pallidum y RPR, que han demostrado ser
muy Utiles para el diagndstico temprano de Sifilis se utilizan como
tamizaje.

2. Especificas (Treponémicas). Detectan anticuerpos especificos dirigidos
contra antigenos de Treponema pallidum. Las mas comunes son FTA-
AB'S y la TPHA, ELISA. La FTA — AB'S IgM es una prueba mas
especifica, utiliza inmunofloresencia indirecta para detectar anticuerpos
séricos contra las espiroquetas, se efectla en suero en Sifilis primaria y

secundaria. Existen otras pruebas como TPl Ab (Anticuerpo
Inmovilizante de Treponema pallidum).

Prueba de VDRL- Esta prueba usa una mezcla cuidadosamente balanceada de
cardiolipina, lecitina y colesterol como antigeno de floculacién. Es una sencilla
prueba que se utiliza sobre un portaobjetos.

MATERIAL

1 jeringa de 3 ml.
Alcohol y ligadura
Centrifuga

Tubos de vidrio 13 x 100
Reactivos VDRL

Placa de vidrio.

METODO
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1.- Obtener 3.0 ml de sangre y dejar coagular.
2.- Centrifugar y separar el suero.
3.- Colocar una gota de suero (0.05ml) sobre un portaobjetos.

4.- Anadir una gota de antigeno (0.05 ml) al suero y rotar la placa durante 4
minutos sobre una superficie plana, limitado a un circulo de 5 cms. de didmetro a
razon de 120 rotaciones por minuto.

5.- La reaccion se lee directamente después de la rotacion.

6.- Es conveniente efectuar la reaccion con controles positivo y negativo.
7.- Observacién de resultados:

La reaccion se lee al microscopio con objetivo seco débil.

Resultado positivo : observacién de agregados

Resultado débil +: observacion de agregados finos

Resultado negativo: No se observan agregados.

CUESTIONARIO

1.- ¢Cuales son las caracteristicas morfoldgicas de Treponema pallidum? .
2.- ¢ Cudl es el mecanismo de transmision de Sifilis?.
3.- ¢, Cudles son los etapas clinicas de la Sifilis?.

4.- ;Qué pruebas inespecificas conoce para el diagnéstico de Sifilis?.

5.- ¢Cuédl es el agente causal de chancro blando , cuadro clinico y forma de diagnéstico?.
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PRACTICA NUM. 22

UROCULTIVO

OBJETIVO

e Conocer género y especie de las bacterias que con mayor frecuencia
ocasionan Infecciones del tracto urinario.

e Conocer indicaciones médicas para la toma de un urocultivo.

e Conocer los medios de cultivo, técnica de siembra y técnicas para el
diagndstico de las Infecciones Urinarias.

INTRODUCCION

La infeccion del tracto urinario (ITU) es la enfermedad mas frecuente del aparato
urinario. Afecta principalmente a mujeres. Las infecciones de tracto urinario se
define como la presencia y proliferacion de gérmenes en el tracto urinario.
Habitualmente son bacterias raramente es micoética o virica. Se pone en evidencia
mediante el cultivo de orina en medios de crecimientos apropiados. Si hay
bacterias creceran formando colonias que pueden ser contadas como unidades
formadoras de colonias por miiimetro (UFC/m?).

Los factores que tienen influencia sobre el crecimiento de bacterias en la orina
incluyen pH, osmolaridad, glucosuria, proteinuria, hematuria y el contenido de urea
estas son de gran importancia en el crecimiento bacteriano.

Las bacterias que con mayor frecuencia ocasionan infecciones urinarias son:
Escherichia coli, que causa el 80% de los casos, Proteus mirabilis ( nifios ),
Klebsiella spp, Estafilococo.

El diagnostico de las infecciones urinarias se hace demostrando bacteriuria por
medio del cultivo. El urocultivo cuantitativo permite distinguir la bacteriuria
significativa de la simple contaminacién de la muestra.

Se utilizan diferentes técnicas para el urocultivo:

1. Cuenta de leucocitos. EI nimero de leucocitos se determina en el sedimento
urinario, en una gota de orina que se deposita en un portaobjetos. Se observa el
namero de leucocitos por campo.
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2. Cuenta de bacterias. Método con asa calibrada, el método cuantitativo que se
utiliza de rutina es este y se utiliza una asa de 0.01 ml de capacidad. Se toma una
asada de orina sin centrifugar y se hace una siembra por estria en toda la
superficie de la placa, se utilizan medios de cultivo para Gram. positivos ( agar
Sangre, agar Chocolate, agar S110) y para Gram. negativos ( EMB, Mac Conkey).
En estas placas, la orina debe sembrarse e incubarse a 37°C de 24 a 48 horas. Se
multiplica por 100 el nimero de colonias que aparecen en la placa para determinar
el numero de bacterias que existen en un mililitro de orina.

3. Se utiliza también el método de papel absorbente en el cual se atrapan las
bacterias en el poro de este y se coloca en los medios de cultivo ya mencionados.
Se procede al conteo de las colonias en estos medios de cultivo.

En general, las cuentas de menos de 10 000 bacterias por milimetro de orina
indican contaminacion.

Cuando el niumero esta entre 10 000 y 100 000 se sospecha de infeccién, y si es
mayor a 100 000 UFC/ml se confirma la sospecha.

MATERIAL

Asa Bacteriologica calibrada .01 o .001 ml.
Mechero

Muestra de orina

1 caja agar sangre

1 caja agar chocolate

1 caja agar S110

1 caja agar EMB o Mac Conkey

1 caja agar Biggy.

METODO

1.- Coloque la muestra de orina cerca del mechero.
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2.- Agite suavemente la muestra y destapela.

3.- Tome una asada de orina y siembre por estria simple en cada medio de cultivo
proporcionado.

4.- Incubar a 37°C por 24 6 48 horas.

5.- Leer contando cada una de las colonias desarrolladas y multiplicar segun el
asa utilizada.

6.- Guardar los cultivos para efectuar la identificacion.

CUESTIONARIO

1.- ¢ Cuales son los agentes causales mas frecuentes de las infecciones
urinarias?

2.- ¢, A qué pacientes indicaria un urocultivo ?
3.- ¢, Cudl es la técnica para la toma de muestra de orina en mujeres?

4.- ¢ Si sospechara de infeccién por Haemophilus, en que medio sembraria y por
qué?

5.- ¢ Es conveniente realizar un examen general de orina junto con el urocultivo,
porqué?

PRACTICA NUM. 23

IDENTIFICACION DE BACTERIAS EN ORINA
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OBJETIVO

e |dentificar con base en sus caracteristicas quimicas y fisiologicas los
géneros y especies de los agentes causales de las infecciones en
vias urinarias.

e Conocer el fundamento bioquimico de las pruebas utilizadas para la
identificacion de los géneros y especies de los microorganismos
encontrados en los medios de cultivo.

INTRODUCCION

La identificacion de las bacterias empieza con la tincion de Gram, asi como el
crecimiento de las colonias en los medios de cultivo selectivos y diferenciales y
por sus caracteristicas morfologicas.

El empleo de pruebas bioquimicas es de gran ayuda para dar un resultado
confiable y poder diferenciar el género y la especie causantes de dichas
infecciones y poder establecer el diagndéstico y tratamiento oportuno.

La observacion mas rapida para la identificacion de bacterias por pruebas
bioquimicas se relaciona con la utilizacion de carbohidratos, la motilidad
bacteriana conferida por los flagelos en algunas bacterias, la produccion de indol
como parte de su metabolismo, produccion de sulfuro ferroso, la capacidad de
descomponer la Urea y algunas otras caracteristicas de cada uno de los
componentes de cada bacteria.

MATERIAL

Asa bacterioldgica

Mechero

Juego de colorantes para Gram.
Cultivos de la sesién anterior

1 tubo TSI
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ltubo SIM

1 tubo Caldo manitol rojo de fenol
1 tubo caldo Urea

1 tubo Citrato de Simons

1 Microscopio

METODO

1.- Tomar una asada de una colonia del medio de cultivo EMB o Mac Conkey y
sembrar en cada uno de los medios proporcionados.

2.- De la misma colonia preparar un frotis y realizar la tincién de Gram. Observar al
microscopio con objetivo 100 x y aceite de inmersion.

3.- Incubar los tubos con los medios inoculados a 37° C /24 horas.

4.- Leer resultados e interpretar utilizando las tablas bioquimicas y dar el
diagndstico de acuerdo con los resultado obtenido.

CUESTIONARIO

1.-¢Cual es el fundamento de la prueba TSIy como reportaria esta prueba en
caso de encontrar Proteus y Escherichia coli?.

2.- ¢, Cuantos aspectos se pueden determinar en el medio SIM?.

3.- ¢, Si encontramos crecimiento en el medio S110, qué pruebas utilizaria para la
identificacion de especie?.

4.- ¢, Cudl es el fundamento de la prueba Caldo urea.

PRACTICA NUM. 24

EXAMEN GENERAL DE ORINA
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(Sedimento Urinario)

OBJETIVO.

e Que el alumno sea capaz de utlizar este examen de
laboratorio como una de las principales herramientas de
diagndstico.

INTRODUCCION.

Desde la antigiedad se ha reconocido que el examen de la orina constituye uno
de los indicadores méas importantes del estado de salud. Por ello es que el andlisis
de orina en la mayoria de los casos permite dar un diagndstico e incluso orientar a
un tratamiento asi como la deteccién de afecciones del metabolismo o sistémicas
gue no tiene relacién directa con el sistema urinario, infecciones de vias urinarias
como un estudio previo a la realizacién de un urocultivo.

La composicion de la orina depende, entre otras causas, del estado nutricional del
paciente, asi como la situacién metabdlica y la capacidad funcional del rifién. Esta
compleja constitucién alberga numerosos elementos en cantidades totalmente
distintas como lo son urea, cloruros, &cido drico, creatinina, aminoacidos,
metabolitos intermedios como &cido oxalico o piravico, acidos grasos libres,
indicios de colesterol, hormonas, vitaminas, vestigios de metales y componentes
celulares entre otros componentes. Lo que nos indica que su andlisis es algo
complicado.

Para que el analisis de la orina sea confiable deberd ser la primera miccion
matutina colectada a chorro intermedio en un frasco de boca ancha bien limpio y
seco, la muestra tendra un volumen no mayor de la mitad de la capacidad del
frasco para que permita mezclarla (alrededor de 40 mL), el analisis debera
efectuarse en las 3 primeras horas de emitida la muestra, aunque para pruebas
muy especificas estas indicaciones pueden variar pudiéndose refrigerar por unas
horas si el analisis no puede efectuarse al momento y hasta agregar
conservadores.
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El analisis se estudia normalmente desde un triple punto de vista:

1. Examen fisico. Que incluye color, aspecto, turbidez (una orina recién
emitida es limpida o ligeramente turbia, pero puede enturbiarse debido a
la refrigeracion por precipitacion de uratos amorfos) y densidad
(anteriormente se utilizaban un urinbmetro o un refractometro ahora este
analisis esta dentro de los parametros qué mide la tira reactiva).

2. Examen quimico. Antiguamente se basaba en reacciones quimicas que
ponian de manifiesto los compuestos quimicos que se deseaba analizar
y necesitando para ello todo un laboratorio de quimica analitica, en la
actualidad este estudio se ha simplificado por el uso de tiras reactivas
simples o multiples por lo que ahora es un estudio sensible y rdpido con
el que se puede analizar hasta 9 pruebas diferentes en 60 segundos.
Incluye determinaciones de densidad, pH, proteinas, glucosa, cetonas,
sangre oculta, bilirubinas, urobilin6geno, reduccién de nitritos, etc.

3. Examen microscépico. Este examen constituye una parte vital del
analisis urinario, es una herramienta diagnéstica muy valiosa para la
deteccion y evaluacion de trastornos renales y del tracto urinario asi
como de otras enfermedades sistémicas, la mejor muestra es la primera
de la mafiana que esta mas concentrada y debe de observarse lo antes
posible para evitar degeneracién de células y cristales, si no es posible
puede refrigerarse unas horas, aunque en orinas alcalinas y baja
densidad pueden disolverse los cilindros o lisarse los eritrocitos, en
ocasiones pueden utilizarse colorantes pero pueden enmascarar otras
estructuras. En este analisis se incluye la observacion de células (
leucocitos, eritrocitos, células epiteliales, etc), cristales, cilindros,
microorganismos (bacterias, pardasitos, hongos, etc), estructuras
diversas (espermatozoides, filamentos de moco, gotas de grasa),
artefactos (cristales de almidén, talco, vidrio, fibras, cabello, polen, etc.).

MATERIAL.

Muestra de orina

Tubos de ensayo de 18 x 150
Gradilla

Portaobjetos

Cubreobjetos

Centrifuga

Microscopio

Tiras reactivas
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PROCEDIMIENTO.

a)Para el examen fisico.
1. Observar la orina y reportar color, olor, aspecto, turbidez, densidad y
cantidad.

b)Para el examen quimico.

e Sumergir la tira reactiva en orina bien mezclada y sin
centrifugar, retirar la tira sin tocar las areas reactivas con los
dedos, en la orilla del frasco eliminar el exceso de orina.

e Verificar en el envase el tiempo para la lectura de resultados
gue viene en el envase.

e Comparar el color de las areas reactivas con la tabla de
colores del encase, la lectura debe de realizarse con buena
iluminacién y en el tiempo requerido.

e Reportar por cruces, la densidad en valor numérico y cuando
la tira marca leucocitos verificar con la observacion
microscopica.

c)Para el examen de microscoépico (sedimento urinario).

Homogenizar la muestra en el frasco de recoleccion.

Separar 10 ml en el tubo de ensaye (3/4 partes del tubo).

Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante decantando, dejando solo el sedimento.
Resuspender el sedimento.

Colocar una gota pequefia en un portaobjeto bien limpio, de preferencia
nuevo.

Colocar un cubreobjeto de 20 x 20 mm.

Observar al microscopio con poca luz o luz amortiguada (se logra cerrando
parcialmente el iris del diafragma y ajustando el condensador hacia abajo
hasta lograr el contraste 6ptimo) para lograr el mayor contraste que facilite
no pasar por alto elementos como los cilindros y algunos cristales.

Enfocar primero con el objetivo seco débil y posteriormente con el seco
fuerte.

Deben observarse por lo menos 15 campos y promediar para reportar los
resultados.

Reportar los resultados en forma subjetiva las bacterias o cristales

(escasos, regular cantidad, abundante, etc.) las células y cilindros en nimero
por campo, las Trichomonas s6lo como positivo, etc.
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CUESTIONARIO.

1.- ¢ Describa que factores pueden modificar la flora vaginal?.

2.- ¢, Si encontramos un numero importante de bacterias, qué otros aspectos se
deben considerar para diagnosticar una infeccion?.

3.- ¢ Si encontramos un pH acido que tipo de cristales esperamos encontrar?.

4.- ¢, Qué tipo de cilindros podemos encontrar en una Pielonefritis?

PRACTICA NUM. 25
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CULTIVO DE SECRECIONES URETRALES Y VAGINALES.

OBJETIVOS.

e Conocer la importancia de la toma de muestra de secreciones
uretrales y vaginales para identificar asi el agente causal.

e Conocer los medios de cultivo utiles en la siembra de estas
secreciones para asi identificar el agente causal.

e Conocer la técnica de Gram. para identificar si so Gram. + 0
negativos, hacer observacion directa para ver si encontramos
Trichomonas, leucocitos, etc.

e Establecer un diagndstico confirmatorio y establecer la terapéutica
indicada.

INTRODUCCION.

En el exudado cérvico vaginal y uretral implica la investigacion tanto de
componentes de la flora normal como de la patégena. Los patdégenos son
generalmente de transmisién sexual y las principales especies patdgenas son:
Nesisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis y Haemophylus ducrey, producen
infecciones en la uretra, cérvix y vagina en la mujer y en el hombre en la uretray la
préstata, es comun que la mujer sufra también infecciones en el recto.

Los componentes de la flora normal generalmente son Lactobacilos (bacilos de
Doderlein) y Estreptococos alfa hemoliticos cuyas alteraciones pueden indicar
infecciones o cambios funcionales del aparato genital femenino.

La presencia de bacterias, levaduras y protozoarios como microorganismos
importantes nos exige el empleo de una amplia utilizacion de métodos de estudio,
como seria microscopia y medios de cultivo para poder identificar que produce
esta infeccion.

100



En las infecciones crénicas con manifestaciones clinicas o sin ellas, es muy dificil
tanto en hombres como en mujeres encontrar N. gonorrohoeae, por microscopia y
se vuelve mas dificil en mujeres asintométicas, en este caso los cultivos
bacteriolégicos dan resultados positivos.

Es importante tener en cuenta que el diagndstico de las infecciones genitales se
establece mediante: la historia clinica, la exploracién fisica y los estudios de
laboratorio indicados para confirmar el agente causal del cual sospechamos (
microscopia y medios de cultivo).

Toma de muestra en mujeres:
En las mujeres las muestras se deben tomar de:

Cérvix: es el mejor sitio.

1) Use el espejo vaginal y dos hisopos estériles. es conveniente el uso de hisopos
de alginato, humedecerlo en agua destilada o solucién salina.

2) Introducir el espejo vaginal y con un primer hisopo limpiar el moco que recubre
el cérvix.

3) Con un segundo hisopo el exudado endocervical.

4)Sembrar con cada uno de ellos en los medios de cultivo indicados.
5) con un tercer hisopo hacer frotis y observacion microscopica en fresco para
buscar Trichomonas, levaduras, leucocitos, células epiteliales, etc.

Recto: De este sitio se pueden obtener cultivos positivos cuando el cultivo de
cérvix es negativo.

1)Se debe limpiar perfectamente la zona perianal, introducir en el recto como a
unos 2.5 cm de profundidad el nUmero necesario de hisopos hasta que salga
limpio de materia fecal visible.

2) Introducir un hisopo humedecido presionar las paredes del recto (criptas) para
recolectar la muestra y sembrar en los medios de cultivos indicados.

Vagina: Tomar la muestra de las paredes del fondo de saco y de las paredes
laterales profundas de la vulva (glandulas de Bartolini) sembrar en los medios de
cultivo indicados, hacer microscopia en fresco para observar ( Trichomona,
levaduras, etc.) y frotis con Gram.
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Uretra: Limpiar la zona del meato urinario, introducir un centimetro de hisopo
hamedo y comprimir las paredes de la uretra (glandulas de Skene), sembrar en los
medios adecuados, hacer microscopia, incubar y seguir la metodologia descrita.

Toma de muestra en hombres:
En el hombre el sitio mas comun de la infeccién gonocdcica es la uretra.

Se debe tomar la muestra en las primeras horas de la mafana antes de que el
paciente orine, hacer un aseo escrupuloso previo con agua Yy jabon, en el
laboratorio indicar al paciente que se exprima el pene si hay exudado suficiente
tomar la muestra directa y sembrarlo en los medio de cultivo indicados, tomar
muestra para un exudado en fresco si no es suficiente introducir el hisopo 2 cm
sembrar en los medios de cultivo y observar si hay (Trichomonas, leucocitos, etc.),
hacer frotis con Gram.

MATERIAL.

1 caja con agar Biggy

1 caja con Harina de Maiz

1 caja con agar chocolate

1 cepa Candida albicans

1 cepa Neisseria gonorrhoeae

Preparaciones fijas de frotis exudados vaginales y uretrales

1 microscopio
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PROCEDIMIENTO.

1.- Hacer frotis de Gram. con las cepas bacterianas proporcionadas..

2.- Sembrar en los medios de harina de maiz y Biggy la cepa de Candida
proporcionada.

3.- Sembrar en agar chocolate la cepa de Neisseria proporcionada durante 24
horas a 37°.

4.- Observar la preparaciones fijas.

CUESTIONARIO

1.- ¢ Mencione los agentes causales mas frecuentes de las vulvovaginitis?.
2.- ¢, Mencione los medios de cultivo indicados en las infecciones genitales?.
3.- ¢ Describa las caracteristicas morfologicas de la Trichomonas vaginalis? .

4.- ¢ Mencione las tinciones indicadas en la infecciones genitales?.
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SISTEMA NERVIOSO Y ORGANO DE
LOS SENTIDOS

PRACTICA NUM 26
MENINGITIS BACTERIANA
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Objetivo

e Conocer las caracteristicas morfologicas y de tincion, asi como
los métodos de cultivo e identificacion de las principales
bacterias causantes de meningitis bacteriana.

Introduccidén

La meningitis bacteriana se define como un proceso inflamatorio producido por la
infeccion bacteriana de la piamadre, aracnoides vascular, liquido cefalorraquideo,
ventriculos cerebrales, plexo coroideo y otros o6rganos del sistema nervioso,
convirtiéndose en una infeccion cerebroespinal.

Dentro de los agentes causales, Haemophylus influenzae es la causa mas
frecuente de muerte, seguido de Neisseria meningitidis y  Streptococcus
pneumoniae.

e Streptococcus pneumoniae causa de un 30% a 50% de casos en adultos,
de un 10% a 20% en nifios y hasta un 5 % en lactantes.

e Neisseria meningitidis produce del 10% a 35% de los casos en adultos y
un 25% al 40% en niflos de hasta 15 afios de edad y es poco frecuente en
lactantes.

e Haemophylus influenzae tipo B responsable del 40% al 60% de casos en
nifios y unicamente del 1% al 3% de casos en adultos y practicamente no
se presenta en lactantes.

Otros agentes de importancia son: Staphylococcus aureus asociado a
intervenciones neuroquirdrgicas, infecciones vertebrales y endocarditis. Los
bacilos gramnegativos se asocian a traumatismos craneoencefélicos vy
procedimientos quirdrgicos, destacando Escherichia coli, Klebsiellas, Proteus,
Pseudomonas, etc.

Las manifestaciones clinicas de los pacientes con una infeccibn del SNC
dependen de los siguientes factores: agente causal, localizacién de la infeccién,
duracion de la enfermedad, edad y estado previo de salud del paciente.
Considerando estos factores, pueden presentarse diferentes situaciones.
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La mayor parte de las infecciones del SNC se manifiestan como una enfermedad
febril aguda o subaguda con afectacién neurolégica difusa. Los sintomas y signos
mas frecuentes son cefaleas, nauseas, vomitos y alteracion del nivel de conciencia
o de las funciones mentales. Este cuadro clinico se denomina sindrome
meningeo.

Ante un cuadro clinico de estas caracteristicas, debe practicarse una puncién
lumbar (PL) para confirmar o descartar una posible meningitis viral o bacteriana.
Sin embargo, algunos enfermos, ademas del sindrome meningeo descrito, pueden
presentar un mayor deterioro del nivel de conciencia (estupor 0 coma), con crisis
convulsivas y disfuncion cerebral difusa. En estos enfermos es preciso determinar
por medio del examen de fondo de ojo y del estudio del encéfalo con Tomografia
Axial Computarizada TAC, la presencia de Hipertension Intracraneana (edema de
la papila y de toda la retina del ojo y la presencia de distension de los ventriculos
por incremento del volumen del Liquido cefalorraquideo. La hipertensiéon
Intracraneana contraindica la puncién Lumbar.

El examen del LCR es un aspecto importante y con frecuencia fundamental en la
valoracién de los pacientes con una infeccion del SNC. En estas situaciones es
esencial la practica de una técnicamente correcta y de un estudio meticuloso del
LCR.

Material

Asa bacterioldgica

Microscopio

Juego de colorantes para tincion de Gram
Placa de Agar Sangre

Placa de Agar Chocolate

Placa de Agar EMB

Cepa de Escherichia coli

Cepa de Neisseria sp

Cepa de Streptococcus pneumoniae

©CoNoOk~wDNE

Procedimiento
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1. Sembrar las cepas en las placas correspondientes por la técnica de estria
cruzada. Reportar la morfologia colonial a las 24 y 48 horas.

2. Realizar preparaciones y tefiir con la técnica de Gram. Observar a 100X.

CUESTIONARIO

1. ¢Cual es el aspecto del liquido cefalorraquideo que procede de una
infeccion bacteriana?

2. ¢Cuantos tubos de muestra se extraen para el andlisis del LCR? Justifique
Su respuesta.

3. ¢Qué valores de referencia se tienen para cada uno de los aspectos que
comprenden al examen fisico del LCR?

4. ¢Qué aspectos comprende el examen citolégico del LCR?

5. ¢Qué aspectos comprende el examen qu del LCR?

PRACTICA NUM. 27

MENINGITIS VIRAL
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Objetivos

e Conocer las principales caracteristicas biolégicas y los
métodos de cultivo e identificacién de los principales agentes
causales de meningitis viral.

Introduccidén

La meningitis viral o meningitis aséptica (Meningitis linfocitaria), es una infeccion
aguda que afecta a érganos del sistema nerviosos Central y del sistema nervioso
periférico, por lo que también es conocida como meningoencefalitis. Muchos
aspectos clinicos de estas enfermedades dependen de los 6rganos afectados, si
la infeccion se limita fundamentalmente a las meninges (meningitis) o si se
extiende hasta el parénquima cerebral (encefalitis), a la médula espinal (mielitis), o
ambas estructuras (mielo-meningo-encefalitis).

Actualmente se han identificado un gran nimero de virus como agentes causales
de meningitis, sin embargo, solo en el 50% al 70 % de los casos de meningitis
linfocitarias agudas o0 meningitis aséptica se identifica al agente causal.

En la familia o grupo de los Enterovirus, se encuentran especialmente los
subgrupos Coxsackie virus A 'y B y los ECHO virus como agentes causantes de
meningitis y encefalitis.

El virus de la parotiditis es también uno de los mas frecuentes, aunque va en
disminucién, debido a la vacunacion, estos virus son responsables del 80 % de las
meningitis en las que se identifica al agente. Le siguen el virus herpes, simple (tipo
I), el virus de la coriomeningitis linfocitaria y los adenovirus.

El inicio de los sintomas suele ser brusco, con fiebre, malestar general y cefaleas.
La cefalea asociada a la meningitis viral es de localizacién frontal o retroorbitaria y
a menudo se asocia a fotofobia y dolor con el movimiento ocular, puede haber
nauseas con vomito en proyectil.

El examen del LCR es un aspecto importante y con frecuencia fundamental en la
valoracién de los pacientes con una infeccion del SNC. En estas situaciones es
esencial la practica de una técnica correcta y de un estudio meticuloso del LCR.
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Procedimiento

Presentacion de Seminario

=

CUESTIONARIO

¢, Qué aspectos incluye el andlisis del LCR?

¢Qué indica el aumento de leucocitos entre 100 y 200 por mm® en una
muestra de LCR?

¢, Qué alteraciones se pueden encontrar en el examen fisico del LCR en el
caso de meningitis viral?

¢, Qué alteraciones se pueden encontrar en el examen citoldgico del LCR en
el caso de meningitis viral?

¢, Qué alteraciones se pueden encontrar en el examen quimico del LCR en
el caso de meningitis viral?

PRACTICA NUM 28

DIAGNOSTICO DE NEUROCISTICERCOSIS
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Objetivos

e Conocer e identificar las caracteristicas morfolégicas y el
ciclo de vida de Taenia solium haciendo énfasis en la fase
larvaria (Cysticercus cellulosae).

Introduccidén

La neurocisticercosis es la infeccién de los érganos y el tejidos nervioso por las
larvas quisticas de la Taenia solium (cisticercos), en la cual el paciente se
comporta en forma similar al hospedero intermediario porcino, al ingerir los huevos
infectantes del parasito provenientes de otro individuo portador de una T. solium
en el intestino.

El cisticerco de la T. solium es una pequefa vesicula, de pocos milimetros o
centimetros de diametro, llena de liquido de tamafio variable, en muchos casos
con un escolex o cabeza del parasito, plegada e invaginada en su interior. Se
denomina cisticercos racemosos a los cisticercos en los cuales el escolex no
puede ser identificado; constituyen quistes grandes o un conglomerado de
vesiculas de tamafio normal adheridos entre si.

La cisticercosis, tanto humana como porcina es cosmopolita, afecta a
comunidades rurales y urbanas con nivel socioeconémico y cultural bajo aunados
a patrones higiénicos deficientes.

Con respecto al ciclo biologico, el hombre suele albergar en su intestino delgado
un ejemplar unico de Taenia solium (de donde procede el nombre de “solitaria”),
el cual puede alcanzar una longevidad de hasta 25 afios. Los anillos gravidos se
desprenden periédicamente y salen al exterior durante la defecacion, asi llegan al
suelo y pueden contaminar agua y verduras, o bien tras medidas higiénicas
deficientes (ausencia o mal lavado de manos) contaminar alimentos.

Una vez que los huevecillos se ingieren, pasan al estomago y en el intestino
delgado, eclosionan las oncosferas y ayudadas por sus ganchos, atraviesan la
mucosa intestinal y son arrastradas a la circulacién hepatica; desde el higado
llegan al corazén por via sanguinea, para diseminarse por todo el organismo y
fundamentalmente a los musculos estriados esqueléticos.
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Llegados a su destino comienzan a crecer, adquieren estructura vesiculosa y se
forma el escoélex en la pared interna de la vesicula; al cabo de unas 10 semanas
han completado su desarrollo y se han transformado en larvas cisticerco. El
Cysticercus cellulosae, como se denomina esta larva, mide unos 10 mm de largo y
unos 5 mm de ancho y en su pared se observa una invaginacioén, del tamafio de
un perdigén, en cuyo interior se halla ya formado el escélex de la futura tenia.

En muchos pacientes, los quistes permanecen asintomaticos. Cuando son
sintomaticos, el periodo de incubacion es altamente variable (de ordinario de 1 a 5
afnos, pero a veces mas corto). Las manifestaciones se deben al efecto de masa,
respuesta inflamatoria u obstruccion de los orificios encefalicos y sistemas
ventriculares. Los datos neurolégicos son variados e inespecificos y son
determinados en gran parte por el nimero y localizacién de los quistes.

Material

e Microscopio
e Preparaciones fijas
e Cisticercos conservados en formol.

Procedimiento

Observacion de las preparaciones fijas a 40X y reportar los hallazgos.

CUESTIONARIO

1.- En el caso de la ingesta de carne de cerdo mal cocida, ¢se puede desarrollar
cisticercosis o teniasis? Explique su respuesta.
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2.- Describa el ciclo bioldgico de Taenia solium especificando las derivaciones en
teniasis y cisticercosis.

3.- ¢ Cudl es la importancia de la oncosfera en el desarrollo de la cisticercosis?
4.- ¢ Cuales son las principales manifestaciones clinicas de la neurocisticercosis?

5.-¢Cuéles son las técnicas de laboratorio para el diagnéstico de la
neurocisticercosis?

PRACTICA NUM 29

CULTIVO DE CLOSTRIDIUM
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Objetivo

e Conocer las caracteristicas morfologicas, de tincién vy
condiciones de cultivo del género Clostridium.

Introduccidén

Las bacterias de género Clostridium son bacilos anaerobios grandes que miden
hasta 4 micras de longitud por una micra de ancho, son grampositivos dotados de
motilidad. Muchos descomponen las proteinas o forman toxinas y algunos hacen
ambas cosas. Su habitat natural es el suelo o el conducto intestinal de animales y
humanos, donde viven como saprofitos. Las especies de importancia médica del
género Clostridium son cuatro y son los microorganismos causantes de la
gangrena gaseosa, de la colitis pseudomembranosa, del tétanos y del botulismo,
siendo estos dos ultimos los causantes de las afecciones en el SNC.

Clostridium botulinum

Los subtipos de Clostridium botulinum son bacterias Gram positivas,
hemolilicas, anaerobias estrictas, que miden hasta 4 micras de longitud por una
micra de ancho, son maviles por poseer flagelos peritricos. Las esporas son
subterminales muy resistentes al calor, resisten 100°C al menos 3 a 5 horas. Los
subtipos de Clostridium botulinum se distinguen por el tipo antigénico de la toxina
gue producen, aunque todas actian de forma similar. La resistencia al calor de la
toxina, disminuye en pH &cido o en una concentracion alta de sal. En agar sangre
producen colonias redondas de 3 milimetros de didmetro, semitransparentes,
convexas, con una zona de hemodlisis alrededor. El Clostridium botulinum, es el
causante del botulismo, la bacteria se distribuye en todo el mundo; se encuentra
en el suelo y a veces en las heces de los animales.

Clostridium tetani

Clostridium tetani es el agente causal del tétanos; se trata de
microorganismos grampositivos, anaerobios estrictos, que miden hasta 4 micras
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de longitud por una micra de diametro, tienen forma de palillo de tambor con
esporas terminales esféricas. En agar sangre las colonias son puntiformes,
transllcidas, con aspecto granular, de bordes irregulares en inicio presentan
hemdlisis alfa y finalmente hemolisis beta. Clostridium tetani es de distribucién
mundial, se encuentra en el suelo, en las heces de caballos y de otros animales.
Se pueden distinguir varios tipos mediante antigenos flagelares especificos. Todos
comparten un antigeno O comin (somatico), a veces enmascarado y todos
producen el mismo tipo antigénico de neurotoxina, la tetanospasmina.

GENERO

TOXINA

FISIOLOGIA

C.
botulinum

(

Botulismo)

Libera toxinas (toxina botulinica, )
se conocen siete variedades (A-G)
A, B y E (ocasiones F) principales
enfermedades en el ser humano.
Ay B se vincula con los alimentos

C causa botulismo en aves

D causa el botulismo en mamiferos
E principalmente con alimentos de

pesca

La toxina se absorbe en el
intestino, va a torrente, a
ganglios uniéndose a
receptores de membrana
presinaptica en  neuronas
motiras del SNP y pares
craneales. Inhibiendo la
liberacion de  acetil-colina
dando como resultado la
ausencia de contraccion
muscular y la presencia de
paralisis.

C. tetani

Toxina tetanosmasmina

Se fija a receptores de
membrana degradando a la

sinaptobrevina (proteina
necesaria para la
aproximacion de vesiculas
neurotransnisoras a la
membrana presinaptica)
blogueando la liberacion
deglicina y &cido Y-

aminobutirico pero no inhibe
las neuronas motoras. Esto da
como resultado hiperreflexia,
espasmos musculares y
pardlis espastica.

Material

e Asa bacterioldgica
e Mechero Bunsen
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e Agar Sangre

e Caldo tioglicolato

e Cepa de Clostridium sp.

e Colorantes para tincion de Gram

e Colorantes para tinciéon de esporas

Procedimiento

e Con inéculo liviano sembrar la placa de agar sangre por la técnica de estria
cruzada en cuatro cuadrantes. Reportar a las 24 horas.

e Con indculo liviano realizar la inoculacudn del caldo tioglicolato por técnica
de agitacion. Reportar a las 24 horas.

e Realizar una preparacion y tefiir con tinciéon de Gram

e Realizar una preparacion y tefiir con la técnica de Shaeffer-Fulton

Tincidén de esporas (Shaeffer-Fulton).

1. Cubrir la preparacién con verde de malaquita y calentar a emision de
vapores por un minuto. Es importante no permitir que la preparacion
se seque.

Lavar con agua.

Cubrir la preparacion con safranina por 15 minutos.

Enjuagar con agua.

. Dejar secar al aire.

GEIREN

INTERPRETACION: Las esporas se tifien de color verde y el citoplasma de
color rojo.
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CUESTIONARIO

Expligue de manera breve dos técnicas empleadas en el laboratorio para
generar anaerobiosis.

¢,Cual es el mecanismo de accién de las principales toxinas tetanicas?
¢,Cual es el mecanismo de accion de la toxina botulinica?

Mencione dos medios de cultivo para Clostridium.

¢, Qué condiciones favorecen la generacién de potenciales bajos de oxido-
reduccion?
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PRACTICA NUM. 30

IDENTIFICACION DEL GENERO CLOSTRIDIUM

Objetivo

e Conocer las principales pruebas para la diferenciacion de las
especies de Clostridium que afectan al SNC.

Introduccion

Tanto para la confirmacién de género como para la identificacién de las principales
especies de importancia clinica, resulta de vital importancia el estudio de las
caracteristicas metabdlicas de los microorganismos a estudiar, lo cual es llamado con
frecuencia estudio bioquimico o pruebas bioquimicas. Estas pruebas se realizan
generalmente en tubo y se eligen a partir de las caracteristicas del microorganismo que
se han obtenido de los cultivos en placa y de las tinciones realizadas de colonias aisladas.

Los bacilos del género Clostridium pueden identificarse por una serie de pruebas
bioquimicas en las que se puede considerar la fermentacién de azucares como la glucosa,
maltosa, sacarosa, lactosa, reduccién de nitratos a nitritos y fermentacion de la leche.

Adicional a las pruebas bioquimicas, suelen emplearse las llamadas pruebas especiales,
gue son todas aquellas pruebas que no necesariamente arrojan informacién sobre el
metabolismo del microorganismo, sino que también pueden distinguir un aspecto
morfolégico o estructural; sin embargo su funcidn principal junto con las tinciones es
brindar una vision mds completa que abarque aspectos bioquimicos, fisiolégicos y
morfolégicos que orienten al profesional a una buena identificaciéon de los
microorganismos. En el caso del género Clostridium es comun el empleo de la prueba de
la catalasa.
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Material

Asa bacterioldgica

Mechero de Bunsen

Tubos con caldo glucosado con sello

Tubos con leche tornasol.

Tubos con medio SIM

Cultivo de Clostridium de la sesién anterior.

AN A A

Procedimiento

1. Inocular cuidadosamente cada prueba bioquimica con indculo tomado del
cultivo de la sesion anterior. Reportar los resultados a las 24 horas.

CUESTIONARIO

1. ;Cudl es el fundamento de la prueba de catalasa? ;Qué resultados se obtienen
en el caso del género Clostridium?

2. ;Qué funciéon desempeiia el sello en los caldos glucosados?

3. Explique de manera detallada el fundamento de la formacién de un precipitado
negro en la prueba de SIM

4. Explique de manera detallada el fundamento de la formacion de indol en la
prueba de SIM

5. ;/Qué diferencia hay entre coagulo y coajo en la prueba de leche tornasol?
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EVALUACION.
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La evaluacion de laboratorio es determinada para cada alumno en base a los resultados
obtenidos en las evaluaciones previas, exposicién de seminario, el trabajo desarrollado en
la practica y en la entrega de un reporte.

Para determinar las evaluaciones previas y el trabajo desarrolla en la practica es
necesario la presentacion de un reporte de practicas, conteniendo las siguientes
caracteristicas:

- El reporte de cada practica deberd ser entregado en la siguiente sesion de laboratorio,
en el momento de realizar la siguiente practica.

- El reporte de la practica se entregara en folder adicional y debera constar de:
a) Objetivo

b) Introduccion

¢) Resultados

d) Conclusiones

e) Cuestionario

f) Bibliografia. Anotar los libros consultados (3 citas como minimo), en la elaboracion del
reporte, la cual debera ser actualizada y siguiendo los criterios de Vancouver.

- Exdmenes parciales, se realizara un examen antes de cada practica, de acuerdo al
numero de practicas, si no se acreditan los examenes parciales se hard un examen final
abarcando todas las practicas que se realizara en una fecha posterior al final del médulo.

- Evaluacion total de laboratorio, se determina en base al siguiente porcentaje:

A) Promedio de examenes 70%
B) Promedio de evaluacion previa 15%
C) Promedio de reportes 15%
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