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Introduccion:

La Parasitologia, la Micologia y la Virologia son parte complementaria de la microbiologia junto
con la bacteriologia.

Existen miles de microorganismo en el ambiente conformando la ecologia del planeta, y como tal
viven estableciendo interacciones de sobrevivencia ya que los hospederos logran generar
respuestas para evitar ser infectados o dafiados, no obstante, ellos generan mecanismos que evaden
estas respuestas yendo siempre un paso adelante. Durante estos procesos logran ser mas resistentes
e incluso modificar tanto sus estructuras internas (metabolismo) y externas (moléculas que le
permiten fijarse al hospedero), estas transformaciones generan mayor variedad y cambios
morfologicos y fisiologicos, lo que facilita su llegada a otro hospedador incluso incrementando su
virulencia, por lo que obligan al analista a emplear mas de un método de laboratorio para detectarlos
e identificarlos para que se dé un tratamiento adecuado y el hospedero tenga un prondstico
alentador.

La relacion del ser humano con el medio ambiente ha propiciado el contacto con los
microorganismos, donde los parasitos, hongos y virus tienen una gran relevancia, se han encontrado
fosiles donde se pueden describir asociaciones parasitarias desde hace 500 millones de afios. Las
civilizaciones antiguas han dejado un numero crénicas de enfermedades relacionadas. En el mundo
actual tanto los parasitos, hongos y virus son un importante problema de Salud Publica
principalmente en los paises en vias de desarrollo, el problema ha ido creciendo por la dificultad
de un diagnostico preciso y de la disponibilidad de antiparasitarios, antimicéticos y antivirales
poco efectivos; actualmente se cuenta con una serie de recursos para la identificacion de parasitos:
tinciones, técnicas coproparasitoscopicas, pruebas inmunologicas, de biologia molecular para su
estudio e identificacion, al igual que los parasitos los hongos cuenta con técnicas que permiten su
identificacion, pero tienen un aspecto que los hace peculiares el uso de ellos en el campo de la
biotecnologia en campos como la alimentaria, para la produccion de vinos, quesos y pan, su
importancia como biorremediadores y su amplio uso en la industria farmacéutica para la
produccion de antibioticos, vitaminas, estatinas, etc., mientras que los virus fue hasta 1931 que
fueron vistos por primera vez a través de microscopio electrénico, después de su avistamiento fue
facil deducir su rol para producir enfermedades en los animales, plantas y en el ser humano, los
virus a lo largo de la historia son los protagonistas de varias pandemias que han azotado el mundo.

En este laboratorio nos basamos en métodos habituales de identificacion morfoldgica a partir del
desarrollo de los microorganismos en el hospedero, el empleo también de medios para su
reproduccion o replicacion (en el caso de los virus) para facilitar la visualizacion, El propésito del
curso de microbiologia General Il es que el alumno conozca los aspectos basicos de la
parasitologia, micologia y virologia, nombre de la estructura de los parésitos hongos y virus,
condiciones adecuadas de desarrollo, técnicas y pruebas bioguimicas que nos permitan su
aislamiento e identificacion, la aplicacion en nuevas areas como la biotecnologia. La aplicacion de
todos los conocimientos en el &mbito clinico e industrial.
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El manual de Microbiologia General 1l tiene el objetivo de ser una guia metodoldgica para la
realizacion de précticas que le permitiran al alumno complementar a través de experimentacion los
aspectos tedricos del modulo, reforzar el conocimiento tedrico adquirido, conociendo la
importancia de la clasificacion de los parasitos, el uso de la técnica adecuada de donde se tenga
mayor probabilidad de recuperar al parasito, las condiciones de crecimiento, técnicas correctas de
asilamiento de fuentes naturales o muestras de origen clinico, dandole al alumno herramientas y
entrenamiento de calidad, certero y confiable para realizar el trabajo de laboratorio. Ademas de
promover el trabajo en un ambiente de respeto, responsabilidad y ética profesional.

Objetivos

e General
Los alumnos adquiriran las herramientas practicas de conocimiento y habilidades para el

manejo de material, equipo e identificacion de patdgenos para el diagndéstico clinico en el area
de micologia, virologia y parasitologia. Diferenciando a los microorganismos con base en sus
caracteristicas morfoldgicas, eligiendo el método (s) més adecuado para su diagnostico,
basadndose en los mecanismos de transmision, las fuentes de infeccidn, las etapas de
maduracion para hacerse infectante, a través de alimentos, contacto directo, congénito o
vectorial. Practicara procedimientos basicos de bioseguridad en todas las areas de trabajo del
laboratorio de microbiologia para prevenir infecciones o accidentes laborales

e Particular
En cada practica se establecen los objetivos que se persiguen en cada una de ellas

REGLAMENTO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA GENERAL 11

1. Los profesores del laboratorio organizaran los equipos de trabajo (no se permitiran los
cambios de los integrantes)

2. Laentrada sera a las con base en el horario programado con base en el grupo asignado
3. Debera entrar y permanecer con bata blanca, de manga larga, limpia y abotonada
4. Debera portar el gafete correspondiente

5. El cabello recogido, las ufias recortadas, zapatos cerrados y de suela antiderrapante
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6. No se permiten visitas en el horario de laboratorio. La puerta permanecera cerrada durante
la sesion de laboratorio. Se prohibe la entrada de personas ajenas al grupo

7. Los celulares se mantendran apagados durante los seminarios yen vibracion durante el resto
de la sesion. Se pueden utilizar para tomar fotos y videos de los microorganismos

8. Se prohibe el uso de audifonos
9. Queda terminantemente prohibido comer, introducir alimentos o fumar en el laboratorio
10. Por ningun motivo debera llevarse los lapices o plumas o cualquier objeto a la boca

11. Antes y al término de cualquier trabajo el alumno debera lavarse las manos con agua y
jabon neutro y secarse con una toalla limpia

12. Debera limpiar la superficie de la mesa de trabajo con solucién germicida antes y al término
de la practica. Se pude limpiar cuantas veces sea necesario durante del trabajo del
laboratorio

13. Antes de comenzar el trabajo de laboratorio, debera haber leido la practica y realizara las
actividades con base en las indicaciones dadas en el seminario. No llevard a cabo
experimentos no autorizados. En caso de dudas consultar con alguno de los profesores

14. Durante los exdmenes, no usara acordeones o copias de algun escrito. No hablara con sus
comparfieros. Se anulara el examen en casos de incurrir en los casos antes mencionados

15. Durante el seminario debera poner atencion, de lo contrario debera pasara a dar el seminario

16. No debera realizar actividades de otras asignaturas, no jugar y no estar fuera de su lugar sin
previa indicacion

17. Deberd solicitar permiso para acudir al sanitario al cual acudiré sin la bata ni guantes y
debera lavarse las manos antes y después de ir al bafio

18. Los objetos personales deben estar fuera de las mesas de trabajo a excepcion de su bitacora,
lapiz y pluma

19. Solicitara el equipo y el material a utilizar y lo debera entregar limpio y seco

20. Deberé tener conocimiento y cuidados especificos de los equipos a emplear, solicitandolos
en el interlaboratorio y al termino entregarlos limpios y en caso de microscopio, sin aceite
de inmersion. Debera reportar cualquier dafio del mismo a los profesores
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21. Todo lo que deba incubar, debera etiquetarlos con los siguientes datos: Grupo, Equipo,
Fechay tipo de material

22. Al final cuando esterilice su material, deberd estar libre de etiquetas

23. Emplear dispositivos (bulbos o sucedaneos) apropiados para pipetear liquidos. Esta
prohibido pipetear con la boca o con jeringas. Las pipetas deberan tener algodén para
reducir la contaminacion

24. Colocar el material de vidrio contaminado en los recipientes apropiados para su
esterilizacién, con respecto a portaobjetos, cubreobjetos y pepitas Pasteur (puntas hacia
abajo) deberan colocarse en frascos de boca ancha que contenga hipoclorito de Sodio
diluido 1:10. Las envolturas, tapones de algodon, etc., una vez esterilizados deben
depositarse en los recipientes de basura

25. El material de desecho que vaya en bolsa de plastico, debera seleccionarse con base en la
norma NOM 087 2002

26. Reportar inmediatamente cualquier accidente al profesor (derrame de material
contaminado, heridas, quemaduras, etc.). Ninguna de estas situaciones deberd ser
considerada como menor. Colocarse guantes y cubrir con papel absorbente el area del
derrame, verter sobre él un desinfectante y dejar actuar por 15 minutos, retirar el material
y colocarlo en recipientes para residuos contaminados o bolsas de desecho. Limpiar y
desinfectar el area empleando nuevas toallas de papel y desinfectante. Lavarse las manos
con abundante agua y jabon

27. Extremar precauciones cuando se utilicen jeringas y agujas para evitar la inoculacién
accidental durante su manipulacién y desecho

28. Emplear técnicas asepticas para el manejo de cultivo de microorganismos
MEDIDAS EN CASO DE EMERGENCIA
A continuacion, mencionaremos los pasos a seguir en caso de que ocurran los siguientes accidentes:
A) Derrame de material biol6gico sobre el cuerpo
1. Remover la ropa inmediatamente
2. Lavar vigorosamente el area expuesta con agua y jabén

3. Reportar el accidente al profesor

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 7 de 134



Version: 2

4. Buscar atencion medica de ser necesario
5. Laropa contaminada, se colocara en una solucion desinfectante antes de ser lavada
B) Salpicadura en los ojos con material biopeligroso

1. Lavar vigorosamente el globo ocular e interior de la superficie de los parpados con
abundante agua durante aproximadamente 15 minutos. Abrir el ojo para asegurar
efectivamente el lavado.

2. Reportar el incidente al profesor

3. Buscar atencion medica inmediatamente

C) Cortadas menores y heridas por pinchazos

1. Lavar vigorosamente con agua y jabon por varios minutos
2. Aplicar un antiséptico

3. Reportar el incidente al profesor y buscar atencién medica

NOTA: En el caso de préacticas en las cuales emplee el mechero deberé abstenerse de utilizar
guantes

Manejo de Residuos

En el caso del material que ha sido esterilizado (por los métodos de calor himedo o empleando
algln agente antiséptico) Después de enfriarse, los residuos resultantes pueden ser reciclados o
colocados en los contenedores de basura comun.
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CLASIFICACION

Sangre

Cultivos y cepas
de agentes
infecciosos

Residuos no
anatomicos

Objetos
punzocortantes

Estado Fisico

Liquido

Sélidos

Sélidos
Liquidos

Sélidos
Liquidos

Sélidos

Envasado

Recipientes
Herméticos

Bolsas de
polietileno

Bolsas de
polietileno

Recipientes
herméticos

Bolsas de
polietileno

Recipientes
herméticos

Recipientes
rigidos de

polipropileno

Tipo de envase

Color

rojo

rojo

amarillo

rojo

rojo

Requisitos legales y reglamentarios aplicables (Normas, Guias, Reglamentos,

etc...)
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MARCO JURIDICO Y NORMATIVO
Legislacion Nacional y local de cumplimiento obligatorio:

1. Ley Federal de Sanidad Animal (D.O.F. 18-VI-1993). Titulo I. Art. 3ero. La Secretaria
(SAGARPA) es la responsable de tutelar por la salud y el bienestar animal (DOF 060712) Art. 6.
Cap. X.- Integrar y coordinar los Comités Consultivos Nacionales de Normalizacién en materia
de Sanidad y Bienestar Animal y de buenas practicas pecuarias, asi como el Consejo Técnico
Consultivo Nacional de Sanidad Animal; Titulo I11.- Del bienestar de los animales, importacion,
transito internacional y exportacion. Capitulo lero. Art. 19 al 23. De las infracciones (art. 167)
Sanciones administrativas de 1000-10000; 10000-50000 SM.

2. Ley de Proteccion a los Animales del Distrito Federal (Gaceta Oficial del D.F., 26- 11-2002).
XVII. Bienestar Animal: Estado en que el animal tiene satisfechas sus necesidades de salud, de
comportamiento y fisiologicas frente a cambios en su ambiente, generalmente impuestos por el
ser humano; XXVIII. Maltrato. Todo hecho, acto u omisién del ser humano, que puede ocasionar
dolor o sufrimiento afectando el bienestar animal, poner en peligro la vida del animal o afectar
gravemente su salud, asi como la sobreexplotacién de su trabajo.

3. Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la Salud; Titulo
séptimo, articulos 121 al 126: De la Investigacion que incluya la utilizacion de animales de
experimentacion.

5. Reglamento de seguridad y coordinacion en materia de investigacion para la salud en la
Universidad Nacional Autonoma de México (09-11-89): Art. 37.

5. Reglamento para el cuidado de los animales en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, UNAM (03-V-89).

6. NOM-062-Z00-1999: “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” (D.O.F. 22-VI11-2001), que en adelante sera designada como Norma.

7. NORMA Oficial Mexicana NOM-033-Z00-1995, Sacrificio humanitario de los animales
domeésticos y silvestres.
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Lineamientos y Declaraciones no vinculantes:

a) Directiva del Consejo de los Estados Europeos (86/609/CEE): Disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas respecto a la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos.

b) Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS), Normas
internacionales para la investigacién biomédica con animales. Ginebra 1993.

¢) Tratado de Amsterdam: Protocolo sobre la proteccion y el bienestar animal (Mayo, 1999).

d) Tratado de Lisboa de la Union Europea en la que se define a los animales no humanos como:
"seres sensibles o sintientes" (Articulo 13, marzo de 2010).

e) Universal Declaration on Animal Welfare. Resolution No. XIV. International Committee of
the OIE, 24/mayo/2007.

) Guide for the care and use of Laboratory Animals. National Institutes of Health. Division of
Research Resources (Maryland, 1994).

g) Manual sobre el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion. Canadian Council on
Animal Care (1998).

h) Russell WMS and Burch RL. The Principles of Humane Experimental Technique. Methuen,
London, 1959.

i) Conferencia global sobre bienestar animal: Una iniciativa de la OIE (Comision Europea, 2004).

j) Leary S, Underwood W, et al. AVMA Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013
Edition, AVMA, Version 2013.0.1

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 11 de 134



Version: 2

Criterios de Evaluacion

El siguiente segmento es una guia para evaluar al estudiante de Laboratorio de
Microbiologia General 11, es consensado por los profesores del mdédulo. Las actividades
planteadas estaran programadas de acuerdo con el calendario de practicas que se dara a
conocer en la primera clase de Laboratorio

Se mantendrd y entrara en funcion desde el inicio del semestre como se presenta a
continuacion.

e La calificacion del modulo de Microbiologia General |1 se obtiene acreditando la teoria y
el laboratorio con una calificacién minima de seis (6.0), no se promedian si cualquiera de
las evaluaciones es reprobatoria.

e Para acreditar el laboratorio se sumaran los elementos de los criterios de evaluacion
establecidos, considerando que deben tener los exadmenes parciales Aprobados
(parasitologia, micologia-virologia, primera vuelta y segunda vuelta) y el trabajo por parte
del estudiante en el laboratorio considerando su desempefio en todo el semestre
(calificacion minima de 6).

e La calificacion final del modulo de Microbiologia General 11 comprende: Laboratorio 40
% y Teoria 60%.

e El alumno debera cumplir con la asistencia del 80% de las sesiones en el laboratorio

(incluyendo la primera que es la presentacion) para poder ser evaluado, en caso de
los alumnos en extraordinario largo deberan de cumplir con el 100% de asistencia.

CRITERIOS DE EVALUACION PONDERACION

1) Seminario y exposicion (la calificacion es 20%
individual)

2) Bitacora (equipo) Requisito
3) Informe de la practica 20%
4) Desempefio en laboratorio(individual) 20%
5) Examenes: dos examenes de modulo_ uno de 40%
parasitologia y otro de micologia/virologia-. Primera

y segunda vuelta

e Las practicas se dividiran entre los profesores con la finalidad de organizar el trabajo
académico en el laboratorio.

e El profesor encargado de la préactica, tiene las siguientes funciones: Asesorar al equipo de
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trabajo para preparar el seminario correspondiente a la préctica de laboratorio y calificarlo,
revisar las bitacoras los equipos de los equipos en relaciéon a la practica que se esté
desarrollando; asi como también calificar el informe que se genere de dicha actividad.

e Se entregardn a los alumnos puntos guia al inicio del semestre y con base en ellos, se
investigara y se desarrollara el seminario por parte del equipo responsable que le toca
exponer; y serdn como su nombre lo indica una guia para desarrollar la bitacora para cada
una de las préacticas de laboratorio.

1) SEMINARIO Y EXPOSICION
e En laprimera sesion se formaran los equipos y se asignara la distribucion de los seminarios
que corresponda a cada equipo, el asesor responsable de la practica debera asesorar, revisar
y autorizar el seminario preparado por el equipo correspondiente, este serd enviado una
semana antes de la fecha asignada en el calendario, al asesor por la via que este indique
para su revision, correccion y autorizacion para exponerlo el dia programado de forma
presencial en él laboratorio.

» NOTA: Fecha limite de entrega para revision del seminario. Viernes anterior a la
fecha de exposicion para la ultima revision. Entrega a destiempo, no sera revisado ni
autorizada la presentacion.

Se consideran los siguientes aspectos para asignar la calificacion del seminario:

% Entrega de la presentacion en la fecha indicada

++ Participacion de todos lo integrantes en la elaboracién de la presentacion (el alumno que
no participe en la elaboracion tendra cero en el rubro de seminario)

% Realizar las correcciones indicadas por el asesor. Se recomienda que se retnan (por el
medio que se indique) con el asesor para hacer comentarios o correcciones finales

¢+ En caso de la modalidad en linea deberan tener su camara abierta explicando el tema
apoyandose en sus diapositivas. En forma presencial el equipo verificara su material de
exposicion (laptop, cafion, memoria, USB) antes de iniciar la exposicion para resolver las
fallas técnicas y logisticas.

Al finalizar el seminario es muy importante la retroalimentacion entre todos los
integrantes del grupo (equipo expositor, alumnos en general y profesores del médulo de
Laboratorio

La estructura del seminario y exposicion sera la siguiente

El equipo asignado expondra en forma presencial
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Tendra una duracion de 30-40 minutos maximo, este tiempo debera de respetarse y estara
indicado por el conjunto de los profesores de laboratorio.

Deberé contener los siguientes puntos

e

S

33

*

3

A

X3

%

33

*

3

A
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Portada: institucion, carrera, nombre y nimero de practica, nimero de equipo, integrantes
y nombre del asesor

Obijetivos.

Fundamentacion teorica y desarrollo (basado en puntos guia, incluir imagenes y cuadros
acorde al tema).

Procedimiento de la practica: Elaborar un diagrama de Flujo con imagenes en formato de
cartel. El cual se pegara en el pizarron para que pueda observarse durante la sesion de
laboratorio.

Aplicaciones de la practica en las diferentes orientaciones de la carrera (Bioquimica
Clinica, Farmacia Clinica y Farmacia Industrial).

Referencias

NOTAS:

Durante los seminarios todos los alumnos deberan estar atentos (apagar sus celulares
u otros distractores), participar al final de la presentacion, ya sea haciendo preguntas
o0 enriqueciendo el seminario segun lo investigado en los puntos guia y la informacion
del manual de practicas.

En caso de no existir participacion por parte de los alumnos, los profesores podran
hacer preguntas tanto al equipo expositor como al grupo en general

la calificacion de los expositores es individual.

Las observaciones por parte de los profesores y alumnos se realizaran concluyendo el
seminario; al menos que sea una aclaracién pertinente sera en el momento.

2) BITACORA

La bitacora se trabajara por equipo, se revisara y calificara por el asesor correspondiente.
Su entrega sera requisito para poder evaluar el informe. Su estructura tendréa el siguiente
orden:

Estructura:

Portada (Institucion, el nombre del modulo, el nimero de equipo y el nombre de los
integrantes y el periodo correspondiente).

Colocarlo en la pasta de su libreta de tamafio profesional

Misidn y vision de la carrera de QFB.

Calendario de practicas

Criterios de evaluacion

Puntos guia por practica de laboratorio anotados.

Los puntos correspondientes al sistema de gestion de calidad de los laboratorios de
docencia.
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e Por practica
+ Colocar el nimero y nombre de la practica de laboratorio.
%+ Objetivos, tomar como punto de referencia el manual de laboratorio de Microbiologia
General 2.
¢+ Auxiliar grafico a su eleccion (Infografia, mapa mental, mapa conceptual, etc.).
considerando los puntos guia y de preferencia no deben extenderse mas de 4 cuartillas con
un tamafio adecuado de letra, puede imprimirlo y pegarlo en su bitacora. Debera contener
los elementos respectivos al organizador elegido por el equipo (libre a su creatividad) para
la construccion de estos, primero tendran que investigar los aspectos tedricos y
fundamentos de la practica (Investigar en fuentes confiable, seleccionar la informacion,
sintetizar y presentarla de manera correcta) debera tener una caratula, grupo, titulo de la
practica, numero del equipo, nombre de los integrantes que colaboraron en su elaboracion,
asesor responsable de la préactica, fecha de entrega. Citar y referenciar las fuentes
consultadas utilizando los criterios de VVancouver
Material, reactivos y/o insumos.
Equipo.
Servicios (aire, vapor, vacio, etc.).
Procedimiento o técnica en Diagrama de flujo
Registrar los resultados observados en cada practica de laboratorio se presentaran en
forma concreta por medio de imagenes, tablas, esquemas, etc.
%+ Referencias bibliograficas y/o bibliografia.
NOTA: Si se detectan bitacoras que tengan el mismo contenido, ya sea dentro del
grupo o en otros grupos y semestres anteriores, no se evaluara el informe de
correspondiente.

K/
.0

* O/ R/
LI X IR X

R/
R4

3) INFORME/REPORTE DE LA PRACTICA

Los informes se entregaran una semana después de terminada la practica
La estructura del reporte debera contener:

= Caratula: debe contar con los siguientes elementos
Encabezado
Nombre del mddulo
Nombre de la practica
Numero de equipo
Nombre de los integrantes
Fecha de realizacion
Nombre del asesor de la practica
= Objetivos
» Resultados que deberan presentarse en forma concreta por medio de imagenes, tablas,
esgquemas, etc.
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= Ladiscusion de resultados debe citar las fuentes que consultaron para sustentarlos,
para qué no sean una descripcion de los mismos.

= Las conclusiones deben ser puntuales con base a los objetivos de la practica.

= Citar y referenciar de forma correcta utilizando los criterios de Vancouver, tomando
en cuenta referencias clasicas de la materia y actuales

» Nota: Soélo se calificaran los informes entregados en tiempo y forma. Es
responsabilidad de todos los integrantes revisar el informe para evitar que se
entregue de manera incorrecta.

4) DESEMPENO DE LABORATORIO

Se calificara en cada préactica los siguientes aspectos:

o Puntualidad.

o Cumplimiento con el reglamento de laboratorio.

o Cumplimiento de las reglas para una convivencia armoniosa (Respeto, actitud,
cuidar mobiliario, los equipos e instrumentos, el agua, etc.).
Trabajar de manera colaborativa en toda la practica.
Limpieza.
Llevar las muestras bioldgicas solicitadas por el asesor.
Conocimiento y aplicacion de las técnicas y métodos de laboratorio de cada
practica.
Uso adecuado del equipo e instrumentos.
Cumplimiento de las buenas practicas de laboratorio.

O O O O

o O

5) EXAMENES DE BLOQUE
e El laboratorio esta estructurado en dos bloques:

X PARA’SITOLOGI'A (Practicas 1 a 5)
% MICOLOGIAY VIROLOGIA (Practicas 1 a 8)

e Al término de cada modulo se realizara el examen del bloque correspondiente de forma
presencial y consta de un examen practico y un examen tedrico. Ambos deberan tener
calificacion minima de 6.0

e En caso de reprobar un examen de bloque, se repondra en la primera vuelta, si no se acredita
este examen o0 ambos modulos se presentard en la segunda vuelta (examen global)

e Reprobando los dos blogues se presentara directamente a la segunda vuelta de reposicién y
sera examen global.

e Casos no previstos seran analizados por el pleno de los profesores

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 16 de 134
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MATERIAL NECESARIO PARA EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA GENERAL 11

INDIVIDUAL: POR GRUPO:
e BATABLANCA DE MANGA LARGA e 500 GRAMOS DE CAL (PARA ENCALAR RESIDUOS
e GUANTES COLECTA DE PARASITOS)

CUBREBOCAS e 3 CAJAS DE PORTAOBJEROS MARCA CORNING (P

DE MICROCULTIVO
e 1CAJA DE CUBREOBJETOS MARCA CORNING (PA
DE MICROCULTIVO)

POR EQUIPO:

CAJA DE PORTAOBJETOS MARCA CORNING
CAJA DE CUBREOBJETOS MARCA CORNING
CAJA DE APLICADORES

CAJA DE ABATELENGUAS

PIPETAS PASTEUR

JERINGAS DE 1 mL (insulina), 3mL y 10 mL (5 de c/u)
BULBOS PARA PIPETA PASTEUR

ESTUCHE DE DISECCION

CHAROLA PARA DISECCCION

TIJERAS

MANGOS Y NAVAJAS PARA BISTURI

e AGUJASY ASAS BACTERIOLOGICAS
Y MICOLOGICAS
MECHERO BUNSEN
CERILLOS O ENCENDEDOR
e FRASCOS DE VIDRIO DE BOCA
ANCHA
e FRASCOS GOTEROS DE 30 ML
MARCADOR DE TINTA INDELEBLE

10 TUBOS DE 13X100

IEISESISAI\BIIDLALISA'\\IEE\VADO DE MATERIAL EMBUDO DE PLASTICO
BOTES METALICOS “NUEVOS” (2 GRA

BENZAL O HIPOCLORITO DE SODIO AL 10% CHICOS PARA LAB. PRODUCCION)
GASA ESTERIL
PAPEL ALUMINIO

PUNTO FINO
ROLLO DE PAPEL SANITARIO . MASKINATARE
PAPEL ESTRASA « DIUREX DE BUENA CALIDAD
FRANELA « ROLLO DE ALGODON DE 250 GR
JABON « GRADILLA
DETERGENTE :

[ ]

[ ]

NOTA: Revisar en cada préactica el material bioldgico que necesitan para realizar la practica,
en caso de no contar con lo que se indica en la practica, los asesores indicaran en la sesion

previa el tipo de material biologico que deberan llevar para la realizacion de esta.
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PRACTICA PROTOZOARIOS Y HELMINTOS DE
NUMERO VIDA LIBRE Y PARASITARIA.
1 (MORFOLOGIA)

Unidad 1 parasitologia
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INTRODUCCION

PROTOZOARIOS

Los Protozoarios son microorganismos
gue pertenecen al reino Protista, son
unicelulares y poseen gran variedad de
formas y tamafios, en la naturaleza
existen aproximadamente 45,000
especies conocidas entre protozoarios
de vida libre y parasitaria.

Los protozoarios tanto de vida libre
como pardsitos se dividen en cuatro
clases:

Sarcodina

Mastigophora

Ciliophora

Sporozoa

La clase Sarcodina presenta dos
principales formas de resistencia,
trofozoito (forma moévil) y quiste (forma
inmovil), la reproduccion se da por fision
binaria o por esquizogonia (fision binaria
acelerada).

El trofozoito presenta:

a. Pseuddpodos o falsos pies;
proyecciones protoplasmicas que
funcionan como 6rgano
locomotor.

b. Ectoplasma; capa exterior de
citoplasma de apariencia clara.

c. Endoplasma; region
intracitoplasmica.

d. Ndcleo; generalmente presenta
uno, algunas amibas gigantes son

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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multinucleadas como las de
género Chaos sp. y Pelomyxa sp.

e. Vacuolas contractiles; son
estructuras grandes, circulares
gue regulan la presion interna del
agua.

f. Vacuolas alimentarias; contiene
nutrientes Gtiles a la célula.

* Entamoeba

histolytica » Difflugia

‘ corona

La clase Mastigophora, presenta dos
formas, trofozoito y quiste, el tipo de
reproduccion de estos protozoarios es
de tipo asexual por fision binaria:

| M
9 v

:

+ Trypanosoma cruzii ‘

Estructuras principales del trofozoito:

a. Flagelo; puede tener uno 0 mas
estructuras largas en forma de
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latigo que le sirve para la
locomocion. Algunos protozoarios
de esta clase presentan una
membrana ondulante como en el
caso de Trypanosoma sp.

b. Pelicula; cubierta elastica mas
fuerte que la membrana celular a
la cual le proporciona proteccion
contra sustancias quimicas, dafio
mecanico y perdida de agua.

c. Boca; se puede presentar en
forma difusa.

d. Cloroplasto; es un organelo
conteniendo clorofila s6lo o
presenta las formas fotosintéticas.

e. Mancha Ocular; mancha que se
pigmenta en presencia de luz.

f. Ndcleo; presenta de uno a dos.

La clase Ciliophora se reproduce por
conjugacion y presenta las siguientes
caracteristicas morfologicas:

a. Cilios; estructuras cortas de
aspecto velloso que le sirven para
la locomocién y alimentacion.

b. Pelicula; capa flexible mas

externa.

c. Vacuola contractil con canales
radiantes; regula la presion
osmotica.

d. Vacuola alimentaria; sitio de
digestion de los alimentos

ingeridos.

e. Macrondcleo; un gran ndcleo que
funciona para controlar las
actividades celulares.

f. Micronucleo; pequefio nlacleo que

funciona en combinacién con el

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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macronucleo a modo de
reproduccion sexual.

Ejemplo mas representativo:

LGTRR A

« Balantidium coli

La clase Sporozoa al igual que la clase
Sarcodina presenta reproduccion por
fisibn binaria, sin embargo, también lo
pueden realizar por esquizogonia esta
puede ser sexual o asexual:

a. Protozoario que presenta gran
complejidad en su ciclo biolégico.

b. Presenta tanto fase sexual como
asexual de reproduccion.

c. Puede requerir de un vector
bioloégico para su transmision.

d. Se considera un parésito
intracelular obligado.

Ejemplos de esta clase:

Plasmodium vivax
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HELMINTOS

Los Helmintos son pluricelulares por lo
gque también son conocidos como
metazoarios pueden ser aerobios o
anaerobios; sus ciclos de vida son
complejos, asi como también su
estructura, sus hospederos
intermediarios son numerosos. El
conocimiento de sus estadios durante
su ciclo biologico, son esenciales para
establecer sus diversas etapas de vida,
tanto vegetativa o de vida libre como la
infectiva o parasitaria.

Estos se consideran de gran interés
dentro de la parasitologia clinica y se
dividen en dos grupos platelmintos y
nematelmintos.

Los Platelmintos se encuentran
divididos en dos clases:

e Cestoda

e Trematoda
Los Céstodos se caracterizan

morfolégicamente por ser gusanos
polizéicos ya que presentan un cuerpo
alargado con forma plana o de cinta,
estdn compuestos de gran cantidad de
unidades funcionales y estructurales
llamados proglotides al conjunto de
estos se le llama estrobilo, presentan un
organo de fijacion llamado escélex, el
cual puede tener en ocasiones una
corona de espiculas llamada rostelo.

Su cuerpo esta cubierto por una fina
capa llamada tegumento, con funciones
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absorbentes y excretoras, para lo cual
presenta microvellosidades.

Esta clase de helmintos posee ambos
sexos por lo cual se consideran
hermafroditas; ademas de tener un
sistema sexual y un sistema excretor
gue realiza por transporte activo a través
de su membrana.

Algunos ejemplos de parasitos de este
tipo son:

a9y

> Taenia solium

La clase de los Trematoda se
caracteriza por ser gusanos monozaoicos
con cuerpo ancho y con un sélo juego
de unidades estructurales y funcionales;
tienen forma acelomada o de hoja,
poseen un dorso ventral, asimetria
bilateral con un tipo pronefritico de
sistema excretor (células en vaina)
osmorregulador, carecen de ano,
aparato circulatorio y respiratorio. Estan
llenos de parénquima y la mayoria son
hermafroditas.

Ejemplo de un parasito de esta clase:

*Fasciola hepatica
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NEMATODOS

Los Nematodos pueden ser de vida libre
0 parasitos, de cuerpo alargado,
cilindrico de tamafio microscopico o
macroscopico.  Son  generalmente
dioicos, es decir, presentan sexos
separados.

Dentro de su forma cilindrica existen
variedades morfoldégicas como son:

e Fusiforme: con extremos
romos, puntiagudos o]
combinacién de los dos, como
en el caso de Ascaris
lumbricoides.

e Filiforme: muy delgados vy
largos como  Onchocerca
volvulus.

o Intermedia: es una
combinacibn de las dos
anteriores, es decir, porciéon
anterior filiforme y porcion
posterior fusiforme como es el
caso de Trichuris trichiura.

Presentan las siguientes estructuras;
Cuticula, laminilla basal, hipodermis,
musculatura y diversas estructuras
especializadas en la superficie, tracto

digestivo, sistema nervioso primitivo,
aparato excretor y reproductor con
sexos separados siendo las hembras de
mayor tamafo, tienen un oOrgano de
fijacion el cual estd compuesto de
placas o dientes.

Un ejemplo de un parasito de este tipo
es la Ascaris lumbricoides.

Version: 2

*Ascaris lumbricoides

Estructuras generales de protozoarios y

helmintos.

PARAMECIO

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024

Esticosito

Esofago
" Cuticula

# Extremo anterior

Primordio genital

0, 1mm
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OBJETIVOS:

1. Adquirir la capacidad de identificar Protozoarios de vida libre
presentes en diferentes muestras como el agua encharcada.

2. Conocer algunos grupos de protozoarios y helmintos las
observaciones a partir de preparaciones permanentes realizadas
con el microscopio.

3. ldentificar los diferentes protozoarios y helmintos que pueden
parasitar al humano y a los que se pueden encontrar en vida
libre.

MATERIAL POR EQUIPO:

v" Microscopio.

v’ Estereoscopio.

v' Muestra de agua residual o estancada (esperar asignacion por
parte de los asesores).

Portaobjetos y cubreobjetos por equipo.

Aceite de inmersion

Preparaciones fijas y/o diapositivas de:

ASANRN

a) Fasciola hepatica.

b) Taenia solium.

c) Ascaris lumbricoides.
d) Entamoeba histolytica.
e) Giardia lamblia.

f) Plasmodium sp.
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METODO

Recolecte una muestra de agua
residual (encharcada)

6

1. Realice varias preparaciones del

agua estancada colocando una
gota de la misma en un
portaobjetos y posteriormente
colocar un cubreobjetos primero
una arista y lenta mente el resto
para evitar la formacion burbujas
del cubreobjetos.

. Observe al microscopio dichas

preparaciones con los objetivos;
seco deébil (10X) y seco fuerte
(40X), esquematizar lo observado,
resaltando las caracteristicas
morfologicas de los parasitos.

. Observe las preparaciones fijas

gue le proporcionen o diapositivas
que proyecten los asesores.

. Observe las preparaciones o frotis

con el microscopio a 40X y 100X
(aceite de inmersion).

. Las preparaciones fijas mas

grandes como Taenia solium vy
Ascaris lumbricoides obsérvelas
con el estereoscopio.

Esquematice lo observado como

se ejemplifica.

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015

# *Clase
4 *Genero

Version: 2

PRIMERA PARTE:

1. Recolectar 2. Colocar gota
una muestra de de agua entre
agua portay cubre
objetos
4. Realizar 3. Observar con
descripciones y objetivos seco
esquemas débil y seco
fuerte

SEGUNDA PARTE:

PREPARACIONES FIJAS

Preparaciones:

Trypanozoma 4
ygruceii Céstodo de
gato, filarias de
sapo y
Fasciola
hepatica
Observar al
mlf(r)(());c?:glr? a Observar
aceite de estefgonsco
inmersion. = .

Esquematizar lo
observado
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CUESTIONARIO

. Mencione como minimo cuatro
protozoarios de vida libre y cuatro de
interés meédico que parasitan el
intestino humano.

. ¢ Qué platelminto causa
cisticercosis?

. ¢ Qué parasito puede causar
elefantiasis?

. ¢ Qué parasito es agente causal del
prolapso rectal en el humano?

. ¢Cuantos tipos de Plasmodium

causan paludismo en el hombre?

REFERENCIAS

1. Tay ZJ, Velasco CO, Gutierrez
QM. Parasitologia Médica. 72 ed.
México: Méndez editores; 2002.

2. Quiroz H. Parasitologia:
enfermedades parasitarias de
animales domesticos. México:

Editorial Limusa; 2005: p. 117-118.

Romero CR. Microbiologia vy
parasitologia humana: bases
etiologicas de las enfermedades
infecciosas y parasitarias. 3?2 ed.
México: Editorial Panamericana;
2007.
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Capuccino J, Sherman N.
Microbiology: Laboratoty manual.
52 ed. USA: Benjamin/Cuminngs
Pub Co edition; 1998.

Greenberg AE. Standard methods
of the examination of water and
wastewater. 182 ed. USA: ALPHA
edition; 1992.

Rodriguez E. Manual ilustrado de
parasitologia médica. México:
Editorial Cuellar; 1998.

. Zaman V. Atlas de parasitologia

meédica. 22 ed. Argentina: editorial
Médica Panamericana; 2004.

. Andlisis de aguas: imagen tomada

de URL:
http://cirabin.digitalbrain.com/cirabi
n/accounts/staff/casandra/web/PR
OGRAMA%20CLARA/?cmd=reor
der&move=/cirabin/accounts/staff/
casandra/web/PROGRAMA%20C
LARA/https://www.youtube.com/w
atch?v=d3f2KoSXOkg&t=1360s
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Con respecto a los parasitos de vida libre
encontramos toda una gran diversidad que
constituye un ecosistema con
consumidores y descomponedores. La
mayoria son inofensivos, muy pocos son
perjudiciales para el hombre.

Nuestro interés se enfocaréa en agua
residual en la que encontramos todo tipo
de organismos, unicelulares y
pluricelulares como bacterias, algas,
arqueas, hongos, protozoarios, helmintos
y virus.

Los protozoos son fagoétrofos ya que
ingieren bacterias, algas y algunas otras
especies de protozoos algunos se dividen
por fisidn binario o por conjugacion

Estos son organismos unicelulares,
eucariotas hetero6trofos y sin pared celular
Encontramos amebas de vida libre

Algunas son patégenas en caso de
penetrar a través del tracto respiratorio
causando la muerte

Paramecio

Stentor sp.

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024
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Didinuim sp.

PLANARIAN
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NEMATODOS

COPEPODO
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PRIMERA PARTE

@ Recolectar una muestra de

agua residual

@ Colocar gota de agua entre

porta y cubre objetos

@

@ Observar con

objetivos seco
débil y seco fuerte

Realizar descripciones y
esquemas
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SEGUNDA PARTE

W o=

@ Observe las preparaciones
fijas que le proporcionen los
asesores.

@ Preparaciones: Céstodo
de gato, filarias de sapo
y Fasciola hepatica

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015

@ Observe las
preparaciones o
frotis con el

microscopio a 40X y
100X

@ Las preparaciones fijas mas grandes
como Taenia soliumy Ascaris
lumbricoides obsérvelas con el

estereoscopio. Observe y
esqumatize las caracteristicas
morfolégicas de los parasitos

Junio de 2024

Esquematizar lo
observado,
resaltando las
caracteristicas
morfolégicas de los
parasitos.

Version: 2
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PRACTICA

) TRANSMISORES, VECTORESY
NUMERO

5 ECTOPARASITOS

UNIDAD 1 PARASITOLOGIA |
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Las asociaciones que se presentan
entre los seres vivos que hay en la
naturaleza son muy amplias dentro de
estas estudiaremos particularmente al
parasitismo que es principalmente
resultado de la relacidon entre dos seres
vivos uno de los cuales es llamado
pardsito y el otro hospedero o
mesonero. En esta relacion biologica el
parasito, es el unico beneficiado de la
asociacion, pues obtiene casa Yy
sustento del otro ser vivo llamado
hospedero, con la particularidad de que
el parasito causa dafo al hospedero.

Una definicion de un parasito es: Un
organismo que vive a expensas de otro
ser vivo al cual causa dafio.

Existen diversos tipos de parasitos
como son:

a. Endoparasito: parasito que vive
dentro del huésped. Pudiendo ser
intracelular o extracelular. Fig.
1.2.1

b. Ectoparasito: parasito que vive en
la superficie externa del huésped.
Pudiendo ser obligados o
temporales; los ectoparasitos
pueden succionar sangre, ingerir
epitelio, etc. Son considerados un
serio factor de diseminacion de
diversas enfermedades ya que en
ocasiones pueden desempefarse
como vectores. Fig. 1.2.2
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INTRODUCCION c. Erratico: el parasito se encuentra
en localizacion no habitual un

ejemplo de estos es Ascaris
lumbricoides cuando se encuentra
parasitando el riidn u otros lugares
del cuerpo humano.

Figura.1.2.1

Figura 1.2.2

*Ectoparasio *Endoparasito

El tipo de transmisién se puede dar de
dos formas:

a. Transmision mecanica; los vectores
son acarreadores pasivos de
enfermedades, por: picadura,
excrecion, posar sus patas en
alimentos, lesiones, etc.

b. Transmisidon biologica; en este caso
parte del ciclo del parasito se
desarrolla dentro del ectoparasito.

Esta a su vez se divide en:

a. Propagativa; el parasito, en el
interior del artropodos no se
presentan cambios en su ciclo
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biolégico pero si se reproduce
activamente. Un ejemplo es el
virus que causa la fiebre amarilla.

b. Ciclopropagativa; el parasito
dentro del ectoparasito presenta
cambios en su ciclo biolégico y
ademas se reproduce activamente.
Un ejemplo es el mosquito
Anopheles que transmite el
paludismo.

c. Ciclodesarrollo; el parasito dentro
del artropodos sufre cambios en su
ciclo pero no se reproduce. Un
ejemplo pueden ser los
ectoparasitos que contienen y
transmiten las filarias.

El ciclo de vida de los parasitos varia en
la mayoria de las especies conocidas,
esto dependiendo de la cantidad de
hospederos intermediarios que tienen.
Las principales clasificaciones son:

a. Monoxeno: son aquellos parasitos
gue en su ciclo bioldgico tienen un
s6lo huésped; ejemplo: Enterobius
vermicularis cuyo unico huésped es
el hombre. Fig. 1.2.3

b. Polixenos: parasitos que en su ciclo
biolégico presentan un huésped
definiivo 'y uno o0  varios
intermediarios. ElI ejemplo mas
comun dentro de estos parasitos es
Leishmania sp.

c. Metaxeno: es aquel parasito en cuya
transmisién interviene uno de sus

Version: 2

huéspedes, ya sea el definitivo o el
intermediario.

Figura 1.2.3. Ciclo de vida de Enterobius
vermicularis

CICLO BIOLOGICO DE ENTEROBIUS VERMICULARIS

Ahuevos embrionados

A 9

b
e "

€ tarvaen
",

tino

\\
A huevos en pliegues perianales
embrionanen 4 -6 horas

A= Forma infectante [ gravida
A= Forma diagnéstica © deposita huevos
en zona perianal
(nocturna)
DPDx/CDC
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OBJETIVOS:
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1. Adquirir la capacidad para identificar parasitos asi como las diversas
fases en las que se pueden presentar.
2. Conocer algunos mecanismos de transmisién y propagacion de un

parasito.

3. Conocer los ciclos bioldgicos de algunos parasitos.

MATERIAL POR EQUIPO:

Microscopio.
Estuche de diseccion.

Colorante de Giemsa 50 mL.
Lugol 25 mL.

A SENENENE NN

Solucion salina isoténica 250 mL.

El asesor le indicara al alumno que artropodos debe de traer para el

desarrollo de la practica (pulgas, chinches, piojos, moscas,
cucarachas, garrapatas, hormigas, termitas, etc.).

METODO

. Obtenga cuidadosamente el
contenido intestinal de los
artrépodos asignados por el
asesor (pulgas, chinches,

garapatas, cucarachas, moscas
etc.)

. Tome los insectos grandes por la
cabeza con ayuda de unas pinzas
y coloquelos en una base para asi
poder abrirlos de la parte ventral
con ayuda de un bisturi.

. Coloque parte del contenido
intestinal en un portaobjetos.

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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Aplicar previamente una o dos
gotas de solucién salina isotdnica,
ponga el cubreobjetos y observe
con el microscopio a 10X y 40X.

En el caso de insectos pequenos;

coloque al insecto entre dos
portaobjetos, presione los
portaobjetos para extirpar el

contenido intestinal.

. Tome una muestra del contenido

intestinal o si es posible ahi mismo
agregue una o dos gotas de
solucién salina isotonica, ponga
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un cubreobjetos y observe al
microscopio a 10X y 40X.

7. Coloque parte del contenido
intestinal en un portaobjetos al
cual se le aplicé previamente una
o dos gotas de solucion salina
isotonica y adicione una gota de
lugol, ponga el cubreobjetos y
observe con el microscopio a 10X
y 40X.

8. Inactivar en un frasco con solucion
de hipoclorito de sodio todas las
muestras observadas
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DIAGRAMA DE FLUJO

/ Coloque al insecto entre 7
dos portaobjetos, /
presione los portaobjetos
para extirpar el contenido /4/

IJ//\\\

; intestinal. //
71\ Insectos / / / ’ ‘
M pequefios * :
Pequenios
¥ .

El alumno de colectar distintos tipos / /
de artropodos, vetores y ectoparasitos
(cucarachas, moscas, mosquitos,
garrapatas, ladillas, chinche, etc)

Insectos
grandes Tome una muestra del contenido
intestinal o si es posible ahi
mismo agregue una o dos gotas
de solucién salina isotonica,
ponga un cubreobjetos

Observe al microscopio

Coloque parte del contenido intestinal, alas y antenas en un portaobjetos a 10X y 40X,

al cual se le aplicé previamente una o dos gotas de solucién salina
isoténica y adicione una gota de lugol, ponga el cubreobjetos
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CUESTIONARIO

1. De qué forma se transmiten y cuéales
son los posibles endoparéasitos que

pueden contener los diversos
artrépodos que le toco estudiar en la
practica (especifique al menos tres).

. Explique el ciclo biologico del
Paludismo y la Enfermedad de
Chagas, indique que enfermedad

transmiten (sintomas), que parasitos
son los que portan y la forma de
transmision de los artrépodos.

. Identifique las estructuras
anatomicas de los artropodos o
insectos asignados

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015

Version: 2

REFERENCIAS

1.

Junio de 2024

. Capuccino

Quiroz H. Parasitologia:
enfermedades parasitarias de
animales domésticos. México:

Editorial Limusa; 2005. P. 117-
118.

. Tay ZJ, Velasco CO, Gutiérrez

QM. Parasitologia médica. 72 ed.
México: Méndez editores; 2002.

. Zaman V. Atlas de parasitologia

medica. 22 ed. Argentina: editorial
Médica Panamericana; 2004.

. Romero CR. Microbiologia vy

parasitologia humana: bases
etiologicas de las enfermedades
infecciosas y parasitarias. 3?2 ed.
México: Editorial Panamericana;
2007.

J, Sherman N.
Microbiology: Laboratoty manual.
52 ed. USA: Benjamin/Cuminngs
Pub Co edition; 1998.

. Greenberg AE. Standard methods

of the examination of water and
wastewater. 182 ed. USA: ALPHA
edition; 1992.

Rodriguez E. Manual ilustrado de
parasitologia meédica. México:
Editorial Cuellar; 1998

Pagina 37 de 134



Version: 2

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 38 de 134



PRACTICA
NUMERO
3

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015

Version: 2

TECNICAS DE COLECTA Y TINCION DE
PARASITOS

W 4 O Y ~- i
T ‘—g‘s‘,ag ol S @ &

¥ o ik e |

R0 A T

UNIDAD 1 PARASITOLOGIA |

Junio de 2024 Pagina 39 de 134



INTRODUCCION

La parasitologia es la ciencia que
estudia los fenomenos de dependencia
de los seres vivos.

Un parasito puede vivir dentro o fuera
del huésped.

El diagnéstico de las enfermedades
parasitarias se fundamenta en la
correcta  identificacion de  estos
organismos a través de los diferentes
métodos de diagndsticos.

Los métodos de diagnaostico se reducen
a:

Diagnastico clinico: esta basado en las
reacciones fisiopatologias del
hospedero, que dan lugar a los
sintomas propios de cada parasitismo,
es decir, a un cuadro clinico que puede
tener caracteristicas mas 0 menos
tipicas y que a pesar de su utilidad,
carece de la solidez suficiente para
afirmar un diagnostico.

Diagnostico del laboratorio: puede
realizarse por dos mecanismos
distintos:

1.- Métodos directos: considerados
como un diagnéstico de certeza que
permite determinar o precisar el agente
causal por hallazgo del paréasito o de
sus elementos morfolégicos a traves
del examen macroscépico que permite
identificar el parasito en su estado
adulto o fragmentos de ellos y que
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comprende el examen a simple vista o
con lupa.

Otros de los examenes utilizados es la
observacion  microscopica de las
diferentes fases evolutivas del parasito
(quistes, trofozoitos, huevos, larvas,).
Se realiza a través del examen directo
y examen concentrado.

2.- Meétodos indirectos: permiten
establecer un diagnostico de
probabilidad y se basan en la
interpretacion de las reacciones del

hospedero, por ejemplo:

a) Inmunodiagnoéstico: determinacion
de inmunoglobulinas, fijacion del
complemento, hemaglutinacion

indirecta, latex, técnicas de
inmunofluorescencia e
inmunoelectroforesis, ELISA.
b) Electrocardiograma (ECG),

ultrasonido, radiologia y tomografia
axial computarizada (TAC).

Para el estudio de algunos parasitos o
sus ciclos de vida se requiere del
estudio de los mismos, en animales de
experimentacion, para esto es
indispensable el sacrificio de algunos
animales, utilizar los desechos o heces
de ellos.

En ocasiones es necesario aplicar el
sacrificio a animales, este sacrificio
debe realizarse con métodos
humanitarios por lo que se requiere una
uniformidad en los métodos de
insensibilizacion humanitaria que
garanticen una muerte rapida, sin
sufrimiento y dolor para los animales.

Pagina 40 de 134



(Ver NOM NOM-033-Z00-1995)

Los cadaveres y partes de animales
utilizados en investigacion deben ser
correctamente desechados.

(Ver NOM-087-ECOL-SSA1-2002)

OBJETIVOS:

Version: 2

1. Aprender a colectar material parasitario de animales de experimentacién y domésticos.
2. Conocer y utilizar las diferentes técnicas de tincion, utilizadas en Parasitologia.

MATERIAL POR EQUIPO:

Un microscopio.

Un estereoscopio.

Un pliego de Papel absorbente.

Un estuche de diseccion.

Bolsa amarilla para desechos biologicos

MATERIAL BIOLOGICO

v Ratas y ratones de laboratorio
v~ Visceras de animales obtenidas de rastros
v" Pulgas, garrapatas, piojos, chinches, etc.
REACTIVOS NECESARIOS:
v Solucién salina isotonica 250 mL
v" Lugol
v Solucién de AFA 100 mL
v

ANANENENEN

Una caja de portaobjetos y una de cubreobjetos.
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METODO

1)Busqueda y estudio de ectoparasitos:

a) Localice y obtenga los
ectoparasitos que se encuentran
sobre los animales asignados.

b) Sacrifique los ectoparasitos. Siga
la metodologia utilizada en la
practica numero 2 (vectores,
transmisores y ectoparasitos)

c) Registre los resultados obtenidos

2) A las ratas y ratones empleados
utilizar las técnicas de eutanasia
aprobadas por la normatividad vigente.
Se les toma sangre y se realiza lo
siguiente:

Sangre:

a) Técnica de gota gruesa:

e Cologue sobre un portaobjetos
limpio una gota de sangre del
animal estudiado y se extiende,
con una de las aristas de un
portaobjetos formando un cuadro
de aproximadamente 1.5 cm, con
el fin de desfibrinar la sangre y se
deja secar.

e El siguiente paso es el lacado o
lisado de los eritrocitos en agua
destilada, durante 8-10 minutos,
hasta decolorarla totalmente, se
seca y se procede a teiiir con el
método de Giemsa, observar al
microscopio en 10X, 40X y 100X
aumentos, que corresponden a la

Version: 2

utilizacion de los  objetivos
llamados; seco débil, seco fuerte y
de inmersion.

b) Frotis o extension fina de sangre:

e Deposite una gota de sangre del
animal estudiado en uno de los
extremos del portaobjetos, y con el
borde de otro portaobjetos se
realiza la extension de la sangre.

e Mueva rapido este segundo
portaobjetos el cual debe de
formar un angulo de
aproximadamente 30 grados se
debe tener el cuidado de no lisar
los eritrocitos por lo cual se
colocara el segundo portaobjetos
después de la gota de sangre para
que sea arrastrada por capilaridad.
Se deja secar, se tifie con el
método de Wright y se observar al
microscopio en 10X, 40X y 100X
aumentos.

3) Obtencién de Protozoarios vy
Helmintos:

a) Hacer una incision a todo lo largo
de la linea media ventral.

b) Una vez abierto el animal buscar
en la superficie de los 6rganos
internos y las membranas serosas
la presencia de quistes.

c) A continuacién, extraer drgano por
organo, los que se colocan en
placas que contiene solucion
salina.

d) Abrir los érganos huecos con una
tjera y los esponjosos se
desmenuzaran en busca de
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helmintos, el contenido del
intestino se observara  al
microscopio en  busca de
protozoarios y helmintos.

e) Realizar una impronta con una
porcion pequefa y delgada de
algunos de los odrganos del
animal.

f) A los helmintos encontrados se
les limpiard de moco y resto de
tejido.

g) Conservar a los helmintos limpios
en AFA vy fijar posteriormente, con
alguna de las técnicas que se
sugieren en el anexo de esta
practica.
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. Desarrolle el ciclo biologico de los
parasitos que encontr6 en la
practica. De no haber encontrado
ningun paréasito, el asesor le
asignara el o los parasitos que
desarrolle.

. Nombre y explique el fundamento de
dos técnicas de fijacion y tincion,
para protozoarios Yy helmintos,
aparte de las incluidas en el anexo.

. Nombre y desarrolle el ciclo
biologico de dos nematodos
hematéfagos y parasitos del
humano.

. ¢ En qué consiste la estandarizacion
de los colorantes y que factores
intervienen en esta?

. Mencione e identifique los
ectoparasitos y endoparasitos que
parasitan comunmente a los
animales requeridos en la practica.

. Identifique las estructuras
fisiologicas de los animales
utilizados en la préactica y mencione
0O esquematice  su  correcta
manipulacion.

. Explique en qué consisten las
normas oficiales mexicanas en
manejo de animales de
experimentacion.
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ANEXO:

Fijacion y Tincion de Helmintos
adultos:

a) Tecnica de Glicerol-Gelatina para
Nematodos Pequeios;

e Disolver 10 g de gelatina en 60 mL
de agua, adicione 70 mL. de glicerol
puro y 0.5 mL de cristales fundidos
de fenol. Esto se mantiene en un
bafio de agua (a 45°C) hasta que se
emplee.

e Fije los nematodos en alcohol
glicerol (70 mL de alcohol al 95%,
25 mL de agua destilada, 5mL de
glicerol) a la mezcla caliente de 60 a
63 °C. Los especimenes pueden ser
almacenados indefinidamente en
esta solucion, pero deben de
transferirse a un vidrio de reloj con
una tapa que no cubra por completo
la placa.

e Después de varios dias, el alcohol
se evaporara dejando al gusano en
una concentracion alta de glicerol. Si
la evaporacion es rapida el gusano
se colapsard& o0 se destruira
rapidamente.

e Transfiera el gusano a una placa
gue contenga glicerol puro, después
de varias horas se depositara en el
fondo los nematodos. Ponga una
gota de glicerol-gelatina sobre un
cubreobjetos, depositelo sobre la
placa, deje toda la noche.
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e A la mafnana siguiente se sella el
cubreobjeto con esmalte, pintura o
barniz de ufas.

b)  Fijaciéon de cestodos en

Formalina;

e Caliente formalina-buffer de 60 a
63°C. Los gusanos se colocan en la
solucion y se agitan suavemente,
para permitir la fijacion sin contraer
los proglotidos.

c) Fijacion de Trematodos;

AFA (alcohal,
acético):

formalina y acido

10 mL de formaldehido.

50 mL de alcohol al 95%.

5 mL de acido acético glacial.

45 mL de agua destilada.

Caliente la solucion de 60 a 63°C vy fije
los trematodos por 24 horas. Pueden
colocarse los gusanos entre dos
placas, si ellos se enrollan.

d) Tincién Indica, para Segmentos de
Cestodos;

Esta tincion de segmentos gravidos
permite mostrar las ramas del Utero y
permite diferenciar entre T. soliumy T.
saginata.

e Cologue los segmentos en agua por
varias horas hasta que se relaje los
tejidos de los proglatidos.

e Extraiga del agua los proglétidos y
séquelos con un pafiuelo facial,
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coléquelo sobre un portaobjetos,
presione cuidadosamente con un
aplicador. Usando una aguja
inyectora pequefia aplique la tinta
india, dentro de los proglotides.

e Lave el proglétido rapidamente con
agua, seque y coloque entre dos
portaobjetos, manténgalos unidos
con una banda elastica a cada
borde.

e Deshidrate el segmento del Cestodo
con varios cambios de alcohol del
50% al 70% si se requiere.

e Aclare el segmento con dos cambios
de Xilol y monte en balsamo de
Canada.

e) Método de Transparentacion de

Progldtidos;

e Los proglotidos de la Taenias se
lavan en formol hasta que pierda la
porcion mucosa que recubre.

e Se escoge uno de los proglétidos
terminales del gusano y se coloca
en el centro de un portaobjetos y
después se pone encima otro
portaobjetos quedando el segmento
en “emparedado”.

e Con un hilo en cada extremo se
presiona el emparedado, se deja
uno de los hilos mas largo.

e Sujetando este hilo se sumerge en
una  solucion  aclaradora de
lactofenol hasta que se aclare.

e Cuando el proglétido se haya
transparentado, se extrae el
emparedado.

e Se abre el emparedado y con unas
pinzas se toma el proglétido y se
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coloca en un portaobjetos limpio y
se fija con resina.

f) Tincion para la Observacion de
Microfilarias;

Tinciéon supravital;

Reactivo

e Azul de cresilo al 75% en solucion
salina.

e Azul de metileno al 1% en solucién
salina.

Se usa para tefiir microfilarias vivas

porque permite la tincion bajo su

cubierta, se tifie el nucleo y también

provee un contraste entre el

portaobjetos y el microorganismo. La

preparacion mientras se tifie debe

guardarse en una camara humeda

g) Tincién de Protozoarios.

¢ Tincion permanente en Giemsa
Reactivo:

e Giemsa al 4% en un buffer de
fosfatos a pH 6.8

e Fije el frotis fecal en metanol por
un minuto. Tifia con solucion de
Giemsa por 30 minutos. Se lava
en buffer y seque.

Los flagelos, cilios y nucleo se tifie de

color rojo. El citoplasma y los
esporocistos se tifien de color azul.
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Clave de actividad: S3Zoo
Tabla comparativa del cumplimiento de las normas
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Norma

Se cumple

No se cumple

NOM-062-Z00-
1999

NO ESPECIFICA
A LA AVES

Sin embargo, es
correcto el
degollamiento
ya que la
muestra que se
requiere es
abundante y no
se puede
emplear
anticoagulante
8 se emplean
las técnicas de
gota gruesa,
frotis delgado y
observacion de
en fresco

NO ESPECIFICA
AVES

otro
procedimiento
que cause
sufrimiento o
prolongue su
agonia

El
insensibilizarlas a
través del
método indicado
de choque
eléctrico implica
mayor
sufrimiento y
mayor liberacién
de toxinas

NOM-033-Z0O0-
1995

tiene por
objeto,
establecer los
métodos de
insensibilizacion
y sacrificio de
los animales,
con el propodsito
de disminuir su
sufrimiento,
evitando al
maximo la
tensiony el
miedo durante
este evento.

No se realiza
ningun maltrato
ni sufrimiento al
espécimen

Se cuenta con
experiencia
laboral

El método que
se ha empleado
es degollarlas
con tijeras que
es un método
rapido y sin
tanto
sufrimiento

No se puede
utilizar armas de
fuego de
suficiente calibre
para provocar
muerte
inmediata

Ninguna persona
intervendrd en el
manejo,
insensibilizacidn
y sacrificio de los
animales, a
menos que
cuente con la
capacitacion
especifica.

Ningln animal se
sacrificard por
envenenamiento,
ahorcamiento,
ahogandolo, por
golpes o algun

nom-087-ecol-
1995

Los cadaveres
se colocan en
bolsas de
plastico de
color amarilloy
se les adiciona
cal para evitar
un poco la
descomposicién

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015

Se habla en la NOM 033 de aves que seran

empleadas para consumo humano

Junio de 2024

Pagina 47 de 134




Version: 2

PRACTICA |

NUMERO SHEMOPARASITOS

Cédigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 48 de 134



INTRODUCCION

Los protozoarios son los
microorganismos que mayormente
pueden parasitar la sangre del humano.
Por lo que se hace necesario el conocer
el tipo de células presentes en sangre
gue pueden ser parasitadas y los
posibles parasitos que mas
comunmente se presentan en sangre.

Las Hemoparasitosis  constituyen
enfermedades ampliamente distribuidas
en toda América, al igual que sus
vectores, causando efectos negativos
en la salud de los rebafios animales y
sobre la produccion y rentabilidad de los
sistemas de produccion  animal
establecidos en las diferentes regiones
del continente. Estan presente en
muchos animales incluyendo aquellos
gue se emplean como mascotas y en la
alimentacion humana. Ejemplos son la
Erlichiosis y la anaplasmosis y los
Haemoproteus sp en las aves
Igualmente, la Trypanosomiasis, la
malaria, la babesiosis, las filarias y la
leishmaniasis en humanos ocasionan
importantes problemas de salud en la
poblacion humana americana.

I PRACTICA NUMERO4|
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PRACTICA NUMERO 4
HEMOPARASITOS

Varias de estas enfermedades son
Importantes zoonosis

(transmitidas al ser humano)

Leishmaniosis

Anaplasmosis Aq“

D Dirofilariosis Erlichiosis L]
Tripanosomiasis a

Existen diversas técnicas para
determinar los parasitos en sangre.
Algunas sumamente sencillas y eficaces
como son los frotis sanguineos, otros
mas sofisticados pero muy precisos
como son las técnicas inmunoldgicas,
las cuales son indispensables de
conocer por el Q.F.B.

Los métodos Inmunoenzimaticos son
las técnicas que se estan utilizando
actualmente y consisten en; Ser
técnicas que emplean antigenos,
haptenos o anticuerpos marcados con
una enzima.

Se basan en la especificidad de la
reaccion antigeno-anticuerpo y en la
sensibilidad del sistema indicador.

Existen dos tipos de inmunoensayos:
homogéneos y los heterogéneos.

Inmunoensayo homogeéneo:

Se basa en los cambios de la actividad
enzimatica, un hapteno es unido a la
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enzima de tal forma que altera su
actividad cuando el hapteno se une al
anticuerpo.

Su uso se da sobre todo en; la deteccion
de drogas de abuso, en la medicion de
niveles terapéuticos de drogas, etc.

Ventajas; ensayo especifico, sensible,
de amplia aplicacion, equipo requerido
barato y disponible, reactivos baratos y
de vida media-larga, potencialmente se
puede automatizar y no tiene peligro de
radiacion.

Inmunoensayo heterogéneo:

Es el llamado Analisis de
inmunosorbente  unido a enzimas
(ELISA). Esta técnica combina las
ventajas de la Inmunofluorescencia y el
radioinmunoensayo, superando las
ventajas de otros métodos.

Se usa esta prueba para determinar y
medir la presencia de sustancias con un
PM mayor a los 10,000 Daltons.

Ventajas; ensayo especifico, sensible,
preciso y eficiente.

Las técnicas de ELISA pueden ser
competitivas, no competitivas e
indirectas.

La variante no competitiva es la mas
utiizada y se vera en forma
demostrativa en la presente practica y
consiste en:

El llamado ensayo inmunoenzimaético,

ELISA indirecta, en esta técnica el
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antigeno reacciona con un exceso
estequiométrico de anticuerpos y la
reaccion antigeno-anticuerpo es medido
en un segundo paso.

Se usan antigenos Dbivalente o
polivalente y se siguen los siguientes
pasos:

1. El anticuerpo especifico se inmoviliza
en la fase sdlida, el anticuerpo no
pegado se elimina por lavado.

2.La solucién conteniendo el antigeno
se incuba con la fase sdlida
sensibilizada, se elimina por lavado el
antigeno gque no reacciona.

3.El  complejo anticuerpo-antigeno
inmovilizado se incuba con un exceso
de un segundo anticuerpo unido a la
enzima, se elimina por lavado lo que
no reacciona.

4. Se adiciona el sustrato y el cambio de
color es proporcional a la cantidad de
antigeno presente en la muestra,
como se ve en la figura 1.4.2

Se usa la técnica para cuantificar los
marcadores tumorales como antigeno
carcinoembriogénico, alfafetoproteina y
otros antigenos como proteinas, virus,
bacterias, parasitos y hongos.

Los elementos, que se usan en la
técnica de ELISA son:

1. Fase sdlida.
2. Etapas de lavado.
3. Muestra a ensaya.
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4. Antigeno.

5. Conjugado (métodos de Nakane o el
de Avrameas).

6. Sustrato y cromégeno.

Adsorber Ac especifico A (captura)

~ ‘ Incubar

Y Lavar
Agregar muesira problema
@ (conteniendo o no Ag)
e o
/L /L Agregar Ac especifico B {detector)
P L e
Agregar Ac anti-inmunoglobulina B
EIE marcada con enzima {conjugado)
J\ EI E
@ Incubar
I e Lavar
° o
o E'. .E':O 5 e oZo Agregar sustrato enzimético
. i ., ° g
)\ . ©
i i

Muestra Positiva Muestra Negativa

Figura 1.4.2 Pasos generales de la
técnica de ELISA

J PRACTICA NUMERO 4|

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 51 de 134



Version: 2

PRACTICA NUMERO 4|5
HEMOPARASITOS

OBJETIVOS:

1. El alumno aprendera a realizar técnicas; hematoldgicas para determinar
los parasitos presentes en sangre.

2. Que el alumno tenga el conocimiento de las técnicas que se utilizan en
la actualidad para determinar parasitos presentes en sangre.

3. Familiarizar al alumno con el manejo de muestras sanguineas para su
posterior analisis.

MATERIAL POR EQUIPO:

Microscopio.

Aceite de inmersion.

Fortis o preparaciones realizadas en la practica anterior.
Canastillas para tincion o en su defecto cajas petri
Portaobjetos una caja.

Cubreobjetos una caja.

Placas de lectura de la técnica de ELISA, una.

Lector de ELISA (preferentemente).

00 N o O kIO

REACTIVOS POR EQUIPO:

Metanol 100 ml.

Colorante de Giemsa 50 ml.

Colorante de Wright 50 ml.

Amortiguador de fosfatos para la tincion de Giemsa y para la tincion de
Wrigth 100 ml. para cada uno.

B W
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METODO

Utilice las laminillas obtenidas en la
practica numero tres y tifialas con las
técnicas de Giemsa y/o Wright.
*Los tiempo sefialados para realizar las
tinciones seran modificados de a cuerdo
a la madurez de los colorantes.

Tincion de Wright:

1. No es necesario fijar el frotis.

2. Coloque el portaobjetos en la
canastilla para tincion y sumérjalas
en el recipiente que contiene el
colorante de Wright sumergiendo por
completo la canastilla.

3. Después de cinco minutos escurra la
canastilla para eliminar los restos de
colorante y sumerja la canastilla en
solucion amortiguador (amortiguador
de fosfatos o agua destilada)

4. Después de cinco minutos enjuague
con agua de la llave.

5. Deje secar y lea al microscopio, en
seco debil 10X, seco fuerte 40X y a
inmersion 100X.

RALIITN v_’::
- SLOOD SYEAR &

Tincion de Giemsa:

1. En un frotis delgado es necesaria la
fijacion con metanol.

2. Coloque los portaobjetos en
canastillas para tincion y sumerjala
en un recipiente con metanol durante
veinte minutos.
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3. Deje secar el frotis al aire.

4. Coloque la canastilla en el recipiente
gue contiene colorante de giemsa
durante diez minutos.

5. Saque y deje secar la preparacion y
lavar con solucidbn amortiguador
(unas gotas del colorante en agua
destilada) por 5 minutos.

6. Si se llega a sobre teiiir repita el
lavado.

7. Seque y lea al microscopio a seco
debil 10X, seco fuerte 40X e
inmersiéon 100X.

*Es importante marcar los portaobjetos
antes de realizar las tinciones, para
identificar las diferentes preparaciones.
Se recomienda el uso de lapiz con punta
de diamante.

*Para las improntas realizadas repita el
proceso de esta tincion.

Técnica de ELISA:

Esta técnica la mayor de las ocasiones
en este laboratorio se realiza
Unicamente de manera demostrativa por
lo cual sOlo se muestra de manera
general el procedimiento de la técnica
en tres de sus principales métodos
como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 1.4.3. Resultados de la técnica
de ELISA.

pasos ELISA ELISA ELISA en
directo Indirec sandwich
to

Selsglptlsr| Antigeno  Antigeno  Anticuerpo
nto de los (Ac)(5)
pozos
con:
EEVELoNee) 3 veces 3 veces 3 veces
regulador
fisiologic
o(1)
0 + 0
Incubacion Ac- Suero Antigeno
con: Enzim proble problem
a (3) ma a
EEVEG el 4 veces 3 veces 3 veces
regulador
fisiolégic
0:
Incubacion - Ac- Ac-Enzima
con: Enzim (5)
a (4)
Lavado con - 4x 4x
regulador
fisiologic
0:
Adicion de + + +
substrato
(+
cromégen
0) (6):
Detencién + + +
de la
reaccion
7):
Lectura ala + + +

A
apropiada
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Cuadro 1.4.1 Pasos que se realizan en
la técnica de ELISA.

1) Solucién salina (pH 6.0), solucion
salina-fosfatos (pH 7.4), solucion
salina-boratos (pH 8.4), etc. Algunos
adicionan tween 20 del 0.01 al 0.05%
a la solucion de lavado, otros no lo
hacen.

2) Solucién de albumina, caseina,
gelatina o leche descremada al 2-3%
en el regulador fisiologico.

3) Anticuerpo especifico, acoplado a
una enzima (peroxidasa, fosfatasa
alcalina, B-galactosidasa, etc.).

4) Anticuerpos contra el antigeno
problema, el primer anticuerpo (de
captura) usualmente es monoclonal,
el segundo anticuerpo (de
deteccidn), acoplado a una enzima,
casi siempre es policlonal.

5) El substrato y el cromégeno (cuando
este es necesario) dependen de la
enzima.

6) La reaccion se detiene con diferentes
reactivos, dependiendo del
cromageno.

7) La longitud de onda de lectura
depende del color del producto de la
reaccion enzima-substrato-
cromaogeno.
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Diagrama de flujo

TINCION DE WRIGHT

) —

— I

—
—|
| o

Escurra la canastilla para
eliminar los restos de

I
A

Los frotis a tefiir son las Coloque el portaobjetos colorante
extensiones finas en la canastilla para
obtenidos en la practica tincion y sumérjalas en el
numero 3, no es necesario recipiente que contiene el
fijar el frotis colorante de Wright

sumergiendo por
completo por cinco
minutos

Sumerja la canastilla en

) _By Y ;. %
‘  Lea al microscopio, Eni delall solucién amortiguador
en seco débil 10X, hjuague con.agua de:la ave (amortiguador de
y deje secar al aire

seco fuerte 40Xy a fosfatos o agua
inmersion 100X. destilada) por cinco
minutos
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TINCION DE GIEMSA R
-
-.. \ ———
*

Los frotis a tefiir son las
improntas y los frotis por
técnica de gota gruesa
obtenidos en la practica
numero 3

Coloque los portaobjetos
en canastillas para
tincién y sumerjala en un
recipiente con metanol
durante veinte minutos.

Deje secar el frotis al aire

=

— —
) ) Lavado con solucién Coloque la canastilla en el
Squgg{_['ﬁ% )a(l mleOfSCC:flO“gX amortiguadora por cinco minutos, recipiente que contiene colorante
SCCO.LIo. IUSEeen LERS sio se llega a sobretefior repita el de giemsa durante diez minutos.
e inmersién 100X. lavado
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CUESTIONARIO

1.;,Cudles son los protozoarios
hematicos mas comunes en México?

2.¢,En qué casos se debe usar la
técnica de gota gruesa?

3. ¢ En qué caso se debe usar la técnica
de extension de sangre?

4.:En qué hemoparasitos se puede
utilizar la técnica de ELISA?

5. ¢, Qué otras técnicas inmunoldgicas se
pueden utilizar en el diagndéstico de
hemoflagelados parasitos del
hombre?
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INTRODUCCION

Los examenes coproparasitoscopicos
(CPS) utilizan la materia fecal para el
diagndstico de parasitosis intestinales,
son de los analisis clinicos mas
antiguos. Esta indicado cuando se
sospecha de una infeccion parasitaria y
podemos encontrar practicamente
cualquier estadio perteneciente a
helmintos y protozoos.

Estos parasitos se pueden encontrar en
el tracto entérico del humano, los
cuales ocasionaran un parasitismo
intestinal de ligero a intenso, de ahi la
enorme  importancia  de poder
determinar su presencia. Por lo que
esta practica es fundamental en la
formacioén profesional del futuro Q.F.B.

Las técnicas pueden clasificarse de
acuerdo a varios aspectos:
e Al momento de su realizacion:
Inmediato, fresco y mediaticos
(no es inmediato y puede o no
usar una solucién conservadora)
e Segun el tipo de procesamiento:
Directo (en fresco); De
concentracion (flotacion y
sedimentacioén, tropismo),
dilucion, cultivo, aclaramiento y
tincion.
e Por expresion numérica:
cualitativos y cuantitativos
e Por aplicacion de colorantes:
preparacion hiumeda o tincion
elaborada
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o Especiales (otros): Raspado
perianal, capsula duodenal,
amiba en fresco

El examen coproparasitoscépico se
realiza de dos formas, una
macroscoépica y una microscopica.

EXAMEN MACROSCOPICO

a) Consistencia.

b) Composicion.

c) Color.

d)Presencia de parasitos adultos
(helmintos) visibles a simple vista.

EXAMEN MICROSCOPICO

Se requieren al menos tres muestras
consecutivas para realizar el andlisis.

a) Método directo; es rapido, atil en la
determinacion de quistes y trofozoitos
de protozoarios, huevecillos,
proglétides o larvas de helmintos,
células de descamacion, eritrocitos,
bacteria, hongos y cristales. El
principal inconveniente es que se
llegan a distorsionar las estructuras
(trofozoitos principalmente).

e Con solucion salina: Trofozoitos
de E. histolytica, larvas de S.
stercolaris

e Con Lugol: Para cualquier estadio
de parésitos intestinales

b) Métodos de concentracion; el
propdsito de los métodos de
concentracion; es incrementar las
posibilidades de observar quistes,
huevecillos, quistes y larvas,
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principalmente en infecciones ligeras.
Existen dos variantes que son:

a) Las técnicas de flotacion:

Permiten separar los elementos
parasitarios de los residuos
organicos mas gruesos, con una
solucion de peso especifico alto,
por lo que, las estructuras
parasitarias que tienen un menor
peso especifico ascienden a la
parte superior de la solucion (las
mas utilizadas son el sulfato de
zinc y el cloruro de sodio). Las
técnicas que podemos mencionar
son, McMaster, Mini-Flotac

Método de flotacion con sulfato
de zinc: Es la técnica mas usada
en los laboratorios de analisis
bioquimico clinico.

Las ventajas: se puede
observar bien quistes, huevecillos
(incluso de poco peso) y larvas,
aclara las estructuras de los
quistes, huevecillos y larvas
facilitando su observacion.

Las desventajas: que se
pueden llegar a distorsionar los
parasitos en especial a los
guistes, algunas larvas no llegan
a flotar, existen riesgos de
contaminacion y las soluciones
de sulfato de zinc deben de ser
de produccion reciente.

Nota: No es eficiente para
huevos infértiles de A.
lumbricoides o huevos de F.
hepética

Junio de 2024
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b) Las de sedimentacion: Ritchie,

Baermann (es una técnica
eficiente para determinar
nematodos de heces y suelo,
pero poco utilizada en el
laboratorio)

Método de sedimentacién con
formol- acetato de etilo

Es comdn en los laboratorios de
diagnédstico clinico, facilita la
recuperacion de casi todas las
estructuras parasitarias.

e Las ventajas: rapido desarrollo,
amplio espectro (ooquistes,
quistes, huevos y larvas), facil
observacion morfologica de los
parasitos y con bajo riesgo de
contaminacion, menos errores
técnicos. La muestra puede
estar fresca o fijada.

e Las desventajas: requiere de un

desarrollo cuidadoso por la gran
cantidad de pasos que tiene la
técnica, el éter es flamable.

e La muestra contiene gran
cantidad de residuos en
comparacion con la técnica de
flotacion.

e Nota: No se recomienda para
huevos de Fasciola spp. Ni las
larvas de S. stercoralis
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Recoleccion de la muestra

Es de suma importancia el realizar una
buena recoleccién de la muestra ya
que esta requiere ciertas
caracteristicas para poder llevar a cabo
un examen coproparasitoscopico
confiable.

El tipo de muestra recogida dependera
de la especie y forma del parasito
sospechado. El conocimiento del ciclo
vital del pardsito ayuda a determinar el
tipo, cantidad y frecuencia de los
especimenes necesarios para el
diagnastico.

Para el estudio se requiere recolectar
una muestra de materia fecal en un
frasco limpio de vidrio con tapa de
rosca. No se deben mezclar las heces
con orina o con ningun otro liquido
como agua de la taza del bafio.

El estudio se puede hacer con una sola
muestra de materia fecal (examen
coproparasitoscopico  simple), este
estudio simple es suficiente cuando la
evidencia es tal que con una sola
muestra se logran identificar gran
cantidad de parasitos. Sin embargo, la
mayor parte de las veces es mejor
solicitar un examen
coproparasitoscopico seriado.

La muestra de materia fecal debe
recolectarse de preferencia en la
mafiana unas horas o minutos antes de
llevarla al laboratorio, y de no ser
posible, en la noche anterior vy
refrigerarla en el recipiente en el que se
recolecto.
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La cantidad de heces no debe de ser
mucha, generalmente con una pequefia
muestra es suficiente (del tamafio de
una nuez). El frasco debe cerrarse
herméticamente y no exponerse a calor
extremo.

Figura 1.5.1. Muestra para examen
coproparasitoscopico.

Las muestras no deben recogerse
durante 1 semana si el paciente ha
estado tomando materiales que dejan
residuos cristalinos, como compuestos
antidiarreicos, antiacidos, bismuto y
bario, Ademas los laxantes a base de
aceites, como la parafina, pueden
interferir en los examenes. Los
antibidticos y los medios de contraste
pueden disminuir la cantidad de
organismos, particularmente los
protozoos, en las heces durante 2 a 3
semanas.
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OBJETIVOS:
1. Realizar un examen macroscopico y microscopico de la materia fecal.

2. Determinar la presencia de parasitos en la materia fecal.

MATERIAL POR EQUIPO:

Microscopio.

Portaobjetos.

Cubreobjetos.

Tubos de ensayo de 13X100 propios para la centrifuga.
Gasa.

Embudo

Centrifuga clinica

NogrwNE

MUESTRA BIOLOGICA
e Muestra de materia fecal 5 a 10 g aproximadamente del tamafio de
una nuez (fruto de nogal) contenida en un frasco de boca grande.
(Minimo 3 muestras por equipo).

e Sila muestra es liquida recolectar de 5 a 10ml

REACTIVOS POR EQUIPO:

1. Sulfato de zinc al 33%, 500 mL con densidad de 1.180 +/- 0.02, 50 mL
2. Lugol propio para las técnicas de CPS, 50 mL
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METODO

TECNICAS
COPROPARASITOSCOPICAS.

Examen Macroscopico:
Reporte las caracteristicas que

presenta la materia fecal por
estudiar.

Color.

Consistencia.

Presencia de sangre y/o moco.
Deteccion de parasitos
macroscopicos.

e Composicion.

Examen Microscopico:

a) CPS Directo:

Se utlizan principalmente para
detectar trofozoitos y larvas moviles,
glébulos rojos, leucocitos, cristales
de Charcot-Leyden (preparacion
salina) y quistes de protozoos
(preparacion yodada, Lugol).
Cuando se examinan heces
diarreicas o liquidas que contienen
moco, se deben utilizar en ambas
preparaciones.

1) Colocar en un portaobjetos una
gota de solucioén salina en el lado
izquierdo y una gota de lugol en
el lado derecho.

2) Colocar aproximadamente 2 mg
con ayuda de un aplicador de
madera (una para cada solucion),
elegir en sitios donde se
encuentre moco y/o sangre de
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preferencia. Precaucion para no
crear burbujas de aire.
3) Observar a 10x y 40x

b) CPS mediante la Técnica de
Flotacion de Faust

e Agregar alrededor de 3 gramos
de heces en 10 ml de formol alla
5-10%, mezclar con ayuda de un
aplicador

e Filtre la suspension con una gasa
doble y deposite en un tubo de 13
x 100

e Centrifugar a 1500 g durante 3
minutos y decante

¢ Resuspender nuevamente el
sedimento en solucion salina

e Centrifugar a 1500 g durante 3
minutos y decante

e Resuspender el sedimento en
solucioén de Sulfato de Zinc,
centrifugar de 800 — 1000g/ 5
minutos

e Sacar el tubo de la centrifuga y
agregar Sulfato de Zinc hasta
formar un menisco

e Colocar un cubreobjetos en la
superficie y esperar 10 minutos.

e En un portaobjetos colocar una
gota de lugol y encima colocar el
cubreobjetos, observar a 10x y
40x.
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DIAGRAMA DE FLUJO CPS Técnica de flotacion de Faust:

Agregar agua Filtrar muestra con
CPS directo: hasta cubrir ayuda de la gasay
muestra y —/ el embudo,
homogeneizar. recolectar filtrado

Tomar muestra
con ayuda de
un aplicador de
madera.

en tubo de ensaye.

h 4

Colocar
muestra en
portaobjetos
con'UESg Centrifugar y tirar
sobrenadante.
Repetir lavados
de 2-3 veces.

v !

Colocar ~
Observar al cubreobjetos AdlClpnar sulfato
microscopio sobre tubo, | de zinc ha_sta Yy
con objetivos retirar después partes centrifugar y
10Xy 40X. del tiempo \ llenar tubo con
indicado y sulfato de zinc
colocar en hasta formar
portaobjetos con menisco.
lugol.

N
Observar con
ayuda del
microscopio con
los objetivos 10x
y 40X
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CUESTIONARIO

1. (Qué parasitos son los mas
facilmente detectados por el CPS
directo y el de flotacion?

2. ¢Qué parésitos son dificiles de
detectar por el CPS directo y el de
flotacion?

3. ¢Por qué se pide que sean cuando
menos tres muestras subsecuentes
para realizar un CPS?

4. ¢Qué técnica es la idonea para
buscar Enterobius vermicularis?

5. ¢ Para qué sirve la técnica de ameba
en fresco y en qué casos se debe
utilizar?

6. ¢Cual es la proporcidbn en que se
pone la muestra con el conservador?

7. ¢(Cudl es la forma de reportar el
resultado en los examenes
coproparasitoscopicos?

8. ¢ En qué forma se recomienda hacer
la lectura al microscopio para busqueda
de los diferentes estadios parasitarias?
9. ¢Cual es la utlidad de un
micrometro?

10. Qué conservadores se recomienda
utilizar?
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ANEXO DE LA PRACTICA:

Si para el analisis de las muestras se
excede de los limites establecidos, se
deben utilizar conservadores, como los
que a continuacién se desglosan:

1.Uno de los conservadores mas
empleados es el PVA (alcohol
polivinilico), el cual es wuna
combinaciéon de fijador y resina
soluble. Es usada particularmente
para especimenes liquidos y debe
ser usado en relacion de tres partes
de PVA y una parte del espécimen
fecal homogeneizado y almacenado
a temperatura ambiente en frascos
cerrados. Es un reactivo estable, se
debe almacenar en frascos
herméticos, en frascos pequefios se
llega a endurecer o a gelificarse.

2.La Formalina al 10%, es otro
conservador que se emplea para
conservar por periodos largos de
tiempo, quistes de protozoarios,
huevos y larvas de helmintos. Para
los huevos de helmintos es preferible
calentar la formalina a 60° C para
prevenir el desarrollo al estado
infectivo. Se usa en proporcion de
tres partes de formalina y una parte
de heces mezclado vigorosamente
para que quede bien homogéneo.

3. El Merthiolate-Yodo-Formalina es un
conservador que se usa con todo tipo
de heces y aspirados. Preserva
trofozoitos y quistes de protozoarios,
huevos y larvas de helmintos,
ademas de fijarlos y tefiirlos. La

Version: 2

muestra se toma de la parte mas
consistente o sdlida.

.El PAF (Fenol-Alcohol-Formol), este

conservador se puede utilizar en
lugar de formalina. Conserva
adecuadamente trofozoitos y quistes
de protozoarios, huevos y larvas de
helmintos. Se usa en una proporcion
de 1:5y se homogeneiza.
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS DE HONGOS

INTRODUCCION

La micologia es la ciencia, que tiene
como objeto de estudio a los hongos, ya
sean macroscopicos 0 microscopicos,
asi como las asociaciones, dafios y
beneficios que puedan causar.

Desde el punto de vista médico, los
hongos macroscopicos, también
llamados setas, se conocen en casos de
intoxicacion alimentaria (micetismo), a
diferencia de los hongos microscépicos
gue generan variados cuadros
patologicos  (micosis). Estos son
organismos muy abundantes en la
naturaleza, constituyendo uno de los
reinos de los seres vivos, el reino Fungi.
Se calculan mas de 70 000 especies,
pero se cree que hay mas de un millon
y medio; viven en los medios mas
variados y solo alrededor de 100 son
necesariamente patdgenos para
mamiferos, pero también hay patdgenos
de vegetales, insectos o de otros
hongos, y algunos son hongos
oportunistas.

Los hongos pertenecen al reino Fungi,
gue constituyen un numeroso grupo de
seres vivos de gran diversidad
morfoldgica.

Las principales caracteristicas de los
hongos son:

e Organismos eucariotas

. PRACTICA NUMERO 1 |
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e Aerobios y anaerobios en algunos
casos.

e Metabolismo heterotrofico.
e No poseen clorofila.
e Nutricibn osmotrofa (por absorcion).

e Temperatura: para la mayoria de
hongos la temperatura Optima es de
22-30° C, y para patégenos de 30 a
37° C.

¢ Requerimientos de
elevada.

humedad

e pH optimode 5 a 6.

e Luz no necesaria, salvo en algunos
casos.

e Tolerancia a la concentracion de
solutos variable.

e Pueden ser unicelulares 0

pluricelulares.
e Reproduccion sexual y asexual.

e La unidad fundamental anatbmica y
de crecimiento es la hifa.

Los organismos del reino Fungi se
dividen, segun su forma de
reproduccion sexual en cuatro phyla:

e Zygomycota

e Ascomycota

e Basidiomycota
e Chytridiomycota

Se denominan hongos mitosporicos a
los hongos sin reproduccion sexual
conocida y meiosporicos a los hongos
con reproduccion sexual conocida.
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS DE HONGOS

Phylum Zygomycota

Se caracteriza por presentar hifas
gruesas y cenociticas (no presentan
segmentaciones o0 tabicaciones), Yy
reproduccién sexuada por cigosporas.
Entre los Zygomycetes quiza los mas
conocidos sean algunos representantes
del orden Mucorales como Mucor sp. 0
Rhizopus sp. pero en realidad el grupo
tiene integrantes que representan lineas
evolutivas muy dispares.

e

=

Vi ]esporanglo

o /esporangiospora

C?,—v columela

—— esporangidforo

Dicariotica ("2n™)

Figura 2.1.1. a) Imagen microscopica de
Mucor sp. b) Esquema general de
genero Mucor. c¢) Tipos de hifas.
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Phylum Ascomycota

Presentan hifas tabicadas y
reproduccibn  asexuada  mediante
esporas externas o conidios, aislados,
en cadenas o0 dispuestas en
conidiéforos. También presentan
reproduccién sexuada esta se da por
medio de ascas.

Los representantes de este grupo
practicamente se encuentran poblando
todo tipo de habitat uno de los mas
representativos es el hongo del género
Alternaria sp.

Figura 2.1.2. a) Conidiéforos, b)
Conidios. (Marielliotia biseptata)
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS DE HONGOS

Phylum Basidiomycota

Esta constituido por los macrohongos
perfectos que incluyen setas, tienen
hifas septadas o tabicadas. Su
reproduccién es de tipo sexual por
medio de basidiosporas formadas sobre
basidios y
reproduccién asexual ya que presentan
crecimiento vegetativo, rara vez forman
esporas, ejemplo en la figura 2.1.4.

% las esporas)

sombrero = & laminillas (contiene
o \/

Basidiosporas

anillo

Figura 2.1.4. Estructura general del
phylum basidiomycota.

Los ejemplos mas representativos de
este phylum son las comdnmente
conocidas setas, figura 2.1.5.
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Figura 2.1.5. Amanita sp.

En los hongos mitospdricos que sélo se
observa reproduccion asexual se
observa la estructura conidiébgena se
denomina de acuerdo a su origen como:

a) Taloconidios
b) Blastoconidios
c) Esporangiosporas

Las conidias son esporas de forma
variable; de forma esférica, oval,
piriforme, fusiforme, filiforme, etc.
Dependiendo del tamafio se le puede
designar como macroconidias o0
microconidias.

En algunos hongos las conidioesporas
se pueden forman aisladas o en cadena,
otras en estructuras especializadas
denominadas conidioforos, estos
pueden ser simples 0
complicadas.figura

Estructuras de hongos

ESPORODOQUIA
MONOFIALIDES CON

P
MICROCONIDIAS BN ; y & B -
MASA % &£ == b
\.1/1‘ b N4
e »’4 i[.; << POLIFIALIDES
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222, WAE NS
/ /7///' L S
T8 74 \r;/ v\\ MONOFIALIDE CON CADENA
L lj y7, 3., DEMICROCONIDIAS
B . A !
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS DE HONGOS

OBJETIVOS:

1. Reconocer y describir las principales estructuras de hongos
filamentosos.

2. Adquirir la capacidad de diferenciar los tipos de esporas sexuales y
asexuales.

3. Adquirir experiencia para ser capaz de diferenciar a los hongos de otros
tipos de microorganismos.

MATERIAL POR EQUIPO

Microscopio.

Papel seda

Portaobjetos

Cinta adhesiva transparente
Azul de algodon lactofenol

MATERIAL BIOLOGICO

e Frutay vegetales contaminados con hongos

. PRACTICA NUMERO 1 |
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS DE HONGOS

METODO

Localizar enlas Colocar sobre e hongo

frute;sl )r/,(\)/%guras unatira de cinta adhesiva
contaminante y hacer un poco de

presion

Colocar la cinta con la muestra
adherida en un portaobjetos que
tenga previamente una gota de
azul de algodon lactofenal

Observar a microscopio en
10X y 40x. Reportar las
observaciones.

. PRACTICA NUMERO 1 |
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OBSERVACION DE ESTRUCTURAS DE HONGOS

CUESTIONARIO

1.;:A qué se le Illaman
mitosporicos, meiosporicos?

2.Nombre tres hongos de importancia
para la industria farmacéutica.

3.Nombre tres hongos de importancia
médica.

4. Esquematice todos los tipos hifas por
Su grosor, presencia 0 ausencia de
septos, por su funcion y forma

5.Esquematice los diferentes tipos de
conidios

hongos

. PRACTICA NUMERO 1 |
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INTRODUCCION

Los hongos tienen gran importancia
economica, no tan soélo por su utilidad,
sino también por el dafio que pueden
causar. Los hongos son responsables
de la degradacion de gran parte de la
materia organica de la Tierra, una
actividad enormemente beneficiosa ya
gue permite el reciclaje de la materia
viva. Por otro lado, los hongos causan
gran cantidad de enfermedades en
plantas y animales, pueden destruir
alimentos y materiales de los que
depende el hombre.
A los hongos se les considera los
contaminantes mas importantes del
mundo, en gran medida a la facilidad
con que se pueden distribuir, gracias a
gue pequeios fragmentos ya sea de
micelios, hifas o esporas pueden ser
diseminados por el aire, agua,
alimentos, ropa, etc.

Los efectos perjudiciales de los hongos
estan contrarrestados por su utilizacion
industrial. Los hongos son la base de
muchas fermentaciones como se
muestra en la figura 2.2.1. Los hongos
son también la fuente de muchos
enzimas comerciales (amilasas,
proteasas, pectinasas), acidos
organicos (citrico, lactico), antibiéticos
(penicilina).

Los hongos en su mayoria se les
consideran saprofitos, ya que se

alimentan de materia organica en
descomposicion y carecen de clorofila,

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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uNoS Pocos son parasitos para los seres
vivos (en el humano se considera que
aproximadamente de 70 a 100 especies
de hongos son patégenos).

Figura 2.2.1. Productos comerciales
obtenidos a partir de hongos.

Los hongos requieren de ciertos
factores para la regulacion de su
crecimiento y desarrollo, tal vez uno de
los mas importantes es la humedad del
medio ambiente en general; sin esta
nunca habra hongos. La temperatura
necesaria para los hongos oscila en un
rango de entre los 4° a los 60° C. El pH
aunque variado en muchas especies,
por lo general debe mantenerse entre
los 4-6. Necesitan tener oxigeno, y en
este punto también debe mencionarse
la relacion existente entre el Oz y el COz;
si existe una abundancia de COg2; no
habra crecimiento del cuerpo fructifero.
La luz es medianamente necesaria,
para algunos hongos es totalmente
innecesaria, aunque algunos son
fototrépicos (usan la luz para iniciar o
limitar el proceso de esporulacion).

La gran mayoria de los hongos
presentan dimorfismo (un mismo hongo
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en diferentes condiciones de desarrollo
presenta diferente tamano),
polimorfismo (un mismo hongo en
diferentes condiciones de desarrollo
presenta diferente color) y pleomorfismo
(un mismo hongo en diferentes
condiciones de desarrollo presenta
diferente forma) como se puede ver en
la figura 2.2.2. Por lo anterior en
micologia general, industrial y médica, la
tipificacion de los hongos contaminantes
y parasitos se dificulta.

Figura 2.2.2. Colonias de Geotrichum
candidum con diferentes caracteristicas
morfologicas.
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OBJETIVOS:

1.

2.

3.

Demostrar la presencia y distribucion de los hongos que se encuentran en el
medio ambiente.

Analizar la morfologia macroscoépica de los hongos que se han obtenido de
diversas fuentes.

Realizar la identificacion y clasificacion de los hongos aislados de los
diferentes especimenes trabajados.

MATERIAL POR EQUIPO:

AN N N N NN

Microscopio

Cuatro cajas de Petri que contiene agar Sabouraud glucosado.

Dos cajas con agar Littman.

Seis tubos, 15X100 con 4.5 mL de solucion salina estéril.

Asa y porta asa.

Cuatro pipetas de 1 mL

Cuatro cajas de Petri estériles.

Muestras de frutas, verduras y tierra seca contaminadas de hongos.

MATERIAL POR GRUPO, CON 10 EQUIPOS EN PROMEDIO:

v
v

40 mL de agar Littman.
40 mL de agar Sabouraud.

REACTIVOS:

v
v
v

KOH al 10%.
Azul de algodon de lactofenol.
Lugol.
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S

METODO

Aislamiento de Hongos del Aire.

Destape la caja de Petri que contiene
agar Sabouraud y expongala a las
corrientes de aire, por un lapso de 15
minutos, de igual manara hagalo con
la caja del agar Littman. Esto puede
llevarse a cabo en algun sitio del
hogar de algun integrante del equipo,
el cual debe tener cuidado de vigilar el
crecimiento de las colonias de hongos

hasta alcanzar 10°y 10°°.

Proceda a preparar los medios
Sabouraud y Littman, cuando estén
fundidos y a temperatura de
aproximadamente 45-50°C podra
hacer el vaciado en placa.

De las diluciones realizadas en el
paso 3 tomar un mililitro de la dilucion
10° y vierta en dos cajas Petri
estériles diferentes, repita el este
proceso con la muestra diluida hasta
10-6.

. Vierta agar Sabouraud en dos de las

cajas del paso 4, en una con muestra
diluida 10° y otra con muestra diluida
hasta 10°% Repita este pasod
vertiendo agar Littman.
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gue lleguen a crecer en los medios
mencionados anteriormente.

.Incube la placa expuesta al aire a

temperatura ambiente en un lugar
hamedo y libre de cualquier tipo de
contaminacion.

las caracteristicas
macroscopicas, de lo que se
desarroll6 en los medios de cultivo.

. Aislamiento de Hongos del Suelo.

Cerna la muestra de tierra solicitada,
seleccionando la que este seca o
ligeramente humeda.

Pese 0.5 g de tierra y agregue a un
tubo que contiene 4.5 mL de solucién
salina estéril, para tener una dilucién
1:10.

Proceda a realizar las diluciones
Incube todas las placas sembradas a
temperatura ambiente y en un lugar
hamedo.

Realice la lectura y reporte las
caracteristicas macroscopicas, de los
hongos desarrollados en las cajas de
Petri.

lll.  Aislamiento de Hongos de
Verduras y Frutas.

1.

2.

Junio de 2024

Corte una pequefia porcion del tejido
de la fruta o verdura donde se
encuentra el hongo, ayudandose con
asas micologicas.

Siembre en una caja de Petri que
contiene agar Sabouraud, repita la
operacién para la caja con el agar
Littman. La siembra se realiza de
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forma superficial del hongo en el
centro de la caja de Petri y
asegurandose de fijarlo

tratarse de varias muestras divida las
cajas y siembre en el centro de cada
division.

3.Realice la lectura y reporte las
caracteristicas macroscopicas, de lo
que se desarroll6 en la caja de Petri.

IV. Resultados.

De los especimenes trabajados en la
practica, el alumno reportara lo
siguiente:

1. Lugar de donde se obtuvo.

2. Fuente de aislamiento.

3. Fecha de aislamiento.

4. Caracteristicas macroscopicas de las
colonias como:

a) Pigmentacién de la colonia, del
frente y del envés, del centro y la
periferia, las diferentes zonas
aéreas y en distintos periodos de
incubacién.

b) Aspecto: algodonosa, polvosa,
filamentosa, compacta, cremosa,
reseca, etc.

c) Tipo de crecimiento: radial, lento,
rapido, etc.
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DIAGRAMA DE FLUJO

l. Aislamiento de hongos de la tierra

0.5g
de
tierra

<=

Agregar 0.5 g de tierra

@ en un tubo con 4.5 de
solucién salina.

® {\T;-_ -

Incubar la placa a temperatura
ambiente, en un lugar hiimedo,
reportar las caracteristicas
microscopicas

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL

Realizar
diluciones
hasta alcanzar

i 105y 10

4.5mL 4.5mL 4.5mL
ss| 4.5mL 4.5mL
u SSI “ ssl ﬂ ss| SSlI ss|

107 107 1073 10*

Verter el medio de
cultivo y dejar solidificar s

Verter TmL de dilucién de
10° en una caja de Petri
estéril y realizar lo mismo
con dilucién 10,
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[I.  Aislamiento de hongos del aire

@

Agar Dextrosa Agar Littmann
Sabouraud

Para el aislamiento de
hongos del aire es necesario
una caja de agar sabouraud

y littmann

Exponer caja con agar
Sabouraud y Littman a
corrientes de aire.

& 20-25°C
©

Realizar observacion y reporte de Incubar placas (va
caracteristicas macroscdpicas de lo inoculadas) a

desarrollé en los medios. temperatura arpbiente
y en un lugar hiumedo.

Version: 2
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lll.  Aislamiento de hongos de frutas y verduras

®

Sembrar una

porcién de la

muestra en el
centro de las cajas

Por equipo traer frutas, Dividir las cajas de Agar con agar
@ pan, tortillas u otros @ Sabouroud y Agar Littman Sabouraud y otra
alimentos contaminados en cuatro

con agar Littman

Incubar a temperatura

ambiente en un lugar
himedo, reportar

morfologia macroscépic:

de moho

/N N\
E/T\ (Vo)

LR
N N
-l
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CUESTIONARIO

.¢Cuales son los factores que afectan el

crecimiento de los hongos en libro
encuadernados, frutas citricas, compotas,
gelatinas etc.?

. ¢, Qué clase de productos Uutiles proceden de

los hongos?

.¢Como afectan la temperatura, pH, presion

osmotica y humedad en el desarrollo de un
hongo?

.¢Para gqué se realizan las diluciones en el

aislamiento de los hongos del suelo?

.Nombre cinco medios de cultivo para hongos y

Su composicion quimica.

.Nombre cinco géneros de hongos que se

presentan en suelo.

. De existir métodos para cuantificar los hongos

contaminantes en suelo, aire, alimento e
industria farmacéutica. Némbrelos.

. ¢, Qué es una aflatoxina?
. Nombre tres hongos superiores venenosos.
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NUMERO 3 LOS HONGOS
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INTRODUCCION

Los hongos  microscopicos  son
unicelulares (levaduras) o multicelulares
(filamentosos).

En los hongos filamentosos la unidad
anatomica fundamental es la hifa.

Las caracteristicas basicas para
identificacion de los hongos
filamentosos es la pigmentacion de los
mismos; ya sea que las hifas sean
hialinas (sin pigmento) o pigmentadas
(hongos dematiaceos). La forma de las
hifas, si son septadas o cenociticas. Asi
como la observacion de las estructuras
de reproduccion ya sea sexual
(esporas) o asexual (conidios).

Figura 2.3.1. Microsporum canis,
morfologia microscopica. Hifas hialinas,
septadas y ramificadas. Fragmoconidios
(macroconidios con divisiones
transversales) en forma de huso.
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En micologia las técnicas de tincion
empleadas pueden ser simples,
compuestas 0 especiales para el
estudio histopatologico.

La técnica de tincion depende del
producto que se va a procesar y de la
finalidad que se persiga al realizar el
procedimiento.

Las técnicas de tincion de hongos son:
1. TECNICAS DE TINCION SIMPLE:

Las cuales se caracterizan por el
empleo de un solo colorante como
pueden ser: azul de metileno, Lugol,
safranina, verde de malaquita, etc.
Tincibn con azul de algodon
lactofenol

Se utiliza para examen directo de
cultivo, ya que es una técnica rapida que
tine la pared, lo que permite visualizar
perfectamente las estructuras fungicas

Figura. 2.3.2. Aspergillus versicolor,
esporas exogenas (Conidia). Tincién de
azul algodon lactofenol.
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Tincidn con safranina:

Los elementos fungicos se tifien de color
rojo intenso, y el resto del campo toma
un tono incoloro o rosa palido.
Util para el estudio de cultivos y
productos biologicos liquidos.

Figura 2.3.4. Nocardia sp, tincion de
Ziehl Neelsen.

, - _ o 3. TECNICAS DE TINCIONES
Fig. 2.3.3. Absidia corymbifera, tincion ESPECIALES:

con safranina. . o
Hidroxido de potasio-tinta azul Parker.

) i Es util para tefiir productos biolégicos

2. TECNICAS DE TINCION con escamas de pacientes con pitiriasis

DIFERENCIALES: versicolor.
Son técnicas que utilizan un colorante
primario y un colorante de contraste,
ejemplos de este tipo de tinciones son:
tincion de Gram y tincion de Ziehl-
Neelsen.

Figura 2.3.5. Pitiriasis versicolor, tincion
con tinta Parker.
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OBJETIVOS

1. Practicar la técnica de montaje con cinta adhesiva, observar, identificar,
diferenciar y clasificar los hongos aislados en la practica niumero 2.
2. Comparar la afinidad que tienen los colorantes utilizados con las estructuras

fangicas.

3. Conocer las principales técnicas de tincion de hongos y su aplicacion en el

area industrial y médica

MATERIAL POR EQUIPO

v Un microscopio.

v Portaobjetos

v Cubreobijetos.

v Cinta adhesiva transparente

MUESTRAS BIOLOGICAS:
0 Muestras de hongos aislados en la practica anterior.

REACTIVOS:

v KOH al 10%, 50 ml

v" Lugol, 50 ml

v' Azul de algodon de
lactofenol, 50 ml

v" Azul de metileno, 50 mi

v' Verde de malaquita

v' Safranina, 50 ml

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024
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METODOLOGIA

NOTA: Sélo se trabajaran tinciones
simples.

1. Tome la muestra de las colonias
aisladas en la practica 2, que
presente abundante crecimiento.

2. Realice la técnica de cinta
adhesiva (impronta) que utilizé en
la practica 1.

3. Observe al microscopio en 10X y
40X y esquematice sus
observaciones

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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CUESTIONARIO

.¢Cual es el fundamento y en qué

casos se utiliza la técnica de Gram,
Ziehl-Neelsen y la técnica de Schiff?

.¢,Qué técnica de tincion se usa en

hongos demateaceos?

. ¢ Qué técnicas de tincibn son mas

utilizadas en el area de Bioquimica
clinica para el diagnéstico de hongos,

patdgenos tanto miceliales como

levaduriformes?

4. Qué técnicas de tincibn son mas

utiizadas en el area Farmaceéutica
para la determinacién de hongos de

importancia industrial 0 de
contaminacion en plantas
farmacéuticas?

REFERENCIAS

1. Gamazo C, Lopez-Goii |, Diaz R.

Manual practico de microbiologia. 32
ed. Barcelona (Espafa): Editorial
Masson; 2005.

. Koneman R. Micologia: practicas de

laboratorio.  Argentina:  editorial
Panamericana; 1993.

. Lopez R., Mendez L., Hernandez F.

Micologia meédica, procedimientos
para el diagnéstico. México:
EditorialTrillas; 2012.
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Anexo de la practica

Aspergillus flavus, en tincion con azul

Acremonium strictum, en tincién de algodén acético.

Wright.

Aspergillus candidus, en tincién de
eritrosina.

Aspergillus terreus, con técnicas para
preparaciones con azul algodon-
lactofenol a partir de colonias de

hongos.
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INTRODUCCION

Comunmente es posible determinar si
una colonia que crece in vitro es un
moho (hongo filamentoso), por medio de
un examen directo, pero no es tan
evidente si la colonia tiene apariencia
levaduriforme, o debido a micelios muy
finos y sedosos, donde la colonia
presenta una apariencia tersa y sedosa
como se observa en la figura 2.4.1.

Existen diversas técnicas, para el
examen microscopico de los hongos
filamentosos, que son utiles para la
identificacion del género y especie del
hongo.

e Montaje humedo, técnica facil de
realizar, rapida y econdmica, pero
debido a la forma tan directa de tomar
la  muestra, esta sufre algun
traumatismo, en las estructuras
microscopicas, lo que dificulta el
hecho de identificarlo correctamente.

e Técnica de cinta adhesiva, la cual es
barata, rapida y facil de realizar, sin
embargo, si la toma de la muestra no
se hace correctamente la observacion
sera mala.

e La técnica idonea para identificar y
clasificar un hongo filamentoso es el
“Microcultivo “. Esta técnica es mas
dificil de realizar, mas cara, no es
idénea para un diagnoéstico rapido;
por otro lado, esta técnica es
inmejorable para observar las
estructuras microscépicas de los

. PRACTICA NUMERO 4 |
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PRACTICA NUMERO 4 |2
MICROCULTIVO

hongos filamentosos en forma casi
intacta.

Una precaucion que se debe de tomar
para no realizar el microcultivo es;
cultivos en donde el desarrollo es
lento, ya que nos hace sospechar en
patdbgenos como H. capsulatum,
C. immitis o S. schenckii. Debido al
riesgo que implica destapar la caja de
Petri y contaminarse por la inhalacion
0 contacto de las esporas.

Figura 2.4.1. Formacion de una
colonia de hongo filamentoso.
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OBJETIVOS:

1. Ser capaz de realizar la técnica de microcultivo
2. Entender la eficacia de un microcultivo para identificar y clasificar un hongo
filamentoso.

MATERIAL POR EQUIPO:

v' Una caja de portaobjetos y una de cubreobjetos.

v" Un microscopio.

v Cinco cajas de Petri con el equipo de microcultivo portaobjeto, cubreobjetos
y un triangulo de varilla de vidrio todo dentro de la caja de Petri en
condiciones de esterilidad.

Pipeta de 5mL estéril.

Dos pinzas de diseccion.

Una espatula.

Dos placas de agar PDA o Sabouraud.

Un asa y porta asa.

Glicerol al 10% estéril, 150 mL

Formaldehido al 10%, 150 mL

Fenol al 10%, 250 mL

Azul de algodon de lactofenol, 50 mL

Un esmalte transparente de ufias o barniz sellador.
Un mechero.

NN N N N N N Y
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METODO

1. El trabajo se realiza en condiciones
asépticas usando dos mecheros.
Deberd tener un  crecimiento
adecuado de 5 cultivos puros de
hongos aislados de las practicas
anteriores

. Para cada uno de los hongos, corte
dos cilindros de agar PDA de un
centimetro de diametro, se
recomienda se haga en forma
circular, con un grosor de
aproximadamente 0.3 cm
ayudandose de un tubo de ensayo.

.En la caja de Petri estéril, coloque en
la base de la caja un triangulo de
varilla de vidrio y sobre el triangulo el
portaobjeto y a su vez sobre el
portaobjeto se deposita dos cilindros
de agar, de manera equidistante sin
llegar a las orillas para realizar esta
operacibn se usa una espatula
esterilizada.

.Inocule los cuatro costados de ambos
trozos de agar en forma simétrica de
cada cilindro de agar con el hongo
elegido.

.Sobre el cilindro de agar inoculado
deposite un portaobjetos, mediante
las pinzas de diseccion.

Al término de esta serie de
operaciones, deposite 5 mL de
glicerina-agua en la base de la caja de
Petri, cuidando que no se rebase el
nivel del triangulo de vidrio, tape la
caja e incube a temperatura ambiente
0 a 30° C, durante 3 a 7 dias.
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7. Diariamente revise el crecimiento del

hongo, para verificar si ya esta
madura la colonia para su cosecha.
(que el crecimiento no rebase las
orillas)

.Si decide que esta completa la

maduracién del cultivo, elimine con
una pipeta Pasteur el agua
glicerinada residual y agregue de 10 a
15 mL de formaldehido al 10% o fenol
al 10%, media hora antes de realizar
el manejo del microcultivo.

.Una vez Iinactivadas las esporas,

retire hacia arriba el portaobjetos
superior sin deslizarlo hacia los lados
con sumo cuidado y adicione una o
dos gotas de azul de algoddén y
coloque los cubreobjetos, por otra
parte, retire el trozo de agar
sosteniéndolo con unas pinzas hacia
arriba, sin deslizarlo a los lados y
depositelo en un vaso de precipitados
gue contenga fenol al 10%, al
portaobjetos ya sin el agar aplique
una o dos gotas de azul de algodén y
coloque los cubreobijetos.

10. Ambas preparaciones se observan

a seco débil 10X y seco fuerte 40X.

La correcta observacion de las

preparaciones, nos dara el géneroy
especie del hongo filamentoso,
estudiado.
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Cortar trozos
circulares de
agar PDA o
Sabouraud.

Inactive las esporas
con formaldehido
cuando este

completa la
maduracion
Colocar trozos :
de agar en caja (Desarrollo %
Petri partes).

acondicionada
con triangulo de
varilla de vidrio y
portaobjetos
(estériles).
Ayudandose de

Deseche el agary
espatula estéril.

adicione una a
dos gotas de azul
de algodon a

Inocule en los portaobjetos
cilindros de co!ocando
agar, en postenormente un
cuatros cubreobjetos.
costados
simétricamente
y colocar otro
portaobjetos
sobre los trozos
ya inoculados.
Realice las
: observaciones en
ambas
Adicione 15 mL a preparaciones.

20 mL
aproximadamente
de glicerina-agua

en la base de la
misma caja, tapar
e incubar.
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DIAGRAMA DE FLUJO

MICROCULTIVO
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RESULTADOS
Ejemplo de reporte que incluye la CUESTIONARIO

descripcion de cada esquema

1.

. PRACTICA NUMERO 4 |
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2.

¢, Cual es la funcion de agregar
glicerina-agua a la caja de Petri?

¢,Cual es el efecto del fenol o el
formaldehido al 10%, al agregar a
la caja de Petri?

. ¢ Qué otras técnicas a parte del

microcultivo son utiles para la
identificacion de mohos?

En un hongo levaduriforme ¢ Es
recomendable usar el
microcultivo para su
identificacion?

REFERENCIAS

.Herrera T. Ulloa M. El reino de los

hongos. México: Editorial Fondo de
Cultura Econémica y UNAM; 1990.

. Koneman R. Micologia préacticas de

laboratorio.  Argentina:  Editorial
Panamericana; 1993.

.Rippon J. Tratado de micologia

meédica. Meéxico: Editorial
Interamericana; 1990.
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Descripcion de la morfologia colonial de

hongos

Textura:
Algodonoso
Pulverulento
Granuloso
Velloso
Aterciopelado

Superficie:
Plana
Elevada
Levantamiento central

Aspecto:

Concéntrica
Umbonada
Umbilicada
Crateriforme
Cerebriforme
Plegada
Radiada

Color — anverso del centro a la periferia

-reverso

-pigmento presente o ausente

Exudado presente o ausente
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INTRODUCCION

Los hongos son un grupo muy amplio de
seres Vivos, que en un principio se les
clasific6 dentro el reino Plantae, pero
que precisamente por sus
caracteristicas morfologicas y
fisiologicas, posteriormente se abre un
reino exprofeso para este grupo de
seres vivos que es el reino Fungi.

Las caracteristicas fisiolégicas mas
relevantes de los hongos son:

a) No tienen clorofila.

b) Son fotosensibles pero no realizan
la fotosintesis.

c) Pueden presentar dimorfismo.

d) Son saprofitos, sus
requerimientos nutricionales son
muy sencillos, en especial en los
hongos filamentosos, temperatura
Optima de crecimiento de 25 - 28°
C. Los hongos levaduriformes son
los que requieren medios mas
ricos para su sobrevivencia, la
temperatura Optima de
crecimiento es de 35 - 37° C.

e) El pH optimo para el desarrollo de
los hongos de de 5 - 7.

f) La mayoria de los hongos
filamentosos crecen en
condiciones aerobias

g) Ademas de requerir un ambiente
hamedo mayor al que requieren
las bacterias (actividad del agua —
aw), la cual también puede ser
alterada por la concentracion de
solutos

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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Por lo que los hongos deben de
encontrar en los medios de cultivo, lo

necesario para Su crecimiento vy
desarrollo:
a) Material nitrogenado como
peptonas.

b) Azacares como; glucosa vy
maltosa, que son indispensables.

c) Un soporte solido como la gelosa,
que permite a los hongos
filamentosos desarrollar micelio
aéreo como  oOrganos de
fructificacion.

d) Debe contener el medio cultivo un
pH de entre 5 - 6. El medio
glucosado o0 maltosado de
Sabouraud relne este requisito
indispensable de desarrollo.

Para obtener la esporulacién sexuada o
asexuada es preferible utilizar medios
naturales gelosados como el papa -
zanahoria o extracto de malta.

También son necesarios elementos
como el hierro y el fosforo para la
transformacion de energia.

Muchos hongos necesitan vitaminas,
estas se encuentran en las impurezas
de la peptonay del azucar, en ocasiones
conviene utilizar medios enriquecidos
con vitaminas especificas.

La forma unicelular en los hongos
pueden ser las levaduras, para obtener
un desarrollo adecuado de estos
hongos se requiere cultivarlos en
medios enriquecidos con sangre o
huevo. Latemperatura ambiente que es
de 15 a 30° C permite el desarrollo de la
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mayoria de los hongos saprofitos y de
patdgenos superficiales. Para los
patdgenos de mucosas y demas
organos profundos la temperatura
Optima de desarrollo es de 30 a 37° C.

La fermentacidon de azucares es una
caracteristica importante para
diferenciar levaduras, también es
conveniente el método de utilizacién de
azucares y materias nitrogenadas en
anaerobiosis. Estos también pueden
utilizarse en hongos filamentosos.

OBJETIVOS:

Version: 2

Por todo lo anterior se diseia la
presente practica que aprovecha las
caracteristicas fisiologicas mas
relevantes de los hongos para su
clasificacion y como afectan los cambios
de los parametros de crecimiento de
diferente géneros y especies de hongos
filamentosos

1. Conocer las necesidades fisioldégicas de los hongos filamentosos en
comparacion con los hongos levaduriformes.

2. Conocer las técnicas y métodos adecuados para demostrar y valorar
las necesidades fisiolégicas de los hongos.

MATERIAL POR EQUIPO:

Un asa micoldgica.

Una espatula.

Un bisturi.

Papel absorbente estéril, 20 cm
Dos cajas de Petri estériles.

N N N N N Y

cada equipo de laboratorio).

<

laboratorio).
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Un tubo 13X100, con 3 mL de acetato de sodio al 5% pH 7.5.

Un tubo 13X100, con 3 mL de cloruro de amonio al 5% pH 2.3.
Un tubo 13X100, con 3 mL de &cido sulfurico 2N.

Un tubo 13X100, con 3 mL de solucién salina al 2.5%.

Un tubo 13X100, con 3 mL de solucion salina al 5%.

Un tubo 13X100, con 3 mL de solucion de sacarosa al 5%.

Un tubo 13X100, con 3 mL de solucion de sacarosa al 15%.

Dos tubos 13X100, con 3 mL de agua destilada estéril.

Fruta fresca y/o verdura (se las asignara el asesor de la practica a

Mermelada (se las asignara el asesor de la practica a cada equipo de
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1)Todos los tubos que se Iles
proporcione inoculelos *(incluyendo el
tubo con agua destilada estéril), con
una cepa de hongo previamente
identificada (el asesor les indicara
cual hongo se utilizard).

* procure no llevarse medio de cultivo y
de tomar la misma cantidad de inoculo
en cada uno de los tubos

2)Incube a temperatura ambiente y
cheque su crecimiento a las 24, 48,
72, etc. horas.

3)En una caja de Petri estéril coloque
mermelada, cubriendo el fondo de la
caja inocule en el centro la cepa
utilizada en el paso anterior.

4)Incube a temperatura ambiente y
reporte el crecimiento que observe en
la caja de Petri.

5)En la otra caja de Petri estéril coloque
en la base papel filtro estéril y agregue
agua destilada estéril (todo el
contenido del tubo) procurando
impregnar el papel, posteriormente
afiada una pequefia porcion de fruta o
verdura cuidando de quitar la cascara
y suciedad externa.

6)Inocule en el centro de la fruta o
verdura la misma cepa con la que
trabajo e incube a temperatura
ambiente y reporte el crecimiento.

7) Realice por equipo sus observaciones
y conclusiones.

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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8)A la siguiente semana de haber
realizado sus observaciones, realice

una concentracion de resultados de

todo el grupo y discuta sus resultados
y conclusiones en su reporte

Pagina 101 de 134



DIAGRAMA DE FLUJO

Solucién  Sacarosa  Sacarosa
5% 5"

Solucién
salma 5%

CHBCOONa sallna 2.5%

LI ; IIII

Hongo previamente
identificado, sin
contaminantes

J L2 27

Solucién Solucién  Sacarosa Sacarosa
salina2.5% salina 5% 5% 5%

CH3COONa

Interpretacion
Sin crecimiento o igual que
el tubo blanco (agua)

25% de crecimiento

+
++ 50% de crecimiento
+++ 75% de crecimiento
++++ 100% de crecimiento

Junio de 2024
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Inocular cada una de las
soluciones, tratando de
colocar un inoculo similar

en cada tubo

Incube a
temperatura
ambiente y
verifique
crecimiento 24,
48y 72 horas
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1.En unca caja de
petri colocar un papel
filtro y una rodaja de
fruta.

1. Colocar
mermelada en
una caja de
petri estéril,

_— T

Cepa identificada y sin contaminacién

2.Inocular el
hongo en el centro
de la caja, que ya
contiene la
mermelada

2.Inocular el hongo en
el centro de la rodaja de
fruta y vertir el agua
destilada estéril sobre el
papel filtro.

3.Verificar crecimiento a
las 24, 48 y 72 horas.
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CUESTIONARIO

. ¢ Qué importancia tiene el conocer la

fisiologia de los hongos?

¢,Cuales son los requerimientos
nutricionales de los hongos?
¢,Cuales son los parametros de
crecimiento de los hongos y como se
clasifican cada uno de ellos?

¢, Qué es el dimorfismo en micologia?
Describa ampliamente como
repercuten en la morfologia vy
fisiologia de los hongos los
siguientes factores:

e pH.

e Temperatura.

e Humedad.

¢, Qué factores fisiologicos influyen en
la practica donde utiliza la

mermelada como medio de cultivo?

. Analice y describa el comportamiento

metabdlico de los hongos en
condiciones de aerobiosis y de
anaerobiosis.
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INTRODUCCION

Las levaduras en medios de cultivo
como ADS no desarrollan micelio aéreo,
aunque en ocasiones pueden aparecer
prolongaciones aracneiformes en la
periferia de las colonias, aunque
algunas levaduras pueden presentar
crecimiento peculiar que ayuda en su
caracterizacion (Criptococcus sp.)

Las levaduras son hongos unicelulares,
tienen forma oval o esférica, midiendo
de 3 a 15 micras de diametro.

La gran mayoria de estos hongos se
reproducen por gemacion, tanto sexual
como asexual. Por lo que la
identificacion microscoépica es
relativamente sencilla por su formay su
tamano

Muchos hongos de importancia médica
e industrial presentan esta forma. A nivel
industrial  tenemos los  hongos
levaduriformes que producen vitaminas,
vinos, cerveza, la levadura del pan, etc.

Koneman y Roberts idearon un
esquema util para clasificar los hongos
mas comunmente aislados en el
laboratorio de Bioquimica Clinica, que
consiste en determinar si el hongo es un
moho ya sea hialino o demateaceo, o
bien si el hongo es una levadura.

Por otra parte los hongos levaduriformes
de importancia médica que mas
comunmente se presentan son:

La _Candida albicans y el Criptococcus
neoformans causan la candidiasis y la
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criptococosis, enfermedades que se
caracterizan por ser oportunistas y tener
una elevada incidencia en pacientes
desnutridos, inmunocomprometidos,
pacientes sujetos a prolongados
tratamientos con  antibidticos o
quimioterapicos.

Cabe aclarar que este tipo de hongos
forman parte de la flora normal.

Se sabe que el 75 al 80% de las
muestras recolectadas en el laboratorio
y al desarrollarse en los medios de
cultivo presentan forma levaduriforme y
corresponde a C. albicans.

Por todo lo anterior es importante la
correcta identificacion de las levaduras,
las pruebas mas comunmente usadas
son:

a) Desarrollo de tubo germinativo, como
una prueba morfolégica de gran
Importancia de identificacion
microscopica.

Esta prueba determina la formacién
de pseudohifa o tubo germinativo que
es una prolongacion de la levadura sin
gue desde su origen se estreche
incluso puede ser dos veces el
tamafo de la gema original ejemplo:
Candida albicans (al igual que el
desarrollo de blastoconidios o
artroconidios en otras levadura).
Como se puede ver en la figura 2.6.1.

b) Produccién de ureasa.

Esta técnica se basa en el hecho que
el C neoformans, C. krusei, algunos
hongos del género Rhodotorula

ssp. y Trichosporum ssp. producen
ureasa, esta técnica es altamente
sensible (99.5%)
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para detectar el C. neoformans.

c) Reduccién de nitrato.

Esta técnica es util para diferenciar el
C. neoformans, se basa en el hecho
que este hongo es incapaz de

reducir nitritos.

d) Prueba de L-dopa-citrato férrico.

Esta prueba es util para detectar la
presencia de C. neoformans, ya que
este hongo es capaz de producir
fenoloxidasa, enzima que puede ser
detectada por la L-dopa-citrato-
férrico.

e)La asimilacion y fermentacion de
carbohidratos, denominadas;
Auxonograma y Zimograma
respectivamente.

Estas pruebas son tan selectivas que
pueden determinar el género y la
especie del hongo levaduriforme.

El auxograma se realiza en placa de
Petri que contiene un medio con
escaso contenido de fuentes de
carbono y se evalla la asimilacion de
carbohidratos, que son colocados en
el medio de cultivo desde que se
sembrd el hongo por identificar, como
se ve en la figura 2.6.2.

El Zimograma se realiza en tubo de
ensaye que contiene un carbohidrato
especifico en

solucion, en una campana de Durham
invertida se coloca la levadura y se
evalla la fermentacion del
carbohidrato especifico, como se
aprecia en la figura 2.6.3.

f) También existen pruebas comerciales

para identificar levaduras como son;
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el sistema API-Yeast-Ident, APl 20C y
el Uni-Yeast-Tek System. Que se
basan en la asimilacibn de
carbohidratos. Pruebas eficientes
Precisas pero muy caras.

10pm

Figura 2.6.1. A) Tubo germinal de
Candida albicas obtenido en suero
humano a las 3 horas de incubacion a
37 °C. B) Blastoconidio con
pseudohifa.

Figura 2.6.2. Auxograma en agar noble.
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Figura 2.6.3. Tubos con medio para
la prueba de zimograma.

] Rt

Fig 2.6.6 prueba de ureasa

Fig 2.6.4 formacién de clamidosporas

Fig 2.6.7 prueba de L-dopa-citrato
ferrico

Fig 2.6.5 prueba de reduccion de
nitrato
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OBJETIVOS:

1. Conocer las necesidades fisiolégicas de las levaduras.

2. Comprender y realizar las técnicas de Auxonograma y el Zimograma, para la
identificacion de levaduras.

3. Conocer la importancia clinica e industrial de identificar levaduras.

MATERIAL POR EQUIPO:

Cepa de C. albicans, en un tubo 18X150 con tapdn de rosca.

Cepa de C. stellatoidea, en un tubo 18X150 con tapon de rosca.

Suero humano o de carnero o conejo, 3 mL

Una caja de agar harina de maiz.

Dos cajas de agar base de levaduras mas purpura de bromocresol.

Un tubo de 13X100 conteniendo una solucion estéril de los siguientes carbohidratos:
Manitol.

Glucosa.

Lactosa.

Sacarosa.

Maltosa.

Trealosa.

Galactosa.

Dos tubos de solucion salina estéril al 0.85%.

Dos tubos 13 X100, con caldo maltosa mas PBC con campana de Durham.

NN N N N N N N S NN

Dos tubos 13X100, con caldo sacarosa mas PBC con campana de Durham.
Dos tubos 13X100, con caldo trehalosa mas PBC con campana de Durham.
Dos tubos 13X100, con caldo lactosa mas PBC con campana de Durham.
Dos tubos 13X100, con caldo glucosa mas PBC con campana de Durham.
Dos tubos 13X100, con caldo manitol mas PBC con campana de Durham.
Dos tubos 13X100, con caldo galactosa mas PBC con campana de Durham.
Diez discos de papel filtro estériles, en un tubo 18X150 con tapén de rosca.
Un mechero.

Cinco pares de hisopos estériles.

Tubos 3 y 4 de la escala de Mc Farland.

Un microscopio.

Cubreobijetos y portaobjetos.

N N N N
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METODO

) Produccion de Clamidiosporas.

a)Divida por la mitad la caja de agar
harina de maiz y en cada mitad
siembre cada cepa en forma de “Z”,
con el asa micolégica hundiéndola
con el inoculo hasta el fondo de la
rasgadura.

b) Incube a 37° C por 24 a 48 horas.

c) Tome un inoculo de cada mitad y
coléquelos en un portaobjetos que
contengan una gota de solucion
salina equidistantes y resuspenda el
inoculo.

d) Observe al microscopio 40x y reporte
el tipo de desarrollo.

)  Produccion de Tubo Germinal.

a)En dos tubos de ensaye coloque
aproximadamente 1 mL de suero de
conejo, carnero o humano.

b) Inocule una asada de cada cepa de
hongo.

c) Incube a 35° C durante 3 horas.

d) Al término de la incubacion, tome una
gota de la solucién de cada tubo, en
Su respectivo portaobjetos y se coloca
un cubreobjetos.

e) Observe al microscopio en busca del
desarrollo del tubo germinal y reporte
el resultado.

[ll)  Auxonograma.

a)Cada cepa de Ilevadura se
suspenderd en soluciébn salina
fisiolégica o en agua estéril.

b)Deje de suspender la cepa hasta
igualar la turbidez del tubo con el tubo
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3 04 de la escala de Mc Farland para
conocer la carga microbiana.

c) Introduzca en cada tubo un hisopo
estéril hasta el fondo, escurralo en las
paredes del tubo y siembre
masivamente cada levadura en su
respectiva caja con agar levadura y
parpura de bromocresol.

d) Humedezca los discos de papel filtro
estéril (marcar los discos con lapiz),
con cada una de la soluciones de
carbohidratos (7), deje secar el
exceso Yy coloque los discos en la caja
de Petri sembrada de forma que no se
superpongan (Preferentemente
deberd etiquetar por el reverso de la
caja las iniciales de cada uno de los
azucares para evitar confusiones o
repeticiones de estos).

e)Se incuba a 37° C por 24 a 48 horas.

f) Se reporta el crecimiento de cada
levadura alrededor de cada uno de los
discos.

g) Se interpreta de la siguiente forma; un
crecimiento indica que  hubo
asimilacion de ese carbohidrato por
parte del hongo, un halo de inhibicion
alrededor del disco indica que no
hubo asimilaciébn de la azucar por
parte del hongo.

** Compare los resultados obtenidos
con los reportados en la bibliografia. **

IV) Zimograma.

a) Inocule 0.1 ml de la suspensién de la
cepa de levadura en cada juego de
tubos que contienen el caldo levadura
mas purpura de bromocresol que
contienen los diferentes carbohidratos

(7)
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b) Incube a 37° C por 24 a 48 horas, lea
y reporte los resultados.

c) Interprete cualquier cambio o gas
detectado, indica fermentacion del
carbohidrato.

** Compare los resultados obtenidos
con los reportados en la bibliografia. **
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DIAGRAMA DE FLUJO

I. Produccién de Clamidiospora

Dividir una placa de Agar
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dos cepas @ Harina de Maiz en dos de
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- - \ @ siembre cada cepa
— > en forma de “Z”, con
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rasgadura.
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Observe al
microscopio
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tipo de il
desarrollo.
2 Coloque un porta
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Il. Produccion de Tubo Germinal

Cada equipo recibira
dos cepas
desconocidas

Cepa 1l Cepa 2
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cepa cepa

En dos tubos de ensaye
coloque
aproximadamente 1 mL

de suero de conejo,
carnero o humano.

@ Al término de la
incubacién, tome una gota
de la solucién de cada
tubo, en su respectivo
portaobjetos y se coloca
un cubreobjetos.

Observe al microscopio
en busca del desarrollo
del tubo germinal y
reporte el resultado.

..
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Inocule una asada de cada cepa
de hongo.

Incube a 35° C durante 3
horas.
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[1l. Auxonograma.

Cada equipo recibira
dos cepas
desconocidas
Cepal Cepa 2

Deje de suspender la cepa
hasta igualar la turbidez del
tubo con el tubo
3 04 de laescala de Mc
Farland para conocer la carga
microbiana.

Lactosa

Se incuba a 37° C por 24
a 48 horas.
Se reporta el
crecimiento de cada
levadura alrededor de

cada uno de los discos. @
’ (] \

Coloque los discos en la caja
de Petri sembrada de forma
que No se superpongan
(Preferentemente debera
etiquetar por el reverso de la
caja las iniciales de cada uno
de los azucares para evitar
confusiones o repeticiones de
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Glucosa Sacarosa...
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Humedezca los
discos de papel filtro
estéril , con cada una

de la soluciones de
carbohidratos, deje
estos). secar el exceso

®

Introduzca en cada
tubo un hisopo estéril
hasta el fondo,
escurralo en las
paredes del tubo

Cepal Cepa2

Siembre masivamente
cada levadura en su
respectiva caja con agar
levadura y purpura de
bromocresol.
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IV.Zimograma.

Cada equipo recibira
dos cepas
desconocidas

Cepa 2

Cepa 1

+—

Interprete cualquier
cambio o gas detectado,
indica fermentacion del
carbohidrato

. POSITIVO CAMBIO DE

3 COLOR AMARILLO O

. PRESENCIA DE GAS
Negativo sin
cambio
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CUESTIONARIO

.¢Cudl es la diferencia entre
asimilacion y fermentacion de un
carbohidrato, por parte de una
levadura?

. Describa someramente la moniliasis,
candidiasis sistémica y la
criptococosis.

. Describa en que consiste los sistemas
de identificacion API-20C y Uni-
Yeast-Tek System.

. ¢, Qué otras técnicas de identificacion
de levaduras hay y que no se
incluyeron en la préactica (dos)?

. ¢, Por qué motivo, se sembro en “Z”
en la caja de agar harina de maiz?

. ¢, Qué otros medios pueden emplear
para el desarrollo de clamidosporas?
. ¢,Cual es el fundamento del
cromoagar y qué importancia tiene en
la identificacidon de las levaduras?

. Mencione otras pruebas para la
identificacion de levaduras
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PRACTICA

NUMERO  AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS

UNIDAD 3 Virologia |
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INTRODUCCION

Los virus son parasitos intracelulares
obligados, de tamafios muy pequefios
en el orden de los nandmetros

(nm). Los virus estan constituidos de un
genoma, coré o material genético,
tienen un recubrimiento proteico al cual
se le llama capside y al conjunto del
genoma y la capside se le suele llamar
capsoémero, algunos virus suelen tener
un recubrimiento lipidico a lo que se le
llama peplos o membrana, estos virus
se les llama virus envuelto, los virus sin
peplos se les llama sin peplos o
desnudos.

Figura 3.1.1 Estructuras virales
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Los virus pueden parasitar células
procariotas, como las bacterias y que en
este caso el virus se le llama
bacteriéfago. Cuando el parasitismo lo
realiza en células eucariotas se le llama
virus.

Los virus presentan diversas etapas en
su replicacién viral las cuales son
mostradas en la figura 3.1.1.

Los virus que infectan bacterias se
denominan bacteriéfagos 0
simplemente fagos.

Existen dos clases de bacteriéfagos:

e Fagos liticos o virulentos, en los que,
tras la infeccion, el acido nucleico del
fago se replica y transcribe dentro de
la bacteria huésped originando
nuevas particulas fagicas que son
liberadas al lisarse la célula (ciclo
litico).

e Fagos lisogénicos o atenuados. Tras
la infeccion, su acido nucleico puede
integrarse  en el gendforo o
cromosoma de la bacteria, lo que se
denomina profago, y replicarse en
sincronia con él, manteniéndose en
estado latente (ciclo lisogénico). El
profago puede liberarse del genéforo
bacteriano y entra en un ciclo litico,
como se muestra en la siguiente
figura.
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Figura 3.1.2. Ciclo vital de un fago.
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El cometido de la practica es demostrar
la capacidad de los virus de replicarse
en una célula hospedera. Para este
motivo se proveera de un fago virulento
y susceptible a la célula hospedadora
del cultivo. Esta técnica es util para
enumerar particulas fagicas sobre la
base de formacion de placas en un
medio de agar sélido.

Para preparar una suspension de fagos
virulentos, se mezcla una pequeia
cantidad de estos en un cultivo de la
bacteria susceptible a ser infectada o
bacteria hospedera. Tras la infeccion,
las bacterias se lisaran liberandose
nuevas particulas fagicas al medio, que
se centrifuga para retirar los restos
celulares. Se mezcla una determinada
dilucion de la suspension fagica con un
cultivo exponencial de la bacteria
hospedera, y se coloca sobre Ila
superficie de wuna placa de agar,
después de la incubacion se observara
un césped o tapiz bacteriano sobre el
que aparecen pequeflas  areas
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circulares claras que corresponden a las
denominadas placas liticas o “calvas de
lisis”. Estas placas liticas representan
areas de produccion de fagos
procedentes de la lisis de bacterias
infectadas en esa area.

Las placas liticas o calvas; son areas
claras en un medio de agar previamente
sembrado con una muestra diluida del
fago y la célula huésped. Cada placa
representa la lisis que produjo un fago
gue infecto a una bacteria como se
muestra en la siguiente figura.

Figura 3.1.3. Placas liticas causadas por
bacteriofagos.

Césped

Calvas
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OBJETIVOS:

1. Conocer e identificar un bacteriofago, un virus y el efecto de parasitismo
intracelular que producen en una célula hospedera.

2. Llevar a cabo el manejo y aislamiento de bacteriéfagos.

3. Conocer las etapas de la replicacion de los bacteriofagos.

MATERIAL POR EQUIPO:

v Moscas vivas, de 20 a 30, atrapelas usted.

v Aguas residuales como fuente del bacteriéfago aproximadamente 45 mL

v' Cepa de Escherichia coli. sembrado en forma masiva en una caja medio EMB.
Aislada previamente.

Dos matraces Erlen Meyer de 125 mL

Seis tubos para centrifuga 13X100.

Cinco tubos con tapon de rosca 18X150.

Ocho pipetas estériles de 1 ml

Un filtro de membrana estériles de 0.45 ym, marca Millipore para jeringa.
Cuatro tubos 13X100, que contiene 4.5 mL de caldo soya tripticaseina.
Cuatro cajas que contiene agar nutritivo.

Cuatro tubos 13X100, que contienen 3 mL de agar blando (0.7% de agar) de
soya tripticaseina.

Mortero y pistilo para aproximadamente 250 mL

Dos frascos estériles, de 50 a 100 mL

Cinco mL de caldo nutritivo decaconcentrado, en un matraz de 50 mL
Cuatro jeringas de insulina de 1 mL Estéril

Una jeringa de 3 ml estéril.

Una jeringa estéril de 10 mL

AN N N N U NN

AN NI N NN
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METODO

A. Aislamiento de Escherichia coli
de diversas fuentes.

Una semana antes de realizar la
practica es indispensable que haga
lo siguiente.

Moscas vivas como fuente:

1. Atrape usted de 20 a 30 moscas
vivas.

2. Macere las moscas con caldo BHI
o caldo soya tripticaseina (de 10-
12 ml).

3. Siembre de esta mezcla en agar
EMB, en 4 cuadrantes, incube a
37 °C por 24 horas.

4. De todas las colonias que han
crecido identifique y aislé a la E.
coli (por las caracteristicas de
crecimiento) en agar EMB.
Realice esta operacion las veces
gue sea necesario hasta tener el
cultivo  puro y  siémbrelo
masivamente en una caja de agar
soya tripticasa.

5. Una vez aislado la E. coli, tome
una asada y resuspenda en 2 mL
de caldo de soya tripticaseina
(este cultivo se usara para el
enriquecimiento del
bacteri6fago). Incubelo por 24
horas.

Aguas residuales como fuente:

1. Obtenga aproximadamente 45
mL de agua residual.
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2. Tome con el asa bacterioldgica el
agua residual siembre en agar
EMB, en cuatro cuadrantes, e
incube a 37 °C por 24 horas.

3. De todas las colonias que han
crecido identifique y aislé a la E.
coli (por las caracteristicas de
crecimiento) en agar EMB.
Realice esta operacion las veces
gue sea necesario hasta tener el
cultivo  puro y  siémbrelo
masivamente en una caja de agar
soya tripticaseina.

4. Una vez aislado la E. coli, tome
una asada y resuspenda en 2 mL
de caldo de soya tripticaseina
(este cultivo se usarad para el
enriguecimiento del
bacteriéfago). Incubelo por 24
horas

B. Enriguecimiento del
bacteriofago

Un dia antes de la practica debe
realizar lo siguiente.

Moscas vivas como fuente:

. Adicione de 20 a 30 moscas a una

pequefia cantidad de caldo soya
tripticaseina (de 10-12 ml) y macere
con un pistilo hasta hacer una pulpa
fina.

. Transfiera esta mezcla a un frasco

estéril y adicione mas caldo soya
tripticaseina hasta completar 20 mL
mas los 2 mL de caldo que contiene
E. coli (del cultivo del punto cinco del
aislamiento de E. coli de moscas
vivas).
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3. Mezcle suavemente.
4. Incube 24 hrs. a 35 °C.

Agua residual como fuente:

1.

2.
3.

Adicione 15 mL de agua residuales
a 45 mL de caldo nutritivo
decaconcentrado en un frasco
estéril, adicione los 20 mL de
cultivo en caldo de E. coli (del
cultivo del punto cuatro del
aislamiento de E. coli de agua
residual).

Mezcle suavemente.

Incube 24 hrs. a 35 °C.

C. Identificacion del bacteriéfago

El dia de la practica debe realice lo
siguiente.

Tanto de

la fuente de aguas

residuales como de las de moscas.

1.

Decante 10 mL del
enriguecimiento de bacteri6fagos
(del punto B tanto de moscas como
de agua residual) dentro de tubos
para centrifuga y centrifugue a
3000 r.p.m. por 30 minutos, para

remover bacterias y material
sélido.
Del sobrenadante del tubo

centrifugado, con la ayuda de una
jeringa, filtre el sobrenadante a
traves de un filtro de membrana
(con el filtro Millipore) y deposite el
liquido claro dentro de un tubo con
tapon de rosca.

Marque 4 tubos de caldo soya
tripticaseina (con 4.5 mL cada
uno), del 1 al 4.
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Asépticamente adicione 0.5 mL de
la suspensién enriquecida (del
paso dos) al tubo uno y mezcle
cuidadosamente  aspirando vy
bajando el volumen dos a tres
veces. De este tubo (1) transfiera
0.5 mL al segundo tubo, y repita la
operacion hasta el tubo (4) y el
restante 0.5 mL viértalo a un
contenedor con desinfectante.
Adicione 0.1 mL de cultivo de E.
coli del paso A, a los tubos de agar
blando, previamente fundido vy
manteniéndolo a 45 °C., continue
manteniéndolos a 45 °C sin
permitir que solidifique.

Pipeteé del tubo (4) 1 mL y viértalo
al agar blando (marcado con el
namero 4), mezcle por agitacion y
rapidamente invierta este tubo
sobre la caja con agar soya
tripticaseina marcada con el
namero (4), mezcle en forma de
ochos. Repita la operacion para los
tubos (1) al (3) a igual numero de
cajas de Petri -resultados
cuantitativos por la aparicion de las
calvas (unidades formadoras de
calvas).

. Adicione 0.1 mL del cultivo de E.

coli, a cada remanente de los tubos
(del 1 al 4) del paso anterior y
mezcle suavemente -resultados
cualitativos, existe o no turbidez al
dia siguiente- (cuidando que la
asada de E. coli sea de la fuente
correspondiente, moscas 0 aguas
residuales, recuerde que los virus
son “selectivos”).
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8. Incubg IagSCéacj:as y los tzuat,)%s del Decantar
PESO a por oras, enriquecimiento
observe. B y centrifugar.

9. Ver la figura 3.1.3 de cémo se
deben observar las placas liticas

en las cajas.
DIAGRAMA DE FLUJO Decantais
sobrenadante
del centrifugado
y filtre con

ayuda de una
jeringa y un filtro
de disco
Millipore.

Realizar
diluciones *

Fundir agar
blando y
mantener a
45 °C

Adicionar 0.1 mL
™ (an de caldo de E.
coliy 1 mL de

caldo de fago.*

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015 Junio de 2024 Pagina 124 de 134



Verter mezclas
en cajas Petri
con agar
preformado. *

0.5 mL

”l 0.5mL

O

Tubo 1
0.5 mL

\ Tubo 4

/
0O
: D+

1 mL

D¢

1 mL

\

|
O—
D— (

gv

Caja 4

Adicionar asadas
de E. coli a los
remanentes de los
tubos con caldo de
fago.

Cultivo de —

E. coli Remanente de
los tubos con
caldo de fago
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CUESTIONARIO

1. Describe las formas y tamafios de los

DNA virus y RNA virus.

2. Amplie lo que es un bacteriéfago y

cual es su utilidad?

3. ¢, Cuantos virus de la hepatitis hay y

cual es su forma de transmision, de
cada uno de ellos?

4. Describe la forma que presenta el

virus HIV.

5. ¢Qué es el SIDA?
6.¢,Cuantos virus respiratorios se

conocen, coOmMo se explican sus
mutaciones y con base en que se
pueden elaborar vacunas para
erradicarlos ?

7.-Explique como las bacterias

adquieren resistencia a los
bacteriofagos

8.-En que se baso la tecnologia CRISPR

Yy cuales son sus usos
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INTRODUCCION

Los primeros investigadores en
utilizar embriones de pollo son, Rous
y Murphy en 1911 que los utilizaron
por primera vez, usando la Saco vitelino Herpes  Muerte
membrana  corioalantoidea  del simple

embrién de pollo para el estudio de
los virus. En 1931 Goodpasture logro

Coriolantoies Herpes Muerte
introducir el embriéon de pollo para simple Pustulas
cultivar virus. Los primeros trabajos Poxvirus  Pustulas
fueron para aislar e identificar al virus Sarcoma
influenza y luego se extendié para de Rous
estudios de otros virus y bacterias VEITEE
intracelulares como la Viruela, Alantoides Influenza  Hemaglutinacion

Herpes simplex, Rickettsias vy

Chlamidias. Por lo que el embrién de

pollo es uno de los métodos mas

antiguos y eficientes, para cultivar Amnidtica Parotiditis  Muerte
virus, y otros microorganismos sk
intracelulares. la gripe

Esta técnica es utli para el

aislamiento e identificacion de Cuadro 3.1 Relacién de infecciones
agentes etiologicos de enfermedades  virales y la via de inoculacion
virales.

El embrion también se utiliza para
cultivar virus para obtener vacunas
contra; la Rabia, el Newcastle o la
Influenza.

Por todo lo anterior se hace
indispensable conocer las partes de
un embrion de pollo y sus vias de
inoculacion.
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OBJETIVOS:

1. Adquirir el conocimiento para el correcto manejo de la técnica de
inoculacién de embridn de pollo por las vias mas utilizadas.

2. El alumno conocera las diversas partes del embrion de pollo de 9 dias
de incubacion.

MATERIAL POR EQUIPO:

Un ovoscopio.

Cinco embriones de pollo de 9 a 10 dias.
Algodoén, 100 g

Cinco jeringas de un mL

Cuatro agujas del nimero 27.

Una aguja del numero 22 larga.

Azul de metileno, 10 mL

Un lapiz de nimero 2.

Pinzas de diseccion.

Cinco cajas de Petri.

AN NN N N NN NN
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METODO

A. Estructura Normal:

1. Transilumine con el ovoscopio el
embrion de pollo, identificando y
marcando la cadmara de aire y la
mancha ocular.

2.Corte el cascaron a la altura de la
camara de aire, procurando que no
gueden bordes filosos.

3. Deposite el contenido del embriéon en
una caja de Petri.

4. Proceda a identificar las estructuras del
embrion de pollo de 9 dias.

Region donde se

desarrollara Albamina

Céscara % = A\
Membranas de vjgelo ERVOltura
PR vitelina

—

Figura.3.1 Partes del huevo

Vitellus

Embryo
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Figura.3.1 Partes del embrion de pollo

Inoculacion en la membrana corioalantoidea

Inoculacion amnidtica

Inoculacion en el
saco vitelino

Inoculacion alantoidea

Figura 3.2 Vias de inoculacion del
embrion de pollo.

B. Inoculaciéon de Membrana
Corioalantoidea.

1. Transilumine con el ovoscopio el
embrién y marcar la camara de aire.

2. Divida imaginariamente al embridon en
tres partes, al final del primer tercio
sefale el punto de inoculacién entre los
vasos sanguineos.

3. Perfore sobre la cAmara de aire y el
punto de inoculacion.

4. Succione con una boquilla por el orificio
de la cAmara de aire. Se debe formar
una camara de mas menos un cm de
diametro.

5. Con una aguja del 27 corta depositar
0.1 mL del colorante.
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** Cuide de no perforar la membrana 3. Perfore los puntos marcados e inocule

corioalantoidea ** 0.1 mL del colorante con una aguja del
27 corta.

4. La inoculacion se puede realizar
también a través de la cAmara de aire
con una %guja del 22 larga.

C. Inoculacién en Saco Vitelino.

1.Transilumine con el ovoscopio el E
embrién y marque la camara de aire.

2. Coloque el embridn en plano horizontal
y localice el saco vitelino (mancha
obscura y densa).

3. Introduzca una aguja del 22 larga
verticalmente a través de la camara de
aire y depositar 0.1 mL de colorante.

Inoculaciéon en Cavidad

Amniotica.

1. Transilumine con el ovoscopio el
embrién y marcar la cAmara de aire y
marcar un punto en la cima.

2. Marque el punto de inoculacion
exactamente donde se ve el embrion
(localice las manchas oculares).

3. llumine el embrion e inocule con la

aguja del 22,0.1 mL del colorante.

D. Inoculaciéon de la Cavidad

Alantoidea.

1. Transilumine con el ovoscopio el NOTAS:
embridn y marcar la cAmara de airey 1. Después de cada inoculacién ilumine al
marcar un punto en la cima. embrion y haga sus observaciones.

2. Aproximadamente 5 mm por abajo de 2. Después de cada inoculacién vacie el
la cAmara de aire localice una zona embrion en una caja de Petri y haga
libre de vasos y del lado opuesto al Sus observaciones.
embrién marque el punto de
inoculacion.
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Inoculacin en membrana carioalantoidea J Inoculaciongen saco vitelino
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1. ¢ Qué otros tipos de cultivos se cuentan 1.

para desarrollar virus?
2. ¢, Qué ventajas o desventajas tiene el
uso de un embrion de pollo?

3. ¢, Qué tipos de virus se pueden inocular

en cada una de las partes del embrién
de pollo?

4. ; Qué efectos causa la inoculacion de
un virus en un embrién de pollo?

5. Esquematizar y explicar los ciclos de

replicacion viral.

Codigo: SGC-FESZ-QFB-ML015
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