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. Datos de identificacion

Espacio educativo donde se imparte

Reestructuracion, 2015

Facultad de Medicina Veterinariay
Zootecnia

Licenciatura Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia
Unidad de aprendizaje Bacterigleotgi?nyglr\gl;cologia Clave L43785
Carga académica 4 2 6 10
Horas tedricas Horas practicas Total de horas Créditos
Periodo escolar en que se ubica 1 2 4 5 6 7 8 9
Seriacion Microbiologia Ninguna
UA Antecedente UA Consecuente
Tipo de Unidad de Aprendizaje
Curso | X Curso taller
Seminario Taller
Laboratorio Practica profesional

Ofro tipo (especificar)

Modalidad educativa
Escolarizada. Sistema rigido

Escolarizada. Sistema flexible

No escolarizada. Sistema abierto

Formacién comun

Formacién equivalente

No escolarizada. Sistema virtual

X No escolarizada. Sistema a distancia

Mixta (especificar)

N/A

Unidad de Aprendizaje

N/A
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Il. Introduccion

El plan de estudios de la licenciatura de Médico Veterinario Zootecnista, establece un perfil
profesional que debe de aplicar los conocimientos adquiridos en la unidad de aprendizaje
Bacteriologia y Micologia, para dar solucion a los problemas de salud de los animales en
produccion, ornamentales o de compania mediante el diagndstico oportuno. Para ello la
unidad de aprendizaje Bacteriologia y Micologia en su fase practica aborda los métodos
de diagnodstico de laboratorio de acuerdo a cada unidad de competencia para la
identificacion y diagnéstico de las enfermedades causadas por bacterias u hongos de
importancia veterinaria, de tal manera el profesional en formacién integrara los
conocimientos teorico-practicos, ya que estos constituyen un factor primordial en el trabajo
experimental debido a que ya conocen y aplican las reglas generales de seguridad e
higiene que deben cumplirse con la finalidad de salvaguardar la integridad y seguridad del
Médico Veterinario Zootecnista en la practica profesional. En el caso de la Bacteriologia y
Micologia Veterinaria el objeto de estudio son microorganismos que pueden ser causantes
de enfermedades tanto en animales o en los humanos.

Este manual de practicas de laboratorio de la unidad de Aprendizaje Bacteriologia y
Micologia Veterinaria es una herramienta pedagodgica que auxilia a los profesores vy
estudiantes en el proceso ensefianza aprendizaje, contribuyendo en la formacién del
Médico Veterinario Zootecnista congruente al perfil profesional establecido

lll. Lineamientos

Es importante que el estudiante que cursa la unidad de aprendizaje Bacteriologia y
Micologia Veterinaria, conozca y aplique los lineamientos de los lugares en donde realizara
las practicas por lo que en este apartado solo se describen algunos a considerar.

Para la toma de muestra en Explotaciones, Zooldgicos, Hospitales y CIESA, debera
de leer el reglamento correspondiente, para no infringir o incurrir en una falta.

Para el trabajo dentro del laboratorio es obligatorio el uso de bata blanca y limpia, la cual
debe abotonarse totalmente. No se permitird la permanencia de estudiantes en el
laboratorio sin bata. Esta estrictamente prohibido fumar, ingerir alimentos o beber dentro
del laboratorio. Cada equipo es responsable de su material, la limpieza del mismo y de la
mesa, asi como el cerrado de llave de gas, Antes y después de cada sesion practica, los
estudiantes limpiaran la mesa de trabajo asignada con el desinfectante que se le
proporcionara. Quedan estrictamente prohibidas las visitas o alumnos que no pertenezcan
al grupo dentro del laboratorio. Esta prohibido la comunicacién y circulacion fuera de la
mesa asignada. Ningun estudiante podra retirarse si la sesién practica no ha concluido.
Cualquier imprevisto sera resuelto por el profesor.
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IV.Organizacién y desarrollo de las practicas

Unidad | Numero de la practica

Generalidades de Bacteriologia y Micologia 1

Objetivo o competencia de la practica:

Establecer las directrices para la adecuada toma, conservacion y envié de muestras con
el propdsito de realizar el aislamiento e identificacion de los agentes bacterianos y/o
micoticos que afectan a las poblaciones animales

Material biolégico:
1. Muestras obtenidas

Material de muestreo:

Hisopos

Medio de Stuart o Cary-Blair o Amies
Torundas con alcohol al 70 %
Torundas con yodo al 2 %

Solucién salina 0.8% estéril

Lapiz

Marcador

Hielera con refrigerantes

. Frascos estériles de boca ancha rosca exterior
10. Guantes de latex

11. Jeringa 3, 5y 10 mL.

12. Cinta adhesiva transparente

13. Mago de bisturi

14. Hoja para bisturi

15. Caja Petri vacia estéril
16.Portaobjetos estériles

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos matriculados
en cada grupo

©WoNoGR~LN =

Equipo de proteccion personal
1. Bata blanca
2. Overol
3. Botas
4. Cubre bocas

Lugar de realizacion
1. Posta zootécnica de la FMVZ-UAEM
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Desarrollo:

Heridas abiertas y exudados

1.

Seleccion del sitio de donde recolectara la muestra

2. En caso de heridas y exudados en contacto con las partes muy sucias del
animal, se debe lavar con agua (sin jabon) y secar la zona

3. Con un hisopo estéril, raspar la zona afectada evitando el contacto con
cualquier otra parte

4. Introducir dentro de un tubo con medio de transporte y romper el mango del
hisopo para eliminar la parte que ha estado en contacto con las manos

5. Tapar el tubo evitando contaminar su interior

6. ldentificarlo

7. Conservar en refrigeracion

Abscesos

1. En caso que haya pelo se recomienda rasurar (previa autorizacion)

2. Lavary desinfectar el sitio de la puncién

3. Introducir la aguja en forma perpendicular al absceso, la profundidad
se calcula a la mitad de altura del absceso

4. Aspirar la muestra hasta obtener una cantidad aproximada a tres centimetros
cubicos

5. Pasar la muestra a un tubo estéril o bien sellar la punta de la aguja de la
jeringuilla con su tapa

6. ldentificar

7. Conservar en refrigeracion

Organos y tejidos

1. En el caso de contar con el cadaver de una necropsia previa autorizacion del
patdlogo en turno se podra realizar la recolecta de la muestra, por lo que se
debe de considerar que la muerte del animal no debe ser mayor de una hora

2. Realizar una inspeccion general del cadaver

3. ldentificar el sitio de toma de muestra (tejido sano y dafiado)

4. Cortar trozos de tejido u érgano afectado de un grosor no menor de 3x3 cm.

5. Evitar contaminar con exudado o sangre

6. Depositar la muestra en un frasco estéril individual de boca ancha y cerrar

7. ldentificar

8. Refrigerar

Toma de muestra para micologia:

Método directo:

1.

2.

Se corta un tramo de aproximadamente 10 centimetros de largo de cinta
adhesiva transparente

Se aplica la cinta con la cara engomada sobre la lesion y se presiona
ligeramente la superficie de la cinta de tal manera que cubra la zona afectada
Se retira la cinta obteniéndose asi la impronta de la lesién
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4.
5.

6.

Se aplica la cinta por los ext remos sobre una lamina portaobjetos limpia,
rebatiendo los extremos hacia abajo para que no se despegue

Se identifica la muestra

Es conveniente tomar dos o tres improntas y montarlas individualmente

Nota: En caso de infeccion en el pelo se extraera un mechoén de pelos enfermos con
pinza colocarlos en la caja Petri o entre dos portaobjetos

Método de raspado:
Se utiliza para las lesiones con escamas y zonas sin pelo

1.
2.

Se raspa el borde activo de la lesidon con un bisturi estéril el material recolectado se
coloca en una caja Petri o0 en un portaobjetos

En el caso de colocar el material en portaobjetos se coloca otro encima, se coloca cinta
en los extremos para evitar que se salga el material y se identifica

En el caso de que el material se recolecte en caja Petri se tapa se sella y se rotula

Si la lesién se ubica en pezufa, ufias o cuernos se raspa la cara profunda de la
superficie afectada, préxima a la regién sana, se recolectan los residuos epidérmicos
depositados entre dos portaobjetos o caja Petri
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Resultados:

Se evaluara las condiciones de recolecta de la muestra

Se resguarda la muestra que fue correctamente tomada e identificada, para continuar con
las otras practicas en los laboratorios multidisciplinarios de la FMVZ-UAEM

Entrega de informe escrito de la practica

Cuestionario:

¢,Cuanto tiempo puede permanecer la muestra el medio de transporte antes de su proceso
en el laboratorio?

¢,Cuales son los tipos de riesgos que existen en la toma de la muestra?

Escribe dos medios de transporte para las muestras que seran utilizadas para aislamiento
bacteriolégico y dos para aislamiento micolégico

Escribe los métodos para la recolecta de muestra para micologia

Escribe tres nombres de agentes micoldgicos que afectan la piel de los caninos

Observaciones:
Acatar las normas de bioseguridad de la explotacién, zoolégico, hospital, posta zootécnica
o CIESA, para empezar a la recolecta de muestra.

Antes de recolectar la muestra se debe tener presente de no estresar al animal, asi como
el de aplicar la correcta sujecion, para evitar el maltrato o traumas, ya que esto puede
alterar los resultados.

Las muestras para estudios bacteriolégicos y micolégicos deben tomarse antes de la
administracion de medicamentos.
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Unidad |

Numero de la practica

Generalidades de Bacteriologia y Micologia

1.4 Practica de Laboratorio: Identificacion morfologica y

agrupacion de bacterias y hongos

2

Objetivo o competencia de la practica:

Identificar la morfologia y agrupacién de bacterias y hongos mediante la aplicacién de

técnicas de aislamiento y tincion

Material biolégico:

Cultivo de en agar Escherichia coli
Cultivo en agar de Streptococcus spp.
Cultivo en agar de Staphilococcus spp.
Cultivo en agar de una levadura

Cultivo en agar de Asperqillus spp.

ARl ol

Reactivos:

6. Cristal violeta

7. Safranina

8. Alcohol-cetona

9. Yodo

10. Agua destilada

11. Aceite de inmersion

12.Solucién de azul de Algoddn-Lactofenol
13. Solucién acuosa de glicerol al 10%
14.KOH al 3%

Material de laboratorio

15.Mechero Bunsen

16. Varilla de vidrio doblada en forma de “V”
17.Charola para realizar tincién de Gram

18. Asa bacterioldgica

19. Portaobjetos

20. Cubreobjetos

21.Caja de Petri vacia estéril

22.Cinta adhesiva transparente e incolora (Diurex)

Equipo de laboratorio
23. Estufa bacterioldgica
24 . Microscopio optico campo claro

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos matriculados

en cada grupo

10



‘ Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
U AE M preyroier; "'f tanema - Licenciatura en Medicina Vieterinaria y Zootecnia

Reestructuracion, 2015

Equipo de proteccion personal
25. Cubrebocas

26.Goggles

27.Cofia

28.Bata blanca

29. Guantes de latex o nitrilo

Lugar de realizacion:
30. Laboratorio multidisciplinario de la FMVZ-UAEM

Desarrollo:

Bacterias

1.
2.
3

ok

© 00N

Limpiar la zona de trabajo

Encender el mechero

Verificar que los materiales que se utilizaran en la practica estén cerca y
preparados

Limpiar los portaobjetos para que estén libres de grasa, pelusa o pegamento
Colocar una gota de solucién salina o en agua destilada estéril sobre un
portaobjetos

Flamear el asa bacteriolégica, enfriarla en agar

Recolectar una colonia bacteriana

Realizar una mezcla y extender

Se deja secar y se procede a la fijacién del frotis pasandolo varias veces entre
la llama del mechero (Debe evitarse el sobrecalentamiento porque ocasiona
deformaciones de las bacterias)

10.Para observar la morfologia y agrupacion se aplicara sobre el frotis la tincion

1.
2.
3

de Gram la cual consiste de los siguientes pasos:

a) Colocar los portaobjetos con el extendido bacteriano (frotis) sobre un
soporte para tinciéon

b) Cubrir el extendido cristal violeta, dejar actuar durante 60 segundos, lavar
con agua y sacudir el exceso

c) Cubrir el extendido con lugol, dejar actuar durante 60 segundos, lavar y
sacudir el exceso

d) Cubrir el extendido con alcohol-cetona, dejar actuar durante 30 segundos,
lavar con agua y sacudir el exceso

e) Cubrir el extendido con safranina, dejar actuar durante 60 segundos, lavar
con agua y sacudir el exceso

f) Dejar secar al aire

g) Observar al microscopio con objetivo de inmersion

Observacion microscoépica de levaduras
De la placa con el cultivo de la levadura seleccionar una colonia de levadura
Fijar la levadura de la misma manera como se fija una bacteria
Tenir la preparacion con cristal violeta, lavar, sacudir para retirar el exceso de
agua

11
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4. Dejar secar
5. Observar la preparacion con objetivos en seco y de inmersion

Observacion microscépica de hogos filamentosos
1. Técnica de montaje directo
a) Colocar una gota de azul de algoddn-lactofenol en un portaobjetos
b) En condiciones de esterilidad tomar con el asa una pequefia porcion de la
colonia del hongo y colocarla en la gota del colorante
c) Colocar un cubreobjetos y observar al microscopio con objetivos de en seco y
de inmersién

2. Técnica de montaje con cinta adhesiva: Este método permite observar la
mayoria de las estructuras reproductivas sin alterar la morfologia del hongo

a). Colocar una gota de solucion de azul de algoddn-lactofenol en un
portaobjetos limpio

b). Cortar una tira de cinta adhesiva transparente, tomarla por los extremos con
una pinza de tal forma que el lado adhesivo quede al exterior

c). Abrir la caja Petri con el cultivo del hongo filamentoso

d). Hacer contacto con el hongo sin hacer mucha presion

e). Colocar la cinta con la muestra sobre la gota del colorante, cuidando de no
formar burbujas

f). Colocar un cubreobjetos

g). Observar al microscopio con objetivos de en seco y de inmersion

3. Técnica de microcultivo: Esta técnica se recomienda para observar esporas e
hifas sin alterar la morfologia macroscépica y microscopica del hongo filamentoso
a) Con un bisturi estéril cortar un cuadro de un centimetro cuadrado del medio
Sabouraud depositarlo sobre el portaobjetos estéril

b) Sembrar por picadura los cuatro costados y al centro del cuadro del agar con
la colonia de hongo que se desea estudiar y colocar un cubreobjetos

c¢). Colocar el portaobjetos sobre la varilla de vidrio doblada en forma de “V”

d) Adicionar a la caja de Petri solucion acuosa de glicerol al 10%, colocar la
cubierta de la caja cubrir con papel e incubar a 30°C durante 48 horas o en su
caso siete dias (observar diariamente)

e) Después de laincubacion, observar al microscopio estereoscopico las colonias
desarrolladas

f) Encender el mechero para que en condiciones de esterilidad se retire el
cubreobjetos del microcultivo

g) Colocarlo sobre el portaobjetos una gota de azul de algodén-lactofenol

h) Colocar el cubreobjetos obtenido del microcultivo se debe evitar formar
burbujas

h) Observar al microscopio con objetivos en seco y humedo

Resultados:
Bacterias:

12
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Observacion de bacilos Gramnegativos
Observacion de cocos Gramnegativos con agrupacion diferente
Observacion de cocos Grampositivos con agrupacién diferente

Hongos:

Observacién de formas de levadura

Para la morfologia de los hongos filamentosos se debe de observar esporas, hifas,
micelio, tomando como guia los esquemas disponibles en la biblioteca o en internet
para la identificacion del hongo de la practica

Entrega de reporte de practica

Cuestionario:

De qué color se tifen las bacterias Gram positivas

De qué color se tifien las bacterias Gram negativas

¢, Qué propdsito tiene el fijar al calor el frotis?

¢, Por qué es necesario emplear aceite de inmersidbn para la observacion de los
microorganismos?

¢, Nombre del cientifico que realizé por primera vez la tincion de Gram?

¢ Qué funcion tiene el lugol en la tincién de Gram?

¢, Qué funcion tiene el alcohol-cetona en la tincion de Gram?

¢ Qué estructura de la bacteria le proporciona la afinidad de los colorantes?

¢,Cual es el nombre de la estructura del hongo filamentoso que le proporciona nutrientes?
¢, Cual es el nombre de la estructura fundamental de los hongos filamentosos?

Observaciones

Los estudiantes acataran los lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como el del cuidado y bienestar animal, descripcién del proceso,
seguimiento y disposicion de residuos peligrosos y bioldgico infecciosos, por parte de
quien lo genere, en caso de que sea un producto de la actividad realizada (llenado de
bitacora correspondiente)

13
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Unidad | Numero de la practica

Generalidades de Bacteriologia y Micologia
Influencia de factores nutricionales y ambientales 3
sobre el crecimiento de bacterias y hongos

Objetivo o competencia de la practica:

Observar el crecimiento de las bacterias en diferentes sustratos, para conocer su
metabolismo en cuanto a sus requerimientos de factores de crecimiento, mediante la
inoculacion en diferentes medios de cultivo.

Material biolégico:

Cepa de Escherichia coli

Cepa de Pseudomonas fluorescens

Cepa de Pseudomonas aeruginosa

Cepa de Serratia marcescens

Cepa de Bacillus subtilis

Cepa de Salmonella sp.

Cepa de Staphylococcus aureus

Cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae

ONSOSORANLON A

Material de laboratorio:
9. Tubos con agar nutritivo inclinado (pico de flauta)
10. Tubos con caldo nutritivo 2% NaCl
11.Tubos con caldo nutritivo 5% NaCl
12. Tubos con caldo nutritivo 7% NaCl
13.Tubos con calado nutritivo pH 4
14.Tubos con calado nutritivo pH 7
15.Tubos con calado nutritivo pH 8
16.Cajas Petri con agar MacConkey
17.Gradilla
18. Asa bacterioldgica calibrada
19.Asa bacteriolégica recta

Equipo de laboratorio:
20.Refrigerador
21.Estufa bacteriologica
22.Mechero
23. Jarra de Gaspak

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos matriculados
en cada grupo

Equipo de proteccion personal:
24. Bata

14
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25. Guantes latex o nitrilo
26.Cofia
27.Cubrebocas

Desarrollo:

Temperatura:
1. Se sembrara por triplicado
2. |dentificar cada tubo de agar nutritivo inclinado para realizar la siembra con las
siguientes bacterias Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens y Staphylococcus
aureus. Dejar un tubo testigo de medio sin sembrar

3. Se flamea el asa se recolecta una colonia bacteriana, se inocula por picadura
y estria en la superficie del tubo con medio de cultivo nutritivo, se repite este paso
para cada tubo y para cada cepa bacteriana

4. Incubar los tubos a diferentes temperaturas

a). El primer tubo a temperatura de refrigeracion, durante 24 horas

b). El segundo tubo incubar a temperatura ambiente, durante 24 horas.
c). El tercer tubo incubar a 37°C, durante 24 horas

5. Observar si hubo crecimiento y registrarlo

Presién osmatica (salinidad)
1. A partir de un crecimiento de Escherichia coli, sembrar tres tubos con caldo
nutritivo de diferentes concentraciones de NaCl (2, 5y 7%)
2. Incubar los tubos a 37°C por 24 horas
3. Finalizado el tiempo de incubacion determinar las condiciones de salinidad en
las cuales pueden crecer la Escherichia coli
Nota: Se debe incubar un tubo control sin sembrar para cada concentracion

4. Se repite lo anterior para las cepas de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas fluorescens

Influencia del pH en el crecimiento de microorganismos
1. A partir de un crecimiento de Escherichia coli, sembrar tres tubos con caldo
nutritivo de diferentes concentraciones de pH (4, 7 y 8)
2. Incubar los tubos a 37°C por 24 horas
3. Finalizado el tiempo de incubacidon determinar las condiciones de pH en las
cuales pueden crecer la Escherichia coli
Nota: Se debe incubar un tubo control sin sembrar

4. Se repite lo anterior para las cepas de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas fluorescens

Efecto del oxigeno
1. Sembrar por duplicado la cepa de Escherichia coli en el agar MacConkey,
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una caja se coloca en la jarra de Gaspak, ambas placas se incuban a 37°C durante
24 horas

2. Sembrar por duplicado en agar TSA Pseudomonas fluorescens, colocar una en la jarra
de Gaspak, ambas placas se incuban a 37°C durante 24 horas.

3. Sembrar por duplicado en agar sangre Staphylococcus aureus, colocar una en la
jarra de Gaspak, ambas placas se incuban a 37°C durante 24 horas.

Resultados:

Registre los resultados de crecimiento de las bacterias representado con cruces de la
siguiente manera:

Una cruz (+) para poco crecimiento

Dos cruces (++) para moderado crecimiento

Tres cruces (+++) para abundante crecimiento

Temperatura
Determine la temperatura optima de crecimiento para las bacterias
Determine si alguna de las bacterias resulté ser psicrofilica

Presion osmética (salinidad)
Turbidez en el medio de cultivo

Oxigeno
Crecimiento de las bacterias
Determine cuales bacterias resultaron ser aerobias, cuales anaerobias y cuales facultativas

Cuestionario:

Escribe dos diferencias entre organismos termofilo y termotolerante

Escribe la definicidon de organismo anaerobio facultativo

Escribe la definicion de bacteria capndfila

Defina factor de crecimiento para las bacterias

Escriba la clasificacion de los medios de cultivo

Cuales son las condiciones 6ptimas de crecimiento de la Escherichia coli

Observaciones

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal, descripcién del proceso, seguimiento
y disposicion de residuos peligrosos y biolégico infecciosos, por parte de quien lo genere,
en caso de que sea un producto de la actividad realizada (llenado de bitacora
correspondiente)
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Unidad Il Numero de la practica
Bacterias y hongos que afectan el sistema 4
tegumentario, ojos, conjuntiva y glandula mamaria.

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento, observacion e identificacion de agentes bacterianos
que afectan el tegumento y/o glandula mamaria de importancia veterinaria, con la finalidad
de establecer la sensibilidad antimicrobiana, estrategias de diagnéstico, control y
tratamiento de las enfermedades que afectan a los animales

Material bioldgico.

Cepas puras aisladas de muestras clinicas, de la practica anterior
Cepas de referencia S. aureus, S. agalactiae, S. uberis, E. coli.,y P.
aeruginosa.

N —

Material de laboratorio.

Jaboén

Pizeta con alcohol 96°

Gradilla

Mechero Fisher

Vernier, y/o regla

Tubos con caldo infusidn cerebro corazon.
. Cajas de Petri con agar Mueller-Hinton.
10.Gradilla

11.Asa bacterioldgica.

12.Hisopos estériles

13.Pinzas de diseccidn sin dientes de raton.

©eNO AW

Reactivos
14.Multidiscos para bacterias Gram +
15. Multidiscos para bacterias Gram —

Equipo de laboratorio
16. Estufa bacterioldgica
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17. Refrigerador
18. Mechero

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al nUmero de alumnos matriculados
en cada grupo

Equipo de proteccién personal:
19.Bata
20.Mascarilla bacteriologica
21.Guantes de latex o nitrilo

Lugar de realizacion:
22.Laboratorio multidisciplinario de practicas de la FMVZ-UAEM.

Desarrollo:

A. Preparacion del inoculo, se utilizaran, los cultivos puros provenientes de
muestras clinicas y/o se usaran cepas de referencia causantes de enfermedades
de tegumento, 0jo, conjuntiva o glandula mamaria.

1. Desinfectar la mesa de trabajo.

2. Esterilizar el asa y dejarla enfriar.

3. Seleccionar de las placas de cultivo de 3 a 5 colonias, similares del germen
aislado, a una distancia no mayor de 25 cm. del mechero.

4. Flamear un tubo de 13x100mm. que contenga caldo de infusién cerebro
corazon.

5. Transferir las colonias al tubo.

6. Esterilizar el asa y dejar enfriar.

7. Flamear el tubo, taparlo e incubar 30 a 45 min. a 37 °C, hasta que al agitar la
suspension este ligeramente turbia.

B. Inoculacion de Placas.

Flamear un tubo con el indculo.

Tomar un hisopo seco estéril.

Introducir el hisopo al tubo, girar varias veces con presién firme contra la pared

interior del tubo, para retirar el exceso de cultivo liquido, flamear y tapar el

tubo.

4. Sembrar con el hisopo a una distancia no mayor de 20 cm. del mechero, toda
la superficie del agar Mueller-Hinton, sucesivamente en forma de cuadricula
cerrada.

5. Cuando el inéculo ha secado (de 3 a 5 minutos) se procede a colocar los

discos.

Wn =~

C. Aplicacién del multidisco.
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1. Utilizar un grupo de discos diferentes segun sea microorganismos Gram
positivo o Gram negativo.

2. Destapar a una distancia aproximada de 20 cm. del mechero, la caja con
agar ya sembrado.

3. Aplicar con las pinzas estériles los discos correspondientes en la superficie del

agar.

Presionar cada disco con las pinzas para asegurar su contacto con el agar.

Tapar la caja y rotularla (numero del equipo, grupo, bacteria sembrada, tipo de

disco empleado, fecha).

6. Incubar a 37°C de 12 a 18 hr. en estufa bacterioldgica

o~

INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA:

La medicion de los halos de inhibicion se hace con un vernier o regla milimétrica, por el
fondo de la caja la cual se ilumina con luz reflejada (Ver figura).

Medir los diametros de las zonas de inhibiciéon en milimetros considerando que:

Los limites finales son los sitios donde se observa crecimiento microscopico (ver flechas
en la figura +— ),

El punto final de todos los sistemas
de lectura sera hasta la completa
inhibicién del crecimiento

determinada
visualmente, ignorando colonias
tenues 0 muy pequefas que
pueden ser observadas con
minuciosidad.

La interpretacion de los halos de
inhibicion permitira expresar los
resultados como sensibles,
sensibilidad intermedia o resistente.
Estas categorias indican lo
siguiente:

-

Fuente:

Sensible (S): la infeccion debida al microorganismo aislado puede ser tratada
apropiadamente con el antibiético a la dosis recomendada.

Intermedia (l): indica que el antibidtico tiene aplicabilidad clinica en sitios corporales
donde el antibidtico alcance concentraciones terapéuticas
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adecuadas, como es el caso de B-lactdmicos y quinolonas en el tracto urinario. Es
recomendable evitar el uso de la categoria “intermedia” cuando sea posible.

Resistente (R): la bacteria aislada no es inhibida por el antibi6tico a las concentraciones
terapéuticas ideales o la bacteria ha generado mecanismos de resistencia que evaden la
actividad del antibidtico, por lo tanto, la eficacia clinica de éste no es confiable. Es
recomendable que ante el aislamiento de un microorganismo multirresistente
clinicamente significativo se ensayen otras pruebas de susceptibilidad adicionales.

Resultados:

1) Anotar en la siguiente tabla, los resultados obtenidos de la lectura del
antibiograma, determinar la actividad antimicrobiana de cada uno de los
antibidticos empleados.

Nombre del mg/pg/Ul Diametro del halo (mm)
Antibidtico (con Resistente (R) (<)| Intermedio (I) | Sensible (S) (2)
su abreviatura)

2) Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de
ser evaluado con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados
obtenidos en la sesién practica, comparando las imagenes de los hongos
aislados con imagenes de libros e internet para determinar su clasificacion
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Cuestionario:

1. ¢Qué otros medios de cultivo se pueden utilizar para preparar el in6culo?

2. ¢ Como sabremos que el tubo con el indculo ya esta listo para ser sembrado?

3. ¢Qué otros medios de cultivo se pueden utilizar en lugar de Mueller-Hinton?

4. ;Cuales son las estrategias para disminuir la aparicion de resistencias a los
antibioticos?

5. Clasifica a los antimicrobianos usados en la practica de acuerdo a su
estructura quimica y mecanismo de accién en la estructura celular.

6. ¢Cuales son las bases para la utilizacion clinica de los antimicrobianos?

7. ¢Qué otros métodos se pueden utilizar para la valoracién y seleccién de
antimicrobiano.

Observaciones

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal, descripcién del proceso, seguimiento
y disposicion de residuos peligrosos y biolégico infecciosos, por parte de quien lo genere,
en caso de que sea un producto de la actividad realizada (llenado de bitacora
correspondiente).

La tabla, para los resultados obtenidos de la lectura del antibiograma, debera duplicarse
para bacterias Gram negativas y otra para Gram positivos (0 mas con base al numero de
antibiogramas realizados).

La disposicion final de las muestras sera por parte del laboratorio donde se realizo la
practica, y el académico llenara la bitdcora correspondiente.

El docente indicara al laboratorio el tratamiento para inactivacion de los RPBI. con base
a la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos biolégico-infecciosos.
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Unidad Il Numero de la practica

Aislamiento e identificacion de hongos que afectan

X . 5
tegumento y glandula mamaria

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento, observacion e identificacion de agentes micéticos que
afectan el tegumento y/o glandula mamaria, con la finalidad de establecer estrategias de
diagnéstico, control y tratamiento de las enfermedades que afectan a los animales.

Material bioldgico.

1. Muestras clinicas sospechosa de dermatofitosis, (pelo y escamas), y/o de
glandula mamaria.

2. Cepas de Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis.

Material de laboratorio

Jabon

Pizeta con alcohol 96°

Sistema de microcultivo estéril (soporte, caja Petri, cubreobjetos,

portaobjetos)

6. Tubo con 10 mL de agua destilada estéril y/o solucion al 10% de glicerina
estéril

7. Asa bacterioldgica calibrada

8. Asa bacterioldgica recta

9. Aguja de diseccion

10.Portaobjetos

11.Cubreobjetos

12.Papel absorbente

13.Solucidon desinfectante

14.Mango de Bisturi

15.Pinza sin dientes de uso clinico

16.Hoja de bisturi estéril

17.Marcador permanente

18.Charola y Barra para tincion

ok w

Reactivos
19.Placa de agar sangre al 10% (sangre ovina)
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20.Placa de agar Sabouraud
21.Tubo con tapon de rosca con agar para hongos
22.Placa de agar tripticasa de soya
23.Tubo de ensaye tapdn de rosca con lactosa e indicador de pH*
24.Tubo de ensaye Glucosa con indicador de pH*
25.Manitol con indicador de pH*
26. Trehalosa con indicador de pH*
27.Sorbitol con indicador de pH*
28.Maltosa con indicador de pH*
29.Tincién Azul de algodon lactofenol
30.Solucién de KOH al 20%
31.Formol al 10% bufferado
*Indicador de pH puede ser rojo de fenol o purpura de bromocresol

Equipo de laboratorio

32.Estufa Bacteriolégica a 30 °C (temperatura constante)

33.Microscopio optico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,
100X

34.Mechero Fisher

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos matriculados
en cada grupo

Equipo de proteccion personal:
35.Bata
36.Mascarilla bacteriolégica
37.Guantes de latex o nitrilo

Lugar de realizacion
Laboratorio multidisciplinario de la FMVZ-UAEM
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Desarrollo:

A. Examen microscopico directo con KOH al 20%: Se realiza a partir de la

W~

muestra clinica, antes de ser sembrada en los medios de cultivo.

. Se enciende el mechero.

Con una aguja de diseccion, sobre un portaobjetos se deposita una pequefa
cantidad de pelos y /o escamas, raspadas de la periferia de la lesion.

Se agregan 2 a 3 gotas de sol KOH al 20% y se coloca cuidadosamente un
cubreobjetos, evitando la formacion de burbujas.

Se deja reposar la preparacion de 10 a 15 min.

Observar al microscopio con el objetivo seco fuerte (40x) para la
identificacion de estructuras fungicas (ver Figura.2).

Anotar y dibujar lo observado.

. Siembra en medios de cultivo:

. Con un hisopo estéril se toma la muestra y se siembra en una caja de agar

Sabouraud o agar para hongos y sembrar en forma de cultivo puro a 30 °C por
lo minimo 24 hrs.

Técnica de microcultivo: Se realiza para observar las caracteristicas del hongo
aislado, el arreglo de esporas e hifas.

En la placa agar Sabouraud marcar cuadros de 1x1cm.

Cortar un cuadro de utilizando material estéril.

Dentro de una caja Petri estéril agregar entre 10 mL de agua destilada estéril
o solucién de glicerina al 10% estéril.

. Colocar el soporte y poner un portaobjetos y sobre este el cuadro de agar

Sabouraud previamente cortado. También se puede utilizar agar para hongos.
Con el asa tomar la muestra problema y sembrar por picadura en cada lado
del agar, posteriormente colocar el cubreobjetos, utilizando la pinza
previamente flameada encima del cuadro de agar Sabouraud, haciendo ligera
presion.

Tapar la caja e incubar de 25 a 30 °C de entre 24 a 120 hrs aproximadamente,
o0 hasta observar el desarrollo del micelio, cuando este toque tanto el
portaobjetos como el cubreobjetos (una semana aproximadamente).

D. Preparacion del frotis (Ver figura 1)

. Introduce un algodén impregnado con formol al 10% en la caja y déjalo actuar

durante 30 minutos con el fin de inactivar al hongo.

. Se retira el cuadro de Agar Sabouraud, con un bisturi previamente flameado y

asi se obtiene el hongo sobre el portaobjetos y cubreobjetos.
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3. Se agrega de 1 a 2 gotas de azul de lactofenol en un portaobjetos limpio y se
coloca el cubreobjetos del microcultivo en el colorante. Por otro lado al
portaobjetos se le agrega el colorante y se coloca un porta objetos limpio.

4. Para el examen microscopico, se observan las estructuras fungales y
caracteristicas morfolégicas, primero con el objetivo de 10X y después con el

de 40X.
5. Observa las estructuras fungales y sus caracteristicas morfolégicas (Figura2).
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Fuente:
Resultados:

Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de ser evaluado
con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados obtenidos en la sesién practica,
comparando las imagenes de los hongos aislados con imagenes de libros e internet para
determinar su clasificaciéon taxondmica.

Fig.2 Material de apoyo: Macroconidias, Para la Identificacion de estructuras micéticas (somaticas
y reproductoras).
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FIG. 2 MACROCONIDIAS

Cuestionario:

1. ¢Menciona las principales diferencias morfologicas entre bacterias y hongos
microscoépicos?
2. ;Qué ventajas tiene realizar examen microscépico directo con hidréxido de potasio
(KOH)?
3. ¢(Qué medidas de bioseguridad realizarias para manejar y trabajar en
enfermedades micéticas?

Observaciones:

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal.

La muestra ha utilizar para el aislamiento e identificacion micolégica debe ser
representativa del problema, y debe ser tomada bajo las debidas medidas de
bioseguridad exigidas para este género y del tamafio adecuado, y procesarse
inmediatamente. Cuando esto no es posible sera necesario mantenerla en refrigeracion
hasta que pueda ser procesada.

Sobre el cuidado y bienestar animal, descripcién del proceso, seguimiento y disposicion
de residuos peligrosos y biolégico infecciosos, por parte de quien lo genere, en caso de
que sea un producto de la actividad realizada (llenado de bitacora correspondiente).
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La disposicion final de las muestras sera por parte del laboratorio donde se realizo la
practica, y el académico llenara la bitacora correspondiente.

El académico indicara al laboratorio el tratamiento para inactivacion de los RBI. Con
base a la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental
- Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico- infecciosos.

Unidad Il Numero de la practica

Bacterias y hongos que afectan el sistema digestivo 6

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento e identificacion bacteriana a partir de muestras de
sistema digestivo, con la finalidad de establecer estrategias de diagnédstico, control y
tratamiento de las enfermedades que afectan a los animales.

Material bioldgico

Cultivo en agar de E. coli

Cultivo en agar de Salmonella tiphymurium

Cultivo en agar de Enterobacter cloacae

Cultivo en agar de Citrobacter freundii

Cultivo en agar de Proteus vulgaris o Proteus mirabilis
Cultivo de agar de Serratia Marcescens

Cultivo en agar de Pseudomona aeruginosa

NSO RNOWDN~

Material de laboratorio
Franela
Jabdn
Pizeta con alcohol 96°
Gradilla
Asas bacterioldgicas calibradas
Asas bacteriologicas rectas
Portaobjetos
Cubreobijetos

©ONOOO AN =
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Tubos con medios de cultivo con tapdn de rosca

7. Agar hierro de Kligler (AHK)./ TSI Triple azucar hierro
8. Medio de SIM

9. Citrato de Simmons.

10.Ureasa

11.RM VP

12.Fenil Alanina

13. Lisina descarboxilasa

14.Urea

15.Caja de Petri con papel filtro, cortado en cuadritos de 2X2 cm en total
20 cuadritos, estériles

Reactivos
16.Reactivo de Cloruro férrico.
17.Reactivo de Oxidasa
18.Reactivo de Kovac
19.Reactivo Rojo de metilo
20.Reactivo de KOH al 3%
21.Reactivo Solucién A 5 g - naftol
22.Reactivo Solucién B Hidréxido de potasio
23.Agua destilada 100 ml
24.Tren de tincion de Gram

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos
matriculados en cada grupo

Equipo de laboratorio

1. Estufa bacterioldgica con rango de temperatura constante de 3/°C
2. Mechero Fisher |
3. Microscopio éptico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,100X

Equipo de proteccion personal:
4. Bata
Mascarilla bacteriologica
6. Guantes de latex o nitrilo

o
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Lugar de realizacion
Laboratorio multidisciplinario de la FMVZ-UAEM

Desarrollo:

1. Desinfectar la mesa de trabajo

2. Inocule y siembre en cada medio de cultivo, la cepa bacteriana asignada por
equipo.

3. Realice la tincion de Gram y compruebe con la prueba de KOH al 3%.

Siembre las bioquimicas con la cepa bacteriana asignada por equipo.

Incube los medios de cultivo y las pruebas bioquimicas a 37 °C por 24 y 48
horas.

Realizar lectura de bioquimicas a las 24 y 48 horas, apoyandose de la tabla1
Anotar los resultados en el cuadro 1.
Realice la prueba de Oxidasa, utilizando el papel filtro.

Observe la morfologia colonia y las reacciones que se observan en cada medio
de cultivo.

10.Concluya la identificacion del microorganismo con base en la tablas de
identificacion de géneros bacterianos que afectan al sistema digestivo
(entregadas por el Académico).

Tabla 1: Lectura de pruebas bioquimicas
Lectura de agar Kigler y/o TSI

o &

© o N>

Fermentacién de glucosa.

Pico de flauta: Reaccién alcalina (color rojo).
Capa profunda: Reaccion acida (color amarillo).
Fermentacién de lactosa y glucosa

Pico de flauta: Reaccién acida (color amarillo).
Capa profunda: Reaccion acida (color amarillo).
No fermentacion de glucosa ni de lactosa Pico
de flauta: Reaccion alcalina (color rojo).
Capa profunda: Reaccion alcalina (color rojo).

Produccion de gas como bidxido de carbono

Capa profunda: Burbujas (biéxido de carbono).
Capa profunda: Color negro (acido sulfhidrico).
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Lectura de SIM

Indol + Anillo rojo en la superficie del medio en la capa alcohdlica (presencia de
Indol).

Indol — No se produce color en la capa alcohdlica, toma el color del reactivo de
Kovac

Movilidad El medio se torna turbio.

No Movilidad Crecimiento a lo largo de la picadura

Produccion H2S  El medio se torna negro

Lectura de citrato de Simmons
Prueba + Cambio de color del medio a azul intenso en el pico de flauta.
Prueba — No se observa crecimiento, ni cambio de color (verde).
Lectura de la prueba de Urea

Reaccion+ Color rojo a rosado.

Reaccion - No hay cambio de coloracion (amarillo anaranjado).
Lectura de la prueba Rojo de Metilo

Reaccion+ Color rojo a rosado.

Reaccion - Coloracion (amarillo anaranjado).
Lectura de la prueba Voges Proskauer

Reaccion+ Color rojo a rosado.

Reaccion - Coloracién (amarillo anaranjado).
Lectura de la prueba Fenil alanina

Reaccion+ Color verde palido a intenso, Determina la capacidad e la bacteria para
desaminar el aminoacido fenilalanina en acido fenilpiravico por accion de la
enzima Fenilalanina desaminasa

Reaccion - Coloracion del reactivo No presenta la enzima Fenilalanina desaminasa
Lectura de la prueba Lisina descarboxilasa

Reaccion+ Color rojo violeta, Indica que la bacteria produce una enzima que
descarboxila el aminoacido lisina.

Reaccion - Coloracién (amarillo). No presenta la enzima lisina descarboxilasa
Lectura de la prueba de Oxidasa

Reaccion+ Color azul-violeta.

Reaccién - Coloracién amarillo.

Resultados:

1. Anotar en el cuadro 1 los resultados obtenidos de la lectura de lasbioquimicas.

2. .Comparar los resultados obtenidos con las tablas de identificacion bacteriana(seran
entregadas por el académico)

3. Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad deser
evaluado con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados
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obtenidos en la sesion practica, comparando las imagenes de los hongos aislados
con imagenes de libros e internet para determinar su clasificacion taxonémica.
Cuadro. 1 Resultados de la lectura de las pruebas bioquimicas alas 24 y 48 hn

+ -

Prueba Lectura—48-horas
TSI/ S |pnrﬂt\in Fondo f‘as_‘ st TSI St |pnrfir\in : Fondo f‘as_' H_’ZS
Kigler ‘ kigler ] |
SM  —indol——— d HoS SIM indol Motilidad————HzS———
Prueba Lectura 24 Hr Prueba Lectura48 Hr

+ -

Citrato de simmons

Citrato de Simmons

iNombre de-la-Enterobacteria

lota:_Repetir-el cuadro-el-niumero.de
L

identificada—1

veces-que-sea-reql lerido.
hu

Urea Urea
RM RM

VP VP
Motilidad Motilidad
LD LD

PD PD
Oxidasa Oxidasa

Cuadro. 1 Resultados de la lectura de las pruebas bioquimicas a las 24 y 48 hr

Prueba Lectura 24 horas Prueba Lectura 48 horas
TSI/ Superficie | Fondo | Gas | 25 TSI- Superficie | Fondo Gas | Hz=S
Kigler ' ' | kigler '
SiM indol Motitidad H>S SIM indol Motilidad Has
Lectura 24 horas Prueba Lectura 48 horas
Prueba
Citrato de Simmons Citratodo Simmons
Urea i
uicda

RM RM
VP VP
Motilidad Motilidad
LD LD
PD PD
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’ Oxidasa ’ ‘ ’ Oxidasa ’

| Nombre de la Enterobacteria identificada 2 |

Nota: Repetir el cuadro el numero de veces que sea requerido

Cuadro. 1 Resultados de la lectura de las pruebas bioquimicas a las 24 y 48 hr

Prueba Lectura 24 horas Prueba Lectura 48 horas
TSI/ Superficie Fondo Gas | H2° TSI - Superficie Fondo Gas | H2°
Kigler kigler
indol Motilidad H2S indol Motilidad H2S
SIM SIM
Prueba Lectura 24 horas Prueba Lectura 48 horas
+ i - + -
Citrato de Simmons i Citrato de Simmons
Urea i Urea
RM | RM
VP | VP
Motilidad : Motilidad
LD LD
PD PD
Oxidasa Oxidasa
Nombre de la Enterobacteria identificada 3
Nota: Repetir el cuadro el nUmero de veces que sea requerido
Cuestionario:
1. ¢Menciona las oprincipales enterobacterias de importancia Medicina

\/atarinaria?

2. ¢Cuales son las enfermedades que produce y que especie afecta las
enterobacterias que mencionaste anteriormente?

3. ¢Qué medios de cultivo y pruebas complementarias necesitarias para
confirmar el género y especie de las enterobacterias antes mencionadas?
4. ;Mencione el fundamento bioquimico de la prueba bioquimicas primarias y

Observaciones

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios
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de Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal

Antes de iniciar el proceso de identificacion es necesario considerar: No utilizar
cultivos mixtos.

Usar cultivos jévenes, de preferencia en fase exponencial.

Verificar que la cepa a identificar, no esté contaminada

Sobre el cuidado y bienestar animal, descripcion del proceso, seguimiento y disposicion
de residuos peligrosos y biolégico infecciosos, por parte de quien lo genere, en caso de
que sea un producto de la actividad realizada (llenado de bitacora correspondiente).

1. La disposicion final de las muestras sera por parte del laboratorio donde se realizé la
practica, y el académico llenara la bitdcora correspondiente.

2. El académico indicara al laboratorio el tratamiento para inactivacion de los RBI. Con
base a la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion
ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico- infecciosos.

Unidad lll Numero de la practica

Bacterias y hongos que afectan el sistema digestivo 07

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento e identificacion a partir de muestras o cepas de hongos
aislados previamente, con la finalidad de establecer estrategias de diagndstico, control y
tratamiento de las enfermedades que afectan los animales.

Materiales:
1. Cajas Petri de 15 X 100 mm estériles
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Soporte de vidrio en forma de “V”
Asas bacteriolégicas calibradas
Asas bacteriologicas rectas
Portaobjetos.
Cubreobjetos
Papel secante
Marcador permanente
Hojas y mango de bisturi
10 Pinzas sin dientes de uso clinico
Material Biologico:
1. Cultivo micético de Aspergillus spp. y/o Fusarium spp
2. Una muestra clinica de sistema digestivo con problemas micoticos
3. Una muestra de alimento contaminado por hongos
Reactivos:
1. Agar dextrosa Sabouraud, Agar para hongos o Agar Tripticasa de Soya
2. Agar Sangre
3. Agar MacConkey
4. Tincion de Azul de algodon
5. Solucion desinfectante de cloro al 0.5%
Equipo:
1. Estufa microbioldgica con rango de temperatura constante de 25 a 30°C
2. Mechero Fisher
3. Microscopio 6ptico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,
100X.

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al nUmero de alumnos
matriculados en cada grupo

©CoNORWN

Equipo de proteccion personal:
1. Bata blanca
2. Cubrebocas
3. Guantes de nitrilo
Lugar de realizacion:
Laboratorio multidisciplinario de practicas de la FMVZ-UAEM.

Desarrollo:

Dentro de todo el proceso técnico, se debe realizar bajo la flama de un mechero y no
hacerlo a mas de 20 cm de distancia de este. Asi mismo antes de iniciar el proceso de
laboratorio y al terminar se debe desinfectar la mesa de trabajo.

1. Aislamiento e identificacion primaria:

e Tomar con un Hisopo estéril o asa bacteriolégica graduada la muestra y e
inocular en una caja de Agar Dextrosa-Sabouraud o agar para hongos
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e Estriar bajo la técnica de cultivo puro a 30 °C por lo minimo 72 hrs
e Una vez obtenido el aislamiento se realiza la tincion de Gram y/o tincion de
Azul de Algoddn-lactofenol.

2. Aislamiento e identificacién por el método de microcultivo:

» En una caja Petri de agar dextrosa Sabouraud o agar para hongos se
cuadricula bajo 1 cm2 y se cortan con una hoja de bisturi para posterior
utilizacion.

Dentro de una caja Petri estéril agregar entre 2 a 4 mL de agua destilada
estéril o solucion de glicerina al 10%.

Colocar el soporte de vidrio y poner un portaobjetos con un cuadro de Agar
Sabouraud o Agar para hongos de aproximadamente 1 cm? cortado
previamente.

» Con el asa bacterioldgica recta tomar la muestra o el hongo previamente
aislado, y sembrar por picadura en cada lado del agar, posteriormente colocar
el cubreobjetos, tapar la caja e incubar de 25 a 30 °C de entre 24 a 120 hrs
aproximadamente.

» Una vez obtenido el crecimiento micético, se procede a la realizacién del frotis
humedo.

3. Preparacion del frotis humedo:

a) Se introduce un algodon impregnado con formol al 10 % en la caja y dejarlo
actuar durante 30 minutos con el fin de inactivar al hongo.

b) En un portaobjetos coloca dos gotas separadas de la tinciéon de azul de
algodoén-lactofenol.

c) Con las pinzas, tomar cada uno de los cubreobjetos que tienen contacto con
el crecimiento micotico y colocarlos sobre una de las gotas del colorante.

d) Se quita el cuadro de agar del portaobjetos donde se cultivo con el apoyo de
una hoja de bisturi o pinzas, se coloca dos gotas de colorante y se cubre con
un cubreobjetos.

e) Colocar las preparaciones en el microscopio optico y observar con los
objetivos 10 y 40X

f) Visualizar las estructuras fungales y sus caracteristicas morfolégicas; y
registrarla en el reporte.

Resultados:

Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de ser evaluado
con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados obtenidos en la sesidn practica,
comparando las imagenes de los hongos aislados con imagenes de libros e internet para
determinar su clasificacion taxondémica.

Como apoyo puede utilizar las siguientes imagenes:
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Observaciones:

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal.

El material biologico por utilizar en el aislamiento e identificacién micolégicadebe ser
caracteristica, y tomada bajo las debidas medidas de bioseguridad exigidas para este
microorganismo y procesarse inmediatamente.

Durante el desarrollo de la practica se debe cumplir con las medidas de seguridad y
bioseguridad por los alumnos, administrativos y académicos bajo la supervisién del
responsable de laboratorio.

La disposicion final de las muestras y material bioldgico sera por parte del laboratorio
donde se realizo la practica, y el académico llenara la bitacora correspondiente.

Unidad IV Numero de la practica

Bacterias y hongos que afectan el sistema

. , . 08
respiratorio y cardiaco

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento e identificaciéon a partir de muestras o cepas
bacterianas de aislamientos previos, con la finalidad de establecer estrategias de
diagnéstico, control y tratamiento de las enfermedades que causan en los animales.

Materiales, reactivos y/o equipo:
Materiales:

Asas bacteriologicas calibradas

Asas bacteriologicas rectas

Portaobjetos.

Cubreobjetos

Papel secante

Marcador permanente

. Tiras de papel filtro

Material Biolégico:

1. 1 cultivo en agar de Pasteurella multocida
2. 1 cultivo en agar de Mannheimia haemolytica

NoOO RGN
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3. 1 cultivo en agar de Bordetella Bronchiseptica
4. 1 cultivo en agar de Staphylococcus aureus
5. Una muestra clinica de pulmoén
6. Una muestra clinica de corazén
Reactivos:
Cajas Petri con Agar Sangre con sangre de ovino al 10%
Cajas Petri con Agar MacConkey.
Cajas Petri con Muller-Hinton
Tubos con tapon de rosca con Agar de Triple Hierro y Azucar (TSI)
Tubos con tapon de rosca con Medio SIM
Tubos con tapdén de rosca con Urea
Tubos con tapon de rosca con Base de rojo de Fenol con Lactosa, glucosa,
manitol y maltosa.
8. Tubos con tapon de rosca con Medio MIO
9. Tubos con tapdn de rosca con Citrato de Simmons
10.Tubos con tapdn de rosca con Urea
11.Tubos con tapon de rosca con MR-VP
12.Tubos con tapdn de rosca con caldo Muller-Hinton
13.Frasco gotero con Reactivo de Oxidasa
14.Frasco gotero con Reactivo de Kovac
15.Frasco gotero con Reactivo Rojo de Metilo
16.Frascos gotero con reactivos Voges-Proskauer
17.Juego de tincion de Gram
18.Frasco gotero con reactivo de KOH al 3 %
19.Caja de multidiscos para Gram negativos
20.Caja de multidiscos para Gram positivos
Equipo:
1. Estufa bacterioldgica con una temperatura constante de 37°C
2. Mechero Fisher

NN~

3. Microscopio 6ptico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,

100X.
Equipo de proteccion personal:
1. Bata blanca
2. Cubrebocas
3. Guantes de nitrilo
Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos
matriculados en cada grupo

Lugar de realizacion:
Laboratorio multidisciplinario de practicas de la FMVZ-UAEM.

Desarrollo:
Dentro de todo el proceso técnico, se debe realizar bajo la flama de un mechero y no
hacerlo a mas de 20 cm de distancia de este. Asi mismo antes de iniciar el
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proceso de laboratorio y al terminar se debe desinfectar la mesa de trabajo.

Procedimiento1: Aislamiento e identificacion bacteriana
Proceso de Inoculacion y Siembra en Placa:
Primer Dia (Sesién Uno)
1. Desinfectar la mesa de trabajo con cloro al 0.5%.
2. Seleccionar una colonia del medio con cultivo puro, sosteniendo la placa a
una distancia no mayor de 20 cm del mechero.
Esterilizar el asa con el mechero y enfriarla en el agar.
Tomar unicamente la colonia seleccionada con el asa.
Descargar el asa en uno de los extremos de la placa.
Realizar la siembra con la misma asa bajo la técnica de aislamiento en
cultivo puro.
Esterilizar el asa y dejarla enfriar.
Cerrar la caja y rotularla con el numero o nombre de muestra, numero de
equipo y fecha.
9. Incubar las placas a 37 °C por 24 horas.
10.Repetir los pasos 1 a 9 con la muestra problema.

ok w

© N

Segundo Dia (Sesién Dos)

1. Desinfectar la mesa de trabajo y encender el mechero.

2. Analizar cuidadosamente el crecimiento bacteriano en las cajas de Petri, sin
abrirlas.

3. Observar las colonias obtenidas y describirlas teniendo en cuenta las
siguientes caracteristicas: tamafio, color de la colonia, pigmentacion de medio,
estructura interna, borde y hemolisis.

4. Interpretar las formas y caracteristicas de las colonias.

5. Guardar las cajas en el refrigerador, hasta la proxima practica (OPCIONAL).

Proceso de Inoculacién y Siembra en Tubo (Medio Sdlido):

Primer Dia (Sesion Uno)

Destapar el tubo y flamear la parte superior.

Esterilizar el asa recta y enfriarla.

Tomar una colonia del medio que contiene el cultivo puro con el asa recta

estéril.

4. Sembrar en los tubos con agar inclinado de acuerdo con el método que se
utilice de siembra, a una distancia aproximada de 20 cm del mechero.

5. Rotular los tubos de la misma manera que las placas.

6. Incubar placas a 37 °C por 24 horas.

7. Repetir los pasos 1 a 6 con la muestra problema.

wn =

Segundo Dia (Sesién Dos)
1. Analizar y observar cuidadosamente el crecimiento en los tubos, sin abrirlos,
y anotar lo interpretado.
2. En caso de las pruebas bioquimicas, realizar la lectura respectiva y la
aplicacion de los reactivos correspondiente a la prueba a confirmar.
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3. Guardar los tubos en el refrigerador, hasta la proxima practica (opcional).

Proceso de Inoculacion en Tubo (Medio Liquido):
Primer Dia (Sesion Uno)
1. Esterilizar el asa recta y enfriarla.
2. Seleccionar una colonia del medio a una distancia aproximada de 20 cm del
mechero.
Destapar el tubo y flamear la parte superior.
. Introducir el asa con el inocul6 a sembrar, agitar el asa hasta que la muestra
sea homogénea.
Esterilizar el asa y dejarla enfriar.
Flamear el tubo y taparlo.
Rotular los tubos de la misma manera que las placas.
Desinfectar la mesa de trabajo.
Incubar tubos a 37 °C por 24 horas.
0 Repetir los pasos 1 a 9 con la muestra problema.

W
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Segundo Dia (Sesién Dos)
1. Analizar y observar cuidadosamente el crecimiento en los tubos, sin abrirlos,
y anota lo observado.
2. En caso de las pruebas bioquimicas, realizar la lectura respectiva y la
aplicacién de los reactivos correspondiente a la prueba a confirmar.
3. Guardar los tubos en refrigeracion (4 a 8 °C), hasta la proxima practica
(opcional).

Procedimiento 2: Prueba de Susceptibilidad a los antibiéticos

PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA:

1. Tomar con un asa bacteriolégica de 4 o 5 colonias aisladas del mismo tipo
morfoldgico e inocular en 4 0 5 mL de Caldo Mueller-Hinton

2. Se incuba a 35 °C hasta que aparece una turbidez ligera (generalmente 2 a 5
horas)

3. Laturbidez se ajusta con solucidn salina estéril o caldo estéril hasta tener una
densidad comparable, con un estandar de sulfato de bario [El estandar se
prepara mezclando 0.5 mL de BaCl2 0.048 M (1.175 % peso/volumen de
BaCl2H20) con 99.5 ml de H2SO4 al 1% v/v (0.36N)].

4. La suspension ajustada del inéculo no debe permanecer mas de 15 a 20
minutos antes de proceder a sembrarla en la caja de Petri.

PROCEDIMIENTO:
Procedimiento:

1. Para inocular el agar se utiliza un hisopo estéril de algodon, el cual se
humedece con la suspension, se quita el exceso de caldo presionado y girando
el hisopo sobre la pared interna del tubo, por arriba del nivel del caldo

2. Se estria el medio en tres direcciones sobre la totalidad de la superficie de
agar, para obtener un indculo uniforme, se efectua un ultimo barrido del
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hisopo sobre el reborde de la caja de Petri y el agar. Cuando el indculo se haya secado
(de 3 a 5 minutos) se procede a colocar los discos.

Los discos se toman con pinza estéril y se colocan en la superficie del medio en un
tiempo menor de 15 minutos después de haber inoculado la placa, los discos deberan
presionarse ligeramente para asegurar un contacto con la superficie

Debera prevenirse una sobreposicion de las zonas de inhibicidn con la distribucion
adecuada de los discos y con un limite no menor de 15 mm delos bordes de la placa.
Después de 15 minutos de haber colocado los discos, invertir la caja de Petri e incubar
a 35 °C. El tiempo de incubacion es de 18 a 24 horas.

Segundo Dia (Sesion Dos)

Interpretacion:

1. La medicion de los halos de inhibicién se hace con compas de calibracién, Vernier o
regla, por el fondo de la caja la cual se ilumina con luz reflejada. El punto final de todos
los sistemas de lectura sera hasta la completa inhibicién del crecimiento determinada
visualmente, ignorando colonias tenues o muy pequenas que pueden ser observadas

con minuciosidad.

Resultados:

Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de ser
evaluado con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados obtenidos en
la sesidn practica, comparando las imagenes de los agentes bacterianos aislados
con imagenes de libros e internet para determinar su clasificacion taxonémica y

susceptibilidad antimicrobiana.

Como apoyo se tienen la siguiente imagen y cuadro:

ANTIBIOCRAMA

o ? Fuente:
sutveptible
mermedie \‘ ""‘Q
N =
ANTIBIOTICO CONCENTRACION | DIAMETRO DEL HALO DE
(—g/mL) INHIBICION EN mm
Resistente | Intermedio | Sensible
(<) (ENTRE) (2)
AMIKACINA 30 14 15-16 17
AMPICILINA 10
ENTEROBACTERIACEAE 11 12-13 14
Staphylococcus spp. 28 29
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ENTEROCOCO 16 17
OTROS ESTREPT. 21 22-29 30
CARBENICILINA 100

ENTEROBACTERIACEAE 17 18-22 23
Pseudomona 13 14-16 17
CEFALOTINA 30 14 15-17 18
CEFOTAXIMA 30 14 15-22 23
CEFTAZIDIMA 30 14 15-17 18
CETRIAXONA 30 13 14-20 21
CEFUROXIMA 30 14 15-17 18
CLORANFENICOL 30 12 13-17 18
DICLOXACILINA 1

ESTAFILOCOCOS 10 11-12 13
ENOXACIMA 10 14 15-17 18
ERITROMICINA 15 13 14-17 18
GENTAMICINA 10 12 13-14 15
NETILMICINA 30 12 13-14 15
NITROFURANTOINA 300 14 15-16 17
PEFLOXACINA 5 14 15-22 23
PENICILINA 10U

ESTAFILOCOCOS 28 29
N. GONORREAE 19 20
ENTEROCOCOS 14

OTROS ESTREPT. 19 20
TETRACICLINA 30 14 15-18 19
TRIMETROPRIM- 25 10 11-15 16
SULFAMETOXAZOL

Fuente: Instructivo de multidiscos Gram positivos, Gram negativos BIO-RAD

Cuestionario:

1. Menciona las principales diferencias morfolégicas de entre la enterobacterias y
bacterias Gram negativas que afectan el tracto respiratorio

2. ¢Qué medios de cultivo y pruebas complementarias necesitarias para confirmar el
género y especie de los agentes bacterianos antes mencionados?

3. Menciona al menos cinco agentes bacterianos que afectan el sistema cardiaco y
su relacién con problemas respiratorios

Observaciones:

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal.

El material biologico por utilizar en el aislamiento e identificacién micoldgica debe ser
caracteristica, y tomada bajo las debidas medidas de bioseguridad exigidas para este
microorganismo y procesarse al menos 4 horas de haber sido recolectada la muestra.
Durante el desarrollo de la practica se debe cumplir con las medidas de seguridad y
bioseguridad por los alumnos, administrativos y académicos bajo la supervision del
responsable de laboratorio. La disposicion final de las muestras y material bioldgico
sera por parte dellaboratorio donde se realizé la practica, y el académico
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Unidad IV Numero de la practica

Bacterias y hongos que afectan el sistema

. , . 09
respiratorio y cardiaco

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento e identificacidn a partir de muestras o cepas de hongos
aislados previamente, con la finalidad de establecer estrategias de diagndstico, control y
tratamiento de las enfermedades que afectan los animales.

Materiales:
Cajas Petri de 15 X 100 mm estériles
Soporte de vidrio en forma de “V”
Asas bacteriologicas calibradas
Asas bacterioldgicas rectas
Portaobjetos.
Cubreobjetos
Papel secante
Marcador permanente
Hojas y mango de bisturi
10 Pinzas sin dientes de uso clinico
Material Biologico:
1. Cultivo micotico de Aspergillus spp. y/o Fusarium spp
2. Una muestra clinica de pulmén con problemas micoticos
3. Una muestra de alimento contaminado por hongos
Reactivos:
1. Agar dextrosa Sabouraud, Agar para hongos o Agar Tripticasa de Soya
2. Agar Sangre
3. Agar MacConkey
4. Tincion de Azul de algoddn
5. Solucion desinfectante de cloro al 0.5%
Equipo:
1. Estufa microbioldégica con rango de temperatura constante de 25 a 30°C
2. Mechero Fisher
3. Microscopio 6ptico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,
100X.
Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos
matriculados en cada grupo

CoNoaRLOb =

Equipo de proteccion personal:
1. Bata blanca
2. Cubrebocas
3. Guantes de nitrilo
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Lugar de realizacion:
Laboratorio multidisciplinario de practicas de la FMVZ-UAEM.

Desarrollo:
Dentro de todo el proceso técnico, se debe realizar bajo la flama de un mechero y no
hacerlo a mas de 20 cm de distancia de este. Asi mismo antes de iniciar el proceso de
laboratorio y al terminar se debe desinfectar la mesa de trabajo.

1. Aislamiento e identificacion primaria:

Tomar con un Hisopo estéril 0 asa bacterioldgica graduada la muestra y e
inocular en una caja de Agar Dextrosa-Sabouraud o agar para hongos
Estriar bajo la técnica de cultivo puro a 30 °C por lo minimo 72 hrs

Una vez obtenido el aislamiento se realiza la tincion de Gram y/o tincién de
Azul de Algoddn-lactofenol.

2. Aislamiento e identificaciéon por el método de microcultivo:

>

>

En una caja Petri de agar dextrosa Sabouraud o agar para hongos se
cuadricula bajo 1 cm2 y se cortan con una hoja de bisturi para posterior
utilizacion.

Dentro de una caja Petri estéril agregar entre 2 a 4 mL de agua destilada
estéril o solucion de glicerina al 10%.

Colocar el soporte de vidrio y poner un portaobjetos con un cuadro de Agar
Sabouraud o Agar para hongos de aproximadamente 1 cm? cortado
previamente.

Con el asa bacteriolégica recta tomar la muestra o el hongo previamente
aislado, y sembrar por picadura en cada lado del agar, posteriormente colocar
el cubreobjetos, tapar la caja e incubar de 25 a 30 °C de entre 24 a 120 hrs
aproximadamente.

Una vez obtenido el crecimiento micético, se procede a la realizacién del frotis
himedo.

3. Preparacion del frotis humedo:

¢)]
h)

Se introduce un algodén impregnado con formol al 10 % en la caja y dejarlo
actuar durante 30 minutos con el fin de inactivar al hongo.

En un portaobjetos coloca dos gotas separadas de la tincion de azul de
algodoén-lactofenol.

Con las pinzas, tomar cada uno de los cubreobjetos que tienen contacto con
el crecimiento micotico y colocarlos sobre una de las gotas del colorante.

Se quita el cuadro de agar del portaobjetos donde se cultivo con el apoyo de
una hoja de bisturi o pinzas, se coloca dos gotas de colorante y se cubre con
un cubreobjetos.
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k) Colocar las preparaciones en el microscopio éptico y observar con los objetivos 10
y 40X

) Visualizar las estructuras fungales y sus caracteristicas morfolégicas; y registrarla
en el reporte.

Resultados:

Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de ser
evaluado con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados obtenidos en
la sesion practica, comparando las imagenes de los hongos aislados con
imagenes de libros e internet para determinar su clasificacion taxondémica.

Como apoyo puede utilizar las siguientes imagenes:

-3 A ooz s VR LTI S Vaepoamy
Sore:
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Fuente: Manual de microbiologia de la FMVZ-UNAM (12 edicion).

Cuestionario:

1. ¢Menciona las principales diferencias morfolégicas entre las bacterias y los hongos
microscopicos?

2. ¢Qué diferencia hay entre la tincion de Gram vy la tincién azul de algoddn- lactofenol?

3. ¢Qué medidas de bioseguridad realizarias para manejar y trabajar en
enfermedades micéticas?

4

Menciona al menos tres agentes micoticos de importancia en veterinaria que afecta
los sistemas respiratorio y cardiaco

Observaciones:

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal.

El material biolégico por utilizar en el aislamiento e identificacién micoldégica debe ser
caracteristica, y tomada bajo las debidas medidas de bioseguridad exigidas para este
microorganismo y procesarse inmediatamente.

Durante el desarrollo de la practica se debe cumplir con las medidas de seguridad y
bioseguridad por los alumnos, administrativos y académicos bajo la supervisién del
responsable de laboratorio.

La disposicion final de las muestras y material biolégico sera por parte del laboratorio
donde se realizé la practica, y el académico llenara la bitacora correspondiente.
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Unidad V Numero de la practica

Bacterias y hongos que afectan el sistema 10
urogenital

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento e identificacién bacteriana a partir de muestras de
sistema urogenital, con la finalidad de establecer estrategias de diagnostico, control y
tratamiento de las enfermedades que afectan a los animales.

Materiales:
Cajas Petri de 15 X 100 mm estériles
Asas bacteriologicas calibradas
Asas bacterioldgicas rectas
Portaobjetos.
Cubreobjetos
Papel secante
Marcador permanente
. Hisopos
Material Biologico:
4. Cultivo micético de Aspergillus spp. y/o Fusarium spp
5. Una muestra clinica de pulmén con problemas micéticos
6. Una muestra de alimento contaminado por hongos
Reactivos:
6. Agar dextrosa Sabouraud
7. Agar para hongos
8. Agar Tripticasa de Soya
9. Agar Sangre
10.Agar MacConkey
11.Tincién de Azul de algodon
12.Solucién desinfectante de cloro al 0.5%
13.Agar Muller Hinton
14.Multidisco para antibiograma (Gram negativos y Gram positivos)
15.Tincién de Gram
16.Bioquimicas convencionales
Equipo:
4. Estufa microbioldgica con rango de temperatura constante de 25 a 30°C
5. Mechero Fisher
6. Microscopio optico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,
100X.

Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al numero de alumnos matriculados
en cada grupo

NSO WON =
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Equipo de proteccion personal:

4. Bata blanca

5. Cubrebocas

6. Guantes de nitrilo

Lugar de realizacion:

Laboratorio multidisciplinario de practicas de la FMVZ-UAEM.

Desarrollo:

1. A partir de una muestra de orina de perro, iniciar el proceso bacteriolégico. Inoculando
mediante una asa bacteriolégica calibrada en los medios de cultivo agar sangre, agar
MacConkey y agar de manitol sal. Incubar en la estufa bacteriolégica por 24 hrs. a 37
C.

2. Reuvisar las placas para observar el crecimiento y las caracteristicas fenotipicas de las

colonias, como color, hemdlisis y viraje de los medios selectivos como el agar

MacConkey.

Realizar tincion de Gram para determinar si son Gram negativas o positivas.

Realizar las pruebas bioquimicas convencionales necesarias, de acuerdo al enfoque

diagndstico bacteriolégico.

5. Desarrollo del antibiograma. Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana se realizaran
de acuerdo a la metodologia descrita en la practica numero

W

Resultados:

Con base al crecimiento en los medios de cultivo, caracteristicas fenotipicas y
tintoriales determinar mediante tablas de identificacion, al agente o agentes
bacteriolégicos obtenidos (s).

Las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos de acuerdo a sus propiedades
tintoriales (Gram negativas o positivas) se interpretaran de acuerdo a lo descrito
en la practica numero 4

Los resultados obtenidos se registraran de acuerdo al siguiente cuadro

Antibidtico mg/ug/ Diametro del halo (mm)
Ul Resistente (R) Intermedio Sensible (S)
() (1) (2)
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Cuestionario:

A que se llama medios de cultivo selectivos.Por

qué son utiles los medios selectivos.

Como se determina la sensibilidad o resistencia utilizando multidiscos.

Observaciones:

Los estudiantes acataran los Lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como del cuidado y bienestar animal.

El material bioldégico por utilizar en el aislamiento e identificacion micolégica debe ser
caracteristica, y tomada bajo las debidas medidas de bioseguridad exigidas para este
microorganismo y procesarse inmediatamente.

Durante el desarrollo de la practica se debe cumplir con las medidas de seguridad y
bioseguridad por los alumnos, administrativos y académicos bajo la supervision del
responsable de laboratorio.

La disposicion final de las muestras y material biolégico sera por parte del laboratorio
donde se realizo la practica, y el académico llenara la bitacora correspondiente.

Unidad V Numero de la practica

Aislamiento e identificacion de hongos que afectan 11
el sistema urogenital.

Objetivo o competencia de la practica:

Aislar e identificar hongos que afectan al sistema urogenital de importancia veterinaria,
con la finalidad de establecer estrategias de diagndstico, control y tratamiento de las
enfermedades que afectan los animales.

Material bioldgico
1. Muestra de hisopado vaginal de perra sospechosa de infeccién por Candida
albicans genital

Material de laboratorio
Franela

Jabédn

Pizeta con alcohol 96°

Gradilla

Asas bacterioldgicas calibradas
Asas bacteriologicas rectas
Jeringa 3,5y 10 mL.

Cinta adhesiva transparente

©CeNoORrLN
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10. Mango de bisturi

11. Hoja para bisturi

12. Caja Petri vacia estéril

13. Hisopos

14. Hielera con refrigerantes

15. Lapiz

16. Marcador

17.Frascos estériles de boca ancha rosca exterior
18. Portaobjetos

19. Cubreobjetos

Medios de cultivo
20. Placas de agar Sabouraud
21.Tubos de medio de Stuart o Cary-Blair o Amies

Reactivos
22. Azul algodén-lactofenol para tincién de hongos
23.Torundas con alcohol al 70 %
24.Torundas con yodo al 2 %
25. Solucion salina 0.8% estéril

Equipo de laboratorio
26. Estufa bacteriolégica con rango de temperatura constante de 30°C
27.Mechero Fisher
28. Microscopio 6ptico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,100X
Nota: la cantidad de cada material estara sujeto al niumero de alumnos matriculados en
cada grupo

Equipo de proteccion personal:
29.Bata
30. Mascarilla bacteriolégica
31. Guantes de latex o nitrilo
32. Overol
33.Botas

Lugar de realizacion
Laboratorio multidisciplinario de la FMVZ-UAEM

Desarrollo:

A. Aislamiento y cultivo de levaduras.

1. Obtener una muestra de hisopado vaginal de perra sospechosa de infecciénpor
Céndida albicans genital

2. Inocular placas de agar Sabouraud,
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3. Incubar a temperatura ambiente durante varios dias hasta observar el crecimiento de
colonias

B. Observacion microscoépica de levaduras

1. De la placa con el cultivo de la levadura seleccionar una colonia de levadura.
2. Fijar la levadura de la misma manera como se fija una bacteria.
3. Teiir la preparacion con la soluciéon de azul de algodoén lactofenol, lavar, sacudir para

retirar el exceso de agua, dejar secar.

4. Para la identificacion microscopica de hongos filamentosos, debera observarse la
morfologia, micelio, estructuras especiales y/o caracteristicas, con los objetivos en
seco y de inmersion.

Resultados:

1. Las colonias de Candida albicans son de color blanco amarillas lisas de apariencia
cremosa y convexa.

2. Mediante frotis del aislado tefiido con azul algodén, deberan observarse levaduras
esféricas o subglobosas, solitarias o0 en gemacién multipolar.

3. Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de ser
evaluado con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados obtenidos en la
sesion practica.

Cuestionario:
1. Por qué los tratamientos prolongados con antibiéticos puede predisponer a infecciones
a infecciones por Candida albicans.

Observaciones

Los alumnos acataran los lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de
Docencia, asi como el cuidado y bienestar animal, descripcion del proceso,
seguimiento y disposicion de residuos peligrosos bioldgico infecciosos, por parte de quien
lo genere, en caso de que sea un producto de la actividad realizada (llenado de bitacora
correspondiente).
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Unidad VI Numero de la practica

Bacterias y hongos involucrados en enfermedades

transmitidas por los alimentos (ETA’s). 12

Objetivo o competencia de la practica:

Realizar el proceso de aislamiento e identificacion a partir de muestras de alimentos o
cepas aisladas previamente, con la finalidad de establecer estrategias de diagndstico,
control de las enfermedades que afectan la Salud Publica y los animales.

Materiales, reactivos y/o equipo:
Materiales:
. Asas bacterioldgicas calibradas
Asas bacterioldgicas rectas
Portaobjetos.
Cubreobjetos
Papel secante
Marcador permanente
Tiras de papel filtro
Materlal Biologico:
1. 1 cultivo en agar de Escherichia coli
2. 1 cultivo en agar de Staphylococcus aureus
3. Una muestra de alimento de origen animal
4. Una muestra de alimento para uso o consumo animal
Reactivos:
Cajas Petri con Agar Sangre con sangre de ovino al 10%
Cajas Petri con Agar MacConkey.
Cajas Petri con Mueller-Hinton
Tubos con tapon de rosca con Agar de Triple Hierro y Azucar (TSI)
Tubos con tapén de rosca con Medio SIM
Tubos con tapdén de rosca con Urea
Tubos con tapdn de rosca con Base de rojo de Fenol con Lactosa, glucosa,
manitol y maltosa.
8. Tubos con tapon de rosca con Medio MIO
9. Tubos con tapodn de rosca con Citrato de Simmons
10.Tubos con tapon de rosca con Urea
11.Tubos con tapén de rosca con MR-VP
12.Tubos con tapon de rosca con caldo Mueller-Hinton
13.Frasco gotero con Reactivo de Oxidasa
14.Frasco gotero con Reactivo de Kovac
15.Frasco gotero con Reactivo Rojo de Metilo
16.Frascos gotero con reactivos Voges-Proskauer
17.Juego de tincién de Gram

NO A WD
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18. Frasco gotero con reactivo de KOH al 3 %

19. Caja de multidiscos para Gram negativos

20. Caja de multidiscos para Gram positivos

Equipo:

1. Estufa bacteriolégica con una temperatura constante de 37°C
2. Mechero Fisher

3. Microscopio éptico binocular de campo claro, con objetivos de 4X, 10X, 40X,100X.
Equipo de proteccion personal:

1. Bata blanca

2. Cubrebocas

3. Guantes de nitrilo

Lugar de realizacion:

1. Laboratorio multidisciplinario de practicas de la FMVZ-UAEM.

Desarrollo:
Dentro de todo el proceso técnico, se debe realizar bajo la flama de un mechero y no
hacerlo a mas de 20 cm de distancia de este. Asi mismo antes de iniciar el proceso de
laboratorio y al terminar se debe desinfectar la mesa de trabajo.

Procedimiento 1: Aislamiento e identificacion bacteriana
Proceso de Inoculacion y Siembra en Placa:
Primer Dia (Sesion Uno)
1. Desinfectar la mesa de trabajo con cloro al 0.5%.
2. Seleccionar una colonia del medio con cultivo puro, sosteniendo la placa a
una distancia no mayor de 20 cm del mechero.
Esterilizar el asa con el mechero y enfriarla en el agar.
Tomar unicamente la colonia seleccionada con el asa.
Descargar el asa en uno de los extremos de la placa.
Realizar la siembra con la misma asa bajo la técnica de aislamiento en
cultivo puro.
Esterilizar el asa y dejarla enfriar.
Cerrar la caja y rotularla con el numero o nombre de muestra, numero de
equipo y fecha.
9. Incubar las placas a 37 °C por 24 horas.
10.Repetir los pasos 1 a 9 con la muestra problema.

ook w

© N

Segundo Dia (Sesion Dos)

1. Desinfectar la mesa de trabajo y encender el mechero.

2. Analizar cuidadosamente el crecimiento bacteriano en las cajas de Petri, sin
abrirlas.

3. Observar las colonias obtenidas y describirlas teniendo en cuenta las
siguientes caracteristicas: tamafio, color de la colonia, pigmentacion de medio,
estructura interna, borde y hemdlisis.

4. Interpretar las formas y caracteristicas de las colonias.
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5. Guardar las cajas en el refrigerador, hasta la proxima practica (OPCIONAL).

Proceso de Inoculacién y Siembra en Tubo (Medio Sdlido):
Primer Dia (Sesién Uno)

. Destapar el tubo y flamear la parte superior.

Esterilizar el asa recta y enfriarla.

wn =

estéril.

4. Sembrar en los tubos con agar inclinado de acuerdo con el método que se

utilice de siembra, a una distancia aproximada de 20 cm del mechero.
5. Rotular los tubos de la misma manera que las placas.
6. Incubar placas a 37 °C por 24 horas.
7. Repetir los pasos 1 a 6 con la muestra problema.

Segundo Dia (Sesién Dos)

1. Analizar y observar cuidadosamente el crecimiento en los tubos, sin abrirlos,

y anotar lo interpretado.

2. En caso de las pruebas bioquimicas, realizar la lectura respectiva y la

aplicacion de los reactivos correspondiente a la prueba a confirmar.
3. Guardar los tubos en el refrigerador, hasta la préxima practica (opcional).

Proceso de Inoculacién en Tubo (Medio Liquido):
Primer Dia (Sesién Uno)
1. Esterilizar el asa recta y enfriarla.

2. Seleccionar una colonia del medio a una distancia aproximada de 20 cm del

mechero.
Destapar el tubo y flamear la parte superior.

B w

sea homogénea.

Esterilizar el asa y dejarla enfriar.

Flamear el tubo y taparlo.

Rotular los tubos de la misma manera que las placas.
Desinfectar la mesa de trabajo.

Incubar tubos a 37 °C por 24 horas.

0 Repetir los pasos 1 a 9 con la muestra problema.

4“390.\'.07.0"

Segundo Dia (Sesion Dos)

1. Analizar y observar cuidadosamente el crecimiento en los tubos, sin abrirlos,

y anota lo observado.

2. En caso de las pruebas bioquimicas, realizar la lectura respectiva y la

aplicacién de los reactivos correspondiente a la prueba a confirmar.

3. Guardar los tubos en refrigeracion (4 a 8 °C), hasta la proxima practica

(opcional).

Procedimiento 2: Prueba de Susceptibilidad a los antibiéticos
PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA:

Tomar una colonia del medio que contiene el cultivo puro con el asa recta

. Introducir el asa con el inocul6 a sembrar, agitar el asa hasta que la muestra
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1. Tomar con un asa bacterioldgica de 4 o 5 colonias aisladas del mismo tipo
morfologico e inocular en 4 0 5 mL de Caldo Mueller-Hinton

2. Se incuba a 35 °C hasta que aparece una turbidez ligera (generalmente 2 a 5
horas)

3. Laturbidez se ajusta con solucion salina estéril o caldo estéril hasta tener una
densidad comparable, con un estandar de sulfato de bario [El estandar se
prepara mezclando 0.5 mL de BaCl2 0.048 M (1.175 % peso/volumen de
BaCl2H20) con 99.5 ml de H2SO4 al 1% v/v (0.36N)].

4. La suspension ajustada del inéculo no debe permanecer mas de 15 a 20
minutos antes de proceder a sembrarla en la caja de Petri.

Procedimiento:

1. Para inocular el agar se utiliza un hisopo estéril de algodon, el cual se
humedece con la suspension, se quita el exceso de caldo presionado y girando
el hisopo sobre la pared interna del tubo, por arriba del nivel del caldo

2. Se estria el medio en tres direcciones sobre la totalidad de la superficie de
agar, para obtener un indculo uniforme, se efectua un ultimo barrido del hisopo
sobre el reborde de la caja de Petri y el agar. Cuando el in6culo se haya secado
(de 3 a 5 minutos) se procede a colocar los discos.

3. Los discos se toman con pinza estéril y se colocan en la superficie del medio
en un tiempo menor de 15 minutos después de haber inoculado la placa, los
discos deberan presionarse ligeramente para asegurar un contacto con la
superficie

4. Debera prevenirse una sobreposicidon de las zonas de inhibicion con la
distribucion adecuada de los discos y con un limite no menor de 15 mm de los
bordes de la placa.

5. Después de 15 minutos de haber colocado los discos, invertir la caja de Petri
e incubar a 35 °C. El tiempo de incubacion es de 18 a 24 horas.

Segundo Dia (Sesion Dos)
Interpretacion:

1. La medicion de los halos de inhibicion se hace con compas de calibracién, Vernier o
regla, por el fondo de la caja la cual se ilumina con luz reflejada. El punto final de todos
los sistemas de lectura sera hasta la completa inhibicidn del crecimiento determinada
visualmente, ignorando colonias tenues o muy pequefas que pueden ser observadas

con minuciosidad.

Resultados:

Realizar el reporte de practica bajo el formato establecido con la finalidad de ser evaluado
con la lista de cotejo respectiva, resaltando los resultados obtenidos en la sesion practica,
comparando las imagenes de los agentes bacterianos aislados con imagenes de libros e
internet para determinar su clasificacién taxondmica y susceptibilidad antimicrobiana.
Como apoyo se tienen la siguiente imagen y cuadro:
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Fuente:
ANTIBIOTICO CONCENTRACION DIAMETRO DEL HALO DE
(Tg/mL) INHIBICION EN mm
Resistente | Intermedio | Sensible
(=) (ENTRE) (2)
AMIKACINA 30 14 15-16 17
AMPICILINA 10
ENTEROBACTERIACEAE 11 12-13 14
Staphylococcus spp. 28 29
ENTEROCOCO 16 17
OTROS ESTREPT. 21 22-29 30
CARBENICILINA 100
ENTEROBACTERIACEAE 17 18-22 23
Pseudomona spp 13 14-16 17
CEFALOTINA 30 14 15-17 18
CEFOTAXIMA 30 14 15-22 23
CEFTAZIDIMA 30 14 15-17 18
CETRIAXONA 30 13 14-20 21
CEFUROXIMA 30 14 15-17 18
CLORANFENICOL 30 12 13-17 18
DICLOXACILINA 1
ESTAFILOCOCOS 10 11-12 13
ENOXACIMA 10 14 15-17 18
ERITROMICINA 15 13 14-17 18
GENTAMICINA 10 12 13-14 15
NETILMICINA 30 12 13-14 15
NITROFURANTOINA 300 14 15-16 17
PEFLOXACINA 5 14 15-22 23
PENICILINA 10U
ESTAFILOCOCOS 28 29
N. GONORREAE 19 20
ENTEROCOCOS 14
OTROS ESTREPT. 19 20
TETRACICLINA 30 14 15-18 19
TRIMETROPRIM- 25 10 11-15 16
SULFAMETOXAZOL
Fuente: Instructivo de multidiscos Gram positivos, Gram negativos BIO-RAD
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Cuestionario:

1. Menciona las principales diferencias morfolégicas de entre la enterobacterias y
bacterias Gram negativas que afectan el tracto respiratorio

2. ¢Qué medios de cultivo y pruebas complementarias necesitarias para confirmar el
género y especie de los agentes bacterianos antes mencionados?

3. Menciona al menos 5 agentes bacterianos que afectan el sistema cardiaco y su
relacién con problemas respiratorios

Observaciones:

Los alumnos acataran los lineamientos de los Laboratorios Multidisciplinarios de Docencia
El material biolégico por utilizar en el aislamiento e identificacién micolégicadebe ser
caracteristica, y tomada bajo las debidas medidas de bioseguridad exigidas para este
microorganismo y procesarse al menos 4 horas de haber sido recolectada la muestra.
Durante el desarrollo de la practica se debe cumplir con las medidas de seguridad y
bioseguridad por los alumnos, administrativos y académicos bajo la supervision del
responsable de laboratorio.

La disposicidn final de las muestras y material biolégico sera por parte del laboratorio
donde se realizo la practica, y el académico llenara la bitacora correspondiente.
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