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MANEJO DE TEJIDOS

Al recibir muestras para estudio pbaciericldeico, la gran mayoria
d= las veces no podemos saber las condiciones en que tueron tomadas, -
Practicamente es imposible evitar contaminaciones en una necronsia de-
campa, por lo que es condicidn indispansable aseprizar las muesiras por
gquemadura, realizdndose el siguiente procedimiento:

1. - 5e colocan las muestras {visceras) 2n una charola

2, - Se calienta al rojo vivo un cautfn de cobre o bien una espdtula
ancha de metal.

4, - El caurin se aplica sobre la suparficie del dérgano procurapdo
quemar una superficie aproximada de por lo meass 10 cm®,

4. - Se introduce 2l asa de platino o bien la punta de una pipata --
Pasteur estéril, con el fin de tomar el material que serd ino-
culado en los medios de cultive. Cuando la viscera en cues-
ritn pases una suparficie muy sdlida que impide introducir el
asa o la pipsta con facilidad, es necesaric hacer un pequedo
corte sobre el drganc con un bisturi o tijeras previamente es
terilizadas a la flama.

5. - Si se desea hacer inoculacién en medios liquidos, debe cor-

cortarse un trozo paquedc del drgano por abajo de la supsrfi-
cie quemada.
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= L'na vez obtenido el indculo, éste se siembra en medios soli-
- dos de MacConkey v Agar Sangre. Estos son los medios usa -
~ dos ea estudios de bacteriologfn "Clega aerobia”. De acuer-
- do con la orlentacidn clinico-patologica del caso se deberdn-

 usar medios especificos,

- Las placas de Agar Sangre y MacConkey, deben incubarse Ju
runte 18-24 horas a 37°C; pasado este tlempo se hace la lec-
tura y clasificacidn de colonias.

. = Se hacen frotis a partir del crecimiento y se tiflen con el mé
todo de Gram y, posteriormente tinclones eapecificas.

, - Una vez seleccionado el germen, se hacen las prusbas bio - -
quimicas correspondientes

TECNICAS DE TINCION

Tincion de Gram (Modificacion de Hucker)

1. Hacer el frotis y fijarlo con calor suave.

2. Cubrir con Cristal Violeta durante 2 minutos,

3. Lavar con agua destilada,

4. Cubrir la preparacion durante | minuto con Lugol.
var con agua destilada.

olorar con Alcohol Acetona, hasta que la preparacidn ya no des-
renda colorante (aproximadamente 30 segundos).

con agua destilada,

r con Safranina durante 10 segundos,

<con agua destilada, secar con papel filtro y observar. Gram
de color azul. Gram negativos de color magenta violdceo.

ldn de las Substancias,

Madre de Cristal Violeta
tal Violeta ) 10 gm

hol Etflico (959) 100  ml
ucion de Oxalato
lato de Amonio 1 gm.
ia destilada 100 ml,
mﬂ]ur 20 ml, de la solucidn No, 1 con 80 ml, de
~la solucion No, 2
&.
l';?l{m cristales) 1 gm
"~ Yoduro de Potasio 2 gm.
" ’ ‘I' Mnﬂu completamente en 10 ml. de agua desti-
después agregar agua suficiente para comple
' |lr” it ﬁga ml, Gudrdese en frascos color dmbar,
i ii peauiurmu . e ik
Etflico (959) - -
" . 7} raste
i ~ Safranina 2.5 gm.
;I' leohol Etflico 100 ml

E ' La solucién madre de Safranina debe diluirse en agua destilada -

~en proporcion de 1:4,
La Safranina puede ser substituida por Fucsina Fenicada diluida.

Se usa una solucion de Fucsina Fenicada (segdn ¢l método de - -
Ziehl Neelsen) y se diluye en agua destilada en proporcion de ==
[ 1:10 6 1:20,
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Tincidn de Azul de Metileno Alcalina
de Loeffler.

Hacer el frotis v fijarlo con calor suave.

Cubrir la preparacidn con ¢l colorante, durante 3-3 minutos,
Lavar con agua desrilada,

secar con papel filtro v observar al microscopio.

Bacterias Jde color azul.

L

Preparacion de las Substancias:
Azul de Metileng

: _ i 0.5 gm.
solucidn de Hidroxido de Potasio al 15 1.0 ml,
Alcohol 30.0 mil.
ﬁtgua 100. 0 ml.
Calentar el agua a 30°C v colocar el colorante agitando, Agregar

los otros compoenentes v filtrar,

Metodo de Ziehl-Neelsen ( dcido resistentes).

l. Hacer el frotis v fijarlo con calor suave.

2. Cubrir la laminilla con un papel filtro,

3. Se cubre la preparacion con Fucsina Fenicada v se coloca en la --
platina de Koch, se calienta con flama leve durante 5 minutos. Fl
papel se elimina lavando la preparacidn con agua destilada. No -
debs permirtirse la ebullicion del colorante,

4. Decolorar la laminilla con varias aplicaciones de Alcohol Acido, -
hasta obtener un color rosa pdlido,

El Aleohol Acido debe aplicarse hasta que va no hava eliminacidn-
de colorante. Usualmente bastan 2 minutos,

6. Lavar con agua destilada v dejar secar. Observar con lente de in
mersidn, &

Preparacidn de las Substancias:

1. Fucsina Fenicada

Fucsina Bdsica 0.3 gm.

Alcohol Erflico 10,0 ml.

Esta solucidn se mezcla con

Fenol {en cristales fundidos) 5 0 ml.

Agua desrtilada 23, 0 ml.
2. Alcohol Acido

Acido Clorhidrico (concentrado) 3.0 ml

Alcohol Etilice (933 . 0 ml
3. Contraste

Azul de Mertileno (certificado) 0.3 gm.

Amua destilada 100, 0 ml.

3. Lavar con agua v aplicar Azul de Metileno durante 20-30 segundos,

[V. Fuesina fenicada (Prueba rdpida para diagnostico de Vibrio)

. Hacer el frotis y fijarlo con calor suave,

Se cubre con colorante 1-2 minutos.

Lavar con agua destilada.

Secar con papel filiro y observarlo a inmersidn,

Lo el

La Fucsina se prepara igual que para el método de Ziehl-Neelsen,
V. Tincidn de Soltys

{ Se usa para observar la cadpsula de Bacillug anthracis. Tiene la -
ventaja de matar al gérmen a la vez que preserva la capsula).,

Procedimiento
1. Hacer el frotis.
2. Fljar con Zenker durante 3-4 minutos,
3. Lavar con agua.
4, Tefir con Azul de Metileno boricado durante 10 minutos.
5. Lavar y observar. Los bacilos se tifien de azul y la cdpsula se --
observa de color rosa pdlido.

Preparacion de Substancias.
a) Solucidn de Zenker

Cloruro de Mercurio 5.0 gm.
Bicromato de Porasio 2.5 gm.
Sulfaro de Sodio [.O gm.
Agua destilada 160, & ml.
b) Azul de Metileno boricade
Azul de Metileno 2.0 gm.
Bdrax 5.0 gm
Agua destilada 100. & ml.

V1. Metodo de Hansen (Brucella)
1. Hacer el frotis y fijarlo.
2, Tenirlo con Azul de Metileno 2 minutos
3. Lavar con agua destilada,
4, Teifiir con solucion acuosa de Safranina al 1%, durante 7 segundos.
5. Lavar con agua destilada, secar y observar.

[Las Brucellas se tifien de color azul. Otras bacterias, de color -

rojo.
Preparacidn de Substancias.
a) Azul de Metileno w3 g,
Agua destilada 100. 0 ml,
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b) Hidroxido de Potasio (KOH) al 0. 047,
Antes de usarse se mezclan 3 ml. de Azul de Metileno con 10

de KOH.
c) Safranina
1.0 gm.
Agua destilada 100, 0 E—?

Peterminacion de Sensibilidad Ancibictica
{ Antibiograma)

T_I.oa medios de cultivo usados para la realizacidn de esta prueha -
HOn I'!]QE[I:-’JS solidos como el Agar nutritivo y Triptosa Agar, los cuales se
Sdracterizan por su aspecto traslicido, permitiendo efectuar la lectura -
£0N mayor precisicdn.

Se hace una suspensicn en solucidn salina estéril o caldo nutricivo
eon los gérmenes obtenidos, ya sea de placas con cultivos puros o hbien a
partir del material en estudio, Una vez hecha la suspension se humedece
£on csta un hisopo esteril el cual se frota suavemente sobre la placa de -
gi.gu_r nutritivo o Triptosa. Con una pinza estéril se toma un disco de anti
bidlicos y se coloca sobre la placa con indeulo y después se incuba a 3700
durante 24 horas y se hace la lectura.

La interpretacidn de esta prueba se hace valorando las dreas de -

Inhibicion de crecimiento bacteriano en torno al antibidtico correspondien
te, : i

M

Col pequefias

Pasteurslla
Haemophilus

Vibrio (mez-
cla de gases)

Brucella

didas en olanes)

Paracolon

L=}

Gram Megativas
grandes
Proteus {exten

Coliformes
Pscudomonas

Caol.

Bordetella
Paracolon (rosadas)

Pzendomona  {rosadas)
Friedianders ( rosadas)

Salmonella {gris)
Proteus (gris)

Friedlanders

(rugosas)
Coli {rojo)

1

-]

({muy pequefia
¥ rojas)
Listeria (muy

Corynebacterium
leves)

Erisipelothrix
Listeria
SIrepococcus

Colonias pequerias
Streptococcus

Gram Positivas

Colonias grandes
Sraphylococcus

B. anmthracis
B. antracoides

Antracoides

Clostridia
ianaerobiosis)

Sraphvlococcus
Anthrax

{rojas)

Medios de cultive
Gelosa Sangre

en condiciones
normales

Gelosa Sangre

en condiciones

lespeciales
mMacConkey




