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Control for Erysipelas Diagno- PO

sis

Esta norma establece los métodos de control bacterioldgico
para el diagnostico de erisipela en el cerdo,

GENERALIDADES

i. La manipulauiﬁn'r distribucidn de todo el instrumental
previamente esterilizado, se realizard en drea estéril.

2, Para la preparacidn de los mediocs de oultives se utiliza-
ré4 agua para analisis segin NC 21-01:72 "Agua para anialie
sis"™ y los productos utilizados serdn de calidad p.a., se-
guan la NC 20-03:72 "Productos guimicos, Clasificacidn por
calidades y definiciones®™ y NC 21-0%5:72 "Productos quimi-
cos analiticos. Especificaciones”,

3. En todos los medios gnnﬂ& sea necesario el ajuste de pll,
el mismo se efectuara con disoclucidn de hidroxido de solio
10 mol/L ¥ Acido clorhidrico puro para cantidades graudes
de medio y 1:10 para cantidades pegueifias.’

4. En el proceso de produccidn de los medios de cultivos,
los frascos y tubos que los contengan, seran tapados ocon
tapones de algoddn y gasa, retapados con papel Kraft y
atados con cordel, antes de la esterilizacion,

5. Durante la siembra, las pinzas, tijeras y espatulas, se
limpiardn con algodén embebido en alcochol ¥ se flamearan
entre cada muestra., Las asas se flame al rojo sntre
cada miestra y entre cada medio de cultivo.

6, Todos los envases gue contengan las soluciones, se rotu-

lardn,

7. Para los términos y definiciones véase la NC 55-05:85
"Servicios veterinarios. Actividad de laborataorie
minoca y definiciones”,

METODO DE CONTROL

8., Ailslamiento de Erysipelothrix rhusiopathiae

8.1 Objetivo y mlcance., Este método se estableme para deter-
" minar la presencia o no del agente bacteriand an las mses
tras seleccionadas y realizar el diagndstioco.

Aprobada:

: Vigente a partir de: -
Septiembre 1985

Marzo 1986

ESTA NORMA ES OBLIGATORIA




8,2

8.3
8,.3.1

Fundamento del método. FEste método se basa en sembrar
las muestras en medios bacterioldzicos e inoubarlos has-
ta obtener o mo ecrecimiento baoteriano.

Reactivos guimices, bivquimivces y bioldgicos

éﬁlr SAnZre
Agar simple 500 ml.
Sangre de carnero desf{ibrinada 50 ml.

Se afiade la sangsre al agar simple v sr enfria entre
los 45 a 50 oC, 1uugu se mezcla bien sin formar espu-
ma ¥y se vierten 15 20 mL. en placas de Petri; se fla-
mea con mechero la superficie del medic en la placa,
para destruir cualguier burbuja de aire.

- Apar simple
Caldo simple 1 000 mL
Agar No, 1 16 g

Se distribuird el caldo simple en dos trascos coni-
cos de 500 mL, conteniendo anbos 8 g de agar. Se
esterilizard en autoociave a 121 °C y vapor de pre-

sién a 107,873 kPa durante 20 min y se mantendra
al ambisnte,

Se usara agar No. 1 0o la masa asgquivalente en otras
oalidades de agar.

- UCaldo s le

Infusidén de carne o corazdn., Se Llimpiard de apo-
neurvsis, tendones y grasa, ' kg de carne o cora-
zon, Se muele y afiaden 2 000 mL de agua y se guar-
da en refrigeracidén hasta el dia siguiente. Se co-

cinard la carne molida, que hervira entre 30
& 60 min,

Se dejarA rafrescar y filtraréa por gasa, exprimién-
dolas sl sedimento gue quede sobre la misma. Se
restituird el volumen inicial con agua y se ailadi=-

Peptona para bactericlogia 20 g
Cloruro de sodio 10 g

Se hervird hasta total disolucidn de los mismos,
se dejara reposar durante 20 min y se filtrara por
papel, cuidando de no agitar el sedimento, y se
ajustard el pil de 7,2 & 7,4 .

Se distribuird en frascos cénicos de 500 mL ¥
en tubos de cultivos de 5 mL ¥y se esterilizara en



8.3.2
B.3.3

8.3.4

autoclave a 121 °C y vapor de presidm a 107,873 kPa
durante 20 min. Se conserva en refrigeracion.

San de carnerc desfibrinada. Se depilard la zona
del cuello del carmero y desinfectarda con aleohol,
utilizande un algoddn, Se punciona Ta vugular con
la aguja del equipo extractor ¢ de venoclisis. Se
perfora eon la aguja del otro extremo del equipo, el
tapon del frasco colector., Este frasco colector con
vac{o contendra perlas de wvidrio. Se dejard correr
la sangre por las pareédes del frasco, agitando ocons-
tantemente por movimientos giratorios para provocar
lan desfibrinacién y se filtrarda la sangre por gasa.

Disolucién de hidréxido de sodio 10 mol/L
Agar verde brillante

Caldo simple 1 000 ml.
lLactosa para bacteriologia 10 g
FExtracto de levadura 3 &
Sacarosa Dare hactariologia 10 &

Rojo fenol al 2 g/L 4o mL
Verde brillante al 5 g/L 1 ml,

Agar No, 1 16 g

Se afiadirdn los gomponentes antes sefialados al caldo

simple, excepto el agar. Se distribuye el agar en

2 frascos cbdnicos de 1 000 mL y se afiade 500 mL del
caldo antes preparado en cada uno ¥y se esteriliza en
autoclave a 121 ©C, con vapor de presidén a 107,873 kPa,
durante 20 min, Se distribuye en placas de Petri por

15 &

20 mL,

Rojo fenol al 2 g/L

Rojo fenol 1
Hidréxido de sodio 0,1 mol/L 40 mL
Agua ' 460 mL

S5e mezclan lﬁ: componenteas,

Disolucién de hidréxido de sodio 0,1 mol/L
Verde brillante al 0,5 % . '

Gram No, 1

Disolucion A

Cristal violeta 5 &



Alcohol etilico absoluto 99,5 % 200 mL

Se disuelve el oristal viocleta, se mantieune a 37 °c

durante 2% h. Se filtrara papel ¥ se envasara en fras-
# L

cos ambar; se tapa hermeticamente.

Disolucion B

Oxalato de amonio anhidro g g

Agun 800 ml.

Para trabajar se uniran 20 mL de la disolucidn A ¥
80 mL de la disoluocidn B,

£.9.% Gram No, 2

Yodo metalico 2 B
Yoduro de potasio Ly e
Asun 200 mL

S5e disuelve el voduro de potagio en mgua y ze afade el
yirlo.

8 3.6 Gram No. 3

Disolucidn A

Fucsina basica 10 £
Alcohol etilico 95 % 100 mL

Disolucidn B

Soluclidén de fenol al 5 % v/v

Se unirdn 10 mL de A con 90 mL de B y sa filtrara por
papal,

8.3.7 Suero equino estéril

5.3.8 Solucidn de fencl al 5 %

H.3.9 Aceite para inmersidn

8.4 Aparatos, utensilios y medios de medicidn

- 0lla de aluminice de 50 L
- Incubadora

- Autooclave

- Estufa

~ Microscopio binocular



8.5

8.6

Bab.1

- I'sterillzadora
- Balanza analitica LSP 200 g; vD 0,1 mg

- Balanza teenica 15P t keg; vD 0,1 =

L

- Lawmparas gsermleidas

= [Equipos vencclisis
- Madidor de pll

- Placas de Petri (85 ., f10); (100 ., t0}; (100 . 15) mm
- Tubos cdnicos de i5 ml )
~ Tubos de cultives de {15 a 18 , 150)
=  ‘Thbeos de 5 mL

~ Frascos conicos de 25%0; 5003 1 Q00 v 2 000 mL

- Cilindros graduados de 2503 1 000 y 2 000 ml
- Pipetas de {1 ml; vD 0,01 mL

- Pipetas de 5 mL vD; 0,1 mL

-~ Frascos ambar para reactivo, de 500 ¥ 1 00C wlL

-- Morteros de 100 mm de diAmetro,

Saleccidn vy obtencidn de las muestras, Sepiin NG 55-071:55

"Sarvicios vetorinarios, nfermedades rojas do! cerdo,
Snlecnidén ¥y obtencion de las muestras".

Dnterminggiﬁn. S5e flamean las zonas afectadas v no afec-
tadas de las nuestras con un mecharo.

Se hara un corte eon tijora que abarque ambas =zonas,
En el caso de la articulacidn, se cortara ccn sl bisturi
¥ se expondra el liguido.

Se toman las muestras con asa bactoriolérica y se siem-
bra: 1 placa de agar sangre por astrias, 1 placa do agar
verde brillante por estrias ¥ 1 tubo de caldo simple, al
cual se le aniadird 0,05 mlL de sueso equino {utilice pipe-
ta de t mL),

Se incubard a 37 °C durante 24 h .

Expresidu de los resultados., FEn casos poasitivos;

- Agar sangre. Se obsevrvaran colonias pequeiias,
translucidas, con hemopepsin humolisis-alfa ¥ has-
ta hemolisis-beta

=~ Apar verde brillante. No se observara crecimiento

= Caldo simple. Se observara turbidez uniforme sin
presencia de pelicula en la superficie del medio ¥
con poeco sedimento




8.7

9.

9.1

5i el agar sanfre resulth nagative, sa tomara, con
asa bacterioldwicna, del ecal.do simpte con turbide=z
v 3a aiembra o i placa Jde agar srJdlEre poil es-
tl"i-ﬂsf ’

. L)
Se tueubara a 17 C y se vhserva a tas 24 h ,
# . .
Coloracion de livan, So realizsacra ecoloracldn fde

Grom a 1as colunias obsurvadas, se prepara frotis
fine on léaminas rortavhjetos ¥ se fija a la 1llamna,.

abralos con Gram 1 durante 20 s
Lave con Gram 2 ¥y cObralos con éste durante 20 s

Iave con aloohol etilico de 08 % v/ hasta gue
deecolorea

Lave con agua

Cubra con Gram 3 diluido 1:20, Jurante 30 a 60 s
Lave oo afpua

Observe al microscuopic con aceites para 1nmaraiun.
previa limpieza de los lontes objetives con eter
dietiliro,

I caso positive, se obsorvardn gérmenes plemdrfi-

ces en [orma de bastones, gque pueden presentarsc
arrupados an V, Y, cadenas o filamentos,

Informe. El mismo recogeira los simiientes datos:

NMimere del caso

Nombre de la unidad

Empresa

'rovincis

Municipio -
Resultados

Firma del jefe de seccidn
FFirma del jefe de departamento
Firma del director

Feoha de salidda.,

Determinancidn hiﬂguimiﬂﬁ

Objetivo y alcnnco. Este método se establece para la
clasificacion del germen aislado, ¥y deotarminar su as-
pecie,




9,2 Fundamento del métodoe., FEste método -se basn en enfrentar
la cepa aislada a diferentes madios bloquimicoa y obser-
. VA sus reacclones,

9.3 Reactivos quimicos, biogquimicos y bioldgicos

“.3.1

P.0. 2

Veda3

9.3. 4

9.3.5°

9.3.6

Apar hierro de Kliger. Medio deshidratade preparado

segun indicacidn del fabricante.

Caldo triptéfano {para reaccién de indol)

Caldo nutriente ' 100 mL

Agar No., 1 ﬂfifs
Triptéfanc 0,025 &

Se ajiaden los componentes al caldo nutrienta y -2 ca=-

lienta hasta, total disolucidn del mear., Yo distritiie

14 en tubos por 2 wl y se esteriliza a BE, 200 wPa &
115 2¢C durante 15 min,

inldo nutriente. Medioc deshidratado preparado aegn
fulicacion del fabricanie.

Gacarosa

t‘alde simple ‘ 100 mL
Azul de bromotimel a 2 /L 1,2 wmi.
“uwoarosa para baoteriologia 1 "

Se mezcelan los componentes hasta total disclucidn.
Se ajustard el pH de 7,2 a 7,/ . Sa distribuirda en
tubos de 5 ml por 2 ml. Se esteriliza en auitoclave
s 107,879 kPa a 115 20, durante 15 min,
- Di:nluai&n azul de browotimoel & 2 E‘;"’la

Azul de bromotimol 0,2

Disolucidén de hidréxido de sodic g5 g,
0, 1

Aot O A5 ke
o mewclan los componentes hasta disnluclén total,

S0 esteriliza a 121 nﬂ, con vapor de presidén a
17,873 kPa, durante 15 min,

Maultol, Sera segun 9.9.7% Iu:tituyinﬂnua la sacarosa
por manitol,

Dulecitol, Serd segun 9.3.9 sustituvéndose la sacarosa

Glucosa, Sard segin 9,3, sustituyéndose la sacarosa
por glucosa.



9' 3'?

FaldeD

Epautivn de Fhrlich

y

p~dimetil-amino-Yenzaldehido t &
ricohol etilico absoluto 99,5 % 95 mL
Acido clovtiidrice =0 i,

S disuulve p=dimetil-amno=benzaldehido en unidﬂ
elorhidrico y se aiinde el aleohol. Se envasara en
frascos ambar,

Indieadores para_ detectar reduccidn -de nitratus a ni-
tiitos

- Hluuluq;ﬁn A

Acide weetica plucial 60 mL
Armia, : 140 mlL
Acido sulfanilico 1,6 =

S5¢ mazclara v envasarcs on {resco ambar.

- isolucidn B

Acido mcético glacial 30 mb
AgTia ' 70 ml.
Yeenaftilamins | 0,5 g

] *
Se mpzcliaréd v snvasara er frasco ambar,

Agnr Gelatiua

Arnr Dase 1. 2 -1 Q00 mL
Gelatina 16
Se esterilizara an autoclave a 121 °C con vapor de

presidi: a 107,873 xPa, durante 20 min., Se distribu-
ye ' ¢ 20 mL en placas de Petri,

9,3, 10 Caldo oon nitrato

Caildo simplse 100 ml.

Nitrate do potasio , 0,1 &

Se diluyve el nitratc en el caldo. Se distribuye en
tubos de cultives por 5 wl ¥y se esteriliza en auto-
clave a 121 ©C con vapor de presidnm a 107, 3?3 kPa,
durante 15 min,

= Caldo s=imple. Segin el apartado 8.73.1 .,




?.3.11

9.3.12

Reactivo de Clark

Clorure de mercurio (II) 78 &
Acido clorhidrico 106G mL
Agua 500 mL

Se mezclan los componentes,

Suero equino asteril

9.3.13 Perdxido de hidrdgeno al 3 % v/v

9.4 Aparatos, utensilios y mediocs de medicién

Incubadora

Autoclave

Estufa

Clla de aluminioe de 50 L

Balanza analitica LSP 200 g; vD O,1 mg
Balanza técnica LSP 1 kg; vD 0,1 g

Embudos de vidrio de 200 mm de didmetro
Cilindros graduados de 100; 1 000 ¥ E-HGH mL
Frascos cbnicos de 250; 500 v 1 000 mL

Tubos de 5 mL

Frascos ambar para reactivo de 250 ml.

9.% Muestras, Serd la cepa aislada,

9.5 DPeterminacidn

Se afiadird a todos los medios liquidos 0,05 mL de suero
equino (se utilizard pipeta de 1 mL)

Se tomard de la cepa Aislada con un asa blntlriulﬁgi-
ca y se siembra en un tubo de cada medioc liquido, in-
troduciendo y rotando el asa

Se sembrarda en un tubo de medio agar Kliger por pun-
cidén y estria

Se sembrard en un tubo de caldo triptéfano por puncién

Se sembrara en una placa de gelatina por estrias

Se inoubard a 37 °C durante 24 h



9.7

9.8
10,

10.1

10.2 -

10.3

10. 4

- Se depositara una gota de perdxideo de hidrﬁglnu al
4 % v/v en una ldmina portaobjeto 1:: utilizara pi-
peta de 1 mL), FEn una lémina podran reslizarse
u & pruebas,

Se afiadird con un asa un fragmento de la colonia y
se diluye en el perdxido, Se obsscrvara en el momento,

Expresidn de_ los resultados. En casos positivos: )

Azllcares. Se observara la presencia de color amarillo
en los tubos de glucosa, sacarocsa y manitol.

No se observara cambio de color en el tubo de dulecitol,

Caldo con nitrato., Se afiadird 1 mb de disolucidén B y

1 mL de disclucion A, gota a gota, de la solucidn indi-
cadora para reducoids de nitratos a nitritos (se utiliza-
rd4 pipeta de 1 mL), en el momento de la chservacidn.

Se observard cambio de color del medio, a rosado o rojo.

Tndol, Se afiadird 0,5 mL de reactive de Ehrlioh (se

utilizard pipeta de 1 mL) en el momento de la observa-

cidn,

Se observarié vresencia de un anillo rosado, entre la su-
perficie del medio y el reactivo,

Kliger, 5Se chservard negra el Area di'punniﬁn Y creci-
miento de las estrias.

Catalasa. No se observarda la formacidn de burbujas.
Gelatina. Se afadird 0,5 mlL de reactivo de Clark (se

ut%l‘:nrf pipeta de 1 mL) en el momento de la observa-
clion.

No se observa hidrdélisis de la gelatina.
Informe., Semin sl apartado B,7 ,
Determinacidén biologica

Objetivo ¥ alcance, Este método se establece para ais-
lar el agente etioclogice, cuando las siembras y resiem-

bras resulten negativas,

Fundamento del método. Este método se basa en inocular
ratones de capa blanca por via intraperitoneal, con sus-
pensidén de visceras sospechosas,

Reactivos guimicos y biolégicos

- Disolucidn salina fisioldgica al 0,85 % v/v

- Ratones de capa blanca con una masa de 12 a 15 & .

Aparatos, utensilios y medios de medicidn

- Morteros de 50 a 75 mm de didmetro



— Tubos de fondo cdnico de 15 mL

- Tapones de goma No, 11 & 121/2

~ Jeringuillas de vidrio LS 1 6 2 mL; vD 0,1 mL
-~ Agujas hipodérmicas No. 22 & 25 , 10 mm ,

10.5 Muestras, Segin el apartado 8.5 .,

10.6 Procedimiento

10.6.1 Preparacidén de las muestras, Se triturard en morte-
ros individuales 1 g de cada muestra y se prepara una

suspensidén al 10 %4 v/v en disolueifin salina fisiold-
gica al 0,85 % v/v .

10.6.2 Determinacion. 5e inoculara por via intraperitoneal
a 2 ratones, con 0,5 a 1 mlL de sobrenadante de cada
muestra; se utiliza jeringuilla de 1 6 2 mL ¥ aguja
22 6 25 . 10 mm .

Se observaran diariamente durante 10 d.

10.7 Expresion de los resultados. FEn caso positive: Los

ratones moriran entre el segundo y ocotavo dia poat ino-
culacidn,

Reaisle el germen de los 6rg&nﬂﬁ de los ratones, sagﬁu
el apartado 8.6 .

10,8 Informe., Segun el apartado 8,7 .

COMPLEMENTO

Normas estatales de referencia:

NC 20-03:72 Productos quimicos. Clasifiocacidén por calidades
¥y definiciones

NC 21-01:72 Agua para analisis '

NC 55-01:85 Servicios veterinarios, FEnfermedades rojas del
cerdo., Seleccidn y obtencién de las muostras

NC 55=-05:85 Servicios veterinarios. Actividad de laborato-
ric, Términos y definiciones

NC 21=-05:72 Productos guimicos analiticos. Especificaciones
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