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RESUMEN

El presente trabajo surge como respuesta a la incognita de conocer si la paloma tiene
un papel de agente transmisor de enfermedades zoondticas. Por lo cual, en esta
investigacion se estudiaron 64 muestras obtenidas de materia fecal de palomas de la
Plaza Murillo por medio de un hisopado rectal, para luego enriquecer en caldo
Tetrationato y hacer la resiembra en medios selectivos. La identificacion bioquimica
consistié en las determinaciones habituales que se siguen para la caracterizacién de
enterobacterias. De todas las muestras procesadas; se aisld Escherichia coli,
Citrobacter, Enterobacter y Proteus, comunes saprofitos. Se llevé a cabo pruebas de
aglutinacion (serologia) a todas las muestras que presentaron Escherichia coli con el
objeto de identificar cepas patdgenas, obteniéndose los siguientes resultados: de las 64
muestras; 16 fueron positivas para Escherichia coli enterotoxigénica (ECET), patdogeno
entérico no muy frecuente pero importante por la capacidad de producir cuadros
diarreicos (Ver cuadro N°1). A todas las muestras con E. coli enterotoxigénica se les
realizd un antibiograma con los siguientes antibioticos: Ampicilina, Cefotaxime,
Ciprofloxacin, Gentamicina, Imipenem y Sulfametoxazol-Trimetoprim por el método de
difusion de Bauer- Kirby. Los resultados fueron: el 100% de las muestras presentaron
resistencia frente a Ampicilina, un parametro mas para afirmar que estos aislados son
de origen humano* ya que el mecanismo de infeccién es fecal-oral y la superpoblacion
lo que condiciona a un contacto mas cercano, factor importante para la diseminacion de
estos patdgenos y las consecuentes enfermedades zoonéticas. Desde esta perspectiva
es que surge la necesidad de hacer conocer a las autoridades relacionadas con el tema
las consecuencias que traen estos animales para implementar en un futuro medidas
para un control biolégico y evitar problemas como la superpoblacion y lo mas importante

para prevenir enfermedades.

Palabras Clave: Columba livia, Escherichia coli enterotoxigénica, diarrea, resistencia

antimicrobiana.



*Ministerio de Salud y Prevision Social - INLASA, Boletin Informativo, Agosto de 2001. Vigilancia Epidemioldgica de

Resistencia a los Antimicrobianos (VERA).
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1.

INTRODUCCION

Fueron largos los procesos de adaptaciéon en los cuales el hombre incorpor6 a
su vida cotidiana a los animales, mecanismo conocido como domesticacion .
Pero este mecanismo no siempre estuvo marcado de un estado de inocuidad
para el ser humano. La existencia de mecanismos que permiten la transmision
de enfermedades de animales domeésticos a seres humanos que conviven en el
mismo entorno es frecuente, llamandose a estas enfermedades zoonéticas. Un
claro ejemplo es la enfermedad conocida como la rabia transmitida por los
perros y la colibacilosis transmitida por Escherichia coli proveniente de palomas

en este caso.

Columba livia o paloma comun, que es vista como un icono de la paz,
paraddjicamente puede ser elemento de transmision de muchas enfermeda des
para el ser humano, algunas de las cuales suelen ser de consideracion, porque
esta ave no solo es tolerada, sino que ademas es alimentada y protegida . Las
plazas de diversas ciudades, en muchos paises albergan a las palomas no solo
como un elemento decorativo, sino también como un atractivo turistico, creando

espacios de extrema cercania y contacto directo.

Las numerosas palomas que frecuentan las plazas y otros lugares de la ciudad
de La Paz, son de la forma Columba livia domesticada; esta presenta habitos
gregarios y sedentarios, formando grandes bandadas en busca de sus
alimentos, granos, semillas y frutas, con tendencia omnivora que se acentla en

los basureros.t

Cada dia debemos de dar mas importancia a la presencia de palomas en
nuestra ciudad, ya que son una preocupacion desde el punto de vista sanitario;
porque las mismas pueden ser reservorios de agentes patdégenos, que
transmiten enfermedades al ser humano como histoplasmosis, salmonelosis,

criptococosis, colibacilosis; ya que la via de transmision es de tipo fecal — oral,
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siendo también portadoras de parasitos externos; tampoco debemos olvidar que
si estas se encuentran cerca del &rea de los alimentos pueden representar un

peligro para la contaminacion y transmision de enfermedades.

Por otro lado, no existen estudios desarrollados en nuestro medio con el
objetivo de aislar e identificar patdgenos entéricos en heces de palomas, e s asi
gue el presente proyecto hace énfasis en la presencia de patdogenos entéricos
en las heces de palomas, por ser estas bacterias entéricas un vasto grupo
heterogéneo de bacilos Gramnegativos cuyo habitat natural es el intestino de
humanos y animales de sangre caliente; esta familia incluye muchos géneros
como Escherichia, Salmonella, Shigella, Enterobacter, Klebsiella, Se rratia,
Proteus y otros. Algunos microorganismos entéricos como Shigella y Salmonella
son frecuentemente patdégenos para los humanos; por otro lado Escherichia coli
forma parte de la flora microbiana normal e incidentalmente causan diferentes

patologias y son responsables de prolongados cuadros diarreicos.

Lizzeth Carla Miranda Sivila



1.1ANTECEDENTES

Se realizaron estudios por la Asesoria del Medio Ambiente dependiente de la
Oficialia Mayor de Desarrollo Sostenible y Territorial de la H.A.M. en
coordinacion con el Instituto Nacional de Laboratorios de Salud (INLASA) y
obtuvieron resultados significativos al analizar tres palomas muertas por

causas desconocidas, dos vivas y quince muestras de heces.

En un examen para la busqueda de parasitos, 13 de las 15 muestras de heces
contenian Ascaridia galli, Eimeria labbeana, Tetrameres americana y Capillaria
caudinflata, parasitos que pueden ser patégenos en el humano, produciéndole

diarreas agudas, deshidratacion, malestar y alzas térmicas.

En el cultivo fangico fueron identificados Penicilium sp., Dreschslera sp. y
Fusarium sp., hongos que pueden causar alergias fungicas, teniendo
preferencia del arbol tragqueobronquial donde penetran a través de la
respiracion con el aire cargado a partir de heces fecales secas, produciendo
en algunos casos escalofrios, alzas térmicas, cefaleas, mialgia generalizada,

epistaxis y hasta la muerte de la persona.

Los estudios revelaron también la presencia de acaros deformantes en las
patas de las palomas que pueden dejarlas sin los dedos, lo que algunos
meédicos consultados nos informaron de la posibilidad de la transmision de

estos acaros al ser humano.

Y en lo que concierne al presente trabajo de investigacion, en el estudio de
cultivo y pruebas bioquimicas para la determinacion de enterobacterias, fueron
aislados Escherichia coli y Proteus sp., comunes saprofitos y parte de la flora
bacteriana normal, que causan enfermedades gastrointestinales e n personas

de menor resistencia en el caso de Escherichia coli.?

Lizzeth Carla Miranda Sivila



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Actualmente el problema de sobre poblacion de palomas es una gran
preocupacion no solo para el medio ambiente, sino principalmente como
potencial vector de patdégenos responsable de muchas infecciones
gastrointestinales; Columba livia o paloma comun, constituye en la actual idad
un gran conflicto urbano a nivel mundial por estar en tercer lugar entre las

plagas citadinas después de los ratones y las moscas.

¢, Qué puede tener de malo la presencia de estos animalitos alados y
simpaticos? Pues mucho, a juzgar por las consecuencias: en estética,
seguridad de inmuebles, medio ambiente y lo mas importante la salud
humana. La interrelacion entre la poblacion y una gran cantidad de aves en la
Plaza Murillo generan preocupacién, pues es posible que algunas personas
puedan infectarse con los microorganismos presentes en las heces de
palomas en forma accidental. También existen actitudes de la gente que visita
dicha plaza que hacen que una contaminacion sea posible como: las
infecciones por estos microorganismos enteropatdégenos se dan por un ciclo
de transmision fecal-oral, la gente alimenta a las palomas tratando en lo
posible de que estas lleguen hasta sus manos, existe la venta de alimentos,
granos y también se ingieren alimentos en dicha Plaza y no existen lugares
donde las personas se puedan lavar las manos; y un factor muy importante es
gue la gran parte de la poblacion que visita la Plaza Murillo son nifios, los que
no siempre tienen cuidado cuando estan en contacto con estas palomas; y
sobre todo la falta de conocimiento por parte de la poblacion acerca de la

capacidad de transmitir enfermedades por medio de las heces de las palomas.

En resumen la problemética actual es la superpoblacion de palomas lo que
condiciona la creacion de focos infecciosos especialmente donde concurren
nifios y ancianos, los cuales ademas de estar en contacto muy cercano y

sobrealimentarlas pueden llegar a ser los mas afectados, al considerarse a la
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paloma como un agente transmisor de enfermedades zoondticas , por lo cual
se deben diseflar esquemas de protocolos para realizar un aislamiento e
identificacion de estos patdgenos entéricos en heces de palomas en la ciudad

de La Paz, especialmente en la Plaza Murillo.

Lizzeth Carla Miranda Sivila



1.3 JUSTIFICACION

La presente investigacion esta referida al estudio del porcentaje de p atdgenos
entéricos provenientes de materia fecal de palomas de la Plaza Murillo , al
considerarse estas como un agente transmisor de enfermedades zoondticas |,
lo que permitira disefiar y aplicar esquemas de protocolos adecuados para el
aislamiento e identificacion de estos gérmenes, y de esta manera tomar

medidas adecuadas, las cuales iran en directo beneficio de la poblacion.

La motivacidn para esta investigacion esta basada en la conciencia que
debemos tener los profesionales en Salud, las Autoridades de Salud y Medio
Ambiente, puesto que después de no haber encontrado informacion en
nuestro medio sobre el tema, y solo contar con algunas publicaciones de
diferentes partes del mundo, las cuales no indican la existencia de patdogenos
entéricos en heces de palomas, especialmente Salmonella y especies de
Escherichia coli; es que se plantea realizar el estudio en dicha poblacién, lo
cual nos va a permitir conocer el porcenta je de microorganismos patdgenos en

heces de palomas.

Asi mismo los datos microbiolégicos que aportard la presente investigacion,
permitiran ampliar, actualizar y dar a conocer a la poblacion en general sobre
el riesgo que corre nuestra ciudad y en especial nuestra salud con estas
palomas, ya que estas son consideradas como reservorios de agent es
patdgenos causantes de patologias gastrointestinales; y a la vez serviran
también para que las Autoridades de Salud y Medio Ambiente y el personal de
Zoonosis tomen medidas sobre el problema de la superpoblacion de palomas
en especial en la Plaza Murillo, ya que este es un lugar muy concurrido, en
especial por nifios los fines de semana, los cuales son los mas afectados por

patologias como son las diarreas.
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1.4. MARCO TEORICO.

1.4.1. LAS PALOMAS.

Existen muchas especies de palomas, la mayoria viven en el campo,
unas pocas especies se han adaptado al ambiente de las ciudades
(Zenaidura y Columba). La especie de paloma de la cui dad mas dafiina

es la paloma Columba livia domesticada.

Tipicamente tienen el cuerpo gris (variantes del gris al blanco, tostado y
negro), dos barras negras en las plumas alares secundarias, banda
negra ancha en la cola, patas rojas; peso promedio 370 gramos,
longitud promedia 28 cm. Su vida depende del alimento y los lugares

gue los seres humanos les proveen, muchas veces inadverti damente.

Las palomas son mayormente granivoras e insectivoras; sobreviven de
granos sueltos; también se alimentan de basuras, excremento de
cuadriupedos domésticos, completando su dieta con invertebrados. Las
palomas sobreviven dentro de desvanes, campanar ios, cuevas, arboles

y arbustos.

Se reproducen en cualquier época de afio, con reproduccion mas
frecuente en la primavera y verano. Son mondgamas. Entre 8 a 12 dias
después del cruzamiento, las hembras dejan entre uno a dos huevos
blancos (de 39 mm de longitud), los dos sexos incuban, la incubacion
dura 16 a 19 dias, los pollos son cuidados por una semana y tienen la
capacidad de volar a los 25 o0 26 dias de edad. Los pollos salen del nido
a los 35 o0 37 dias de edad. La reproduccion se da todo el afio. Se ha n
documentado hasta 5 nidadas en un afio. Es capaz de reproducirse a
los 6 meses de edad. Los polluelos son alimentados con “leche” que
resulta de la digestion parcial del alimento comido y regurgitado por

cualquiera de los padres.
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En cautiverio las palomas viven unos 15 afos pero, en la naturaleza,
rara vez superan los 4 afios (causa= depredacion, enfermedad, estrés

por falta de alimento y de agua).

Varios tipos de dafios son reportados: como la acumulacion de
excrementos que ensucian y aceleran el deterio ro de edificios, estatuas

y autos, y que caen sobre molestando a peatones distraidos.

Las palomas y sus excrementos pueden diseminar los patbgenos que
causan la ornithosis de las palomas, encefalitis, la enfermedad de
Newcastle, Crytococcosis, Toxoplasmosis, Colibacilosis y Salmonelosis.
En el excremento puede haber esporas del hongo causante de la
histoplasmosis. Los ectoparasitos de las palomas incluyen pulgas,
piojos, acaros garrapatas que pueden picar a seres humanos; algunos
insectos que viven en los nidos, pueden a su vez ser dafinos a telas,

alfombras y otros enseres.?
1.4.1.1. Anatomia.

La anatomia de las aves es un ejemplo de economia de huesos,
musculos y 6érganos que no son necesarios. Carecen de una larga
columna vertebral; no tienen dientes; su aparato urinario se halla
reducido a los rifiones y en cuanto a su aparato reproductor, también
tienen solo los ovarios, ya que su orina la arrojan a través de la cloaca
y por lo que hace a los huevos igualmente los expelen por medio de la

terminacién de su aparato digestivo.>
1.4.1.2. Sistema digestivo de aves

En las aves estan ausentes los dientes, la amilasa salival esta
siempre presente y también se encuentra una pequefa cantidad de

lipasa, la funcién de la lengua consiste en la presion, seleccion y
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deglucién de los alimentos, el es6fago es algo amplio y dilatable,
sirviendo asi para acomodar los voluminosos alimentos sin masticar,
esta presente un buche bien desarrollado que cumple las funciones
de almacenamiento del alimento para el remojo, humectacion y
maceracion de los alimentos, acd en el buche no se absorben
sustancias tan simples como agua, cloruro de sodio y glucosa, la
duracién promedio del tiempo que tiene el alimento en el buche es de
dos horas; el estbmago glandular segrega acido clorhidri co y pepsina;
el estbmago muscular o molleja es particularmente fuerte y bien
desarrollada en las aves granivoras, sin embargo este érgano no es
absolutamente indispensable para la vida, su funcion principal
consiste en el aplastamiento y pulverizacion de granos, cedidos por
el buche y su eficacia se incrementa por la presencia en su interior de
pequefios guijarros que ingiere el animal y que pueden ser
considerados como sustitutivos de los dientes; el intestino delgado se
extiende desde la molleja al origen de los ciegos; el ciego tiene la
funcion de absorcion, en el colon se realiza la absorcion de agua y

proteinas de los alimentos que ahf llegan .*

1.4.2. FLORA NORMAL GASTROINTESTINAL .

1.4.2.1. En granivoras:

Bacterias Gram positivas en el 90%: Bacillus. Lactobacillus.
Streptococcus y Staphylococcus.
Bacterias Gram negativas escasas.

Levaduras (Gram positivas), escasas y sin crecimiento. >

Lizzeth Carla Miranda Sivila
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1.4.2.2. Enfermedades de las Aves Transmisibles a los

Humanos

1.4.2.2.1. Introduccion

Los productores de pollos y gallinas asi como de aves deben
estar concientes que algunas enfermedades de las aves
pueden ser transmitidas a los humanos. Es importante hacer
notar, sin embargo, que tales enfermedades no son tan

comunes como para desalentar a los productores de aves.

Para la mayoria de la gente las enfermedades de las aves no
son cosa seria, pero los productores de aves deben de estar

alertas y buscar asistencia mé dica si es necesario.

Zoonosis se refiere a enfermedades infecciosas de animales
gue se pueden transmitir a los humanos. Los agentes
infecciosos pueden ser protozoarios, hongos, bacterias,
clamidias o virus. La susceptibilidad individual y la seriedad
de estas infecciones por microbios varia con la edad, estado
de salud, estado inmunitario y aun cuando la intervencién de
terapia temprana es solicitada. La habilidad de los
microorganismos para hacer que una persona se enferme
varia de acuerdo a la virulencia del organismo, las dosis a la

cual la persona es expuesta, asi como la ruta de infeccion.

La clamidiosis, salmonelosis, arizonosis y colibacilosis son las
infecciones mas comunes. Clamidiosis, salmonelosis,
encefalitis equina del este y tuberculosis aviar pueden ser
enfermedades muy serias y aun de tratamiento de por vida.

Lizzeth Carla Miranda Sivila
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1.4.2.2.2. ENTEROBACTERIAS.

Las enterobacterias estan presentes en menor cantidad en la flora

bacteriana normal intestinal en granivoras que en otras aves.

Dentro de este grupo estdn: E. Coli, Salmonella, Citrobacter,
Klebsiella y Yersinia.®

1.4.2.2.3. Caracteristicas bioldgicas.

1.4.2.2.3.1. Escherichia: Por lo general, la Escherichia coli
ocasiona reacciones positivas para el indol, lisina descarboxilasa y
fermentacion del manitol, y produce gas a partir de la glucosa. Mas
de 90% de las Escherichia coli aisladas son positivas para 3
glucuronidasa con el empleo del sustrato 4-metilumbeliferil-f3-
glucuronido (MUG). Los aislados de otros sitios anatémicos
diferentes del aparato urinario, con propiedades caracteristicas
(ademas de las pruebas negativas de oxidasa) casi siempre se
confirman como Escherichia coli mediante una prueba MUG

positiva.
1.4.2.2.3.2. Estructura antigénica.

Las enterobacteriAceas poseen una compleja estructura
antigénica. Se han clasificado mas de 150 diferentes antigenos
somaticos O (lipopolisacaridos) termoestables, mas de 100
antigenos K (capsulares) termolabiles, y mas de 50 antigenos H

(flagelares).

Los antigenos O son la parte mas externa de la pared
lipopolisacéarida de la célula y constan de unidades repetitivas de
polisacéaridos. Algunos polisacaridos O contienen azucares Unicos.
Los antigenos O son resistentes al calor y al alcohal,

generalmente se detectan mediante aglutinacion bacteriana. Los
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anticuerpos a los antigenos O son predominantemente de clase
IgM. Aungue cada género de enterobacteriaceas se asocia con
grupos especificos O, un solo microorganismo puede ser portador
de varios antigenos O. En ocasiones, los antigenos O pueden
asociarse con enfermedad humana especifica, por ejemplo, la
Escherichia coli de tipos O especificos se encuentra en algunos

casos de diarrea y en infecciones del aparato urinario.

Los antigenos K son antigenos O externos sobre algunas, pero
no todas, las enterobacteridceas. Algunos son polisacaridos,
incluso los antigenos K de la E. coli; otros son proteinas.

Los antigenos H se localizan sobre los flagelos y se
desnaturalizan o retiran mediante calor o alcohol. En las
variedades de bacterias dotadas de motilidad se les puede
conservar mediante tratamiento con formalina. Estos antigenos H
se aglutinan con anticuerpos H, principalmente I1gG. Los
determinantes de los antigenos H son una funcién de la secuencia

de aminoacidos en la proteina flagelar (flagelina).

1.4.2.2.3.3. Enfermedades diarreicas asociadas con
Escherichia coli.

La Escherichia coli causante de diarrea es muy comun en todo el
mundo. Estas Escherichia coli se clasifican por las caracteristicas
de sus propiedades de virulencia y cada grupo causa la
enfermedad por un mecanismo diferente. Las propiedades de
adherencia a las células epiteliales de los intestinos grueso y
delgado son codificadas por genes situados en los plasmidos. De
manera similar, con frecuencia las toxinas son mediadas por

plasmidos o por fagos.
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Existen varias categorias de Escherichia coli asociados a diarrea:

e Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

e Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

e Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

e Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)

e Escherichia coli enteroadherente agregativa (EAggEC)

e Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC)

1.4.2.2.3.4. E. coli enterotoxigénica (ECET)

En los paises en desarrollo las cepas de Escherichia coli
enterotoxigénica (ECET) causan diarrea en nifios, en especial en
los menores de dos afios y en los viajeros que pasan de areas
industrializadas a esos paises. Es causa comun de la “diarrea del
viajero” y agente etiolégico importante de diarrea en lactantes de

los paises en desarrollo.

Factores especificos de colonizacibn de la Escherichia coli
enterotoxigénica (ECET) promueven en humanos la adherencia a
las células epiteliales del intestino delgado. Algun as cepas de
Escherichia coli enterotoxigénica (ECET) producen una exotoxina
termolabil (LT) (PM 80000) bajo control genético de un plasmido.
Su subunidad B se une al gangliésido G m1 del borde en cepillo
de las células epiteliales del intestino delgado y facilita la entrada
de la subunidad A (PM 26000) a la célula, donde activa la
adenililciclasa. Esto incrementa notablemente la concentracion
local del monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), que a su vez
produce hipersecrecion intensa y prolongada de agua Yy cloruros e
inhibe la reabsorcion de sodio. La luz intestinal se distiende con el
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liquido y sobrevienen aumento de la peristalsis y diarrea que duran

varios dias.

Las personas residentes en regiones donde estos
microorganismos son prevalentes (p.ej., algunos paises en
desarrollo) tal vez poseen anticuerpos y son menos susceptibles a
sufrir diarrea con las nuevas exposiciones a la Escherichia coli

productora de exotoxina termolabil (LT).

Algunas cepas de la Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)
producen la enterotoxina termoestable ST, (PM 1 500 a 4 000)
bajo control genético de un grupo heterogéneo de plasmidos. La
ST, activa la guanililciclasa en las células epiteliales entéricas y
estimula la secrecion de liquido. Una segunda enterotoxina
termoestable, la STy, estimula la secrecion independiente de un
nucledtido ciclico con acciéon de inicio breve in vivo. Muchas
cepas positivas a ST, también producen LT. Las cepas con
ambas toxinas producen diarrea mas grave. Los plasmidos
portadores de los genes para enterotoxinas (LT, ST) también
pueden portar genes para factores de colonizacion que facilitan la

adhesion de las cepas de Escherichia coli al epitelio intestinal.

Factores de colonizacion reconocidos se presentan con particular
frecuencia en algunos serotipos. Ciertos serotipos de la
Escherichia coli enterotoxigénica (ECET) se encuentran en todo el
mundo; otros presentan distribucion limitada. Potencialmente
cualquier Escherichia coli puede adquirir un plasmido que

codifique para una enterotoxina.

Se recomienda cautela en la seleccién y consumo de alimentos
potencialmente contaminados con Escherichia coli
enterotoxigénica (ECET) para ayudar a prevenir la diarrea del

viajero.
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La profilaxia antimicrobiana puede ser eficaz, pero a veces
incrementa la resistencia bacteriana a los antibioticos y tal vez no
debe recomendarse en todos los casos. Una vez presente la
diarrea, el tratamiento con antibioticos reduce de manera eficaz la

duracion de la enfermedad.’
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Cuadro 1. Comparacion de cuatro clases de Escherichia coli que
causan diarrea
Clases de E. coli Sindromes Sindromes Serogrupos O | Relacidon con los | Elaboraciéon | Plasmidos
clinicos epidemioldgicos mas comunes enterocitos de toxinas (tamafio)

Enterotoxigénica Deposiciones Diarrea en paises | 06, 015, | Se adhiere por | Enterotoxina | Si (30-70
liquidas subdesarrollados; 020, 025, 027, | fimbrias, sin causar | termolabil Mdalton)
(ECET) diarrea en adultos | 063, 078, 080, | cambios (LT) ylo
turistas 085, 0115, | morfolégicos termoestable
0128, 0148, (ST)
0159, 0168,
0169
Enteroinvasora Deposiciones Adultos  afectados | 028, 0112, | Invaden y se | Parecida a | Si (140
con moco y | usualmente; 0124, 0136, | multiplican dentro | toxina de | Mdalton)
(ECEI) sangre algunos brotes de | 0143, 0144, | de los entericitos; | Shigella
origen alimentario. 0147, 0152, | causan infiltracién
0164 polimorfonuclear
Enterohemorra- Deposiciones Brotes de origen | 0157, 0266 No invaden, | Parecida a | Si (70
sanguinolentas | alimentario adherencia toxina de | Mdalton)
gica ; colitis mediada por | Shigella
hemorragica fimbrias es un paso
(ECEH) preliminar seguido
por disolucion de
las
microvellosidades
Enteropatégena Deposiciones Brotes de diarrea en | O55, 086, O111, | La bacteria se | Parecida a | Si ( 55-60
liquidas. salas de recién | 0114, 0119, | adhiere toxina de | Mdalton)
(ECEP) Diarrea aguda | nacidos; epidemias | 0125, 0126, | intimamente a los | Shigella
y persistente de diarrea infantil y | 0127, 0128, | entericitos
esporadicas en | 0142 resultando en
comunidades; pérdida de

raramente  diarrea

en adultos

microvellosidades y
copamiento de la
membrana

alrededor de las

bacterias

(OPS, Manual de Tratamiento de la diarrea, 1987) 8
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1.4.2.2.3.5. COLIBACILOSIS

La colibacilosis es una infeccién causada por Escherichia coli, esta
es una bacteria que normalmente habita el tracto intestinal de
todos los animales. Escherichia coli es un huésped ordinario del
tracto intestinal. Se convierte en patégeno cuando sus colonias

proliferan de forma excesiva, como consecuencia de:

a) Bebida de aguas contaminadas por excrementos, 0 por comer

verduras regadas por aguas contaminadas.
b) Por alteraciones digestivas; cambio de alimentacion.

c) Transmitido por el alimento contaminado que los padres

embuchan a los pollos.

Generalmente esta enfermedad en las aves adultas no resulta
mortal, ya que se desarrolla de una forma cronica, aunque pueden
aparecer complicaciones con la proliferacion de otras bacterias

mas patdégenas como Salmonella.

Sin embargo, la Escherichia coli puede afectar en su forma aguda
a los pichones durante los primeros dias de vida, convirtiéndose

en una enfermedad extremadamente violenta.
¢,Cudles son los sintomas en las aves?

Cuando el pajaro es adulto y padece la enfermedad de forma

cronica se aprecian diarreas y abatimiento del pajaro.

En los pollos, en los primeros dias de vida, las principales
manifestaciones externas son que éstos empiezan a adelgazar, y
se denota una gran palidez en la piel, en las mucosas, en el

interior de la boca, el pico. El cuello se muestra delgado, en forma
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de interrogacién. Los intestinos se transparentan y se notan

inflamados.

Es muy significativo encontrar los nidos mojados de las heces

diarreicas de estas aves y ver como la madre estd muy sucia.

Las aves mueren en unos dos dias y el aspecto es cianotico,
también se observa la acumulacion de heces en la zona de la

cloaca.

¢.Cudles son los sintomas en humanos?

Los humanos con colibacilosis usualmente manifiestan diarrea que
puede complicarse con otros sindrom es dependiendo del serotipo
de Escherichia coli. Estas complicaciones pueden incluir fiebre,
disenteria, shock, y purpura (pequefias hemorragias multiples en
la piel y en las membranas de las mucosas). El periodo de
incubacién es de 12 horas a 5 dias, aunque lo mas comun es de

12-72 horas. La transmisién es via fecal -oral.

En la mayoria de los casos, en el tratamiento sintomatico se
requiere de fluidos y antidiarreicos. En infecciones mas severas,
los antibiéticos tales como la tetraciclina y cloranfenicol pueden ser

necesarios. °

1.4.3. DIAGNOSTICO SEROLOGICO.

Las pruebas serolégicas constituyen un método de diagnéstico indirecto
al detectar en el suero del paciente los antic uerpos formados frente al

microorganismo causante de la infeccion.
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Para detectar los anticuerpos, se enfrenta in Vitro una muestra de
suero del paciente al microorganismo que se sospecha que esta
causando la infeccién para ver si se produce una reaccion antigeno -
anticuerpo que constate la presencia de anticuerpos frente al
organismo. La reaccién antigeno - anticuerpo puede evidenciarse por
distintas técnicas semejantes a las descritas para la deteccion de
antigeno. Un aspecto importante es que la mayoria de estas pruebas
permiten cuantificar, de un modo mas o menos preciso, los anticuerpos

existentes en el suero.

Las pruebas serolégicas tienen una complejidad intrinseca variable. El
tiempo requerido para su realizacion también es variable, pero la
mayoria estan automatizadas. Ello no obsta para que la eleccion de las
pruebas y de las técnicas mas adecuadas para el diagnéstico en cada
caso, asi como la interpretacion de los resultados, deba depender

directamente de un especialista experimentado.

Las pruebas seroldgicas, como ocurria en el caso de la deteccion de
antigeno, requiere disponer de una hipotesis diagndstica relativamente
precisa, ya que el suero del paciente, por razones técnicas Yy
econémicas, no puede enfrentarse arbitrariamente a los numerosos
microbios que pueden causar infeccion al hombre, sino a uno o unos
pocos de entre los que, con mayor probabilidad, puedan estar
causando la infeccibn que se trata de diagnosticar. Asi mismo, la
interpretacion de los resultados no debe desvincularse de los datos
clinicos y epidemioldgicos del enfermo, como en cualquier otro ambito

del diagndstico microbiologico.

Las pruebas serol6gicas mas utilizadas son las de aglutinacién,

inmunofluorescencia (IF) y enzimo inmunoanalisis (EIA).
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1.4.3.1. Pruebas para la deteccion de anticuerpos totales.

1.4.3.1.1. Pruebas de aglutinacion directa.

En estas pruebas se utilizan antigenos particulados; es decir, el
antigeno forma parte de la superficie de microorganismos de gran
tamano (bacterias y protozoos). El antigeno se prepara como una
suspension de microorganismos, la cual tiene un aspecto lechoso
y homogéneo. Al enfrentarla al suero del paciente, si en el hay
anticuerpos frente a los antigenos las particulas microbianas
aglutinan. Cuando la prueba se realiza en un tubo de ensayo, se
produce un patron de aglutinacion caracteristico (con el
sobrenadante transparente) y al resuspender el sedimento se

forman abundantes grumos.

Cuando la reaccién se ha practicado en micropocillos (placas tipo
“microtiter”), el patrén de aglutinacion es diferente: un sedimento
amplio y granulado significa reaccidon positiva (aglutinacion) y un
boton puntiforme central, reaccidn negativa. Estas pruebas pueden

requerir hasta 18 horas de incubacion.

La aglutinacion también puede realizarse directamente sobre un
portaobjetos, enfrentando la suspension bacteriana al suero del
enfermo; para facilitar la lectura, las bacterias pueden colorearse
como en el rosa de Bengala, método empleado para el diagnostico
serolégico de la brucelosis. Esta técnica en concreto resulta

sencilla, rapida (minutos), sensible y especifica.

Algunos anticuerpos de la clase IgG son poco aglutinantes porque
tienen un pequefio tamafno y las particulas (antigenos) que se
unen a cada uno de los brazos reactivos (Fab) quedan muy
préximas entre si. Si estas particulas poseen una carga eléctrica

elevada, se repelen enérgicamente debido a su proximidad,
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impidiendo la aglutinacién; lo que no sucede con la IgM por su
mayor tamafio. Las IgG también pueden ser mas aglutinantes
cuando tienen las ramas Fab cerradas, y no pueden hacer de
puente entre las particulas antigénicas. Como en los dos casos
anteriores, los anticuerpos se unen al antigeno, pero no for man
puentes; una Ig de cabra anti — IgG humana permite establecer el
puente y producir la aglutinacion. Esta técnica es la prueba de

Coombs.

1.4.3.1.2. Pruebas de aglutinacion pasiva o indirecta.

Los antigenos solubles, que son macromoléculas libres, por su
pequefio tamafo no pueden aglutinar directamente, pero pueden
fijarse a la superficie de particulas como latex, gelatina, liposomas,
hematies, polipéptidos o particulas de silice o carbon de un
tamafio entre 1 y 7 um que actian como soportes inertes, lo que
permite evidenciar la aglutinacion macroscé picamente. Estas
reacciones se pueden realizar tanto sobre un portaobjetos como
en posillos de placas de”microtiter”. En el primer caso, suelen ser
técnicas cualitativas, como por ejemplo, la técnica de latex
empleada para detectar anticuerpos, frente a la rubéola o el RPR
(rapid plasma reagin), prueba no treponémica empleada para el
cribado de la sifilis, que emplea particulas de carb6n como soporte
de un antigeno cardiolipidico. Al igual que en la aglutinacion
directa, las pruebas cuantitativas suelen realizarse en pocillos,
como en el caso de la hemaglutinacion pasiva (hematies con
antigeno treponemico) para el diagnostico de la sifilis, o la
aglutinacion indirecta empleada para detectar anticuerpos frente al
micoplasma, que utiliza como soporte particulas de gelatina

coloreadas. 1°
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1.4.4. EL DETERIORO DE MONUMENTOS NACIONALES.

Los monumentos como los Palacios Ejecutivo y Legislativo, la
Catedral, la Basilica de San Francisco, las estatuas de la Plaza Murillo
y muchas otras mas sufren el efecto del nitrato de potasio presente en
los excrementos (heces fecales) de las palomas. El nitrato de potasio
ocasiona un deterioro paulatino en la piedra, metales y cemento de las
obras de arte y si bien se realiza peridédi camente tareas de limpieza, no

se puede escapar de la accién quimica inmediata de las heces.

El nitrato de potasio origina otra reaccién quimica cuando al
combinarse, gracias a la accion de la lluvia, con los gases emanados
del transporte automdvil se convierte en escurrencias sulfurosas,

dafiando alin mas severamente los materiales.

Por otra parte, los cuerpos muertos y el desprendimiento de plumas
ocasionan el taponamiento de bajantes pluviales y la rotura de

cubiertas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el porcentaje de patdgenos entéricos en heces de palomas

de enero a marzo del 2006 en la ciudad de La Paz.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar el porcentaje de microorganismos entéricos patdgenos y no

patogenos (flora normal).

e Determinar el porcentaje de especies patdogenas por medio de

serologia.

e I|dentificar el perfil de resistencia a antibiéticos de las especies

enteropatdgenas por medio de la prueba de difusién de Bauer-Kirby.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. MODELO TEORICO.

Hisopado rectal

l

Caldo
Tetrationato

|

Agar ENDO
y SS

Caracterizacion
por tablas

l

Pruebas
Bioquimicas

Serotipificacion
(E. cali 0
Salmonella)

Resiembraen
agar nutritivo

l

Perfil de
Sensibilidad
y Resistencia
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3.2. POBLACION.

Las unidades de andlisis en el presente estudio fueron 64 muestras de

heces de palomas que se recolectaron por medio de hisopado rectal al

azar en la Plaza Murillo de la ciudad de La Paz; las que fueron

procesadas en la seccibn de Bacteriologia del Instituto de

Gastroenterologia Boliviano — Japonés. El tamafio muestral se realizé

mediante un muestreo de tipo no probabilistico y por conveniencia.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION.

3.3.1. TIPO DE INVESTIGACION.

3.3.2.

El estudio realizado es de tipo descriptivo, prospectivo y
transversal porque proporcionara informacién sobre nuestra
poblacion, de acuerdo a los criterios propuestos en la presente

investigacion y la variable sera procesada en un momento dado.

METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS GENERALES.

La toma de muestra se realiz6 en palomas de la Plaza Murillo
mediante un hisopado rectal para obtener materia fecal y luego
poner este hisopo en caldo T etrationato y llevar a incubacion a
35°C £ 2°C por 18 — 24 h.

Luego de esta incubacion se realiz6 la siembra de los mismos en
agar ENDO y SS para llevar a incubacion a 35 °C+2°C por 18-24 h.
Pasadas las 24 h segun el aspecto y caracteristicas de las

colonias sospechosas se procedi6 a la tipificacion de los
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microorganismos por medio de pruebas bioquimicas para poder

clasificar a la bacteria encontrada.

e Una vez identificados los microorganismos se realizaron pruebas

de serologia en caso de Escherichia coli.

e Completada la identificacion de las bacterias se les realizd los

antibiogramas, para luego guardar las muestras.

3.3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.

3.3.3.1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Balanza analitica SARTORIUS
(MC 1 Laboratory LC 220 S) JICA
(27°C-37°C) EVYELA

(SOFT INCUBATOR SLI-1000ND) y

Incubadora

SAKURA TOKYO JAPAN
(INCUBATOR IF-3B) JICA
Autoclave (121°C) SAKURA

(NEOCLAVE ASV-3022) JICA
Refrigerador (4°C) TOSHIBA (SF
491 J 3) e HITACHI (R — 643 M)
Cooperacion técnica por el
Gobierno del Japon (JICA)

Bafio Maria.

Placas Petri.

Pipetas de vidrio (5, 10 y 20 mL)
Probetas (50, 100 y 200 mL)
Matraz Erlen Meyer (500 mL)
Pinza estériles.

Hisopos estériles.

Mechero.

Asa bacterioldgica.

Aguja bacteriolégica.

Tubos de ensayo.

Gradillas.

Portaobjetos.

Regla o calibro.

Tubos con tapa rosca.

Propipetas.
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MEDIOS DE CULTIVO.

Caldo TETRATIONATO. = TSI
Agar ENDO. = CITRATO.
Agar SS. = SIM.
Agar CLED. = LIA.
Agar NUTRITIVO. = MIO.
Agar MUELLER-HINTON. = VP.

= UREA.

3.3.3.3. REACTIVOS.

Agua destilada.

Solucion fisiologica.

Escala 0.5 Mac-Farland.

Reactivo de Kovac's.

Solucién de Lugol.

Solucién de hidréxido de potasio al 40%.

Solucién de a-naftol.

Antisueros para Escherichia coli. (Antisueros Escherichia
coli: Antisera No. | (test) No. Catalogo 312001, Antisueros
O, No. Set 1470. Denka Seiken Co. Ltda.-Japdn)

Discos de antibidticos:

e Ampicilina (Amp) 10 ug Repycotec

e Cefotaxime (CTX) 30 mcg Bioanalyse

e Ciprofloxacin (CIP) 5 mcg Bioanalyse

e Gentamicina (CN) 10 mcg Bioanalyse

e Imipenem (IPM) 10 ug BBL

e Sulfamethoxazole-Trimethoprim (SXT) 23.75 ug1.25
Hg BBL
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3.3.4. PROCEDIMIENTOS.

12,

23,

32,

423,

Sesion.

Se prepar6 todo el material a ser usado: esterilizacion de hisopos,
se prepararon los reactivos de Kovac's, a-naftol, hidréxido de
potasio, solucién de lugol, caldo Tetrationato, agar ENDO y SS y
toda la bateria de pruebas bioquimicas (TSI, CITRATO, SIM, LIA,
MIO, VP y UREA) (VER ANEXO N° 1).

Sesion.

Se fue al lugar de la toma de muestra (Plaza Murillo) y con la
ayuda de Zoonosis se realizd ahi mismo el hisopado rectal a las
palomas (VER ANEXO N° 2) y luego se llevo este hisopo a caldo
Tetrationato con 3 gotas de solucion de lugol para llevar al
laboratorio e incubar a 35°C+2°C por 18-24 h.

Sesion.

Pasadas las 24 horas se procedid a la siembra del caldo
Tetrationato a medios selectivos como agar ENDO y SS para

nuevamente llevar a incubacion a 35°C+2°C por 18-24 h.

Sesion.

Al dia siguiente segun el aspecto y las caracteristicas de las
colonias crecidas en los medios selectivos se eligieron diferentes
colonias aisladas para realizar pruebas bioquimicas y llevar a
incubacién a 35°C+2°C por 18-24 h.
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Sesion.

Luego de estas 24 h. por medio de tablas se procedi6 a la
caracterizacion de los microorganismos y dependiendo de esto se
hizo la resiembra de los microorganismos sospechosos del medio
TSI en agar nutritivo y se llevo a incubacion a 35°C+2°C por 18-24
h. (VER ANEXO N° 1).

Sesion.

Al dia siguiente se realizaron las diferentes p ruebas de serologia
(para Escherichia coli) para completar la tipificacion de las
bacterias encontradas. Se marcaron lineas gruesas utilizando
marcadores indelebles dividiendo el portaobjetos en una serie de
casillas; en la primera casilla se colocO una gota de solucion
salina, que sirve como control negativo y sirve de referencia en
caso de observarse autoaglutinacion; el antisuero en la préxima
casilla y asi sucesivamente; para luego tomar una pequeia
cantidad de microorganismos con un asa estéril y depos itarlos
cerca de la gota del antisuero. El antisuero con la muestra, al igual
gue la solucién fisiolégica con la muestra, son completamente
mezcladas con el asa realizando movimientos anteroposteriores,
hasta una homogenizacion total sobre la superficie del
portaobjetos. La aglutinacion se produce rapidamente en pocos
minutos y hay poco riesgo de que la muestra se seque en ese
tiempo. Examinar la aglutinacion evidente comparando cada una
con el control. Una aglutinacion evidente, si se halla presente,
deberia observarse dando la apariencia a simple vista. Después
de la lectura de resultados, los portaobjetos que utilizados fueron
sumergidos en solucion desinfectante. Identificadas ya las
especies patdégenas con la ayuda de la tabla del Anexo N°.3 éstas

nuevamente se resembraron en agar nutritivo para llevar a
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incubacién a 35°C+2°C por 18-24 hrs. para realizar al dia siguiente

el perfil de resistencia.
Sesion.

Se prepar6é ese mismo dia agar Muéller-Hinton (ANEXO N° 1)
dependiendo de la cantidad de microorganismos patdégenos
encontrados y se llevo a atemperar el medio mientras se
preparaba una suspensién con las colonias crecidas en agar
nutritivo en agua estéril para comparar a la escala 0.5 de Mac -
Farland. Dos horas previas a esto los discos de antibidticos ya
estaban a temperatura ambiente. Una vez hecho todo se
homogenizé el indculo y se empapd un hisopo estéril en la
solucion que se preparo a 0.5 de Mac -Farland y se hizo rotar por
las paredes del tubo para eliminar el excedente, luego se sembré
suavemente sobre la superficie del medio en tres direcciones,
haciendo girar la caja Petri en un angulo de 65°, esto permitié una
distribucion homogénea del in6culo y se esperd6 5 minutos,
pasados estos se procedié a poner los discos de antibidticos con
una distancia entre disco y disco de 2.5 cm y de disco al borde de
la caja de 2 cm aproximadamente y nuevamente se esperaron
otros 5 minutos para luego recién llevar a incubacion las placas en
forma invertida a 35°C+2°C por 18-24 hrs.

Sesion.

Al dia siguiente con la ayuda de una regla se midieron los halos
presentados y por medio de tablas de la NCCLS (Anexo N°. 4) se
reportaron los resultados de Sensibilidad y Resistencia. Y como
paso final se procedid a redactar los resultados, discusion y

conclusiones.
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La poblacion estudiada estuvo comprendida por 64 muestras de heces de

palomas, de las cuales se obtuvieron los siguientes resul tados:

Cuadro N° 1. Porcentaje de muestras con microorganismos
enteropatdégenos, en heces de palomas de la Plaza Murillo, enero -

marzo 2006
Indicador
nj hi hi* 100 (%)
Micr oor ganismo.
M. Enter opatdgenos 16 0,25 25
M. Flora Normal 36 0,56 56
Sin desarrollo 12 0,19 19
Total 64 1 100

19%

56%

Grafico N° 1. Porcentaje de muestras con
microorganismos enteropatogenos, en heces de
palomas de la Plaza Murillo, enero - marzo 2006

25%

@ M. Enteropatogenos @ M. Flora Normal O Sin desarrollo

Como se puede observar en el Cuadro y Grafico N° 1, se dete rminé que el 25 %
de las muestras en estudio presentaron microorganismos enteropatdogenos (E.
coli enterotoxigenica), ademas se pudo determinar que el 56 % correspondia a
microorganismos de la flora normal y en el restante 19 % no hubo desarrollo.
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4.2. RESULTADOS ESPECIFICOS.

Cuadro N° 2. Porcentaje de muestras segun microorganismos
entericos patdégenos y no patégenos, en heces de palomas de la
Plaza Murillo, enero - marzo 2006

Indicador
n hi hi*100 (%)

Micr oor ganismo.

ECET 16 0,21 21
EcNP 36 0,47 47
Citrobacter 8 0.107 10,7
Enter obacter 8 0.107 10,7
Proteus 8 0.107 10,7
Total 76 1,001 100

ECET: Escherichia coli enterotoxigenica; ECNP: Escherichia coli no patégena; Fuente:

Datos obtenidos durante la investigacion

Grafico N°2. Porcentaje de muestras segun con
microorganismos entericos patogenos y no patogenos, en
heces de palomas de la Plaza Murillo, enero - marzo 2006.

11%

21%

11%

o ECET
m EcNP
O Citrobacter

11% O Enterobacter

m Proteus

46%

Entre las especies patégenas se determind solo una especie: Escherichia coli
enterotoxigenica (21%), en relacion a las no patdgenas de las cuales se
determind: Escherichia coli No patogena 46%, Citrobacter sp11%, Enterobacter
11% y Proteus spll%. Se debe mencionar que en muchos de los casos las

especies no patdgenas se encontraban acompafando a la especie patogena.
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Cuadro N° 3. Porcentaje de especies de E. coli patégenas
identificadas por Serologia, en heces de palomas de la Plaza Murillo,
enero - marzo 2006

Antisuero | Antisuero h h;*100
n. .

SEROGRUPO | polivalente | monovalente ' ' (%)
Escherichia coli

enterotoxigenica v 0168 4 0,25 25
Escherichia coli

enterotoxigenica Vi 0169 5 0,31 31
Escherichia coli

enterotoxigenica Vi 015 7 0,44 44

Total 16 1 100

Grafico N°3. Porcentaje de cepas de E. coli
patogenas identificadas por Serologia, en heces
de palomas de la Plaza Murillo, enero - marzo 2006

44% 25%

mECET 0168
mECET 0169
OECET 015

De las 16 muestras patdégenas aisladas que se identificaron por serologia, el
100% pertenece a la especie E. coli enterotoxigenica (Antisueros polivalentes IV
y VI) de las cuales el 44 % pertenecian al serogrupo 015, el 31 % al serogrupo
0169y el 25 % al serogrupo 0O168. (VER ANEXO N° 3)
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Cuadro N° 4. Perfil de resistencia de las especies enteropatégenas
identificadas por el método Kirby Bauer, en heces de palomas de la Plaza

Murillo, enero - marzo 2006.

Microorganismo
i ni | Amp | GEN | SXT | IPM | CIP | CTX
patégeno
ECET 0168 4 R I S S S S
ECET 0169 5 R I S S S S
ECET 015 7 R I S S S S

Se identificd que del total de muestras patdgenas aisladas, las 16 muestras
presentaron: Resistencia a la Ampicilina (Amp), Resistencia Intermedia a la
Gentamicina (GEN) y Sensibilidad a Sulfametoxazol - Trimetoprim (SXT),

Imipenem (IPM), Ciprofloxacin (CIP) y Cefotaxime (CTX). (VER  ANEXO
N° 4)
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DISCUSION.

Es importante la informacion existente en la actualidad acerca del rol que juega
Columba livia y otras especies de palomas como agente transmisor de
enfermedades; no se puede negar el papel que juega como vector de

enfermedades infecciosas.

Hay considerables pruebas cientificas de que las palomas son las "ratas
voladoras" de nuestras ciudades, el espectro de organismos causantes de
enfermedades asociados con estas aves es muy parecido al que se encuentra
con las ratas, por ejemplo los microorganismos causantes de salmone losis,
toxoplasmosis y neumonia, las palomas son también portadoras de arafiuelas y
garrapatas que migran desde los aticos y otros sitios donde estan los nidos

causando alergias y otras enfermedades.

Hoy en dia las enfermedades transmisibles presentan altas tasas de mortalidad
en la ciudades capitales como se indica en el Programa Especial de Analisis de
Salud emitido por la OPS / OMS en el afio 2003 en Bolivia . Las enfermedades
producidas por enteropatégenos producen un elevado porcentaje de morbilidad
y en el presente estudio se pudo determinar que las heces de palomas

constituyen un importante foco de infeccién para el ser humano.

En la presente investigacion el porcentaje de contaminacion por
microorganismos enteropatégenos en palomas de la Plaza Murillo, nos muestra
cifras preocupantes pues al no encontrar estudios anteriores realizados con los
criterios de investigacion sefialados en la presente, tenemos la necesidad de
discutir los resultados con investigaciones realizadas en otros paises y con
diferentes poblaciones de estudio, es asi que en un estudio realizado en la
ciudad de La Paz y Sucre, por el Dr. UTSUNOMIYA, Akiyoshi y colaboradores
del Instituto de Gastroenterologia Boliviano - Japonés el afio 1995 con el titulo:
“Major Enteropathogenic Bacteria Isolated from Diarrheal patients in
Bolivia: A Hospital Based Study” se determind que de 1234 muestras

procesadas, el 30% de estas correspondian a microorganismos enteropatd genos
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de las cuales 55 corresponden a Escherichia coli enterotoxigenica (4,4%) y de
estas tras la identificacidon seroldgica se obtuvo 11 muestras con el serog rupo O6
qgue fue el que presentd mayor frecuencia seguida por el serogrupo 0169 con 9
muestras, 5 muestras del serogrupo 0168 y 2 muestras del serogrupo O15 entre
otras cepas que no son de interés para nuestro estudio, este estudio de tipo
multicéntrico buscéd describir los patégenos mas frecuentes como causa de
diarrea en nuestra ciudad y los mismos serotipos de Escherichia coli
enterotoxigénica que han sido aisladas en esta investigacion han sido
identificadas como causa de diarrea en trabajos realizados a parti r de heces
humanas'! y en relacién a nuestro estudio donde se analiz6 64 muestras de las
cuales pudimos determinar que 16 (25%) presentaron microorganismos
enteropatdgenos (E. coli enterotoxigenica), dentro de estas se determiné que el
serogrupo que presentd mayor frecuencia fuel el O15 con un 44 %, el serogrupo
0169 con 31 % y 0168 con 25 %, esto nos confirma que las heces de palomas

constituyen un mecanismo de contaminacion potencial para el hombre.

En otro estudio realizado en Buenos Aires Argentina, Universidad Nacional de la
Plata el afio 2001 que tiene como titulo, "Caracterizacion enterotoxigenica y
estudio de sensibilidad antimicrobiana in Vitro de cepas de E.coli aisladas
de pollos con cuadros clinicos de diarrea”. Por el Dr. MOREDO, F; VIGO G.y
colaboradores se determiné un alto nivel de resistencia de las cepas estudiadas
frente a la ampicilina, gentamicina, sulfametoxazol y sulfametoxazol trimetoprim ,
y en nuestro estudio se determiné también un alto nivel de resistencia pero solo
frente a la ampicilina, otro dato muy importante ya que los serotipos aislados a
partir de heces de palomas, de humanos o de otros animales present an un perfil
de resistencia similar, esto nos permite concluir que, es posible que pueda haber
existido una transmision de Escherichia coli enterotoxigénica de fuentes
humanas a animales o a la inversa; de cualquier modo, son las mismas cepas de
Escherichia coli enterotoxigénica que se hallan circulando entre aves y

humanos.*?
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Otros estudios realizados por la Asesoria del Medio Ambiente dependiente de la
Oficialia Mayor de Desarrollo Sostenible y Territorial de la H.A.M. en
coordinacion con el Instituto Nacional de L aboratorios de Salud (INLASA)
analizaron tres palomas muertas por causas desconocidas, dos vivas y quince
muestras de heces, obteniendo los siguientes resultados en lo que concierne al
presente trabajo de investigacion: en el estudio de cultivo y pruebas bioquimicas
para la determinacion de enterobacterias, fueron aislados Escherichia coli y
Proteus sp., comunes sapréfitos y parte de la flora bacteriana normal que causan
enfermedades gastrointestinales (Escherichia coli) en personas de menor

resistencia y con alguna deficiencia inmunolégica.*

Un estudio realizado por la Agencia de Proteccion para la Salud (HPA) ha
publicado datos epidemiolégicos del Plan de Vigilancia de Escherichia coli
durante el afio 2004 en Escocia, el cual es uno de los paises con mayor tasa de
infecciones con Escherichia coli en Europa, con 210 casos en el 2004, de los
cuales el 55% estan asociados con exposiciones que incluyen contacto con
animales (especialmente aves), o con sus heces. En el 16% de los casos, las
exposiciones estan asociadas al consumo de alimentos contaminados con heces

de animales.®®

El Doctor Freddy Lizon, director de Zoonosis La Paz, explica también que la
ciudad puede resultar un criadero de amenazas. Los vectores son animales
invertebrados que transmiten enfermedades, aunque existen vertebrados que
actuan como tales; es el caso de la Columba livia (paloma comun). Esta ave
transmite la Salmonella y otras bacterias; a pesar del riesgo, se le ha dado
medios para su sobrepoblacién: hay entretechos que sirven de nidales y gracias
a la gente que les da alimento en sus casas y la Plaza Murillo . Su poblacion no
puede ser controlada, pues no existe un depredador que limite su crecimiento.
“En muchos paises se utilizan fulminantes para espantarlas, pero en una ciudad
en que se escuchan dinamitazos tan seguido, no significa nada”. Por ello
Zoonosis retira huevos de las iglesias y edificios coloniales para evitar que sean

empollados.**
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Por Gltimo debemos sefialar que la concurrencia de factores como ser la intensa
interaccion entre aves y la poblacién pacefia en un contexto territorial estrecho
como es la Plaza Murillo, permite que sobr e todo la poblacion infantil se infecte
con los agentes patdgenos descritos, desarrollando un cuadro de enfermedad
diarreica; también coincidimos con investigadores que muchas enfermedades
pueden ser transmitidas por ingestién y contaminacion de alimentos con materia
fecal de palomas, ya que en medio de un constante volar de palomas las
mismas generan un movimiento aéreo que suspenden particulas de toda
naturaleza, pero sin lugar a dudas el hecho de buscar un contacto mas intimo
con las palomas al alimentarlas y hacer que estas se posen en las manos del
alimentador, crea la condicion ideal para una contaminacién por parte del publico
como asi también existe la posibilidad de contaminaciones accidentales, porque

no debemos olvidar que el mecanismo de infecci 6n es fecal — oral.

Finalmente, el control biolégico de la poblacion de palomas es parte de la
solucion al problema planteado, sin embargo por muchos factores como
problemas de costos, oposicion de la poblacién que defiende a las palomas,
entidades defensoras de los animales, puede ser de dificil ejecuci6n y el camino
para detener esta cadena, debe ser el de socializar los resultados obtenidos por
esta investigacion, y a través de ello educar a nuestra poblacion sobre el riesgo
gue corren al desarrollar practicas muy comunes que pueden ser simpaticas,

pero no por ello dejan de ser altamente peligrosas para la salud.
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6. CONCLUSIONES.

Los microorganismos enteropatégenos constituyen uno de los grandes
problemas de la sociedad boliviana, agravado por la conta minacion de miles de
palomas que se encuentran en nuestras ciudades a consecuencia de la escasa
educacion, falta de higiene de la poblacién y un desinterés por parte de las

autoridades ambientales y de salud en relacidon a este tipo de problemas.

La presente investigacion pudo determinar que el 25 % del total de las muestras
en estudio presentaron microorganismos enteropatdégenos, y tras haber
realizado la identificacion de especies patdégenas se determind solo una
especie: Escherichia coli enterotoxigenica en un 21%, en relaciéon a las no
patogenas de las cuales se determind: Escherichia coli No patdgena en un 46%,
Citrobacter sp en un 11%, Enterobacter en un 11% y Proteus sp también en un
11%.

Ademas, de las 16 muestras patdgenas aisladas que se identificaron por
serologia, el 100% pertenecia a la especie Escherichia coli enterotoxigenica
(Antisueros polivalentes IV y VI) de las cuales el 44 % pertenecian al serogrupo
015, el 31 % al serogrupo 0169 y el 25 % al serogrupo O168.

Asi también se realizé el antibiograma (método de Difusién de Bauer-Kirby) de
las muestras patdgenas aisladas, de las cuales, las 16 muestras presentaron:
Resistencia a la Ampicilina (Amp), Resistencia Intermedia a la Gentamicina
(GEN) y Sensibilidad a Sulfametoxazol - Trimetoprim (SXT), Imipenem (IPM),
Ciprofloxacin (CIP), Cefotaxime (CTX).

Todos los resultados obtenidos en la presente investigacion proporcionaran una
fuente de datos para posteriores investigaciones relacionadas con el tema, y
permitiran hacer conocer, ampliar y actualizar los conocimientos que se tienen
en nuestro medio sobre los enteropatdogenos provenientes de heces de palomas

causantes de patologias gastricas y los cuales seran la base para posteriores
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estudios moleculares como PCR para la determinacion de enterotoxinas, y todo
esto solo ira en directo beneficio de la poblacién pacefia y contribuira a la

prevencion de muchas enfermedades que pueden llevar incluso a la muerte.
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RECOMENDACIONES.

Actualmente el problema de las palomas es una gran preocupacion para la
Comision del Medio Ambiente de la Alcaldia y los profesionales en salud, ya que
el deterioro de monumentos, las molestias ocasionadas a la poblacion vy el
potencial patégeno de las palomas han causado el malestar de las autoridades,
medidas ineficientes como el transporte de las palomas y su envenenamiento
gue fueron tomados en forma clandestina, pueden ser consideradas radicales,

inhumanas y despectivas.

No podemos permitir que se las elimine a sangre fria pero debemos abrir los 0jos
a los problemas que traen en nuestras ciudades, es el deber de los profesionales
en salud y autoridades proponer buscar soluciones que reduzcan de modo
incruento la poblacion sin erradicarla, eliminando las practicas ineficientes ya
sefaladas e ideas peligrosas para la gente como su fumigacién, quedan posibles
acciones que limiten progresivamente la poblacion pacefia de palomas
domesticas. Dificultar la reproduccion tiene que ser el medio mas eficaz de

control poblacional.

Finalmente, el control biolégico de la poblacion de palomas es parte de la
solucion al problema planteado, sin embargo por muchos factores como
problemas de costos, oposicion de la poblacion que defiende a las palomas,
entidades defensoras de los animales, puede ser de dificil ejecuci 6n y el camino
para detener esta cadena, debe ser el de socializar los resultados obtenidos por
esta investigacion, y a través de ello educar a nuestra poblacién sobre el riesgo
gue corren al desarrollar practicas muy comunes que pueden ser simpaticas,

pero no por ello dejan de ser altamente peligrosas para la salud.

Una concientizacion social es imprescindible para educar a la gente sobre la
manera de no promover el crecimiento desmesurado de la poblacion de palomas

en la ciudad. Antes de todo debe ser limitada la disponibilidad de alimentos
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(Restaurantes que dejan sus desperdicios al aire libre, basureros, mercados y
gente que las alimenta)

Un programa explicativo de la situacion, sus potenciales peligros y las posibles
formas de controlarla que expligue también la necesidad de captura de

especimenes para monitoreo sanitario debe ser implementado.

Lizzeth Carla Miranda Sivila



43

8. BIBLIOGRAFIA.

1. Aves y conservacion en Bolivia No. 1. (Actas del IV Encuentro Boliviano

para la conservacion de las aves del 25 al 27 de Octubre de 1997 Tarija-
Bolivia) PROMETA (Proteccion del medio ambiente Tarija) y Armonio / Bird
life con la colaboraciéon de la Coleccion Boliviana de Fauna. Auspicio de la
Embajada Real de los Paises Bajos. EL PAIS.
2. http://www.lamolina.edu.pe/profesores/wdale/ent_med_vet/2/PLAGAS%
20PESTS%20M%C3%89DICAS%20VETE RINARIAS.%20AVES%20PLAG
AS.%20VERSION%2001.T15.%20WILLIAM%20E.%20DALE.%20PHD.pdf
http://www.birdsofyucatan.com/spanish/las_aves.html
http://ww.ilustrados.com/publicaciones/EpZypupuZyDWvmLIWT. php
http://canal-h.net/webs/sgonzalez002/Exoticos/DIGESTIVOAVES.h tm

http://www.elagricultor.com /frontpage/ganaderia/articulosaves/enferme

o g &~ w

dadesavestransmisibles.htm

7. BROOKS, BUTEL y MORSE. Microbiologia médica de Jawets, Melnick y
Adelberg. 172. ed. México, D.F.-Santafé de Bogota. EI Manual Moderno,
2002.

8. ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD. Manual de tratamiento
de la diarrea. Serie PALTEX para ejecutores de programas de salud.
Numero 13. Washington, D.C., 1987.

9. http://www.vetjg.com/shared/php/page.php?page=artic_medicina_aviar

16 _bacterias.

10.PRATS, Guillem. Microbiologia Clinica. Buenos Aires; Madrid. Editorial
Médica Panamericana, 2005.

11.UTSUNOMIYA, Akiyoshi; ELIO-CALVO, Daniel; et al. *“Major

Enteropathogenic Bacteria Isolated from Diarrheal Patients in Bolivia: A

Hospital- Based Study”. Datos obtenidos del Instituto de Gastroenterologia

Boliviano — Japonés. Microbiol. Inmunol., 39 (11), 845 — 851, 1995.
12.MOREDO, F.; VIGO, G.; et al. *“Caracterizacion enterotoxigénica y

estudio de sensibilidad antimicrobiana in Vitro de cepas de Escherichia

coli aisladas de pollos con cuadros clinicos de diarrea”. Universidad

Lizzeth Carla Miranda Sivila


http://www.lamolina.edu.pe/profesores/wdale/ent_med_vet/2/PLAGAS%
http://www.birdsofyucatan.com/spanish/las_aves.html
http://ww.ilustrados.com/publicaciones/EpZypupuZyDWvmLiWT.php
http://canal-h.net/webs/sgonzalez002/Exoticos/DIGESTIVOAVES.htm
http://www.elagricultor.com/frontpage/ganaderia/articulosaves/enferme
http://www.vetjg.com/shared/php/page.php

44

Nacional de La Plata, datos obtenidos
en:http://www?2.udec.cl/*ofem/remedica/VOL2/diarrea.htm . Cétedra de
Microbiologia y Area de Inmunoquimica y Biotecnologia. Facultad de
Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires.

13. http://lwww.elika.net/pub_elikaberri.asp?boletin=148#noticia7

14.Datos obtenidos de la Revista ESCAPE, 22 de Mayo de 2005, pags.18-19.
LA RAZON.

15.ACHA, Pedro y SZYFRES, Boris. ZOONOSIS v enfermedades
transmisibles comunes al hombre v a los animales. 22 ed. Washington,
D.C. OPS/OMS, 1986.

16.Baltimore Biological Laboratory, INC. Medios de Cultivo, Materiales e

Instrumentos para_Laboratorios _de Microbiologia. 12 ed. en espafiol.

Colon, Panama. BBL. 1959 pags.

17.CARPENTER, Philip. Inmunologia vy serologia. 12 ed. México, D.F. LA
PRENSA MEDICA MEXICANA, 1963.

18.CATALOGO DE MEIOS DE CULTURA. bioBRAS DIAGNOSTICOS. Inter
Science Ltda.5a. edicion. Junio/2001.

19.DAMIANI y REVOLLO. Manual de procedimientos para aislamiento e

identificacion de patdégenos entéricos. Instituto nacional de Laboratorios
de Salud “Dr. Néstor Morales Villazon”, INLASA, OPS/OMS. La Paz -
Bolivia, 2005.

20.Instituto de Gastroenterologia Boliviano-Japonés. Preparacion de medios.

Seccidn Bacteriologia.
21.JOKLIK, Wolfgang; WILLET, Hida y AMOS, Bernard. Zinsser

Microbiologia. 202 ed. Buenos Aires, Argentina. Editorial Médica

Panamericana. 1994.
22.KONEMAN, ALLEN, DOWELL, AJNDA, SOMMER S y WINN._Diagndstico

microbiolégico. 3a. ed. Buenos Aires - Argentina. Editorial Meédica

Panamericana, 1992.

Lizzeth Carla Miranda Sivila


http://www2.udec.cl/*ofem/remedica/VOL2/diarrea.htm
http://www.elika.net/pub_elikaberri.asp

45

23.MAC FADDIN, Jean. Pruebas bioguimicas para la identificacion de

bacterias _de importancia_clinica. Argentina, Brasil, Colombia, Chile,

Espafa, México y Venezuela. Panamericana, 1990.

24.ROSE, Noel y FRIEDMAN, Herman. El laboratorio en inmunologia clinica.

22, ed. Buenos Aires — Argentina. Editorial Médica Panamericana, 1984.
25.TRIGOSO, DAMIANI y JAUREGUI. Infecciones nosocomiales causadas
por bacilos Gram negativos: el impacto de la resistencia antimicrobiana
en Bolivia. 12. ed. Bolivia. INLASA y Ministerio de Salud y Deportes. 2005.
26.TRIGOSO, TORRICO, RIERA y AGUILAR. Manual de procedimientos
bacteriol6gicos en sensibilidad y resistencia antimicrobiana. 12 ed.
Ministerio de Salud y Deportes, OPS/OMS, INLASA. La Paz — Bolivia, 2003.
27.UTSUNOMIYA, ELIO-CALVO, BENITEZ y SANZETENEA. Manual de

diagnéstico de enteropatdgenos. Instituto de Gastroenterologia Bolivian o-

Japonés. JICA (Agencia de Cooperacion Internacional del Japon)

Lizzeth Carla Miranda Sivila



ANEXOS



ANEXO N° 1. Preparacion de medios de cultivo.

CALDO BASE CON TETRATIONATO

Marca: Becton Dickinson — Difco

El caldo base con Tetrationato y solucién yodo-yodurada, se emplea como un
medio de enriquecimiento selectivo para aislar la Salmonella de heces fecales,
orina, alimentos y otros materiales de importancia sanitaria. Las sales del medio y
el yodo inhiben muchas otras bacterias.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptonadecarne...............oooooiiiiiiiinn . 2.5
Peptonadecaseina..............cccoeviviiiiiinn.. 2.5
Sales biliares.........c.coovviiiiiiii 1.0
Carbonato de calCio............cocviiiiiiiiiiiiiee, 10.0
Tiosulfato de sodio............coviiiiiiiinint. 30.0

Preparacion. Se suspenden 46 g. del polvo en un litro de agua destilada.
Mézclese bien y caliéntese hasta su ebullicion. Se enfria a 45° C o menos, y se
agregan 20 mL. de una solucion de yoduro. Mézclese y distribuyase en porciones
de 10 mL. en tubos estériles. No se caliente después de haber agregado la
solucion de yoduro. El caldo base con Tetrationato se puede guardar durante
algun tiempo, pero el medio ya completo se debe emplear el mismo dia de su
preparacion.



Solucién Yodo-Yodurada (Solucién de Lugol)

YOdO...ooiiiiii 6g
Yoduro de potasio.................. 59
AQUA....ooiii 20 mL

Usos. El caldo con Tetrationato ya completo, se emplea como medio de
enriquecimiento para la investigacion de bacilos entéricos del género Salmonella.
Uno o dos gramos de heces fecales, productos alimenticios sospechosos u otros
materiales, se mezclan con 10 mL del caldo y la mezcla se incuba durante 12 a 24
horas. A partir del cultivo enriquecimiento, posteriormente se siembran placas en
estria con agar con Desoxicolato, agar de Mac-Conkey, agar con Verde Brillante, u
otros medios diferenciales.

Aspecto del medio preparado: suspension blanca lechosa.



AGAR DE ENDO

Marca: Becton Dickinson — Difco

El agar de Endo es un medio sdlido para la investigacién de colibacilos y otros
microorganismos entéricos. El sulfito de sodio y la fucsina basica inhiben el
crecimiento de las bacterias grampositivas.

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Fosfato DipotasiCo........ccooviiiiiiiiiiiiee . 3.5

Peptona (Thiotone)..............coooiiiiiil, 10.0

AQAr. .. 15.0

Lactosa. ..o 10.0

Sulfito de sodio.........cooviviiiii 2.5

Fucsinabasica............cccooiiiiiii 0.5
pH final 7.4 £

Preparacion. Se suspenden 41.5 g. del polvo en un litro de agua destilada.
Déjese reposar durante 5 minutos y mézclese bien. Se calienta agitando de
cuando en cuando e hirviendo durante 2 minutos. Distribuyase y esterilicese a
121° C (15 libras de presion) durante 15 minutos. El medio se debe dejar enfriar
hasta 45° C suspendiéndose el precipitado mediante una rotacion suave de los
tubos antes de emplearlos. Se recomienda preparar el medio a mediad que se
necesite.

Usos. El agar de Endo se puede emplear como un medio en placas para
determinar la presencia de organismos coniformes en el agua, leches u otros
materiales de importancia sanitaria. Las colonias de bacilos coniformes que
fermentan la lactosa aparecen color de rosa, en tanto que las de otros bacilos
entericos incluyendo Salmonellas y Shigellas son incoloras.

Aspecto del medio preparado: rosa.



AGAR PARA SALMONELLA Y SHIGELLA

Marca: bioBras
Cddigo: 415330

Lote: 010

El agar para Salmonellas y Shigellas es un medio diferencial selectivo para el
aislamiento de bacilos entéricos patdgenos, especialmente los que pertenecen a
los géneros Shigella y Salmonella.

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Extracto de carnederes.............coooiiiinnnn. 5.0
Peptonade caseina.............c.coooviiiiiiiinnn. 2.5
Peptonadecarne............ccooiiiiiiiiiiiiiin. 2.5
Lactosa........oviiiiii 10.0
Mezcla de sales biliares....................c.oooeii 8.5
Citrato de sodio..........ccovvviiiii 8.5
Tiosulfato de sodio...........ccoiiiiiiiiiiii, 8.5
Citrato férrico amoniacal....................ccoeeee 1.0
AQar. .. 13.5
Verde brillante..............oo 0.00033
Rojoneutro.........coooviiii i, 0.025

pH final 7.0 £ 0.2 a 25°C



Preparacion. Se suspenden 60 g. del polvo en un litro de agua destilada. Déjese
reposar durante 5 minutos y mézclese hasta que se obtenga una suspension
homogénea. Se calienta agitando de cuando en cuando y se hierve durante 1
minuto para disolverlo. No se esterilice en autoclave.

Enfriese de 45 a 50° C y distriblyase en cajas de Petri, empleando 20 mL. por
placa. Se deja solidificar el medio parcialmente destapado. Identificar y almacenar
a 2-8°C.

Usos. El agar para Salmonella y Shigella puede inocularse con heces fecales,
torundas rectales, orina u otros materiales que se sospeche contengan bacilos
entéricos. Se recomienda inocular al mismo tiempo una placa de un medio con
sales biliares puras, con menor poder inhibitorio, tal como el agar con Desoxicolato
o el agar Lactosado. Incubese durante 18 a 24 horas. Las colonias de especies
que no fermentan la lactosa son incoloras, en tanto que las de coliformes u otros
organismos que si la fermentan son rosadas o rojas.

Aspecto del medio preparado: rosa anaranjado.



AGAR TSI

AGAR CON TRES AZUCARES Y HIERRO

Marca: BBL

Lote: DODRZB

El agar con tres azucares y hierro lo ide6 Hajna para diferenciar los bacilos
entéricos gramnegativos por su capacidad de atacar un hidrato de carbono
especifico incorporado en un medio de crecimiento basico, con produccion o no de
gases, junto con la determinacion de posible produccion de acido sulfhidrico (SHy).

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Digesto pancreatico de caseina............... 10.0
Digesto péptico de tejido animail................ 10.0
Cloruro de sodio........ccoviiiiiiiiiiiee, 5.0
Lactosa........oovieiiiii 10.0
SACArOSA. .. .euiieiieii e 10.0
Glucosa (Dextrosa).........ccccovvviiiiiiiiinnnn... 1.0
Sulfato férrico amonico.............c.cocvevenenen. 0.2
Tiosulfato de sodio...........cooeiiiiiinnn. 0.2
ROjO fenol........coooviii 0.025
AQar. ..o 13.0

pH final 7.3 £ 0.2 a 25°C



Preparacion. Se suspenden 59.4 g. del polvo en un litro de agua destilada.
Mézclese bien y caliéntese agitando de vez en cuando. Hiérvase durante 1 o 2
minutos para disolver. Distribuyase en tubos de ensayo, llenandolos hasta su
tercera parte. Esterilicese a no mas de 118° C durante 15 a 17 minutos. Los tubos
se deben enfriar en posicion inclinada, de tal manera que produzcan fondos
profundos. Identificar y almacenar a 2-8 °C.

Usos. El agar TSI inclinado se debe inocular a partir de las colonias seleccionadas
o de otras fuentes apropiadas. El cultivo se puede estriar en la porcion inclinada y
picar en el fondo profundo. Los cultivos se leen después de 18 a 48 horas de
incubacion.

La formacién de acido se indica por el cambio a amarillo del color del rojo de fenol.
La sacarosa permite la separacion de los proteus, como el vulgaris, de las
Salmonellas. Los organismos que fermentan la lactosa y/o la sacarosa (coliformes,
paracolon y Proteus) producen una superficie inclinada amarilla y por ello no se
pueden confundir con otros.

Los miembros del género Salmonella que son positivos a la glucosa y negativos a

la lactosa, producen el enrojecimiento de la superficie inclinada y la acidificaciéon
del fondo en los tubos de agar.

Interpretaciones.
A) Utilizacién del hidrato de carbono.
1. Fermentacién de la glucosa solamente.
a) En pico de flauta. Reaccién alcalina. Color rojo.
b) Capa profunda. Reaccion acida. Color amarillo.
1. 1. Si también se produce gas SH el precipitado negro
puede ocultar la acidez.
2. tEa>|<iste acidez en la capa profunda, que se registra como
2. Fermentacion, tanto de la glucosa como de la lactosa.

a) Pico de flauta. Reaccidén acida. Color amarillo.

b) Capa profunda. Reaccion acida. Color amarillo.



1. El Citrobacter freundii produce también SH, ademas de
fermentar ambos hidratos de carbono.

2. Sin embargo, existe una condicion acida en la capa
profunda, que se registra como tal aunque no se
observe.

3. No fermentacion de la glucosa ni de la lactosa (no entéricos)
a) Pico de flauta. Reaccién alcalina. Color rojo.
b) Capa profunda.

1. Organismo aerébico. No se observa crecimiento. No
hay cambio de color. El color es el mismo del tubo no
inoculado. Color anaranjado rojizo. Si no hay seguridad,

comparar con el tubo no inoculado.
2. Organismo facultativo. Reaccioén alcalina. Color rojo.

4. No fermenta ni la glucosa ni la lactosa; bastante comun.
a) Pico de flauta.
1. Crecimiento solamente.
2. No hay cambio de color; el mismo del tubo no
inoculado.
b) Capa profunda.
1. Crecimiento solamente.

2. No hay cambio de color; el mismo del tubo no
inoculado.

B) Produccion de gas.
1. Aerogénico.
a) Produccion de gases: CO; y Ha.
b) Se manifiesta por lo siguiente:

1. Una sola burbuja de gas.
2. Burbujas en el medio.



Desdoblamiento del medio.

4. Desplazamiento completo del medio del fondo del tubo,
dejando un area clara.

5. Ligera muesca del medio en el costado del tubo.

w

2. Anaerogénico: no hay produccion de gases.

C) Produccién de acido sulfhidrico (SH;): la presencia de un precipitado negro
(sulfuro ferroso) se manifiesta por:

1. Un color negro distribuido por toda la capa profunda y que enmascara la

acidez; puede haber una ligera evidencia en el pico de flauta.

Un anillo negro cerca de la parte superior de la capa profunda.

3. Un precipitado negro distribuido por la capa profunda, pero que no oculta
totalmente la acidez.

o

Buscar siempre las tres caracteristicas: 1) fermentacion de los hidratos de
carbono; 2) produccion de gases (CO; y Hy), y 3) produccién de SH,. Registrar
todas las observaciones.

Aspecto del medio preparado: naranja rojizo.



AGAR CITRATO DE SIMMONS

Marca: Becton Dickinson - Difco

El agar citratado de Simmons se usa para diferenciar las bacterias entéricas
gramnegativas, basandose en la capacidad de los microorganismos de utilizar
citrato como unica fuente de carbono para el metabolismo, provocando alcalinidad.
Algunas bacterias pueden obtener energia de una forma que no es la
fermentacion de hidratos de carbono utilizando citrato como unica fuente de
carbono. La evaluacion de esta caracteristica es importante en la identificacion de
muchas Enterobacteriaceae. La utilizacion de citrato se detecta en un medio con
citrato por la produccion de productos intermedios alcalinos. EI medio incluye
citrato de sodio, un anién, como unica fuente de carbono y fosfato de amonio
como unica fuente de nitrégeno. Las bacterias que pueden utilizar citrato también
pueden extraer nitrégeno de la sal de amonio, con la produccién de amoniaco
(NHs), llevando a la alcalinizacion del medio a partir de la conversion del NH3 en
hidréxido de amonio (NH4OH). El indicador e azul de bromotimol, que es amarillo
con un pH menor de 6 y azul con un pH por encima de 7.6.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Fosfato monoamonico......................... 1.0
Fosfato dipotasico...........................l. 1.0
Citrato de sodio...........ccvviiiiiiiinnnn 20
Sulfato de magnesio.................cooeeeeel. 0.2
Cloruro de sodio........c.cooviiiiiiiiiiiinns 5.0
Azul de bromotimol....................i 0.08
AQar. ..o 15.0

pH final 6.8 £ 0.1 a 25°C



Preparacion. Se suspenden 25.3g del polvo en un litro de agua destilada. Déjese
remojar durante 5 a 10 minutos. Se mezcla bien y se calienta suavemente
agitando de vez en cuando hasta que el medio hierva durante 1 o 2 minutos.
Distribuyase en tubos y esterilicese en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Se
deja enfriar en posicioén inclinada, aunque también se puede emplear como medio
en placas. Identificar y almacenar a 2-8°C.

Usos. Se pueden hacer cultivos en placa, o si se prefiere el medio inclinado, se
inocula estriando la superficie y picando el fondo. Solo los organismos que utilizan
el citrato como unica fuente de carbono crecen en el agar citratado de Simmons.
La aparicién de un crecimiento visible va acompafiado en general de un cambio
alcalino (azul) del indicador.

Interpretaciones.

1. Prueba positiva: crecimiento con un color azul intenso en el pico de flauta.
2. Prueba negativa: no se observa crecimiento ni cambio de color (verde).

Controles.
Control positivo: Enterobacter aerogenes

Control negativo: Escherichia coli

Aspecto del medio preparado: verde.



MEDIO SIM

Marca: Difco

Lote: 94923

El medio SIM se emplea para determinar la movilidad de flagelados, produccion de
SHy por la utilizacion de cisteina-HCI, produccion de acido indol-piluvico (IPA) por
la utilizacion del triptéfano y la deteccidon de la reaccién el indol con el reactivo de
Kovac's.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona........coooiiiii 30.0
Extractode carne................ocooiiiiiin, 3.0
Citrato férrico amonico................ocoeeiiinnne 0.2
Tiosulfato de sodio...........ccooiiiiiiiiiiss 0.025
AGar. .. 3.0

pH final 7.3 £ 0.2 a 25°C

Preparacion. Se suspenden 36 g. del material seco en un litro de agua destilada.
Mézclese bien y cuando se obtenga la suspension uniforme, caliéntese agitando
de cuando en cuando y hiérvase durante un minuto o hasta su disolucion. Se
distribuye y esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Identificar y
almacenar a 2-8°C.



Usos. El medio SIM es util para la identificacion habitual de bacilos entéricos.
Ordinariamente se reparte en tubos de ensayo llenos hasta la mitad, que se
inoculan con aguja por piquete en el centro, hasta la mitad de su profundidad. Se
incuban durante 18 a 24 horas o por tiempo mayor. La reaccidén de sulfuros se
indica por el ennegrecimiento del medio a lo largo de la linea de inoculacion.

Su alto contenido en Trypticase lo hace ideal para la produccion de indol. La
movilidad se evidencia por el crecimiento lejos de la linea de inoculacion.

Interpretaciones.

A) Motilidad.

1. Prueba positiva (motilidad): los organismos moéviles migran de
la linea de siembra y se difunden en el medio, provocando
turbiedad. Pueden mostrar un crecimiento en estrias vellosas.

2. Prueba negativa (sin motilidad): crecimiento bacteriano
acentuado siguiendo la linea de siembra; el medio circundante
se mantiene claro.

3. Medio de control (no inoculado): no hay crecimiento, el medio
se mantiene incoloro y claro.

B) Acido sulfhidrico.

HSCH,; CHNH, COOH + H,O — H,>S + NH3 + CH3z COCOOH (acido piluvico)

H>S + Fe (citrato amodnico férrico) — FeS (negro)

1. Positivo: se observa ennegrecimiento del medio.

a) Siguiendo la linea de inoculacion.



b) En toda la capa superficial.

2. Negativo: no se observa ennegrecimiento.

C) Acido indol-pilavico (IPA)

Triptofano —acido indol-piluvico + Fe (color café, en presencia de oxigeno, solo en
la superficie del medio)

D) Indol.

Triptéfano — (triptofanasa) — indol

Indol + Kovac's (p-dimetilaminobenz-alaldehido) — roindol (color rojo claro)

1. Prueba positiva: un anillo rojo en la superficie del medio en la
capa alcohdlica.

2. Prueba negativa: no se produce color en la capa alcohdlica;
toma el color del reactivo de Kovac's (amarillo).

3. Variable: un color anaranjado en la superficie del medio
debido a desarrollo de escatol, un compuesto metilado que
puede ser un precursor de la formacion de indol.

Aspecto del medio preparado: ambar claro.



CALDO LISINA DESCARBOXILASA DE FALKOW (LIA)

Marca: Becton Dickinson
Cddigo: 4311363

Lote: 1000BODHLA

El objetivo de esta prueba es medir la capacidad enzimatica de un organismo para
descarboxilar a la lisina y formar una amina, con la consiguiente alcalinidad.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Peptona.......ccooeiiiii 5.0

Citrato de hierro y amonio...................... 0.5
Extracto de levadura.................cccciiiinnnnee. 3.0
Glucosa (Dextrosa)..........ccooeviiiiiiiiiiinennee. 1.0
L-liSING. e 10.0
Tiosulfato de sodio.........c.coevvieiiieinnannn. 0.04
Purpura de bromocresol.................ouuu...... 0.02
AQar. ... 13.5

pH final 6.7 £ 0.2 a 25°C

Preparacion. Pesar exactamente 4.95 gramos del medio en 150 mL de agua
destilada. Ebullir por 1 minuto. No autoclavar. Homogeneizar y dispensar en tubos
de ensayo, en volumen de 3mL. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Identificar
y almacenar a 2-8 °C.



Usos. En un primer paso casi todos los microorganismos descomponen la
glucosa; el pH del medio vira hacia el rango acido (bajo 6.0) y cambia a color
amarillo. La reaccién de descarboxilacion de aminoacidos comienza de un rango
acido. La reaccion produce aminas y el pH del medio vira hacia la alcalinidad y el
color cambia hacia purpura.

Interpretaciones.

1. Prueba positiva: purpura turbio a un purpura amarillento
apagado (producido por la cadaverina)

2. Prueba negativa: color amarillo claro y brillante (solamente
fermentado por la glucosa).

Aspecto del medio preparado: lila.



Agar MIO

Marca: Acumedia

Caddigo: 7389A

Lote: 0101-104

Este medio es utilizado para la identificacion de enterobacterias con base en la
motilidad, actividad de ornitina descarboxilasa y produccion de indol.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Digesto enzimatico de gelatina..................... 10.0
Digesto enzimatico de caseina..................... 10.0
Extracto de levadura..............c.oooiiiiiinnn. 3.0
Dextrosa.......oouiiii 1.0
Purpura de bromocresol................ocooeiinnl. 0.002
L-ornitina..... ..o 5.0
AQAr. . 2.0

pH final 6.5 £ 0.2 a 25°C

Preparacion. Disolver 31 gramos de medio en 1 litro de agua destilada. Ebullir
por 1 minuto. No autoclavar. Homogeneizar y dispensar en tubos de ensayo, en
volumen de 3 mL. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Identificar y almacenar a 2-
8°C.



Usos. Los cultivos son inoculados por puncion e incubados por 18-24 horas a
35°C = 2°C. Las reacciones de motilidad y de ornitina descarboxilasa son vistas
antes de colocar el reactivo de Kovac's. La motilidad se indica por turbidez del
medio o por crecimiento difuso a partir de la linea de inoculacién. La ornitina
descarboxilasa se indica por un color purpura del medio. La ornitina negativa
produce un color amarillo en el fondo del tubo, que puede ser purpura al final. Para
la prueba del indol adicionar 3-5 gotas del reactivo de Kovac's y agitar
suavemente el tubo. La aparicion de un color rosa o rojo es interpretada como
prueba positiva de indol.

Interpretaciones.

1. Prueba positiva: color purpura.
2. Prueba negativa: color amarillo en el fondo.

Aspecto del medio preparado: lila.



REACTIVO DE KOVAC'S

Disolver 1 gramo de p-dimetilaminobenz-alaldehido en 75 mL de alcohol amilico (o
iso-amilico) y anadir 25 mL de HCI concentrado, para su utilizacién se debe
agregar 5 gotas de reactivo de Kovac's directamente a un tubo incubado de 24 a
48 hrs. y luego agitar suavemente el tubo.

El indol (benzilpirrol), es un producto de la degradacion metabdlica del
aminoacido triptéfano. Las bacterias poseedoras de la enzima triptofanasa
son capaces de hidrolizar y deaminar triptéfano con producciéon de indol.
Esta es un caracteristica importante para la identificacibon de muchas
especies de microorganismos y es particularmente atil para diferenciar
Escherichia coli que es positiva de miembros del grupo Klebsiella-
Enterobacter-Hafnia-Serratia que son negativas.

Fundamento. La prueba de indol se basa en la formacion de un complejo
de color rosa cuando el indol reacciona con el grupo aldehido del p-
dimetilaminobenzaldehido. Esta es la sustancia quimica activa en los
reactivos de Kovac’'s y Ehrlich. Debera usarse un medio rico en triptéfano.

En la practica se emplean medios combinados como sulfuro-indol-motilidad
(SIM), motilidad-indol-ornitina (MIO).

Interpretacién. La aparicion de un color rosado fucsia en la interfase del reactivo
y el caldo (o medio) pocos segundo de haber agregado 5 gotas del reactivo es
indicativo de la presencia de indol y constituye una prueba positiva.

Controles.
Control positivo: Escherichia coli

Control negativo: Klebsiella pneumoniae



CALDO DE VOGES-PROSKAUER (VP)

Elaboracion propia.

Voges y Proskauer, fueron los primeros en observar la reaccién de color rojo
producida por los medios de cultivo apropiados luego del tratamiento con hidréxido
de potasio. Mas tarde se descubrié que el producto activo en el medio formado pro
metabolismo bacteriano era acetil-metil-carbinol, un producto de la via del butileno
glicol. El acido piruvico, un compuesto fundamental formado en la degradacion
fermentativa de la glucosa, es metabolizado a través de cierto numero de vias
metabdlicas, segun los sistemas enzimaticos de las diferentes bacterias. Una de
estas vias da como resultado la produccion de acetoina (acetil-metil-carbinol).
Microorganismos como miembros del grupo Klebsiella-Enterobacter-Hafnia-
Serratia producen acetoina como producto final principal del metabolismo de la
glucosa. En presencia de oxigeno atmosférico e hidroxido de potasio al 40%, la
acetoina es convertida en diacetilo y el a-naftol sirve como catalizador para
producir un complejo de color rojo. El objetivo de esta prueba es determinar la
capacidad de algunos organismos de producir un producto final neutro, el
acetilmetilcarbinol (acetoina), a partir de la fermentacion de la glucosa.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Polipeptona.........ccoveieiiiiiii, 7
GluCoSa.......covveieeeeeee e, 5
Fosfato dipotasico...............ccccceeeeeeen. B

pH final 6.8 £ 0.1 a 25°C

Preparacion. Disolver la formula en 1000 mL de agua destilada. Homogeneizar y
dispensar en tubos de ensayo, en volumen de 3 mL. Esterilizar a 121°C durante 15
minutos. Identificar y almacenar a 2-8°C.



Usos. Después de incubar toda la noche estos tubos se afadiran 3 gotas del
reactivo A y 3 gotas del reactivo B; una reaccion positiva (color rojo) aparece en el
curso de 5 minutos.

Acetoina + O — diacetil + H20

Diacetil + KOH + material grupo guanidino (incluida en la peptona) + a-naftol —
presencia de color rojizo o rosado.

Interpretaciones.

1. Reaccion VP positiva: color rojo rosado en la superficie del
medio (presencia de acetoina)

2. Reaccion VP negativa: color amarillo en la superficie del
medio (el mismo color del reactivo). Puede formarse un color
cobrizo, pero aun asi la reaccion es negativa (debido a la
reaccion de los reactivos al mezclarse).

Controles.
Control positivo: Klebsiella pneumoniae

Control negativo: Escherichia coli

Aspecto del medio preparado: Ambar claro.



REACTIVO A

(Hidroxido de Potasio, 40%, agente oxidante)

Hidroxido de potasio..............coeene. 40 g

Agua destilada.............ccooiiinnns 100 mL

Preparacion. Pesar rapidamente el hidréxido de potasio y disolverlo en menos de
100 mL de agua destilada en un vaso. Este reactivo es muy higroscopico. Colocar
el vaso en un bafo de agua fria circulante para controlar la temperatura. Enfriar y
trasvasar la solucion de KOH a un frasco volumétrico de 100 mL agregando agua
destilada, c.s.p. 100 mL. Guardar en un frasco para reactivos de vidrio recubierto
de polietileno o parafina y rotular correctamente. Este KOH puede ser sustituido
por hidroxido de sodio NaOH al 40%. EI KOH y el NaOH son soluciones
sumamente causticas; evitar el contacto con la piel para impedir dolorosas
quemaduras.

REACTIVO B

(a-naftol , 5%, intensificador del color)

a-naftol (I-naftol)............ccooeviiiinnnnn. 5¢

Alcohol etilico (absoluto).................. 100 mL

Preparacion. Disolver el a-naftol en menos de 100 mL de alcohol etilico absoluto.
Trasvasar la solucién a un frasco volumétrico de 100 mL y agregar alcohol etilico
absoluto, c.s.p. 100 mL. Guardar en un frasco para reactivos rotulado
correctamente.


http://c.s.p/
http://c.s.p/

CALDO UREA

Marca: Scharlau Microbiology

Lote: 9564

El objetivo de esta prueba es determinar la capacidad de un organismo de
desdoblar la urea, formando dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima
ureasa. La wureasa es una enzima que poseen muchas especies de
microorganismos que pueden hidrolizar urea siguiendo la reaccion quimica. El
amoniaco reacciona en solucién para formar carbonato de amonio, dando como
resultado alcalinizacién y aumento del pH del medio.

Preparacion. Disolver 19 gramos de medio en 950 mL de agua destilada.
Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Enfriar a 50-55°C. AAadir en forma aséptica 50
mL de una solucidén de urea al 40%. Mezclar y distribuir en forma aséptica en
tubos de ensayo a 0.5 mL por tubo. El pH final es 6.8 + 0.2 a 25°C. Identificar y
almacenar a 2-8°C. (La urea se descompone con el calentamiento).

Interpretaciones.

1. Reaccion positiva: color rojo rosado intenso en todo el caldo.
Solamente especies de Proteus.
2. Reaccion negativa: no se produce cambio de color (amarillo
anaranjado).
Controles.

Control positivo: Proteus sp

Control negativo: Escherichia coli ATCC 25922

Aspecto del medio preparado: naranja claro.



AGAR CLED

Marca: Difco

Este medio es utilizado para el cultivo y conteo de Bacterias Gram (+) y Gram (-)
en urocultivos. El medio presenta la ventaja de impedir la formacién de un “velo o

pelicula” de Proteus es su superficie.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Bacto Beef Extract....................... 3.0
Bacto Peptone........................... 4.0
Bacto Tryptone..............c.oooiinil. 4.0
Bacto L-Cystine....................ooil. 0.128
Bacto Lactose..............cooeiiiiinn. 10.0
Bacto Agar..........coooeiiiiiiiiii, 15.0
Bacto BromThymol Blue................. 0.02

pH final 7.3 £ 0.2 a 25°C

Preparacion. Rehidratar el medio suspendiendo 36 gramos en 1 litro de agua
destilada o desionizada. Calentar hasta el punto de ebullicibn para disolver

completamente. Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121°C. Identificar
almacenar a 2-8°C.

Aspecto del medio preparado: verde.

y



AGAR MUELLER HINTON

Marca: Biobras Diagnédsticos

Orden: 415802

Lote: 0000003475

Medio rico en nutrientes recomendado para la realizacion de antibiogramas, por la

técnica de difusion de discos, descrita por la NCCLS.

Férmula en gramos por litro de agua destilada:

Hidrolizado acido de caseina....................... 17.5
Extractode carne................cooooiiiii 2.0
Amidode batata................coooi 1.5
Agar bacterioldgiCo.........cccoviiiiiii 17.0

pH final 7.4 £ 0.2 a 25°C

Preparacion. Disolver 38 gramos en 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15
minutos. Mezclar agitando frecuentemente y hervir por 1 minuto. Esterilizar a
121°C por 15 minutos. Enfriar hasta 45 a 50°C. Para preparar agar sangre agregar
asépticamente 5% de sangre de carnero desfibrinada estéril. Para preparar agar
chocolate agregar 500 mL de una solucion de hemoglobina al 2% estéril a 500 mL
del medio con concentracién doble (38 g — 500 mL). Luego calentar el agar
sangre a 80°C por 10 minutos hasta que el medio adquiera un color chocolate.
Homogeneizar y poner de 20-25 mL por cada caja Petri. Si no fuera a usar el
mismo dia, guardar el medio sin sangre a 2-4°C en forma invertida. El medio
preparado vale por una semana.

Aspecto del medio preparado: levemente opalescente o de color ambar.



PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR BAUER-KIRBY

Procedimiento:

El procedimiento de Bauer-Kirby estandarizado por la NCCLS sigue la siguiente
secuencia:

Preparacion de indculo.

Estandarizacion del inéculo.

Inoculacién en placas de agar.

Aplicacion de discos de antibidticos.

Incubacion de las placas de agar.

Medicién de halos de inhibicion.

Interpretacion de resultados segun normas de la NCCLS.

Preparacion del inéculo.

1. Método de suspension directa:
e Cultivo fresco con 18-24 horas de incubacion.

Seleccionar 3 a 5 colonias de la misma morfologia, tocando la parte superior de
cada colonia con un anza, transferir las colonias directamente en: Solucion
Fisiologica o Caldo Muéller-Hinton e inmediatamente sembrar en el medio de
cultivo.

B. Estandarizacion del inéculo.

Con el patrén de turbidez = 0.5 Mc Farland
=1.5-2x 10® UFC/mL

Para estandarizar el in6culo por comparacion con el patrén de turbidez, debe
transferirse el patron en un tubo que tenga las mismas caracteristicas del tubo
donde se preparara la suspensién bacteriana a estudiar, utilizar ademas una
tarjeta blanca con rayas negras de diferente grosor que permiten servir de
contraste para la comparacion simultanea del patron y el indculo.

C. Caracteristicas del crecimiento.

Para sembrar el in6culo debe utilizarse el medio de cultivo adecuado en el que
desarrollara el microorganismo, asi para:



e Bacterias de rapido desarrollo: Enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Vibrio
cholerae, etc. sembrar en Agar Muéller-Hinton.

D. Inoculacién de las placas.

Homogenizar el inéculo, introducir un hisopo estéril en la suspension, hacer rotar
por las paredes del tubo para eliminar el excedente, luego sembrar suavemente
sobre la superficie del medio en tres direcciones, haciendo girar la caja petri en un
angulo de 65°, esto permitira una distribucion homogénea del indculo.

E. Aplicacion de discos de antibioticos.

e Sacar los antimicrobianos dos horas antes para que adquieran la
temperatura ambiente antes de ser utilizados

e No usar mas de 6 discos para placas de 100 mm, ni mas de 12 discos por
placa de 150 mm de diametro, (suficiente un representante por familia de
antibiéticos), mayor numero de discos provoca superposicion de halos de
inhibicion que dificultan la lectura.

e Verificar la carga de discos a utilizar de acuerdo al microorganismo.

e Colocar los discos sobre la superficie del agar, presionar ligeramente sobre
el disco para que no se despegue.

e La distancia entre disco y disco debe ser de 2.5 cm y de disco al borde de
la caja de 2 cm.

e Una vez colocado el disco no debe ser removido, pues inmediatamente
difunde el antimicrobiano sobre al agar.

F. Incubacion de las placas.
e Después de colocados los discos, incubar las placas de agar en forma
invertida en estufa a 35°C.
G. Medida de zonas de inhibicion.
Antes de realizar las lecturas de zonas de inhibicion debemos verificar:
e Que el crecimiento sea confluente (uniforme) de no ser asi repetir la
prueba.

e Medir el area que muestre inhibicidn a ojo desnudo.
e Las zonas de inhibiciéon deben ser uniformes y circulares.



e Medir con regla o calibro sosteniendo la caja petri en forma invertida, sobre
un fondo oscuro y con luz reflejada.

e Cualquier deformacion producida en los halos, debera estudiarse para
detectar mecanismos de resistencia que estuviera exhibiéndose, para inferir
la Resistencia o Sensibilidad a determinados antimicrobianos.

e Colonias mayores en area de inhibicion deben ser subcultivadas y
reidentificadas.

¢ Algunos microorganismos muestran un leve crecimiento dentro la zona de
inhibicion de cotrimoxazol, trimetoprima y otras sulfonamidas (doble halo),
leer el halo externo no el interno.

e En Proteus mirabilis ignorar el “swarming” o invasién de la zona de
inhibicion.

H. Interpretacién de resultados.

Utilizar las tablas de la NCCLS, cada grupo de microorganismos tiene una tabla
especifica que va desde la Tabla 2A a 2I. Estas tablas se actualizan una vez por
afo. Para la interpretacion existen tres categorias:

e Sensible.
e Intermedio.
e Resistente.



AGAR NUTRITIVO

Marca: Biobras Diagnédsticos
Orden: 415534

Lote: 0000000949

Medio de uso general en laboratorio, indicado para cultivo de gérmenes poco
exigentes. Puede ser usado en bacteriologia sanitaria, humana e industrial.

Formula en gramos por litro de agua destilada:

Agar bacterioldgico. ...t 15.0
Cloruro de sodio.........ccccoviiviiiiiiiin, 8.0
Extractode carne.................ccooeeiiin, 3.0
Peptona de gelatina............................ 5.0

pH final 6.8 £ 0.2 a 25°C

Preparacion. Disolver 31 gramos en 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15
minutos. Mezclar agitando frecuentemente y hervir por 1 minuto. Esterilizar a
121°C por 15 minutos. Enfriar hasta 45-50°C. Distribuir 15-20 mL por cada placa
de Petri estéril. Si no fuera usado el mismo dia, almacenar de 2-8°C en posicion
invertida. El medio preparado es valido por 6.8 semanas.

Aspecto del medio preparado: ambar claro.



ANEXO N° 2. Fotos de la toma de muestra y de pruebas bioquimicas

realizadas en el trabajo de investigacion.




Caracteristicas bioquimicas de Citrobacter.

Caracteristicas bioquimicas de Proteus.



ANEXO N° 3. Tabla para interpretar los resultados de Serologia para E. coli

(Juego de Antisuero de Seiken-Japon)

Clasificacion

Polivalente

Monovalente

E. coli enterohemorragica

01, 026, O86a, 0111, 0119, 012743,
0128

044, 055, 0125, 0126, 0146

018, 0114, 0142, 0151, 01577,
0158

E. coli enterotoxigenica v 06, 027. 078, 0148, 0159, 0168
\" 020, 025, 063, 0153, 0167
\ 08, 015, 0115, 0169

E. coli enteroinvasiva VIl 0O28ac, O112ac, 0124, 0136, 0144
Vi 029, 0143, 0152, 0164

ANEXO N° 4. Tabla de la NCCLS para la interpretacién de resultados

Antibiético Resistente Intermedio Sensible
Ampicilina (Amp) <13 14 -16 >17
Sulfamethoxazole
Trimethoprim (SXT) =10 e =16
Imipenem (IPM) <13 14 -15 >16
Ciprofloxacin (CIP) <15 16 — 20 221
Cefotaxime (CTX) <13 15-17 >18
Gentamicima (CN) <12 13- 20 > 21






