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RESUMEN

DETECCIC . Baci
CCION DE Bacillus anthracis EN MUESTRAS DE SUELOS Y

ANIMALES DE UNA GRA
NJA ,
ZULIA. PERIODO 2007-2008 GANADERA, UBICADA EN EL ESTADO

Autores: Delgado Die i
go y Dudamel G
Tutor: Prof. Carlos Martinez ereldn

Asesor: Prof. Rosalina Gonzélez

R_eallzz}do en el Dep_artamento de Microbiologfa de la Universidad de Carabobo y
Financiado por el mismo.

E)’(lste una gran variedad de bacterias presentes en los suelos, por su parte el
género Bacillus tiene la particularidad de presentar endosporas, estas son
formadas cuando la especie no se encuentra comoda en ambientes determinados,
lo cual les permite estar presentes en los distintos habitats, hasta darse las
condiciones 6ptimas para su desarrollo. El objeto de este trabajo fue detectar el B.
anthracis agente causal del antrax, en suelos y animales de una granja ganadera
ubicada en el Estado Zulia. El mismo se aplico a 60 muestras provenientes de las
mucosas del ganado bovino y 60 muestras provenientes del suelo. Se utilizaron
para su determinacion técnicas de coloracién de Gram, siembra en agar nutriente y
agar sangre humana, la identificaciéon bioquimica se realizo a las colonias
morfolégicamente compatibles determinando: movilidad, catalasa, nitratos,
Voges-Proskauer, OF glucosa, lecitinasa, almidén. En el total de muestras
analizadas no se identifico B. anthracis, lo cual no significa que el bacilo del
antrax este ausente en €sa region. Por otra parte s¢ aisl6 un total de 10 especies de
Bacillus, donde la especie que predomino fue B. polymyxa en un (42%). En menor
porcentaje se encontraron B. sphaericus (2%) B. megaterium (1%) y B. cereus
(1%). En cuanto a la diversidad, se registraron 6 especies comunes en suelos y
animales como: B. polymyxa, B. brevis, B. subtilis, B. pumilus, B. cereus y B.
sphaericus, 10 que indica que el 60% de las especies fueron similares para ambos
aislamientos. Se demostrd que las especies del género Bacillus se encuentran
ampliamente distribuidas en los suelos y cuya presencia en estos ultimos se

correlaciona con su presencia en el animal.

Palabras claves: Bacillus anthracis, antrax, coloracion de Gram, endosporas.
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INTRODUCCION

_ La expl(')lale()n del ganado bovino en el mundo constituye una fuente de
mg'resos economicos, labor que es ejercida principalmente en areas rurales; donde
existen l'c.ls cualidades optimas del terreno para la cria de estos animales. La vaca
es un animal herbivoro del cual se obtienen productos como carne, leche y piel,

que son los derivados con mayor demanda en el mercado ganadero (Hoogesteijin
y Mazzei, 2002).

Existen dos formas diferentes de explotacién ganadera, l1a ganaderia
extensiva y la ganaderia intensiva. En la ganaderia extensiva se utilizan grandes
dimensiones de terreno para el crecimiento del ganado; modalidad que se maneja
mayoritariamente en Venezuela. En menor medida se encuentra la ganaderia
intensiva donde hay unas instalaciones dedicadas al uso y alimentacién del
ganado; estas instalaciones son las llamadas establos donde el ganado esta menos
expuesto a la contaminacién por agentes infecciosos (Vazquez, Noseda,

Combessies, Cordeviola, Bigalli, Fiscalini, Bardon y Martinez, 2006).

Sin embargo todas las especies animales son susceptibles a la infeccion por
diferentes agentes etiologicos ya que son huéspedes que reinen ciertas
condiciones para la nutricion y posterior crecimiento de dichos agentes patogenos

u oportunistas, entre ellos las bacterias, virus, parasitos y otros. (Contreras, 2000).

Asi se tiene una amplia lista de enfermedades bacterianas del ganado
vacuno que afectan drganos especificos donde figuran, entre otras, las que se
encuentran en sangre, como el carbunco producido por Bacillus anthracis,
carbunco bacteriano causado por Pasteurrella multocida, fiebre del transporte

cuyos agentes etiologicos  son Pasteurella  haemolytica 'y Yersinia
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Clostridium ch -
auvoe
I, todos estos agentes etioldgicos son bacilos, que influyen

negati .
gativamente en la productividad ganadera (Osbaldiston, V. 1981).

El :

— Zj:aioeja‘:l ::alzzo?enso a .adquirir dos formas de 4ntrax: el dntrax

' ‘ alizado, siendo la forma mas frecuente el antrax
generalmado', el cual resulta mortal en 1 6 2 dias, pudiendo afectar al animal
durante Va.nos dias de manera subclinica. El ntrax localizado, constituye otra
for’ma de infeccion donde solo se abarca un drea especifica del cuerpo como
musculo, piel, garganta, lengua u otra pequefia area. Esta forma de 4ntrax, rara vez
provoca la muerte, salvo cuando la infeccion se extiende a organos vitales

(Contreras, 2000).

El antrax generalizado constituye una causa de muerte subita en el ganado

vacuno, puesto que se presenta sin aviso previo, €s una enfermedad infecciosa

aguda, que afecta a un amplio rango de animales entre ellos el ganado vacuno, los

caballos, mulas, carneros o cabras. La misma se caracteriza por iniciar un proceso

septicémico que provoca la muerte en los animales afectados. De hecho, durante

este proceso €l animal cursa con la salida de sangre de color oscuro a través de los

orificios naturales del cuerpo con poca tendencia 2 la coagulacion, haciéndose

sintomatica poco tiempo antes de que el animal muera (Acha y Szyfres, 2003).

La capacidad del B. anthracis para causar enfermedad depende

concentracion, de la exposicion, de la via de infeccion y del

principalmente de la
e la infeccion se produce por medio de esporas

organo afectado. Normalment
recogidas por el animal al ingerir forrajes o aguas contaminadas, sin embargo, una
vez en el animal estas esporas pasan a Su forma vegetativa 0 bacilo, el cual se

sanguineo de un huésped, provocando un

multiplica €D el torrente

amiento de la sangre, ya q

es irreversibles en diversos t

ue produce un potente complejo téxico que

envenen
ejidos (Vazquez y col, 2006).

causa alteracion
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f Adicionalmente la endospora es una estructura especializada resistente a los
efectos |etal'es del calor, sequedad, congelacién, radiacién y quimicos toxicos. En
consecuencia, las bacterias forman esta estructura para resistir las condiciones
adversas‘ del ambiente, también la pueden llegar a formar como una defensa
metabolica (Foster, 2001). Por lo tanto, la formacién de la endospora estd dada

0 ] . - .
por las condiciones del medio en que se encuentran estas bacterias (Schelegel,
1997).

La endospora caracteristica de B. anthracis es de forma redondeada y de
situacion central, sin deformar la célula. Es frecuente encontrar esporas cn
productos derivados de animales como lana y las mismas suelen predominar en
suelos alcalinos. La esporulacién que no ocurre en animales vivos, requiere la

presencia de oxigeno. pero no asi la germinacion de las esporas (Contreras,
2000).

En efecto el B. anthracis constituye la especie con mayor potencial
patogeno dentro del genero Bacillus, es un bacilo grampositivo, de gran tamano,
mide de 1 a 1.5 um de espesor, por 4 a 10 um de longitud), inmévil, encapsulado,
de forma contraria a la mayoria de especies del género; esta dispuesto en cadenas
y la forma rectangular de cada bacteria integrante confiere a las cadenas de B.

anthracis un aspecto de tren (Koneman, Allen, Janda, Schreckenberger y Winn,

2004).

Entre las caracteristicas mas importantes de las bacterias pertenecientes al
género Bacillus estan: son aerobias estrictas o facultativas, saprofitas, catalasa
positiva, de metabolismo fermentativo; ademas cumplen importantes roles en los
ciclos biogeoquimicos del carbono y nitrogeno (Holt et. al., 1994). Una cualidad
adicional por la cual son muy estudiadas estas bacterias, €s que presentan una

potencial capacidad para producir antibiéticos ( Castillo et. al., 2004).
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d‘]jas colonias aisladas de B. anthracis en Agar Sangre Humana (ASH) tienen
.un 1ametro de 2 a 5 mm, son planas o provistas de ligera convexidad.
|rreg.ular.mcnlc .redondas con los bordes tenuemente ondulados y presentan und
apariencia de vidrio pulido. Se observa la presencia de pequefias proyecciones en
los bordes de la colonia, que se describe como la «cabeza de Medusa» (Koneman
et al.. 2006).

O eristi :
tras caracteristicas de las colonias de B. anthracis es que poseen una

consistencia densa, no son hemoliticas. a diferencia de las colonias de otros

bacilos como B. cereus o B. thuringiensis. Sin embargo, s€ puede observar una

hemolisis débil en areas de crecimiento confluente en cultivos viejos. lo cual no

debe ser confundido con B-hemolisis (Koneman et al., 2006).

El B. anthracis, debido a la presencia de una capsula pasa a Ser un

microorganismo extracelular capaz de eludir la fagocitosis, invadir la corriente

sanguinea y multiplicarse rapidamente hasta alcanzar una gran masa de

anismos y provocar en poco tiempo la muerte. El polipéptido capsular y

microorg
n los principales factores de virulencia de B. anthracis.

la toxina antranécica, SO

La capsula de B. anthracis esta formada por dcido poli-D Glutamico y le confiere

frente a la fagocitosis. La toxina antranocica consta de tres proteinas

or (AP), Factor de Edema (FE) y Factor Letal (FL).
art, 1978).

resistencia
llamadas Antigeno Protect

(Frobisher, Hinsdill, Crabtree y Goodhe

nto mayor AP situado sobre la superficie celular actua

De hecho, el fragme
ada de FE o FL. Los efectos biologicos

como receptor especifico y facilita la entr

en en la formacién de edema en las lesiones de antrax y la

del FE consist
inhibicion de los leucocitos

Monofosfato Ciclico (AMPc) que se forma
FE. La entrada del FL. esta dado por el AP en las células diana

polimorfonucleares son mediados por el Adenosina

en el interior de la célula por accion

enzimatica del
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susceptibles, lo q
uc CO O v
nduce a la muerte celular por un mecanismo des i
oo étal 3004 ecanismo desconocido

En todo ca :
so, la m )
por medio de | ’ ejor manera de prevenir la enfermedad en el ganado es
a vacunaci _
antrax, denominad i6n. En Colombia se comercializa una bacterina contra el
s minada Ra . .
yolab, que ha sido utilizada en Venezuela, la cual contiene

20 millones de e .
sporas avirulentas por mililitro. También en Venezuela se ha

utilizado la cepa St
e : , .
p me una bacterina que contiene una suspension de 50 millones

por centimetro cu i .
bico de esporas avirulentas, ambas vacunas protegen contra el

desarrol - s
ollo de la enfermedad y estan dirigidas al factor antigeno protector, pero

deben aplicarse anualmente (Contreras, 2000).

al ganado genera un

Sin duda alguna cuando esta enfermedad afecta
derado un riesgo

impacto negativo para el hombre, puesto que el antrax €s consi
ocupacional de trabajadores ganaderos 0 agricolas que manipulan animales

infectados. Donde la mayoria de las infecciones naturales (95%) se producen por

el contacto entre la piel del huésped y los tejidos de anim
ro, lana, etc., e incluso, por producto

ales que han muerto de la

enfermedad, como pelo, cue s elaborados con

estos tejidos (Acha y Szyfres, 2003).

antrax es una Zzoonosis transmisible al hombre quien s€

Por consiguiente €l
males enfermos, a partir del suelo o por ingesta

infecta por contacto directo con ani
ax en el humano tiene tres formas de

e material infectado. El antr
(a) cutanea, (b) pulmonar y
mo tratamiento antibidticos como
n nifios (Pumarola, Rodriguez, Garcia y

o inhalacion d
(c) gastrointestinal, en

manifestaciones clinicas
penicilina G y

jera de los casos S€ usa co

o en adultos ¥ doxiciclina €

cualqu
Ciprofloxacin

Piedrola, 1999).

netrar las esporas de B. anthracis en la piel

El 4ntrax cutan€o comienza al pe

os cortes, abrasiones O picaduras de insectos. Las esporas

a través de pequed
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germinan en horas, y los ele
- -‘ y los elementos vegetativos comienzan a multiplicarse y a
¢laborar la toxina ¢ ic i
- a antrandcica. La lesion histologica del 4ntrax cutaneo se
caracteriza por necrosi stid
p osis, congestién vascular, hemorragias y edema gelatinoso

(Basualdo, Coto y De Torres, 1996).

Ior Sll 3 1
partes en el antlax pulmonar laS esporas de B an’h’a(:is son
transpo 're
p nadas por el al €n part{CU]aS de menos de 5 pm de diémetlo Y s€
de OSitan $ h
P en los alveolos o lOS conductos alveolares. Dichas esporas son

fagocitadas por los macréfagos alveolares, y algunas son transportadas hasta los

o 1 1asting .
ganglios mediastinicos donde germinan. Rapidamente, puede aparecer una

necrosis hemorragica de los ganglios, junto con una mediastinitis hemorragica y

una bacteriemia fulminante por B. anthracis (Vazquez y col, 2006).

el ser humano lo constituye el antrax digestivo,

Otra forma de antrax en
ales infectados con el

suele producirse al consumir carne poco cocida de anim
feccién primaria puede localizarse en el intestino, donde

bacilo del antrax. La in
aso por el estdmago. aunque

germinan las esporas que logran sobrevivir tras su p
ma orofaringea de la enfermedad. Las lesiones faringeas €

se ha descrito una for
nitis hemorragica (Vazquez y col,

intestinales suelen acompafiarse de una linfade
2006).

nen en su mayoria de Argentina ya que €s una zona

Datos estadisticos provie
ificaron 15 brotes de

ntrax. Indican que en el afio 2006 se ident

endémica del a
e el periodo de 1977-2006 se tiene datos

bovinos muertos por antrax. Durant
de 397.000 reses muertas por esta enfermedad. Durante los

estadisticos de un total
s esa cantidad ha disminuido, hecho que se esta logrando gracias a la

ltimos 5 afio
gveres de bovinos muertos por antrax (Vazquez'y

vacunacién y eliminacién de cad

col, 2006).
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P

Por otro | n
1992 se noliﬁcaj::\).ctl:;memedad en el Pert también es endémica, De 1990 3
los ulti casos de dntrax. Se han continuado observando casos €n
os U tnflos aflos en forma esporadica. Se sospecha que bajas coberturas de
vacunacién del ganado bovino, caprino y ovino estarian relacionadas con el

problema (Acha y Szyfres, 2003).

En Venezuela
s . .
, se han dado casos de 4ntrax, son pocos los datos estadisticos

ue se tienen .
q y acerca de ello, sin embargo se conoce que a principios del siglo XX

Rafael Ra :
ngel demostré experimentalmente la presencia de B. anthracis en cabras

(Delgado, 1946).

Cabe destacar que no se han realizado muchos estudios sobre el antrax y su

porque la enfermedad es
os acerca del antrax,
9-2000, llevaron
ron 1422

agente etiolégico, y donde se han llevado a cabo es
endémica de esa 4rea. Donde se han realizado diversos estudi
es en paises como Argentina donde Mugueta y Bayala desde 199
aciones por medio de las cuales obtuvie

s de Bos taurus y Equus caballus,
mo medio de cultivo la siembra

a cabo una serie de excav
con la

muestras, correspondientes a restos dseo

finalidad de encontrar B. anthracis. Utilizaron co

lograron aislar los bacilos: subtilis, cereus ¥y

directa en agar sangre, donde
una muestra del B. anthracis. Por Gltimo,

megaterium, aunque ning
la inoculacion de las muestras en ejemplares del roedor cavia aperea variedad

procedieron a

o desarrollaba la enfermedad en el

albinus via subcutanea, evidenciando que n

roedor.

y col. (2005) describieron un brote de antrax rural en Argentina

ron a pesar de tener 120 dias d
izaron métodos de microbiologia tradicionales,

Vazquez
e haberse colocado la

donde 25 bovinos murie
una contra la enfermedad. Util
tros métodos genéticos m
omo muestra huesos largos d
teristicas tipicas de la muerte por antrax, asi como

vac
4s especificos para identificar al B.

ademas de o

anthracis. Usaron ¢

e los animales muertos

stbitamente y con las carac

ién tomaron muestras de los suelos circundantes al animal muerto logrando

tamb
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identificar ¢l causante de

Su muerte, el F
determinaron que existe u c. el B. anthracis. Entre sus conclusiones
AlLS 1 .
a clapa en el afo, la estacion seco-lluviosa en la que los

animales se hace
cen mas susceptibles a la infeccion por antrax
rax.

Un afio m4

investigacion, q‘:: Slul::dec.orlazq:.cl. ’ CO,': (2006). llevaron a cabo ¥
Geografico (SIG) pa °© 0 J.euvo. utilizar un Sistema de Informacion
para el anélisis epidemiolégico del Carbunco Rural. a licado a

un ecosistema ganadero, int : =
Blecimient " egrado por 618.000 bovinos. distribuidos en 1.350
esta’ o ntos del partido de Azul, Provincia de Buenos Aires. Argentina. s€
logro' identificar 54 brotes de carbunco, entre los afios 1989 al 2005. En el cual se
busco relacionar las vias de desagiie con la aparicion de los brotes. El diagnostico
de B. anthracis se realizé a partir de muestras de hueso de animales muertos y s€
encontré que el 93 % de los brotes de carbunco ocurrieron en establecimientos
que comparten vias de avenamiento, mientras que el 7 % restante ocurrio en

establecimientos ganaderos ubicados fuera del 4rea de influencia de estas vias.

La ganaderia en los llanos Venezolanos, también constituye una buena
fuente de carnes, al igual que son areas en donde se podria encontrar
microorganismos como B. anthracis por su relacion directa con el habitat bovino.
Areas ganaderas ubicadas en el Estado Zulia, quienes trabajan con las vacas bajo
]a modalidad de ganaderia extensiva, han estado en contacto con el B. anthracis,
lo que les ha ocasionado pérdidas considerables, en esta area existen por lo tanto

altas probabilidades de conseguir al Bacilo del antrax (Contreras, 2000).

En efecto las granjas ganaderas, pueden estar en contacto con antrax sin

darse cuenta hasta que ocurre una verdadera epidemia © endemia de la

enfermedad, ya que |a muerte por antrax en los animales ocurre de manera brusca.

Por su parte la sequia favorece aun mas la permanencia a nivel de los suelos de

esporas de B. anthracis, en donde puede ocurrir una especie de ciclo puesto que al

morir un animal infectado, puede aumentar el depdsito de esporas e€n el suelo e
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jncrementar las ili .
probabilidades de infeccion para el ganado sano (Basualdo, Coto

y De Torres, 1996).

Es cierto que :
el dn '
trax maligno o carbunco, es una zoonosis tipica de

Venezuela, por lo
, cual . A
se hace necesario realizar investigaciones acerca de su

agente etiologico )
g g B. anthracis, ya que no se han ejecutado de una manera
en bovinos,

constante en
Venezuela, lo que provoca que causas de muerte subita
2000).

asen por al i i
p por alto cuando podrian estar relacionadas con el antrax (Contreras,

Por tal motivo es de gran importancia detectar al B. anthracis para evitar
os hombres que laboran en e

terminadas areas de

dafios no sélo al ganado bovino sino también a | ste

contexto, para lo cual se debe demostrar su existencia en de

Venezuela (Delgado, 1946).

Por lo anteriormente expuesto, se considera importante dar respuesta a las

siguientes interrogantes:
e suelo, y mucosas de los animales

¢ Estara presente el B. anthracis a nivel d
el afio 20077

en la agropecuaria “La Veneta” ubicada en el Estado Zulia, en

(Qué otras especies de Bacillus estaran presentes €n las muestras de suelo y

animal?
;Existira alguna relacion entre las bacterias del género Bacillus aisladas en
el suelo y las aisladas en el animal?

e existe una vacuna para prevenir el antrax en los animales y
mbre, por lo que ha disminuido la incidencia

que los animales se

Es por ello qu
tar su transmision hacia el ho
go, en las granjas, €s comun
os en la produccion ganadera. En la

asi evi
de la enfermedad, sin embar

onsecuencia no son utilizad

enfermen; y en ¢
al encargado de los animales ignora de que

mayoria de los casos, el person
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pudieran estar enfermos y si ocurre la muerte del animal simplemente es enterrado

en los suelos de la misma granja (Vazquez y col, 2006).

Es importante detectar el B. anthracis en suelos y animales para asi saber
que las enfermedades que pudieran adquirir las vacas son causadas por B
anthracis u otras bacterias. De ser positivo el aislamiento de esta bacteria, €
deberia alertar a los ganaderos y veterinarios acerca del peligro que causa el
enterrar animales muertos por infeccion de B. anthracis; y asi evitar que S€
establezca una acumulacion latente de esporas en los suelos, que pueda traer
consecuencias negativas tanto para los animales como para la salud de las

. . T B.
personas. En el caso de que este ambiente est¢ sano, €S decir, libre de

. , 18 fios de
anthracis, €s importante ya que se estaria dando una tranquilidad a los due

la granja, haciéndoles saber que sus tierras estdn sanitariamente aceptables.

Escaneado con CamScanner
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Establecer la relacid
) elacion entre la presencia del Bacillus anthracis en muestras
e suelos y mu
y mucosas de ganado vacuno de una granja ganadera ubicada en el

Estado Zulia.

Objetivos Especificos

s Determinar la presencia del B. anthracis en muestras de suelos de una granja

agropecuaria ubicada en el Estado Zulia.

» Determinar la presencia del B. anthracis en muestras de mucosas del ganado

vacuno.

s Determinar taxonomicamente otras cepas de Bacillus aisladas a partir de

muestras de suelo.

camente otras cepas de Bacillus aisladas a partir de

= Determinar taxondmi

muestras del ganado vacuno.

= Comparar las especies aisladas en las muestras del suelo con las especies

aisladas en las muestras del animal.
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METODOLOGIA

Tipo de investigacién:

Este trabajo se realizé bajo un disefio no experimental, debido a que no 5¢
manipularon ninguna de las variables en estudio de forma deliberada. Los hechos
se observaron tal y como se presentan en su contexto real y en un tiempo

determinado o no, para posteriormente analizarlos (Stracuzzi y Pestana, 2003)-

De igual manera la investigacién que se desarrollé adopto un disefio de tipo
descriptivo-correlacional, es descriptivo, ya que se determina como es y como

estd un fenémeno, lo que permite ordenar el resultado de las observaciones, las

conductas, las caracteristicas, los factores, los procedimientos y otras variables de

fenémenos y hechos (Orazco, Labrador y Montafiés, 2002). Es correlacional,

porque su finalidad es conocer el grado de relacion entre dos variables en estudio,

en este caso los animales y el suelo (Arias, 2004).

La investigacion que s€ desarroll6, es del tipo transeccional o transversal,

debido a que la recoleccion de los datos se hizo en un solo momento, €n un unico

tiempo, cuyo proposito es describir las variables y su interrelacion en un momento

dado, ademas es de campo ya que se centra en hacer el estudio donde el fendmeno

se da de manera natural, de este modo se busca conseguir la situacion lo mas real

posible (Hernandez, F ernandez y Baptista, 2003).
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Poblacién:

La pobl

acién para |

a " M . .
. presente investigacion estuvo conformada por los
suelos y animales de la agropecuaria p

La Veneta” ubicada en el sector el Venado,

del Estado Zulia. La mism
a cuenta con una extensi )
donde habitan 150 reses. ensién de 200 hectareas de tierra

Muestra:

Para el estudio se tomaron 120 muestras, distribuidas de la siguiente
manera: (a) 60 muestras provenientes del suelo, cubriendo una extension de
aproximadamente 1 hectareas de la finca y, (b) 60 muestras provenientes de las
mucosas del animal, estas ultimas correspondian a 30 muestras de las fosas

nasales y otras 30 provenientes de las encias de las reses.

Todas las muestras del animal fueron recolectadas de forma aleatoria de la
poblacion antes mencionada. Las diferentes porciones del suelo se seleccionaron
de modo intencional, en base a recomendaciones del personal obrero, tomando en

cuenta los lugares donde frecuentan las reses como componentes de la muestra

Metodologia:

Para la obtencion de los datos de nuestro estudio, se siguio una metodologia

estandar, en la que s¢ especifican los procedimientos a seguir en la determinacion

de B. anthracis. (Koneman et al., 2004).

1. Suelo:

Para recolectar las muestras de suelo, se utilizaron instrumentos de

jardineria (pala pequefia) ¥ S€ colocaron en bolsas plasticas de cierre hermético
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para luego ser transportad ‘
o ) P 0s al laboratorio. Como se mencion6 anteriormente, 10s
Jugares d¢ toma de muest ‘ .
ra
del suelo, fueron elegidos de acuerdo a la frecuencia

con que las reses, que form
an parte de la muestra pasan el tiempo en esos lugares.

Con un hisopo estéri
st .
e P éril, humedecido con Solucién Salina Fisiologica 0.85%
s€ orcion bi
itivo, se mp l bien mezclada de la muestra, y se introdujo en un caldo
nutritivo, ezclaron ,
y homogeneizaron obteniendo una muestra énica, dejando

¢l hisopo dentro del tubo, se incubé por 24 h, a 35° C

Una vez obteni o
do el crecimiento en los caldos, se procedi6 a inocular los

mismos en placas de agar nutritivo, las cuales se incubaron a 35 ° C por 24 h.
nias sospechosas

Transcurrido este tiempo, se analizé el crecimiento y a las colo
obar la

de B. anthracis se les practico una coloracién de Gram, pard compr

presencia de bacilos grampositivos. Posteriormente, s reaislaron esas colonias en

ma temperatura y el

un tubo de agar nutritivo inclinado, y se incubaron a la mis
das para

mismo tiempo de incubacion, con el fin de obtener las cepas aisla

practicérseles las pruebas bioquimicas de identificacion.

2. Animales:
sopos grandes, de elaboracion en el laboratorio, los cuales

Se utilizaron hi
6n, cubierta con una gasa y amarrad

consisten en una torunda de algod aaun

stico con pabilo. Estos hisopos,
e las reses; y luego colocados en b
icerina, con la finalidad de mantener

aplicador de pla fueron introducidos en las fosas

nasales y encias de cada una d
ético, las cuales contenian gl
asta su llegada al Jaboratorio.

olsas plasticas de

cierre herm

humedecida la muestra h
hisopo pequefio, estéril y s€ humedeci6 en Solucion Salina

Se tomo6 un
r toda la superficie del hisopo

Fisiologica 0,85%, y s¢ rot6 po grande, para obtener
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1S

Ja mayor cantidad de muest .
ra posible, y se introdujo en caldo nutritivo, dejando el

hisopo dentro del tubo, se aplicd
» Se aplico vortex y se i
X y se incub6 por 24 h, a 35° C.

Un vez obtenid
o el ‘i
. n ol d crecimiento en los caldos, se procedio a inocular los
mismos en placas de agar
o placa | gar sangre humana, colocando un inoculo con el hisopo
s y luego estri
ando con un asa de platino por agotamiento pard asi

obtener colonias aislad
as. Una vez sembradas las placas, se incubaron a 35°C por
6 el patron de

24 h: transcurrido este ti .
te tiempo, se analizé el crecimiento, se observ
as de B.

16lisis. caracteristi i
hen teristicas de las colonias, y a las colonias sospechos

hracis se les icd <t
ant practicé una coloracién de Gram, para comprobar la presencia de
n un tubo de agar

bacilos grampositivos. Luego se reaislaron esas colonias €
as muestras de

qutritivo inclinado. y se continu6 con el mismo procedimiento que |

suelo. para su posterior identificacion.

Pruebas bioquimicas para la deteccion de B. anthracis:

as se realizo tomando e€n cuenta

La identificacion de las bacteri

ademas se realizé la diferenciacion bioquimica

de Bergey's of

ion de

caracteristicas morfologicas,
o establecido en el Manuales

Faddin (2003), que incluye; reacc
e nitratos, Voges-Proskauer,

respectiva de acuerdo a |
ative Bacteriology (1994) y Mac
motilidad, catalasa, reduccion d

y lecitinasa.

Determin.
coloracion de Gram,
hidrolisis del almidén, O-F glucosa,

Coloracion de Gram:

rmite ver si las bacterias en estudio pertenecen a bacterias
Para esto s€ utilizé: Vi

e basica (Valenzuela, 2003).

Esta tincién pé
Gram positivas 0 negativas. oleta de genciana, lugol,

alcohol acetona y safranina O fucsina d
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Un inéculo de la muestra se extendio en un :
asa de siembra y se fijé con la flama del n hl poriaobjeo con la ey €€ 7
R i 1echero. Posteriormente | e
dt.PO:O en unt"i hor'q'mlla de alambre para agregar violeta de gen':iamn‘aje;:: un
m?nu . a cm'm}nuacmn se lavd con abundante agua y se agregé lugol por un
mmu;o. tLste ultimo cumple la funcién de mordiente. Posteriormente se lavo con
abundante agua y se agregé alcohol acetona por 10 segundos. se volvio a lavar y

se agregd fucsina basi :
greg asica o safranina por 60 segundos. Una vez pasado el tiempo

se lavoconaguay s . s
gua y se procedi6 al secado de la muestra en la flama del mechero.

Las preparaci i fii
prep ones fijadas y tefiidas se observaron al microscopio con un

color violeta) ©

aumento de 100X para su clasificacion en Gram positivas (

negativas (color rosado o rojo), dejando solo las Gram positivas ya que esa €s una

condicion que presentan las bacterias del género a estudiar.

Prueba de Movilidad usando medio MIO (Movilidad-lndol—Ornitina):

Es un medio semisolido que permite evaluar la movilidad bacteriana,

cualidad consecuente de la presencia de flagelos.

un inoculo de la bacteria en

se sembro por picadura
5°C por 24

Para esta prueba
te se incubo las muestras a 3

estudio en el medio MIO, posteriormen

horas.

nterpreta haciendo un examen macroscopico del

na difusa de crecimiento que S€
positividad de la

La prueba de movilidad se i
presencia de una z0

medio, es positivo por la
e inoculacion indicando

fuera de la linea d

proyecta sobre ¥
lo crece en el sitiod

e la puncion

reaccion. Es negativa cuando SO
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prucba de la catalasa:

La catalasa es
§ una cnzi i
b e zima que tienen la mayoria de las bacterias. cuya
S ar la ru > .‘
ptura del agua oxigenada, liberando oxigeno al ambiente

(Valcnzuela. 2003).

Para esta prueba
se tom¢ .
bacterias a examinar, sob mo un portaobjeto y se depositd un inoculo de las
‘ , SO .
accion es positiva si re éstas se depositd una gota de agua oxigenada. 1a
ré v .8 . ..
P a si existe liberacién de burbujas. Generalmente esia prueba es

positiva para el género Bacillus.

Prueba de reduccion de nitratos:

Esta es i6 , .
una reacciéon que pueden llevar 2 cabo los microorganismos

anaerobios facultativos, formando compuestos tales como nitritos, amoniaco ¥

oxido nitroso (Mac Faddin, 2003).

por picadura un inoculo de la bacteria en

Para esta prueba s€ debidé sembrar
n a 35°C por 24 horas, pasado el

gar nitrato, las cuales se incubaro
n se agrego 0.5 mL de la soluci

y B (0,5 g alfa naftilamina €

estudio en 2
tiempo de incubacio on A (0,8 g. acido sulfanilico

en 100 mL 4cido acético SN) n 100 mL éacido acético

n es positiva si el contenido del tubo se torna

5N) del reactivo nitrato. La reaccio

de color violeta o café ladrillo.

Prueba de Voges-Proskauer:

i la bacteria en estudio realiza una

a es posible observar §
ada de tipo Aerogenes (Mac

Con esta prueb
0 butilenglicol © llam

fermentacion formica de tip

Faddin, 2003).
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Un in6culo de la bacteri _
glucosado’ N Sec:z:;nben estudio se sembré en tubos que contenian caldo
tubo el reactivo de Barrit. 0 5al‘on a 35°C por 24 horas, luego se agregd a cada
alcohol etilico 95%) y 0.7: mL :L de la solucion A (nafiol al 5% diluido en
aproximadamente 10 mi e la solucion B (KOH al 40%). Se esperaron
nutos para ver si la reaccién es o no positiva, si el

contenido del tubo se to
rna color rosado, la reaccién es considerada positiva

Hidrolisis del almidén:

El resultado de .
esta prueba permite observar si la cepa bacteriana en estudio

es capaz de utilizar 1dé
P el almidén, secretando amilasas para la degradacion de €ste

(Mac Faddin, 2003).

La ce i ; . .
pa bacteriana se sembr6 en solucién almidon que S€ encontraba €n

placas de Petri, posteriormente s¢ incubaron a 35°C por 24 horas, pasado el

tiempo de incubacion agrego al interior de la placa solucio
or yodo) o negativa (color azul 0 violeta).

n de yodo para Ver sila

reaccion era positiva (col

Hidrolisis de hidratos de carbono (OF glucosa):

metabolismo oxidativo O fermentativo

ba se busco determinar el

nzuela, 2003).

En esta prue

de la glucosa. (Vale

Para esto s€ sembré la cepa bacteriana €n estudio, en el tubo provisto del
medio, durante 24 horas a 35°C. Reaccion positiva se denota por un cambio de
o la producci()n de 4cidos ¥ negativa S€

a amarillo indicand
inal del medio. Los

erto, en tanto que lo

color de verde
ivos producen

microorganismos oxidat

ntadores

mantiene el color orig
s microorganismos ferme

acidos sélo en el tubo abi
sacaroliticas son inertes en este

osy las bacterias 00

producen acidos en ambos tub

medio.
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prueba dela Lecitinasa:

Se realizé en medios sélidos preparados en placas de Petri, inoculados con
asa de platino a través de una estriacién bien compacta, las cuales fueron
incubadas 2 35°C por 24 horas. La interpretacion se realizé en base a la aparicion

' i iti ia del
de un halo claro alrededor de la colonia es una reaccién positiva y ausencia

mismo describe una reaccion negativa.
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Andlisis de los datos:

Para efectos de analisis y comprension de los resultados obtenidos en €l
presente estudio, se utilizaron tablas de distribucién de frecuencias relativas,

un
uesto que €N los mismos se describe la frecuencia con que se presentd

p ias del

fenomeno de interés, en este caso la presencia del B. anthracis o bacter

. .y age 2 dro un
género Bacillus en muestras de suelo y animal. Tambicn se utiliz6 un cuadro'y

. sirgas
grafico de barras proporcionadas, con la finalidad de comparar las distin

i suelo
s de Bacillus que se aislaron entre las variables estudiadas animal y

especie
(Puertas Y col, 1998).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Suelo

Del total de cepas aislad
as (n = 60), que fuero
. ’ n recolectadas en suelos de
ranja anadera, de
i/lanjualgde - 'e ’ acuerdo a los test bioquimicas realizados y a las claves de el
gey’s, se determinaron un total de ocho especies: B. polymyxa. B.

ilis. B. brevi 1 ; .
sublilis revis, B. licheniformis, B. pumilus, B. megaterium. B. cereus y B
sphaericus.

la ta . er
En la tabla 1, se muestra la distribucién porcentual de probables taxas de

pacterias recolectadas en un suelo de la Agropecuaria La Veneta

TABLAN®1

de muestras de suelos

Bacterias del género Bacillus aisladas a partir

Frecuencia F.R (%)
_ Germen aislado @
B. polymyxa 24 40
B. subtilis 14 23
B. brevis 12 20
B. licheniformis 5 8
B. pumilus 2 3
B. megaterium 1 2
B. cereus 1 2
B. sphaericus 1 2
Total 60 100
Estudio

Fuente: Datos Obtenidos del Presente
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En la tabla 1 se obse
rvan las distin
tas especi
resentes €n suelos de pecies probabl ;
z rante €l mes de septi la Agropecuaria La Veneta q e: el sépero
u eptiemb ue fueron
re del afio 2007. Todas las bacterias d recolectadas
¢ esta tabla, estan

identiﬁcadas con un porcentaj
- | porcentaje de certeza de un 85%
pioquimicas realizadas. b con respecto a las pruebas

Dentro de este mu
| + que ) estreo se recolectaron 8 especies, como s€ puede observar
a especl pre omin i S
23;) 5. brvi o 6 es B. polymyxa (40%) en segundo lugar esta B, subtilis
(] . VIS . :
( 0), las de menor porcentaje fueron B. licheniformis (8%). B

megateriu B. cereus y B. sphaericus todas con un (2%)

En.las muestras de suelo, no se aislo el B. anthracis, 1o que no significa que
este bacilo este ausenic en €sos suelos, ya que existen diversos factores que
influyen en SY deteccion como la cantidad de muestra, los métodos diagnostico
utilizados. asi como también el saneamiento ambiental que pudo ser practicado en
las zonas de toma de muestra, como €S la quema de grandes areas de terreno lo

cual ocurre con cierta frecuencia, debido a la altas temperaturas que predominan

en la region.

Dentro de las cepas aisladas con mayor frecuencia en el presente estudio

esta en primer lugar B. polymyxa (40%) y en segundo lugar B. subtilis (23%), este
d en otros suelos, tal como lo

altimo también se ha encontrado en gran cantida
describe (Romero-Tabarez, 2006), quien aislo esta cepa
investigd Ssu produccion de antibioticos pacteriostaticos

genos bacterianos Gram positivos,

macrolactina A) que inhibe un nimero de patd

incluyendo Staphylococcus aureus

bacteriana de suelos, €

(7-O- Malonyl

y Enterococci.

dos enel presente estudio difieren de

resultados obteni
encontro un predominio de B.

afio 1981 quien

resente estudio S

Cabe destacar qu€ los
lo reportado por Bastias en €l
e encontrd que B. polymyxa

subtilis en muestras

E
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Animal

A continuacion s
. e presenta una tabla con las bacterias aisladas de 1as
muestras provenientes del animal:
TABLA N°2:
Bacterias del genero Bacillus aisladas de las muestras provenientes de

los animales

Germen aislado Frecuencia F.E_
() (%)
B. polymyxa 26 43
B. brevis 15 25
B. coagulans 5 8
B. cereus 4 6,5
B. subtilis 3 5
B. alvei 1 2
B. pumilus 1 2
B. sphaericus 1 2
4 6,5

tros pacilos
100

)
amposilivos
Total 60

adas con unl porcentaje de

En la tabla as. estan identific
a las pruebas bio

certeza de un 85% con respecto

E
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pacterias clasificadas como
otros bacilos grampositiv
0s, son bacteri
erias de ese tipo

que no cumplieron con ¢l minim
o de pruebas necesarias para la id
ra la identificacid
on de

Jas MisMas:

Ge observa que en la
tabla .
mitad de las muestras al ai . 2, hay una distribucién que favorece € 3
aislamiento de B. polymyxa, bacil n casi la
se alimenta de restos v :  bacilo comiin del suelo,
egetales y posiblemente llega a la mucosa bucal d o
sa bucal de la res al

momento que esta s€ alimenta
en 1os demas bacilos

aislados en menor porcentaje.

Las muestras prove i :
1o suel _ provenientes del animal al igual que las muestras provenientes
el suelo no arro i
jaron resultados positivos acerca del aislamiento de B- anthracis

lo que noO significa que este bacilo esté ausente €n todos los animales, ¥ que

existen diversos factores que inciden en Su deteccion, situacion similar a la

confrontada por Mugueta y Bayala quien en un trabajo cuyo objetivo fue aislar el

B. anthracis, €N restos oseos de ganado vacuno, s6lo lograron aislar B. subtilis,

B. cereus ’y B. megaterium.

En relacion a los resultados del presente estudio es Preciso acotar que B.

e ser bacterias saprofitas del suelo, son

y B. previs ademas d
ter, 2001), indico que estas especies

polymyxa
controladoras (Fos
r sobre bacterias y hongos

consideradas bacterias bio
fecto biocontrolado

trar en futuras nv

pat(')genos” in Vitro, 10 cual s debe demos
in Vivo, 10 cual es posible, existe 1a

urar este efecto
Vitro en la pres

del genero Bacillus “tiened un €
estigaciones. Si bien,

probabilidad

no se puede as€g
ente investigacion lo cual

ido este efecto in

Es
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|
|
|

\/l Muestras de suelo @ Muestras de animal
B |

Grafico N° 1. Comparacién de frecuencias de las especies de bacterias
del género Bacillus recolectadas en muestras de suelos y animales.

Fuente: Datos obtenidos en el presente estudio

En el grafico 1, se observa que dentro de cada muestreo se recolectaron
especies gimilares de bacterias del género Bacillus tanto en las muestras
provenientes del suelo como las del animal y se conserva el predominio de B.

polymyxa en ambas muestras.

Estas diez especies encontradas en total sugieren €l predominio del género

Bacillus en la zona estudiada, aun cuando s encuentren en distintos porcentajes.

Por lo descrito anteriormente S€ puede sefialar, que iguales especies de bacterias

del género Bacillus se pueden encontrar €n el suelo muestreado debido a que sus

: - .
estructuras de resistencias les permiten soportar distintas condici

probables especies: B. licheniformis 'y B.

en muestras de suelos, en tanto que los B. coagulans

Cabe mencionar que las

megaterium se aislaron sOlo
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3. A Jvei solo se encontraron en el animal. Esto ocurri probablemente debido a
y P!

¢ muestrearon suclos que tal vez no fueron frecuentados por los animales en
uec

Dentro de las factibles especies de bacterias que presentaron un mayor
orcentaje fueron B. polymyxa con un promedio de (42%) y B. brevis (23%) de
promedio (ver anexo A). Estudios indican que las bacterias de este género se
pncuentran naturalmente en el suelo formando la microflora propia de estos. Tal
eomo lo indica Sackenheim (1996) quien a partir de muestras de sue.lo. pudo
Zesciﬁ‘af que la gran variedad de especie del género Bacillus es am?ha en lc')s
suelos, 10 cual coincide con este estudio en que las especies de este género estan

. . . - mos
liamente distribuidas y que son facilmente aislables mediante los mis
ampll

métodos utilizados en ambos estudios.

Se demostro que la mayoria de las bacterias presentes en el suelo, c;lor::;ns
Ja mucosa del animal, lo cual es importante ya que en el .caso de habe;r a:n "
at() enas estrictas €n los suelos, existen grandes posibilidades que €l ani
?:fecgte y sea un potencial agente contaminante para el hombre.
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CONCLUSIONES

No se detectdo B. anthracis, en las muestras provenientes del suelo y

mucosas del animal.

Qe identifico otros bacilos presentes en las muestras de suelo como: B.
polymyxa' B. subtilis, B. brevis, B. licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, B.
cereus y B- sphaericus. Asi como también se detectd otras especies provenientes
del animal como: B. polymyxa, B. brevis, B. coagulans, B. cereus, B. subtilis, B.

alvei, B. pumilus y B. sphaericus.

Se infiere que la ausencia de B. anthracis, en las muestras de suelo se deba

en \ i mue C tica del
' ' da streada, tal como la prac

o previo €n la hacien

a tratamient

saneamiento ambiental.
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RECOMENDACIONES

sugiere ampliar el estudio y muestrear un drea de los suelos de mayor
e

S
. sn debido @ las dimensiones que presenta la finca.
extens!
También € recomienda utilizar una mayor cantidad de pruebas

icas, para obtener una identificacion mas precisa de las bacterias.
. { 1 ’
qum

j estras
pliar la investigacion en busca de esporas del B. anthracis en mu

Am
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