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MANUAL DE ORIENTACION PARA ESTUDIOS EN DIARREAS 
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INTRODUCCION 

Como estudiante de los primeros anos de Ia carrera de Microbic)logia y 
Quimica Clinica y durante nuestro Trabajo Comunal Universitario al cual 
realizamos en el Institute de Investigaciones en Salud (INISA), sentimos Ia 
necesidad de informaciOn escrita basica que nos diera conocimientos funda-
mentales para ejecutar en mejor forma nuestra labor. Por eso, decidimos 
hacer consultas verbales y de literature, pars redactar este trabajo que tiene 
Ia finalidad de dar instrucciOn preliminar a aquellos estudiantes de Microbio-
!ogle, que no hen cursed° las materias que comprende Ia Microbiologla 
Modica y quienes colaboran en la realizacian de estudios de enfermedades 
diarreicas. 

Las enfermedades diarreicas son una de las causas mas frecuentes de 
morbilidad y mortalidad en nitios de los paises en desarrollo (1). En Costa 
Rica, por ejemplo, Ia tasa de mortalidad por entermedades diarreicas en Ia 
decada de 1920 era de 400, Ia cual declina en 1980 a 5 por cada 100.000. 
Sin embargo, Ia diarrea todavia constituye una de las principales causas de 
morbilidad y es una causa relativamente frecuente de muerte en ninos en 
Costa Rica (2). 

En estudios sobre enfermedades diarreicas, es de primordial importancia 
establecer cud! es el agente, ya sea parasito, bacteria o virus qua se asocia 
a Ia diarrea. Hace quince anos en Costa Rica se identtficaba el agents de 
las diarreas en apenas un 20% de los casos, pero actualmenie con mejores 
conocimientos y medios para trabajar, la identificacion se logra en un 70% 
de los pacientes que acuden a centros asistenciales (1). La importancia de 
saber cual es el agents que produce Ia diarrea en algunos casos coadyuva 
en el tratamiento y edemas da oportunidad de tomar las medidas correctas 
pare evitar que se disemine Ia infeccion. 

El concepto de diarrea se amplia mucho si se toman en cuenta las diversas 
etiologies seggn los agonies infecciosos involucrados. La diarrea se conoce 
como una enfermedad infecciosa del intestino, que resulta en repetidas ex-
pulsiones de materia fecal en forma anormal. Si se registran mas de tres 
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evacuaciones por dia en un perlodo inferior a quince dies, la diarrea se 
define como aguda. La diarrea prolongada es aquella que se extiende por 
tres a cuatro semanas. La diarrea crOnica tarda mas de cuatro semanas, 
incluso hasta meses. A todo ello se anaden otros sintomas generalmente 
involucrados en Ia enfermedad diarreica, como los vOrnitos, deshidrataci6n, 
fiebre y cuadros respiratorios (3). 

La mayor parte de Ia materia fecal este constituida por bacterias. Normal-
mente, en el intestino delgado, hay lactobacilos, bacteroides y enterococos, 
y en el intestino grueso, bacteroides, fuso bacterias, Escherichia coil, ente-
rococos, lactobacilos, Klebsielia, estreptococos, aciinomicetos, difteroides, 
Proteus, levaduras, estafilococos, espiroquetas, virus y protozoarios (4). 

Entre los microorganismos intestinales se encuentran algunos patagenos 
y son Ostos los que se deben identificar, como Salmonella, Shigella, Campy-
lobacter, Escherichia coli (enterotoxigenica y enteroinvasiva), Yersinia ente-
rocolytica, entre otras. Ademas, pueden encontrarse virus como rotavirus, 
pararotavirus, adenovirus cultivables y no cultivables, enterovirus y corona-
virus, entre otros. TambiOn se encuentran protozoarios como Entamoeba 
histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium, etc. (3). 

Para hacer un estudio de los agentes que producen diarrea debe conocerse 
lo siguiente: 
1) Como hacer el estudio primario de las muestras fecales, a saber: 

a- recoleccion 
13- examen al microscopio 
c- inoculaciOn en rnedios de cultivo para aislamiento primario 

2) Conocer pruebas de identificaciOn de los agentes patOgenos. 

Obtenclem y manejo de Ia muestra fecal 

A) Tome de la muestra 
Para Ia toma de muestras fecales, se procede de varies formes. A veces 
solo es necesario hacer un hisopado rectal, pare to cual se introduce un 
hisopo con punta de algodon en el esf Inter rectal y se gira para obtener 
un poco de muestra (1). Sin embargo, para propositos de un estudio en 
el cual se hacen una sane de analisis de identificacion de agentes pat& 
genos de enferrnedades entericas, es necesario obtener una considerable 
cantidad de muestra fecal utilizando metodos como los descritos a con-
tinuacibn. 

1) Asp'redo rectal 
Cuando la consistencia de las heces es liquida se puede utilizer el aspi-
radon rectal, el cual consiste de una jeringa y un tubo de hula delgado 
con un orificia en el extremo. Un gel lubricante se aplica a Ia parte del 
tubo que va a ser introducida en el ano pare facilitar su entrada y asi no 
mattratar al vino. Se debe tener cuidado de no splicer eI gel muy cerca 
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del orificio para evitar contaminaciOn de las heces. La aplicaciOn del gel 
es opcional debido a que puede toner propiedades bacteripstaticas que 
afectarian si las heces fueran contaminadas con el lubricante. 

El Nilo se coloca boca arriba y sus piemas se sostienen arriba para 
facilitar la introduccion del tubo. TambiOn el nino se puede colocar de 
cuclillas, aunque la primera forma es mas usada. El tubo de hule se 
introduce lenta y cuidadosamente unos dos o tres centimetros en el ano 
y se prueba succionar suavemente con la jeringa. Si no se succiona 
muestra, se prueba introducir el tubo un poco mas y se prueba Ia aspira-
don. Si min no hay succiOn de la muestra, puede ser quo el nifio haya 
defecado recientemente o las heces son muy sOlidas. En este ultimo 
caso, se debe user el matodo de torunda. Si Ia muestra fue obtenida por 
aspiraci6n, se toman airededor de dos mitilitros y se pasan a un fresco 
de recolecciOn limpio para su posterior envlo al laboratorio. 

2) Metodo de torunda 
El use de Ia torunda es un metodo relativamente mits facil que el anterior, 
y se utiliza principalmente cuando Ia consistencia de las heces es sOlida 
o semisOlida. Este consiste en introducir Ia punta con algodOn de un 
aplicador 2-3 centimetros en el ano del nitro y girarlo suavemente, indu-
ciendo al niiio a pujar y asi recoger Ia muestra en un fresco colocado 
debajo del ano, o bien se deja defecar en mantas limpias y se recoge 
con una paleta de madera. El nines se debe colocar y sostener de Ia forma 
descrita para el aspirado rectal. Es importante sostener al nirio firmemente 
por las piemas pare evitar movimientos bruscos que puedan quebrar Ia 
torunda cuando se introduce en el ano. 

Los metodos anteriores se utilizan particularrnente en nifios que pade-
cen diarrea u otras infecciones entericas, con el fin de obtener muestras 
frescas para analisis. A veces es posible recoger Ia muestra fresca de 
niiios quo recion han defecado sobre una ropa o manta limpia. Es indis-
pensable para todos los metodos de toms de muestras descritos usar 
guantes esterilizados y toner los cuidados necesarios para reducir al 
maximo las posibilidades de contaminacion de Ia muestra de heces y del 
operacior. 

B) Transports de la muestra 
La muestra de heces apirada o recogida con torunda es pasada de 
inmediato a un fresco limpio para su transporte. Es conveniente que no 
transcurran mas de dos hares despues de recoger Ia muestra pare su 
posterior analisis, ya quo de lo contrario no sobrevivirlan microorganismos 
tales como Shigel!a y otros. Cuando se recogen hisopados rectales, se 
inoculan en medios de transporte quo conserven los agonies patOgenos 
de interns. Un ejemplo de tal medic) es el caldo tetrationato en el quo se 
inocula el hisopo. 
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Para el env(o de muestras al centro o lugar de analisis, se procede a 
envolver cuidadosamente los medios de transporte de modo que no se 
denten ni haya perdida de muestra. Los medios deben estar rotulados 
debidamente segtin el codigo que se siga pare Ia identificaciOn de Ia 
muestra. Si varios materiales corresponden a una muestra comun, como 
por ejemplo laminas de frotis y el fresco de transporte, estos deben 
empacarse juntas para evitar confusiones. 

C) Tratamlento primarlo de Ia muestra de paces 
El estudiante de Microbiologra que este empezando a trabajar con aspec-
tos basicos sobre los analisis concemientes a enfermedades causadas 
por agentes patOgenos, particularmente el caso de enfermedades diarrei-
cas que nos ocupa, debe familiarizarse con las principales tecnicas de 
preparaciOn de muestra para analisis. Tales tecnicas comprenden la 
preparaciOn de frotis a inoculacion o "siembra" en medics de enriqueci-
miento y cultivo, principalmente. Tambien debe adquirir conocimientos 
basicos acerca de la composiciOn y preparaciOn de estos medios de 
cultivo. 

1) Prepared& de frotis 
Se usan dos laminas de vidrio corriente para trabajo con microscopio. 
Estas miden 3x1 pulgadas. Se debe rotular en uno de los extremos y en 
el resto de las laminas se hacen dos frotis extendiendo la materia fecal 
con la palate de madera o con un aplicador, de forma que quede una 
capa muy fine a todo lo largo y ancho de Ia lamina. Los dos frotis se 
dejan secar al aire y se fijan en metanol introduciendolos en un fresco 
Coplin por un lapso de tres minutos. Luego se sacan y se dejan secar. 
Se envuelven en un trozo de gaze de 15x10 cm. aproximadamente, 
colocandolos de manera quo no se peguen entre si y con cinta adhesive 
se unen al fresco correspondiente, que contiene la muestra de heces. 
Esas dos laminas son posteriormente tenidas con coloraciones especiales 
para Ia observaciOn de microorganismos al microscopio. 

2) InoculaclOn en medlos de enriquecimiento 
Para los estudios de aislamiento y clasificacion de bacterias, el aplicador 
con la muestra se introduce en un medio de enriquecimiento coma el 
caldo tetrationato. Este medio este constituido por substancias que per-
miten la proliferation de las bacterias que interesa estudiar e inhibe el 
crecimiento de las otras. Se usa especialmente para el aislamiento de 
bacterias como Salmonella. A cinco mililitros de ese caldo debe agregarse 
dos gates de una solucion de yodo, la cual actila inhibiendo el crecimiento 
de ciertos microorganismos. El tubo rotulado debe taparse con un tapOn 
de hula o algodOn y unirse a los frotis y al fresco que contiene la muestra. 
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3) !nomlaclon en medicos de cultivo 
Los medios de cultivo que inocula el estudiante en este proyecto son: 
agar Salmonella-Shigella (SS), MacConkey (Mc), Butzler (Bz). Estos me-
dios de cultivo son sOlidos y se usan en platos de Petri. Para hacer Ia 
inoculation se esteriliza una aza bacteriologica a la llama, colocandola 
con una inclinaciOn de 20 grados, se enfria y se pone muy suavemente, 
se extiende la muestra con movimiento de zig-zag de un extrema a otro 
del planto haste Ia mitad de este. Tambien se puede trazar una linea con 
el aza desde el punto donde se aplicO Ia muestra haste la mitad del plato, 
y despues se raya en zig-zag desde el punto de aplicaciOn. En las Figures 
1 y 2 se muestran estas dos formes de inocular en Ia mitad del plato. De 
estas Ia mas recomendable es is Figura 1. Algunas veces Ia inoculaciOn 
se hace en un plato entero, haciendo las figures en zig-zag en los cuatro 
cuartos del plato, coma se ilustra en la Figura 3. Esta inoculacion se hace 
asi con el fin de que queden areas con muy poca muestra y por lo tanto 
con crecimiento de colonies aisladas que permitan su mejor observaciOn 
y clasificaciOn. Al realizar los movimientos zig-zag, el aza debe mantener 
un suave contacto con el agar y no removerse en ningtin momenta durante 
el rayado. Adernas, el rayado no se debe devolver a un punto ya inoculado. 
En el caso de una inoculacion en media plato, Ia aplicaciOn del aza no 
debe tocar Ia otra mitad donde otra muestra puede ser o este inoculada 
para evitar contamination. 

La manipulation del plato de agar se puede hacer con una sole mano, 
ya que la otra utilize el aza para inocular. Con una mano se cage el plato 
de Petri, sosteniendo la place de agar con los dedos menique, anular y 
media. La tape se abre al inocular, manipulando con el dedo pulgar y 
prensando con el dedo media un extrema. 

Una vez inoculado el media se debe poner bajo las condiciones nece-
series para el desarrollo de las colonies aisladas (par ejemplo, incubaciOn 
a determinadas temperature y tiempo, reduccion de oxigeno del media, 
etc). 

Medicos de cultivo 

Para el estudio bacteriologic° de las diarreas, se usan muy variados medios 
de cultivo, tanto I Iquidos coma sOlidos. Unos medios se usan en el aislamiento 
primario y otros en su clasificaciOn. Como dijimos antes, en este proyecto 
se usa un media liquido de enriquecimiento, el caldo tetrationato y medios 
solidos que son el SS, Mc, Bz. 

El caldo tetrationato se usa en tubas que contienen 5 ml del media que 
este constituido por protease, peptone, sales biliares, carbonato de calcio y 
tiosulfato de sodio (5). 

El agar SS tiene extracto de came y proteosa-peptona como fuente de 
proteinas, como azacar tone lactose y edemas sustancias que inhiben el 
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METODOS DE INOCULACION EN LA MITAD DE UN PLATO DE PETRI CON MEDIO DE CULTIVO 



Figura 3 
METODO DE INOCULACION DE UN MEDIO DE CULTIVO 

CUBRIENDO TODD EL PLATO DE PETRI. 
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crecimiento de bacterias que no seen Shigella y Salmonella. Entre estas 
sustancias inhibidoras, el medio contiene sales biliares, sulfato de sodio, 
verde brillante; para controlar el pH tiene rojo neutro y pare hacerlo solid° 
tiene agar. En este medio, Salmonella, Shigefia y otras bacterias que no 
fermentan Ia lactose, producen colonies transparentes, incoloras y general-
mente lisas. Algunas pocas bacterias quo sl fermentan la lactose pueden 
crecer en este medio con colonies de color rojo. 

El agar Mc se usa tambian para el aislamiento de Salmonella y Shigella. 
Como proteinas tiene peptone y proteosa-peptona. Como az(car tiene lac-
tose; corno inhibidor de crecimiento de otras bacterias tiene sales biliares y 
cristal violeta. Igual que el SS, tiene como indicador el rojo neutro y se 
endurece con agar. En este medio las colonies de Salmonella y Shigella son 
tambien incoloras y transparentes. Las bacterias que fermentan Ia lactose 
tienen color rojo o rosado (6). 

El medio de Butzler (Bz) es el que m&s recomienda la Organizacian Mundial 
de is Salud (OMS) pare aislar Campylobacter. Este medio tiene tiologlicolato, 
sangre de camero o humane, extracto de levadura y se endurece con agar. 
Ademas tiene antibioticos como bacitracina, novobiocina, colicistina, cefoxi-
tina y un inhibidor de hongos que es actidiona. 
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Este medic no se incuba a 37°C come los otros sino a 42°C, que es la 
temperatura a la cual crece major Campylobacter fetus ssp. jejuni. Ademas, 
la incubaciein se hace en un medio microaerofilico que tiene solo 5-10% de 
oxIgeno y 90-95% de una mezcla de nitrogen y diOxio de carbon. En este 
medio las colonias son pequenas, brillantes, planas y de color grisaceo (7). 
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