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RESUMEN

En los ultimos afios, la resistencia en enterobacterias de origen ambiental se ha consolidado
como un problema emergente de salud publica, especialmente en aves urbanas como
Columba livia, potenciales reservorios de cepas resistentes a B-lactamicos. El objetivo del
presente estudio, fue fenotipicar la resistencia a B-lactamicos y los factores de virulencia en
enterobacterias, aisladas de 96 hisopados cloacales de palomas (Columba livia) del distrito
de San Sebastian, Cusco. Determinando que el 53,04 % (51/96) de las palomas albergaron
al menos una enterobacteria resistente a -lactdmicos, identificando 68 cepas, 83.82 %
Escherichia coli y 16.18 % Klebsiella pneumoniae. Las cepas de Escherichia coli
presentaron resistencia del 100% a ceftiofur, cefotaxima y ceftriaxona, mientras Klebsiella
pneumoniae presentd resistencia a cefalosporinas, carbapenémicos, sulfonamidas,
inhibidores de B-lactamicos, quinolonas y monobactamicos con una sensibilidad del 100 %
frente a gentamicina y tetraciclina. Las pruebas fenotipicas confirmaron el fenotipo BLEE
en el 54,4 % (31/57) de Escherichia coli, mientras en el 100 % (11/11) de Klebsiella
pneumoniae se confirmaron el fenotipo KPC sin fenotipos BLEE ni metalobetalactamasas
(MBL). Respecto a la virulencia, en Escherichia coli, destac la produccion de caseinasas
en el 64,91 % (37/57) y formacion de biofilm en el 45,61 % (26/57), mientras Klebsiella
pneumoniae presento una produccion menor de caseinasas en el 9,09 % (1/11), pero mayor
formacion de biofilm en el 63,64 % (7/11). No se detectd produccion de lipasas, gelatinasas,
actividad hemolitica, ni el fenotipo de hipermucoviscosidad en ninguna especie.

Palabras clave: Enterobacterias, Palomas, Resistencia a [-lactamicos, Factores de

virulencia.



INTRODUCCION

La paloma doméstica (Columba livia) es una especie plenamente adaptada al entorno urbano.
Su alta poblaciéon en las ciudades genera un problema constante en salud publica y
contribuye a la contaminacion ambiental; la acumulacion de sus excretas no solo deteriora
la infraestructura urbana, sino que facilita la transmision de diversos microorganismos
patoégenos hacia la poblacion (Arteaga et al., 2023). Estas aves han sido identificadas como
reservorios de bacterias resistentes a antibioticos, incluyendo enterobacterias resistentes a 3-
lactdmicos, como Escherichia coli, Klebsiella spp. productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas (Sanchez, 2019; Rybak et al., 2022; Beleza et al.,
2024). Debido a su amplia distribucion y al contacto frecuente con actividades humanas, las
palomas (Columba livia) contribuyen a la diseminacion de bacterias con genes de resistencia
antimicrobiana (Freire et al., 2022), esta proliferacion de patdgenos con alta resistencia
farmacologica representa un desafio critico para la salud publica; dificulta el tratamiento de
las infecciones y aumenta las tasas de mortalidad en los pacientes afectados (Salam et al.,
2023; Dulanto Chiang & Dekker, 2024). En consecuencia, la Organizacion Mundial de la
Salud ha clasificado a las enterobacterias resistentes a carbapenémicos como patdgenos de
prioridad critica (OMS, 2024).

Ademas, especies como Escherichia coli y Klebsiella spp. expresan multiples factores de
virulencia, tanto estructurales como secretados, que incrementan su patogenicidad (Terlizzi
etal., 2017; Wang et al., 2020).

En este contexto, Columba livia se configura como una especie clave para la vigilancia en
la salud publica, por su posible rol como reservorio y difusor de enterobacterias patdgenas y
resistentes a [P-lactamicos en entornos urbanos. Por ello, el objetivo de la presente
investigacion fue fenotipificar la resistencia a -lactdmicos y los factores de virulencia en

enterobacterias de hisopados cloacales de palomas (Columba livia) en el distrito de San
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Sebastian, Cusco, misma que se presento al Comité de Bioética Institucional y Sub Comités

de Bioética de la UNSAAC en octubre del 2025 (Ver anexo 8)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sobrepoblacion de palomas (Columba livia), es hoy un fendmeno mundial asociado a su
elevada capacidad de adaptacion al habitat urbano y a su movilidad entre distintos sectores
de la ciudad, lo que facilita el intercambio de individuos entre plazas, mercados, techos y
depdsitos de residuos en areas urbanas. Esta dindmica de “migracion corta” dentro de una
zona urbana favorece la conformaciéon de grandes bandadas que se comportan como una
plaga urbana, con implicaciones para la salud publica y el ambiente (Pardo et al., 2023).
En ciudades latinoamericanas se ha descrito que las poblaciones ferales de palomas
(Columba livia) contribuyen al deterioro estructural de edificaciones y a la acumulacion de
materia fecal, y actuan como dispersadores bioldgicos de enfermedades zoonoticas y de
contaminacion ambiental persistente (Ramos-Gorbefia et al., 2021). Diversas
investigaciones en palomas ferales han identificado diversos agentes zoonoticos en sus
heces (bacterias, hongos y parasitos), y sefialan que, si bien el riesgo puede ser bajo para
adultos sanos, resulta relevante para poblaciones vulnerables que utilizan con frecuencia
plazas, parques o patios escolares donde estas aves se concentran (Kowalczyk et al., 2025).
En el distrito de San Sebastidn de la ciudad del Cusco, la descarga de aguas residuales y
desechos en el rio Huatanay ha evidenciado la presencia de enterobacterias de origen
humano y animal con potencial resistencia a los antimicrobianos (Del Carpio, 2017).
Asimismo, la circulacion diaria de las palomas (Columba livia) entre zonas residenciales,
mercados y areas donde fluye el rio Huatanay en el distrito de San Sebastian, podria
favorecer la dispersion de microorganismos patdogenos resistentes a antimicrobianos a
escala local.

Diversos estudios en aves silvestres y urbanas han demostrado que las palomas pueden
albergar enterobacterias productoras de B-lactamsas de espectro extenidod (BLEE) y

carbapenemasas, entre ellas Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae resistentes a -
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lactdmicos, lo que las convierte en reservorios y potenciales diseminadores de resistencia
antimicrobiana en entornos urbanos (Bastidas-Caldes et al., 2022). A ello se suma que
muchas de estas enterobacterias expresan factores de virulencia asociados a estructuras de
superficie y proteinas secretadas, como adhesinas, sider6foros, enzimas proteoliticas y
formacion de biopeliculas, que incrementan su capacidad de colonizacidén y patogénesis
(Bujnakova et al., 2022).

Frente a este escenario, la identificacion fenotipica de resistencia a B-lactdmicos y de
factores de virulencia en enterobacterias aisladas de palomas urbanas en San Sebastian,
Cusco, se vuelve esencial para esclarecer si estas aves participan como reservorios
extrahospitalarios de enterobacterias para dimensionar su contribucion en la dinamica local

de diseminacion de la resistencia antimicrobiana.



PROBLEMA GENERAL

(Es posible realizar la fenotipificacion de resistencia a B-lactdmicos y factores de

virulencia de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas

(Columba livia) procedentes del distrito de San Sebastian, Cusco?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ;/Qué cepas de enterobacterias son aisladas e identificadas a partir de los hisopados
cloacales de palomas (Columba livia) del distrito de San Sebastian, Cusco — Pert1?

2. (Qué perfil de resistencia a B-lactimicos presentan las cepas de enterobacterias
aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas (Columba livia)?

3. (Se puede confirmar fenotipicamente la presencia de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y de carbapenemasas en cepas de enterobacterias aisladas a partir
de hisopados cloacales de palomas (Columba livia)?

4. (Se puede determinar fenotipicamente la presencia de factores de virulencia, en
cepas de enterobacterias, aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas

(Columba livia)?
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JUSTIFICACION

Es de gran relevancia para la salud publica determinar el rol de las palomas (Columba livia)
en la transmision de enterobacterias patdgenas resistentes a antibidticos y sus factores de
virulencia. Al ser aves ferales que habitan en espacios concurridos, actian como
reservorios y vectores, propagando patdégenos zooOnoticos a través de sus excretas y
contaminando superficies, alimentos y fuentes de agua. Esto representa un riesgo tanto para
la poblacién humana como para los animales domésticos y de produccion, especialmente
en contextos con un deficiente control de fauna sinantropica y un manejo inadecuado de
residuos. A pesar de representar un riesgo latente, no se reportaron estudios locales que
describan el perfil de resistencia a P-lactdmicos ni los factores de virulencia de
enterobacterias aisladas en palomas en el distrito de San Sebastian, Cusco. Lo que justifica
la presente investigacion, porque aportara evidencia microbiologica actualizada sobre la
presencia de enterobacterias resistentes a [-lactdmicos y sus factores de virulencia en
palomas del distrito de San Sebastian.

Esta informacion permitira estimar el potencial de estas aves como reservorios de
enterobacterias, constituyendo una linea de base fundamental para fortalecer la vigilancia
epidemiologica a nivel local. Asimismo, estos hallazgos respaldardn la implementacion de
estrategias integrales para el control poblacional de estas aves y el disefio de acciones de
prevencion y educacion sanitaria, proporcionando herramientas basadas en evidencia a las

autoridades de salud y del ambiente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Fenotipificar la resistencia a B-lactamicos y factores de virulencia, en enterobacterias

aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas (Columba livia) del distrito de San

Sebastian, Cusco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar cepas de enterobacterias a partir de hisopados cloacales de palomas
(Columba livia).

2. Determinar el perfil de resistencia a B-lactamicos por el método de Kirby-Bauer en
cepas de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas
(Columba livia).

3. Confirmar fenotipicamente la produccion de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) y de carbapenemasas, en cepas de enterobacterias aisladas a partir de
hisopados cloacales de palomas (Columba livia).

4. Determinar fenotipicamente factores de virulencia, en cepas de enterobacterias

aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas (Columba livia).
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1.1

CAPITULO 1

MARCO TEORICO

Antecedentes

1.1.1 Antecedentes internacionales

Nelly et al., (2024). En Camertn, determinaron perfiles de resistencia de Escherichia
coli'y Salmonella spp. aislados a partir de muestras cloacales de aves de corral y aves
de zoologico, e identificaron fenotipicamente y genotipicamente B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE). De 320 muestras seleccionadas aleatoriamente, un total
de 88 presentaron Escherichia coli y 17 Salmonella spp. con una prevalencia de
27.5% y 5.3% respectivamente. Los aislados a partir de aves de corral presentaron
mayor resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol (96.7%), ampicilina y ticarcilina
(88.3%), norfloxacina (81.7%), piperacilina (78.3%) y ceftriaxona (63.3%); la
resistencia en aves del zoologico fue menor, con mayor resistencia para imipenem
(39.28%). La deteccion de genes B-lactamasas en 16 aislados fenotipicamente de
Escherichia coli y Salmonella spp. productoras de BLEE mostr6 la presencia de
75.0%, 6.3%, y 12.5% para los genes blactx-m, blatem, y blasyv respectivamente.

Beleza et al.,, (2024). En la ciudad de Mulungu, estado de Ceard (Brasil),
determinaron la frecuencia y diversidad de enterobacterias en aves silvestres del
bioma Caatinga y su susceptibilidad antimicrobiana. A través de hisopados cloacales
colectados de 50 aves de 28 especies diferentes, identificaron 14 especies de
enterobacterias, entre ellas Pantoea agglomerans y Escherichia coli, que fueron las
mas prevalentes con un 36% y 26%, respectivamente. La mayor resistencia
antimicrobiana fue a la ampicilina (41.8%), 4cido nalidixico (36.3%) y amoxicilina

asociada con acido clavulanico (32.7%). Los antibidticos que presentaron mayor
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eficacia fueron tobramicina (96.4%), ciprofloxacino (92.6%) y tetraciclina (90.9%).
El 23.5% presento resistencia a multiples farmacos.

Bagua (2020). En la ciudad de Riobamba, Ecuador, aplicé un muestreo aleatorio de
50 muestras de heces de palomas en parques y plazas. Estas muestras fueron
sembradas en Agar MacConkey y SS (Salmonella Shigella), donde se aisld
Citrobacter amalonaticus (60%), Citrobacter freundii (14%), Enterobacter cloacae
(10%), Escherichia coli (7%), Proteus mirabilis (5%), Proteus vulgaris (2%) y
Citrobacter diversus (2%).

Sanchez (2019). En la ciudad de Leo6n, Nicaragua, realizaron la caracterizacion
fenotipica y genotipica de BLEE (J -lactamasas de espectro extendido) y KPC en 80
palomas (Columba livia). El 31% presentaba bacterias resistentes a antibidticos
(BRA). Los géneros bacterianos detectados fueron principalmente Escherichia coli
(64%), seguido por Klebsiella spp. (14%), Enterobacter spp. (9%), Serratia spp.
(9%) y Proteus spp. (4%). Los mecanismos de resistencia observados incluyeron la
produccion de BLEE en un 59% de los casos, resistencia a carbapenémicos en un
18% e hiperproduccion de AmpC en un 23%, siendo Escherichia coli el género mas
frecuentemente asociado con la produccion de BLEE

Antecedentes nacionales

Puma & Lima (2022). En la ciudad de Puerto Maldonado, determinaron la
prevalencia al evaluar perfiles de susceptibilidad antimicrobiana en enteropatdégenos
de aves psitdcidas y aves domésticas (Gallus gallus). A partir de 50 aves,
caracterizaron microorganismos del género Escherichia coli, Pasteurella spp.,
Clostridium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp., y Proteus
spp.; siendo los mas prevalentes Escherichia coli (76%), seguido de Staphylococcus

spp. (14%) y Streptococcus spp. (12%). Los antibioticos mas efectivos a los



microorganismos mas prevalentes fueron gentamicina (92.86%) y enrofloxacino
(85.71%), mientras que mostraron mas resistencia a amoxicilina (42.8%), seguida de
sulfametoxazol + trimetoprim (42.8%).

Garcia (2016). En la ciudad de Hudnuco, determiné la prevalencia de Escherichia
coli y Salmonella spp. a partir de muestras fecales de palomas de parques y plazas.
Recolectd 75 muestras de excretas, las cuales fueron enriquecidas haciendo uso de
caldo peptonado y selenito respectivamente, y sembradas en Agar EMB y SS.
Encontr6 una prevalencia del 36% (27) de Salmonella spp. y 97.33% (73) de

Escherichia coli.



1.2 La paloma (Columba livia)
1.2.1 Aspectos generales de la paloma (Columba livia)
La paloma, reconocida como Columba livia (Gmelin 1789), son consideradas
poblaciones silvestres y ferales que hoy ocupan plazas, mercados y techos urbanos;
lugares que imitan los farallones rocosos donde anidaba la forma original,
caracteristicas que explican en gran medida su éxito como ave sinantropica y su
expansion en ciudades europeas y latinoamericanas (Skorka et al., 2024).
1.2.2 Ubicacion taxonémica
La clasificacion taxonémica de la paloma (Columba livia) se presenta a continuacion.
Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Aves
Orden: Columbiformes
Familia: Columbidae
Género: Columba
Especie: Columba livia (Gmelin, 1789)

Fuente: (Baptista et al., 2017).
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Morfologia de la paloma (Columba livia)

A. Caracteristicas externas:

La Columba livia es un ave de tamafio mediano, adaptado al vuelo rapido y al
entorno urbano. Presenta un cuerpo con las siguientes medidas: Longitud total,
macho 30.8 — 34.4 cm de longitud, hembra 21.9 — 33.4 cm; ala, macho 22.2 — 22.6
cm, hembra 21.9 — 22.1 c¢m; pico de 1.7 — 1.9 cm; tarso 2.9 — 3.2 cm, con un peso
que oscila entre 230 — 310 g y un pico negruzco con cera blanca en la base, patas
rojizas o rosadas, y ojos de color ambar (Ramos-Gorbena et al., 2021), estas
variaciones podrian reflejar procesos de adaptacion, en los que el tamafio corporal
desempefiaria un papel importante en la termorregulacion y la seleccion de pareja
(Yang et al., 2020), asi como adaptacion evolutiva (Padzil et al., 2021).

Aunque el patrén tipico es de plumaje gris claro, con franjas negras en las alas y en
la punta de la cola, rabadilla blanca e iridiscencias verdes y moradas en el cuello.
Sin embargo, existe una gran variacion de color, con individuos que pueden ser
desde blancos con manchas irregulares hasta completamente negros. Ademas, posee
el obispillo blanco y una estructura carnosa en la base del pico llamada cera (Ramos-
Gorbeiia et al., 2021).

El dimorfismo sexual en la especie es leve: los machos suelen ser algo mas grandes,
con mayor masa corporal, ceroma mas voluminosa e iridiscencias cervicales mas
brillantes, mientras que las hembras presentan plumaje menos intenso y una postura
mas discreta. Estas diferencias, sin embargo, no siempre permiten distinguir con
certeza el sexo de un individuo sin observacion detallada o experiencia especializada

(Blasco & Michael, 2015). Dichas caracteristicas se observan en las Figuras 1 y 2.



Figura 1
Caracteristicas morfologicas externas para la determinacion de la edad en palomas
(Columba livia).

Fuente: (Blasco & Michael, 2015)

Nota: En la figura 1, se muestran algunas de las caracteristicas fenotipicas morfologicas entre adultos en
palomas (Columba livia). Al: Iridiscencia en el cuello, cera del pico blanco y color de iris, B1: Color de
las patas

Figura 2
Diferencias morfologicas para la determinacion de sexo en palomas (Columba livia).

Fuente: (Blasco & Michael, 2015)

Nota: En la figura 2, se muestran algunas de las expresiones fenotipicas entre machos y hembras en
palomas (Columba livia). A: Corpulacion del cuello entre macho y hembra, B: Diferencia de alas entre
macho y hembra.



B. Caracteristicas Internas - Sistema Digestivo
El sistema digestivo de la paloma (Columba livia) presenta una organizacion
altamente especializada, en la que el alimento pasa desde el es6fago hacia el
proventriculo, donde inicia la digestion quimica mediante secrecion de enzimas y
acido, y posteriormente a la molleja, encargada de la trituracién mecénica gracias a
su potente musculatura. Estas estructuras forman un sistema funcional integrado que
permite una digestiéon eficiente adaptada a dietas granivoras, optimizando la
degradacion y absorcion de nutrientes A continuacion, el contenido sigue hacia el
intestino delgado duodeno, yeyuno e ileon donde la accién conjunta de enzimas
pancreaticas y bilis permite completar la digestion y absorber nutrientes. El intestino
grueso y los ciegos, que son cortos, reflejan la escasa necesidad de fermentar fibras.
Finalmente, los residuos se expulsan a través de la cloaca, compartida con los
sistemas urinario y reproductor (Bansal et al., 2023).
1.2.4 Distribucién urbana de la paloma (Columba livia)

El éxito biologico de la paloma (Columba livia) en los ecosistemas urbanos radica
en su capacidad para transformar la arquitectura urbana en refugios funcionales. Al
emplear edificios y monumentos como andlogos de los acantilados de su habitat
original, accediendo a sitios de nidificacion seguros que potencian su ¢€xito
reproductivo y crecimiento demografico (Arizaga et al., 2023). Esta ocupacion
estratégica del espacio coincide con nucleos de intensa actividad antropogénica,
donde la sinergia entre el refugio y una presion de depredacion minima consolida a
los parques y distritos comerciales como los nodos de su distribucion (Baldaccini,
2020).

Asi mismo, la disponibilidad de recursos troficos actia como un importante

determinante en la persistencia y densidad de sus poblaciones. La especie ha
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transitado de una dieta granivora ancestral hacia una marcada dependencia de
recursos antropogénicos, exhibiendo una notable adaptacion, que les permite
explotar eficazmente tanto el suministro intencional de alimento como los residuos
y desechos urbanos, asegurando su estabilidad en entornos densamente poblados
(Soh et al., 2021).

Asimismo, se ha demostrado que la modificacion del habitat favorece la persistencia
de morfos de plumaje y de linajes poco diferenciados, lo que respalda el tratamiento
de C. livia como un reservorio bioldgico nico en espacios urbanos (Skorka et al.,
2024). Esta consideracion es relevante para investigaciones microbioldgicas, porque
reduce la variabilidad asociada a la identificacion y permite relacionar con mayor
precision los hallazgos bacterioldgicos con la ecologia de una sola especie de ave
urbana.

Patrones migratorios urbanos

En entornos urbanos, Columba livia exhibe un patrén de desplazamiento diario de
corta distancia entre sus zonas de descanso, alimentacion y fuentes de agua,
careciendo de habitos migratorios. Por lo general, las bandadas se congregan en sitios
de alta actividad antropica, como plazas y mercados, para forrajear. Posteriormente,
se retiran hacia estructuras elevadas como cornisas, techos y edificios que utilizan
para el reposo y la nidificacion. La evidencia reciente sobre su dindmica espacial
confirma una marcada fidelidad al sitio y una movilidad sumamente restringida; por
ejemplo, la dispersion y recolonizacion de nuevos espacios se produce de manera
predominante en un radio inferior a los 500 metros desde sus colonias de origen
(Farfan et al., 2022). Este sedentarismo y comportamiento rutinario consolidan la
permanencia de grupos estables en sectores especificos de la ciudad. En

consecuencia, se propicia una dispersion altamente localizada de los
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microorganismos presentes en sus heces y plumaje, lo que contamina
microambientes clave como superficies publicas, infraestructuras y sistemas de
drenaje. Todo ello incrementa significativamente la relevancia de esta especie en la
dindmica microbioldgica y sanitaria del entorno urbano (Karunesh, 2024).

La paloma (Columba livia) como vector de enterobacterias resistentes a [5-
lactamicos

Las palomas (Columba livia) actian como reservorios y vectores de enterobacterias
resistentes a B-lactdmicos en entornos urbanos, debido a su estrecho contacto con
fuentes de contaminacién como residuos soélidos y aguas servidas. A través de sus
deyecciones y el contacto con superficies, contribuyen a la diseminaciéon ambiental
de bacterias como Escherichia coli, Salmonella spp., las cuales presentan una alta
adaptabilidad ecologica y funcionan como indicadores de contaminacion bioldgica.
Desde el punto de vista clinico, estos microorganismos incluyen patogenos
oportunistas responsables de infecciones graves como sepsis, neumonias €
infecciones del tracto urinario. Este riesgo se ve incrementado por la presencia de
mecanismos de resistencia enzimatica, como [-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), AmpC y carbapenemasas, que limitan drasticamente las opciones
terapéuticas disponibles (Beleza et al., 2024; Wang et al., 2021; Wen et al., 2023).
Importancia zoonotica de las enterobacterias en aves silvestres y urbanas

Las enterobacterias presentes en aves silvestres y urbanas representan un riesgo
zoondtico de gran magnitud, al actiiar como reservorios de bacterias resistentes a
antibidticos, incluyendo cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE). La acelerada urbanizacion ha estrechado la interfaz de contacto humano-
animal, propiciando la diseminacién de patdogenos bacterianos como Escherichia

coli, Salmonella spp. y Campylobacter spp. Diversas investigaciones recientes
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evidencian que la dependencia de estas aves hacia fuentes de alimentacion
antropogénica favorece fuertemente su colonizacién por cepas resistentes, lo que
aumenta la probabilidad de transmision interespecie hacia la poblacion humana y los
animales de compafiia. En este contexto, variables ecoldgicas como los hébitos
dietéticos, el comportamiento gregario y la alta densidad aviar en nucleos
urbanizados actian como catalizadores en la propagacion de estos microorganismos
(Hickman et al., 2022; Mourkas et al., 2024).

Factores responsables de la resistencia antimicrobiana en aves

La adquisicion de perfiles de resistencia en aves tiene un origen multifactorial. En
primer lugar, la capacidad de migrar largas distancias convierte a diversas especies
en vectores de dispersion entre nichos rurales y urbanos; de hecho, se ha reportado
que las aves migratorias pueden albergar hasta tres veces mas marcadores de
resistencia que las especies sedentarias (Martin-Maldonado et al., 2022).
Adicionalmente, la exposicién a ecosistemas contaminados con heces humanas,
efluentes ganaderos o suelos agricolas tratados con antibidticos crea nichos
ecologicos idoneos para la proliferacion de bacterias resistentes. En este escenario,
la alta presion de seleccion antimicrobiana propia de los entornos urbanos incentiva
la transferencia horizontal de plasmidos portadores de genes de alto riesgo, tales
como blactx-m, blanpm y genes mcr (Beleza et al., 2024).

Riesgo zoondtico y vias de transmision

El contacto directo o indirecto con aves urbanas y sus excretas constituye la principal
ruta de transmision zoonotica. Las palomas defecan frecuentemente sobre plazas,
mobiliario publico, areas de esparcimiento e incluso alimentos expuestos. Un factor
de riesgo adicional se presenta durante las labores de limpieza urbana o por accioén

del viento, cuando las particulas fecales desecadas se aerosolizan, exponiendo a la
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poblacién a la inhalacion de enterobacterias potencialmente patogenas (Mia et al.,
2022). Ademas, se ha documentado el intercambio bidireccional de clones resistentes
entre aves y humanos; por ejemplo, Borges et al. (2017) aislaron en palomas cepas
de Escherichia coli diarreagénicas con genes mcr y BLEE cuyas secuencias genéticas
eran idénticas a aislamientos clinicos de un hospital en Brasil. En la misma linea,
Freire et al. (2022) aislaron en palomas urbanas cepas de Escherichia coli
productoras de BLEE cuyos linajes genéticos (como el clon pandémico ST131)
resultaron ser idénticos a los principales aislamientos clinicos causantes de
infecciones intrahospitalarias. Esto evidencia que las aves sinantrdpicas pueden
adquirir bacterias altamente resistentes circulantes en ambientes antropogénicos y
reintroducirlas en la comunidad, cerrando un ciclo de transmision ambiental-antropo-
ambiental.
1.3 Enterobacterias
1.3.1 Caracteristicas generales de las enterobacterias

Las enterobacterias, cominmente denominadas bacterias entéricas, constituyen una
amplia familia de bacilos Gram negativos, se caracterizan por su notable
adaptabilidad ecologica: forman parte del microbiota habitual del tracto
gastrointestinal de vertebrados, incluido el ser humano, donde representan una
fraccion importante del microbiota aerdbico; ademas, se aislan con frecuencia en
ambientes acuaticos, suelo, plantas y diversas superficies inertes (Wang et al., 2021).
Este grupo incluye tanto especies comensales como patogenos oportunistas de
importancia clinica y veterinaria, implicados en infecciones humanas, animales y en
procesos vinculados a la produccion y calidad de alimentos. Su presencia en agua 'y
alimentos suele emplearse como indicador de contaminacion fecal y, por tanto, como

herramienta de vigilancia de la salud ambiental (Wang et al., 2021).
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Desde el punto de vista clinico, diversas enterobacterias se comportan como
patdgenos oportunistas, entre ellos Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp., Citrobacter y Salmonella. Escherichia coli puede causar
infecciones intestinales (diarreas) y extraintestinales (infecciones del tracto urinario,
sepsis, neumonias); Klebsiella pneumoniae es una causa frecuente de neumonias
nosocomiales, mientras que otras especies participan en infecciones urinarias,
procesos infecciosos asociados a trauma y cuadros de septicemia (Wen et al., 2023).
Fisiologia de las enterobacterias

Las enterobacterias son microorganismos con una gran versatilidad metabolica,
capaces de obtener energia mediante respiracion o fermentacion segun la
disponibilidad de oxigeno. En condiciones anaerdbicas, estos bacilos fermentan la
glucosa, produciendo generalmente acidos y gases. Bioquimicamente, se definen por
ser oxidasas negativas y catalasas positivas, ademas de poseer la capacidad
caracteristica de reducir nitratos a nitritos. Estas propiedades no solo determinan su
supervivencia en diversos nichos bioldgicos, sino que son fundamentales para su
identificacion diagnostica en el laboratorio (Murray et al., 2021).

Caracteristicas generales de Klebsiella pneumoniae

Dentro de las enterobacterias, el género Klebsiella incluye bacilos Gram negativos
no moviles, encapsulados, que se comportan como patdgenos oportunistas,
Klebsiella pneumoniae es una de las especies mas relevantes, asociada a infecciones
nosocomiales como neumonia, infecciones del tracto urinario, bacteriemias y

cuadros en pacientes inmunocomprometidos (Wen et al., 2023).

1.3.3.1 Fisiologia y metabolismo de Klebsiella pneumoniae

Fisioldgicamente, Klebsiella pneumoniae es un bacilo equipado con estructuras

fisicas altamente especializadas para la invasion y la defensa. Su principal
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caracteristica es una gruesa capsula de polisacaridos (azucares) que envuelve a
la bacteria, actuando como un escudo resbaladizo que impide ser capturada y
destruida por las células de defensa del cuerpo humano. Para la adhesion a los
tejidos, utiliza unas estructuras similares a pequefios vellos llamadas fimbrias.
Esta fuerte adherencia les permite a las bacterias agruparse y formar una biofilm,
una barrera viscosa y protectora (Abbas et al., 2024).

Crece de manera optima entre 35 y 37 °C, formando colonias grandes, grises y
no hemoliticas en agar sangre. Si se siembra en agar MacConkey, las colonias
se ven rosadas o rojas ya que la bacteria fermenta la lactosa. A simple vista, su
rasgo mas caracteristico es su aspecto brillante, viscoso y muy mucoide, lo cual
es producto de su gruesa capsula protectora (Khan et al., 2024).

El metabolismo de Klebsiella pneumoniae se caracteriza por presentar una
capacidad de adaptacion que le confiere ventajas adaptativas criticas en
microambientes hostiles. Como bacilo anaerobio facultativo, posee la capacidad
de generar energia tanto en condiciones 6xicas como anoxicas, optimizando la
asimilacion de diversos carbohidratos para sustentar su rapida proliferacion y la
biosintesis de su capsula de polisacaridos. Ante la restriccion nutricional
impuesta por el sistema inmunoldgico del huésped, este patdogeno despliega
mecanismos metabdlicos compensatorios altamente especializados, destacando
la sintesis y secrecion de sideroforos. Estas moléculas de alta afinidad actuan
secuestrando el hierro del hospedero, un cofactor enzimatico indispensable para
mantener la homeostasis celular bacteriana y garantizar la progresion de la

infeccion (He et al., 2025).
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1.3.3.2 Ubicacion Taxondmica

1.34

La clasificacion taxonomica de Klebsiella pneumoniae se muestra a
continuacion.
Dominio: Bacteria
Filo: Pseudomonadota
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Klebsiella
Especie tipo: Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886)
Fuente: adaptado por Brisse et al., (2024).
Caracteristicas generales de Escherichia coli
Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, aerobio y anaerobio facultativo, movil
con flagelos peritricos y no formadora de esporas, que forma parte de la microbiota
intestinal normal de humanos y animales (Chen et al., 2020), pero también incluye
multiples patotipos, que pueden causar infecciones intestinales (diarreas) y
extraintestinales, como infecciones del tracto urinario (ITU), sepsis, meningitis
neonatal y neumonias (Nasrollahian et al., 2024). Parte de su relevancia radica en su
capacidad para adquirir y diseminar genes de resistencia y virulencia, lo que ha
convertido a ciertas cepas en importantes agentes de infecciones comunitarias y

nosocomiales (Nasrollahian et al., 2024).

1.3.4.1 Fisiologia y metabolismo de Escherichia coli.

Fisiologicamente, Escherichia coli es un bacilo equipado con estructuras fisicas
altamente especializadas para la movilidad y la colonizacion. Su principal
caracteristica motriz es la presencia de flagelos peritricos, que actian como

pequenios motores alrededor de su cuerpo permitiéndole movilizarse agilmente
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hacia ambientes ricos en nutrientes o alejarse de zonas toxicas. Para anclarse
firmemente a los tejidos del huésped, como las paredes del tracto urinario o el
intestino, utiliza apéndices filamentosos llamados fimbrias o pili (Cheong et al.,
2024).

Escherichia coli presenta un rango de crecimiento que oscila entre temperaturas
minimas de 7-10 °C y méximas cercanas a 45 °C, con un crecimiento dptimo
entre 35 y 37 °C. En agar sangre, forma colonias grandes y opacas; ademas,
algunas cepas patdgenas pueden producir B-hemolisis, evidenciada por la
formacion de halos claros alrededor de las colonias debido a la lisis de los
eritrocitos. Si se siembra en agar MacConkey, las colonias se ven de color rosado
intenso o rojo oscuro, ya que la bacteria es una rapida fermentadora de la lactosa.
A simple vista, si se cultiva en el medio diferencial EMB (Eosina Azul de
Metileno), su rasgo mdas inconfundible y caracteristico es el desarrollo de
colonias oscuras con un brillante reflejo verde metalico, producto de su intensa
acidificacion del medio (Chen et al., 2024).

El metabolismo de Escherichia coli se caracteriza por su versatilidad y eficiencia
que le confiere ventajas adaptativas tanto en el medio ambiente externo como
dentro del hospedero. Al igual que Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli es
un bacilo anaerobio facultativo, con la capacidad de generar energia respirando
oxigeno cuando estd disponible, o mediante la fermentacion acido-mixta en
ambientes anoxicos, como el tracto gastrointestinal. Ademas presentan la
capacidad de sintetizar y secretar potentes sider6foros (como la enterobactina).
Estas moléculas de alta afinidad actiian secuestrando el hierro del hospedero, un
nutriente vital para sostener su rapida multiplicacion celular y asegurar la

progresion del cuadro infeccioso (Falcicchio et al., 2021; El-Mansi et al., 2021).

15



1.3.4.2 Ubicacion taxonémica
La clasificacion taxonomica de Escherichia coli se muestra a continuacion.
Dominio: Bacteria
Filo: Pseudomonadota
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli (Castellani & Chalmers, 1919)
Fuente: (Madigan et al., 2021).
1.4 Resistencia antimicrobiana
La resistencia a los agentes antimicrobianos constituye uno de los mayores desafios
clinicos y epidemiologicos asociados a las enterobacterias. La alta capacidad gendmica
de estos microorganismos, facilitada tanto por mutaciones cromosémicas espontaneas
como por la adquisicion de elementos genéticos a travez de plasmidos, transposones
(elementos genéticos moviles) e integrones (Davin-Regli et al., 2019), ha impulsado la
emergencia de cepas multidrogorresistentes, catalogadas actualmente como una amenaza
prioritaria para la salud publica global. En este escenario, la rapida expansion de enzimas
hidroliticas, como las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las cefalosporinasas
tipo AmpC y las carbapenemasas ha restringido drasticamente el arsenal terapéutico
disponible. Adicionalmente, la fuerte presion selectiva ejercida por el uso intensivo y
prolongado de antibidticos ha favorecido la persistencia y la diseminacion cruzada de
estos determinantes de resistencia entre nichos clinicos, veterinarios y ambientales

(Nordmann & Poirel, 2014).
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14.1

1.4.2

Bacterias multidrogorresistentes (MDR)

Las bacterias multidrogorresistentes (MDR) se definen como aquellos aislamientos

que exhiben resistencia, in vitro, frente almenos un agente antimicrobiano en tres o

mas categorias farmacoldgicas distintas. Esta categorizacion estandarizada es

esencial para estratificar la gravedad de la resistencia, e incluye niveles jerarquicos
superiores: las cepas extensamente resistentes (XDR), que mantienen sensibilidad
unicamente a una o dos familias de antibidticos, y las cepas panresistentes (PDR),
que muestran resistencia a todos los agentes antimicrobianos probados. La correcta
clasificacion de estos perfiles fenotipicos es un pilar fundamental para la vigilancia
epidemioldgica, la orientacion empirica de la terapia y la implementacion de

protocolos de contencidn en bioseguridad (Magiorakos et al., 2012).

B-lactamasas

Las pB-lactamasas representan el mecanismo de resistencia enzimatica mas extendido

y clinicamente relevante entre las bacterias gramnegativas. Estas enzimas hidrolizan

el anillo B-lactdmico, la estructura nuclear activa de esta familia de antibidticos,

inactivando la molécula e impidiendo su unidn a las dianas celulares. Provocando la

neutralizacion de la accion letal de penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos y

carbapenémicos (Bush & Bradford, 2020). Dependiendo de su espectro de hidrélisis

y su perfil de inhibicion, se subdividen en grupos de alto impacto:

e pB-lactamasas de espectro extendido (BLEE): Son capaces de degradar
eficientemente las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (como
cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona) y los monobactdmicos. Agrupan multiples
familias genéticas, entre las que destacan las variantes CTX-M, TEM y SHV,
consolidandose el linaje CTX-M como el predominante y de mayor propagacion

a nivel mundial (Legese et al., 2022).
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1.5

Cefalosporinasas tipo AmpC: Confieren un perfil de resistencia frente a
penicilinas, cefalosporinas de primera a tercera generacion y monobactamicos,
caracterizdndose por no ser inhibidas por bloqueadores clasicos como el acido
clavuldnico. Su sobreexpresion cromosémica es tipica en géneros como
Enterobacter, Citrobacter y Serratia, y frecuentemente coexisten en el mismo
microorganismo con enzimas BLEE o carbapenemasas, complicando
significativamente el fenotipo de resistencia (Garba et al., 2025).

Carbapenemasas: Constituyen el grupo enzimatico de mayor peligro clinico,
dado que inactivan a los carbapenémicos, farmacos bactericidas considerados de
ultima linea terapéutica. Integran diversas familias moleculares, como las serino-
carbapenemasas (KPC, OXA) y las metalobetalactamasas (NDM, VIM, IMP).
Debido a que sus genes codificantes se alojan predominantemente en elementos
genéticos altamente moviles, poseen una tasa de transferencia horizontal
sumamente agresiva, facilitando brotes epidémicos intrahospitalarios y
reduciendo al extremo las alternativas farmacologicas viables (Loucif et al.,

2022; Suay-Garcia et al., 2019).

Factores de virulencia en enterobacterias

Las bacterias han desarrollado diversos factores de virulencia que les permiten adaptarse
al huésped y aumentar su capacidad de producir enfermedad. Entre estos se incluyen
estructuras como fimbrias y cépsula, componentes de la membrana externa como los
lipopolisacaridos, sistemas de captacion de hierro (sideréforos), asi como toxinas y
mecanismos especializados de secrecion. En conjunto, estos elementos les facilitan
adherirse a los tejidos, evadir la respuesta inmunitaria, obtener nutrientes esenciales,
multiplicarse y diseminarse dentro del organismo, contribuyendo al desarrollo y gravedad

del proceso infeccioso (Bujnakova et al., 2022).
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1.5.1 Hemodlisis
La actividad hemolitica constituye un factor de virulencia para diversas
enterobacterias patdogenas. Mediante la secrecion de exotoxinas denominadas
hemolisinas, los microorganismos inducen la lisis de los eritrocitos del hospedador.
Este mecanismo no solo provoca dano tisular directo, sino que resulta
fisiologicamente fundamental para la adquisicion de hierro, un micronutriente
intracelular esencial para la supervivencia, metabolismo y proliferacién bacteriana
durante el proceso infeccioso (Pakbin et al., 2021).
Fenotipicamente, la capacidad litica y la expresion de estas toxinas se evalua in vitro
mediante el cultivo en agar sangre, donde se distinguen tres patrones clasicos de
interaccion (Tille, 2022):
Alfa-hemdlisis (a): Se manifiesta como una lisis parcial o incompleta de los
eritrocitos. Bioquimicamente, las enzimas bacterianas inducen la oxidacion de la
hemoglobina a metahemoglobina, lo que genera la formacion de un caracteristico
halo de coloracion verdosa alrededor de las colonias.
Beta-hemdlisis (B): Implica la destruccion total de los globulos rojos y la
degradacion completa de la hemoglobina. Macroscopicamente, este alto poder litico
se evidencia por la formacion de un halo translicido y marcadamente claro que rodea
el crecimiento bacteriano.
Gamma-hemolisis (y): Describe el fenotipo no hemolitico. Indica que el
microorganismo carece de enzimas liticas extracelulares activas contra los
eritrocitos, por lo que el medio de agar sangre permanece inalterado, sin zonas de

clarificacion ni cambios de color visibles.
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1.5.2

1.5.3

Produccion de proteasas (caseina y gelatina).

Las proteasas, como las caseinasas y gelatinasas, constituyen factores de virulencia
estratégicos para diversas enterobacterias patogenas.

Durante el proceso infeccioso, la secrecion de estas enzimas permite la hidrolisis de
proteinas estructurales tisulares y la inactivacion de componentes de defensa del
sistema inmunolégico del hospedador. Esta actividad proteolitica facilita la invasion
de tejidos, fomenta la colonizacion de las mucosas y asegura el suministro de
péptidos y aminoacidos libres, los cuales son esenciales para sostener el metabolismo
y la persistencia bacteriana en ambientes hostiles (Baral et al., 2024).

El fundamento bioquimico para evidenciar esta capacidad metabolica se basa en la
degradacion de sustratos proteicos macromoleculares. En el caso de la caseina (la
principal proteina lactea), su hidrolisis enzimatica provoca la ruptura de sus enlaces
peptidicos, lo que fisicamente transforma una matriz proteica opaca en compuestos
solubles y translucidos. De forma similar, la gelatinasa hidroliza la gelatina, una
proteina derivada de la degradacion del colageno, descomponiéndola en sus
subunidades de aminoacidos constituyentes. Desde una perspectiva patogénica, la
capacidad de un microorganismo para secretar estas exoenzimas se correlaciona
directamente con su potencial para degradar barreras anatdmicas y exacerbar el dafio
tisular durante la infeccion (Soujanya & Banashankari, 2023; Tille, 2022).
Produccion de lipasas

La produccion de lipasas bacterianas es un proceso metabdlico mediante el cual los
microorganismos sintetizan y secretan exoenzimas capaces de hidrolizar lipidos,
degrandandolos en acidos grasos libres y glicerol. En el contexto de la patogenicidad
bacteriana, la secrecion de estas enzimas constituye un factor de virulencia altamente

significativo. Al degradar los componentes lipidicos estructurales de las membranas
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celulares y las barreras mucosas del hospedador, las lipasas facilitan la invasion
tisular, la diseminacion de la infeccion y la evasion de los mecanismos de defensa
inmunologica. Paralelamente, la liberacion de estos acidos grasos provee al
microorganismo de una fuente de carbono y energia, favoreciendo su persistencia y
supervivencia (Mirbag et al., 2024).

El fundamento bioquimico para la deteccion fenotipica de esta actividad lipolitica se
basa en el cultivo de la cepa en medios solidos suplementados con sustratos lipidicos
sintéticos, como los ésteres de polioxietilensorbitan (p. ej., Tween 80). Cuando una
cepa bacteriana es productora de lipasa, la exoenzima hidroliza el enlace éster de
estos compuestos, liberando acidos grasos que reaccionan con cationes especificos
en el medio de cultivo. Esta interaccion genera la formacién de sales insolubles
(Jabones calcicos o lipidicos) que precipitan en la matriz del agar, evidenciandose
macroscOpicamente como un halo turbio u opaco alrededor del crecimiento
bacteriano, confirmando asi la capacidad litica de la bacteria (Hullur et al., 2022;

Tille, 2022).
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1.5.4 Produccion de biofilms (biopeliculas).
El biofilm (biopelicula) se define como comunidades microbianas altamente
estructuradas que se adhieren de forma irreversible a superficies bidticas o abidticas.
Estas poblaciones celulares se caracterizan por encontrarse inmersas en una matriz
protectora autogenerada de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), la cual esta
compuesta fundamentalmente por exopolisacaridos, proteinas y ADN extracelular.
Este complejo ecosistema, de naturaleza mono o polimicrobiana, desarrolla una
arquitectura tridimensional especializada que incluye canales acuosos para la
circulacion y el intercambio eficiente de nutrientes, agua y gases (Zhao et al., 2023).
Desde el punto de vista de la patogenicidad y la ecologia bacteriana, la formacion de
biofilm representa una estrategia de supervivencia crucial. Durante este proceso, los
microorganismos experimentan una profunda transicion fisioldgica desde un estado
de vida libre (planctonico) hacia un fenotipo adherido (sésil), lo que desencadena
cambios significativos en la expresion génica y una reduccion en la tasa metabolica.
Su importancia clinica y epidemiologica radica en su excepcional capacidad para
colonizar tejidos del hospedador, dispositivos médicos y nichos ambientales. Esta
estructura confiere a la comunidad bacteriana una resistencia intrinseca frente a
factores externos, la respuesta fagocitica del sistema inmunoldgico y la penetracion

de agentes antimicrobianos (Vestby et al., 2020; Zhao et al., 2023).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1 Area de estudio

Area de procedencia de la muestra.

- Las muestras fueron recolectadas a partir de hisopados cloacales de paloma
(Columba livia) en el distrito de San Sebastidn-Cusco-2025.

Area de procesamiento

- Las muestras de hisopado cloacal de paloma (Columba livia) fueron procesadas
en el Pabellon 06 salon 212 de la Escuela Profesional de Biologia en la

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco en la ciudad de Cusco.

2.2 Materiales

2.2.1

2.2.2

Material bioldgico.

e Muestras de hisopados cloacales de 96 ejemplares de palomas (Columba livia).

Cepas control

e Cepa ATCC 25922 de Escherichia coli (Control negativo).

e C(Cepa BAA 2814 de Klebsiella pneumoniae (Control positivo para fenotipo de
KPCO).

e C(Cepa BAA 2146 de Klebsiella pneumoniae (Control positivo para fenotipo de
MBL).

e (Cepa ATCC 25923 de Staphylococcus aureus (Control positivo para fenotipo de
a-hemolisis y lisis de gelatina).

e Cepa ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa (Control positivo para fenotipo
de lisis de caseina).

e C(Cepa ATCC 13525 de Pseudomonas fluorescens (Control positivo para

produccion de lipasas y biofilm).
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2.2.3

Material de laboratorio o gabinete.

Equipos:

Autoclave modelo (Austester modelo 437.P).

Balanza Analitica (Ohaus modelo E11140).

Cabina de Bioseguridad (Telstar BIO-1I-A modelo 21740).
Congeladora a -20°C (Double Action Clodex modelo Ch10).
Congeladora a -80°C (Fiocchetti modelo ULV0481).

Espectrofotometro (Thermo Scientific modelo 6132YP102346)

Equipo Lector de Placas de ELISA.
Horno Pasteur (Binder modelo ED 115 E2).

Incubadora (Binder modelo ED 11 E2).

Reactivos:

NaCl 0.85%.

Reactivo Kovacs.

Cristal violeta al 1%.

Solucion tampon fosfato (PBS).
Etanol al 96%.

Metanol.

Ceftriaxona 1g (Sigma-Aldrich)

Meropenem 1g (Ronem)

Medios de Cultivo

Caldo Selenito (BD)
Caldo Brain Heart Infusion - BHI (Merck).
Agar MacConkey (Merck).

Agar Mueller Hinton (Merck).
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- Agar triple sugar iron - TSI (Merck).

- Lysine iron agar - LIA (Merck).

- Agar movilidad indol ornitina - MIO (Merck).

- Agar citrato de Simmons (Himedia).

- Agar urea (Oxoid).

- Agar base sangre (Merck).

- Agar Tween 80 (Merck).

- Agar bacteriologico (Merck).

- Caldo malonato (Oxoid).

- Caldo Rojo Metil-Voges Proskauer — RM-VP (Britania).
Discos de Sensibilidad para deteccion de pB-lactamasas de espectro extendido
(BLEE)

- Cefepime 30ug (CPM) (Bioanalyse).

- Cefotaxima 30pg (CTX) (Bioanalyse).

- Ceftriaxona 30ug (CRO) (Bioanalyse).

- Ceftazidima 10ug (CAZ) (Bioanalyse).

- Aztreonam 30ug (ATM) (Bioanalyse).

Discos de Sensibilidad para Deteccion de Carbapenemasas
- Ertapenem 10pg (ETP) (Bioanalyse).

- Imipenem 10pg (IPM) (Bioanalyse).

- Meropenem 10ug (MEM) (Bioanalyse).

Inhibidores de B-lactamasas

- Amoxicilina/Acido Clavulanico 20/10 pg (AMC) (Bioanalyse).
- Acido Boronico 300ug (APB) (Bioanalyse).

- Acido Etilendiaminotetracético 750pug (EDTA) (Bioanalyse).
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Material de Vidrio:

— Tubos con tapa rosca de 5 ml.

— Probeta de 100 ml.

— Frasco de 500 ml.

— Frasco de 1000 ml.

— Placas Petri 100mm.

Otros Materiales:

- Hisopos de Nylon estéril de 150 mm x 15mm.
- Equipo de Proteccion Personal (EPP).
- Jaula trampa Tomahawk.

- Pinzas estériles.

- Asadesiembrade 1 uly 10 pL.

- Aguja de siembra.

- Mechero Bunsen.
- Vernier Caliper.

- Tips de 100 pl y 1000 pL.

- Placas de ELISA para cultivo celular de 96 pocillos (NEST).
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2.3 Tipo de investigacion

El presente estudio corresponde a una investigacion descriptiva-transversal de enfoque

mixto.

231

2.3.2

233

Linea de investigacion

Lineas de Investigacion de Microbiologia e Inmunologia segun resolucion N° 691-
2024-UNSAAC.

Lugar de ejecucion.

La investigacion se realizo en el laboratorio institucional de microbiologia e
inmunologia (LIMI) en el pabellon 06.

Descripcion del area de estudio

El muestreo se realizé en el periodo de marzo-abril, con un tiempo de ejecucion que
duro hasta el periodo de noviembre del 2025, en el distrito de San Sebastian en la
provincia de Cusco, que se encuentra ubicada exactamente en latitud 13° 32' 5"S y
en longitud 71° 54' 26"O, con una altitud aproximada de 3250 de altitud (ver figura
3).

El presente estudio fue autorizado y aprobado por la municipalidad Distrital de San
Sebastian (Anexo 6), SERFOR (Anexo 7) y el Comité de Bioética Institucional de la

UNSAAC (Anexo 8).
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235

Muestreo probabilistico

Al no contar con una base de datos o registros con la poblacién exacta de palomas
(Columba livia) en el lugar de muestreo, la determinacion del tamafio muestral se
determind por la utilizacion de la férmula para poblaciones infinitas o desconocidas.

Z2Xpxq
n=————
e

Donde:

n = tamafio de muestra

Z. = Nivel de confianza (95% = 1.96)

P Yy q = Probabilidad a favor y probabilidad en contra (p =5% y q =5%)
e = limite de error muestral (10%)

1962 X 0.5 0.5
n= 012

= 96 ejemplares de palomas

Criterios para la seleccion de los puntos de muestreo

Los puntos de muestreo se seleccionaron, mediante observacion de la sobrepoblacion
de palomasy mayor concurrencia de personas en puntos de recojo de residuos
solidos, esquinas de calles en zonas urbanas del distrito de San Sebastian, mercados
y el ex-botadero de San Antonio, las cuales fueron capturadas en 5 lugares distintos

del distrito de San Sebastian, ver Tabla 21 y Figura 3.
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Figura 3
Mapa de los puntos de muestreo de palomas (Columba livia) en el distrito de San Sebastian
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2.4 Métodos y fundamentos
2.4.1 Caracteristicas de los puntos de muestreo
Las palomas (Columba livia) fueron capturadas en 5 puntos de muestreo ubicados en
el distrito de San Sebastidn, para asegurar la representatividad del muestreo (ver
Tabla 1 y Figura 4). Estos se caracterizaron principalmente por la alta sobrepoblacion
de palomas y puntos de acumulacién de residuos so6lidos.

Tabla 1 Caracteristicas de los puntos de muestreo en el distrito de San Sebastian

Ubicacién Descripcion
UTMX UTMY

Punto de Muestreo

Caracterizada por alto flujo peatonal y altas
Plazoleta Micaela actividades comerciales, con areas de
A . 185141.58 8501377.29  descanso y zonas de recoleccion de residuos
Bastidas o .
solidos, lo que favorece la presencia
constante de palomas (Columba livia).

El sitio de muestreo se caracterizé por ser una
zona sin pavimentacion y zona de recojo de
basura, favoreciendo la formacion de lodo

p Drolongacion o) 100 41 8502516.59 mezclado con residuos s6lidos en épocas de
Calle Bolivar ) "
lluvias, con alta poblacion de palomas que
utilizan las viviendas aledafias como
refugios.
El muestreo se realizé en zonas aledafias del
ex-Botadero San Antonio, que se caracteriza
C Ex-botadero. de 18348971  8500548.89 PO la presencia. de varias - zonas de
San Antonio acumulacion de residuos sélidos favorecidas
por la actividad cotidiana y el crecimiento
poblacional
Caracterizada por una actividad de comercio
Alrededor del elevada, asi como la presencia de puestos de
D Mercado Santa  183967.36  8502065.69 YCnt@ de alimentos frescos y productos
preparados, los cuales hacen que alrededor
Rosa ;
del mercado se generen varias zonas de
acumulacion de residuos so6lidos.
También presenta un alto flujo comercial,
Alrededor del ademas de puestos de venta de alimentos
E Mercado Virgen  183149.59 850319529 (comidas preparadas), -generando varias
del Carmen zonas de acumulacion de residuos sélidos en

sus alrededores, donde se acumulan palomas
(Columba livia)
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Figura 4
Puntos de muestreo donde se realizaron la captura de palomas (Columba livia) en
el distrito de San Sebastian.

Nota: A: Plazoleta Micaela Bastidas, B: Prolongacion Calle Bolivar, C: ex-botadero
San Antonio, D: Alrededor del Mercado Santa Rosa, E: Alrededor del Mercado Virgen
del Carmen.

2.4.2 Captura de palomas (Columba livia)

La captura se efectud en cinco puntos de muestreo del distrito de San Sebastian
como se muestra en la Tabla 2 y Figura 3, capturando entre 18 a 21 ejemplares
por cada punto de muestreo.

Para el trampeo, se emplearon jaulas trampa tipo Tomahawk, utilizando como
cebo una mezcla de maiz entero, semillas de girasol y migas de pan, junto con
una fuente de agua. Estos elementos se colocaron en el interior de los
dispositivos durante las primeras horas de la mafiana. El cebo se distribuyo6 desde
la entrada hacia el fondo de la jaula para incentivar el ingreso de las aves. Una
vez que las palomas se habituaron a la estructura, se procedi6 al cierre de la
compuerta mediante un mecanismo de activacion manual, logrando asi la
captura segura de los ejemplares de palomas (Columba livia) (Tomahawk,

2020).
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Tabla 2
Puntos de muestreo de palomas (Columba livia) en el distrito de San Sebastian.

Puntos de muestreo = Descripcion del punto de muestreo UTMX UTMY

A (Primer Punto) Plazoleta Micaela Bastidas 185141.575 | 8501377.295
B (Segundo Punto) Prolongaciéon Calle Bolivar 182188.413 | 8502516.586
C (Tercer Punto) Ex-botadero de San Antonio 183489.707 | 8500548.881
D (Cuarto Punto) Alrededor del Mercado de Santa Rosa 183967.364 | 8502065.692

E (Quinto Punto) Alrededor del Mercado Virgen del Carmen | 183149.593 @ 8503195.285

Marcaje y liberacion de las palomas (Columba livia)

Previo a la liberacion, se realizO un marcaje preventivo siguiendo las
recomendaciones técnicas del Dr. José Antonio Ochoa Camara. Este procedimiento
consistid en el recorte de una seccidon especifica de las plumas de una de las alas,
empleando un patrén diferenciado para cada punto de muestreo. Este método de
marcaje no interfirié con la capacidad de vuelo ni el bienestar de las aves, y permitio
asegurar la exclusion de ejemplares previamente capturados en muestreos
posteriores (Figura 5).

Se repitid el mismo protocolo de identificacion con la totalidad de los ejemplares de
palomas (Columba livia) capturadas.

Para el procesamiento de las muestras y el examen clinico, las palomas (Columba
livia) fueron transportadas en contenedores de carton ventilados hacia el Laboratorio
Institucional de Microbiologia e Inmunologia de la universidad en el pabellon 06,
garantizando condiciones adecuadas de bioseguridad y bienestar animal durante el

traslado.
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Figura S
Marcaje de palomas (Columba livia), siguiendo un patron de corte en las alas.

Fuente: Ochoa J. A. (2024)

33



2.4.3 Aislamiento de enterobacterias a partir de hisopados cloacales de palomas

(Columba livia).

A. Toma de Muestra de heces de paloma (Columba livia).

Sujecion y exposicion: Para el abordaje de la muestra, se procedido a la
inmovilizacion de cada ejemplar mediante la técnica de sujecion manual. Este
procedimiento permitid la restriccion fisica segura del ave, dejando expuesta la
cavidad cloacal para su manipulacidn, siguiendo los protocolos de bienestar y
manejo aviar (Ghanem, 2023).

Instrumental y preparacion: La toma de muestra se realizO mediante un
hisopado cloacal a una profundidad de 2 cm, empleando dos hisopos de nylon
(150 mm x 5 mm) por cada ejemplar. Los hisopos fueron previamente
humedecidos con solucion salina fisioldgica estéril para facilitar el ingreso y
maximizar la recuperacion de material biologico (Morales Cauti et al., 2021).
Ejecucion del hisopado: Se realizé un frotis en la regién cloacal mediante
movimientos rotatorios suaves y constantes. Se aseguro el contacto directo con
la mucosa interna para la obtencion de una carga representativa de materia fecal,
evitando en todo momento generar lesiones o estrés innecesario en el tejido

cloacal del ave (ver Figura 6).
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Figura 6
Recoleccion de muestras de hisopado cloacal de palomas (Columba livia) procedentes
del distrito de San Sebastian.

B. Enriquecimiento y cultivo de enterobacterias.

o Inoculaciéon: Ambos hisopos con el material fecal recolectado se introdujeron
en tubos de ensayo conteniendo 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) como
medio de enriquecimiento no selectivo, y en caldo Selenito para favorecer la
recuperacion selectiva de géneros como Salmonella spp. y Shigella spp.

e Incubacion: Tras ser debidamente rotulados, ambos caldos se incubaron en
condiciones de aerobiosis a 37 °C durante 24 horas para permitir la reactivacion

metabolica y proliferacion bacteriana.
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C. Siembra y aislamiento en medios de cultivos de enterobacterias.

A partir de de los caldos de enriquecimiento (BHI y selenito) se sembro 10 pL por

extension en superficie en tres variantes de agar MacConkey bajo las siguientes

condiciones:

e Agar MacConkey sin suplemento: A partir de los caldos BHI y Selenito, se
sembro una alicuota de 10 pL por extension en superficie con el fin de observar
el crecimiento de enterobacterias totales presentes en las muestras de hisopados
cloacales de palomas.

e Agar MacConkey suplementado con ceftriaxona (CRO) 4 mg/L: Se emple6
la concentracion sugerida por Jacob et al., (2020). A partir de los caldos de
cultivo, se sembro una alicuota de 10 pL por extension en superficie con el
objetivo de aislar y seleccionar cepas de enterobacterias con resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion.

e Agar MacConkey suplementado con meropenem (MEM) 1 mg/L:
Utilizando la concentracion de referencia de Githii et al. (2024), A partir de los
caldos de cultivo, se sembro alicuota de 10 uL por extension en superficie, que
permitio el aislamiento y seleccion de cepas de enterobacterias con resistencia a
carbapenémicos (fenotipo presuntivo de produccion de carbapenemasas).

D. Identificacion bioquimica de cepas

La identificacion taxondmica de las enterobacterias con fenotipo de resistencia se

realizo de acuerdo con los criterios actualizados del Bergey's Manual of Systematics

of Archaea and Bacteria (Parte et al., 2024). Para la caracterizacion a nivel de
especie, se empleo una bateria de pruebas bioquimicas convencionales que incluyo:

e Diferenciacion de utilizacion de aziicares y aminoacidos: Agar hierro triple

azucar (TSI) y agar lisina hierro (LIA).
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e Pruebas metaboélicas y de sustratos: Agar urea (Urea de Christensen), Citrato
(Citrato de Simmons) y la serie de pruebas IMViC (Indol, Rojo de metilo,
Voges-Proskauer y Citrato).

e Actividad enzimatica y movilidad: Medio MIO (Movilidad-Indol-Ornitina).

e Prueba de confirmacion genérica: Se utilizo el caldo malonato como prueba
complementaria para aquellos aislamientos con compatibles con el género
Klebsiella, permitiendo su diferenciacion bioquimica definitiva frente a otros
géneros de la familia Enterobacteriaceae.

2.4.4 Determinacion de la resistencia a pB-lactamicos, empleando el método Kirby-
Bauer.
El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, 2025), recomienda un
procedimiento de dos etapas para la deteccion de la resistencia a B-lactdmicos. La
primera etapa consiste en la evaluacion de la sensibilidad frente a diversos -
lactdmicos indicadores, mientras que la segunda corresponde a las pruebas
confirmatorias para identificar fenotipos productores de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas (Husna et al., 2023).
Las pruebas confirmatorias se basaron en métodos de difusion con discos, empleando
ensayos de sinergia de doble disco y discos combinados de acuerdo con las
directrices actualizadas del documento (CLSI, 2025).
A. Método de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton para la deteccion de B-
Lactamasas de espectro extendido (BLEE)
El cribado inicial para la deteccion de BLEE se realiz6 utilizando cefalosporinas
indicadoras y un monobactamico: cefotaxima (30ug), ceftriaxona (30ug),
ceftazidima (30ug) y aztreonam (30ug) siguiendo las directrices del (CLSI,

2025). El procedimiento se ejecutd bajo los siguientes criterios:
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Preparaciéon del inéculo: Se prepararon suspensiones bacterianas en
solucion salina estéril a partir de cultivos puros en agar MacConkey. La
turbidez se ajust6 a una Densidad Optica (D.Og2sum) entre 0.08 y 0.13, medida
por espectrofotometria, equivalente al estandar 0.5 de McFarland.
Inoculacién: Las suspensiones se distribuyeron uniformemente en placas de
agar Mueller-Hinton mediante la técnica de siembra por diseminacion en
superficie con hisopos de algodon estériles, rotando la placa para asegurar
una confluencia total.

Discos de sensibilidad e incubacién: Se colocaron los discos de antibioticos
mencionados siguiendo las recomendaciones del CLSI. Las placas se
incubaron a 37 °C durante un periodo de 18 a 24 horas antes de la lectura de

los halos de inhibicidn.

B. Método de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton para la deteccion de

carbapenemasas.

Para la identificacion presuntiva de cepas productoras de carbapenemasas, se

evalud la susceptibilidad a los carbapenémicos de referencia: ertapenem (10ug),

meropenem (10ug) e imipenem (10ug), siguiendo las directrices del (CLSI,

2025).

Preparacion e inoculacion: Se sigui6 el mismo protocolo de estandarizacion
del in6culo (0.5 McFarland) y siembra por diseminacion en superficie en agar
Mueller-Hinton descrito anteriormente.

Discos de sensibilidad e incubacion: Se emplearon discos de meropenem
(10ug), ertapenem (10ug) e imipenem (10ug). Tras la colocacion de los

discos, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. La interpretacion de los
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resultados se realiz6 comparando los didmetros de los halos de inhibicién con
los puntos de corte establecidos por el manual (CLSI, 2025).
C. Lectura del antibiograma
e Medicion de halos: Tras el periodo de incubacion, se procedi6é a medir el
diametro de los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano. Para
garantizar la precision de los resultados, las mediciones se realizaron
empleando un calibrador digital (Vernier), registrando los valores en
milimetros (mm).
e Categorizacion clinica: Los didmetros obtenidos fueron interpretados y
categorizados en tres niveles: Sensible (S), Intermedio (I) y Resistente (R).
Esta clasificacion se realizd estrictamente bajo los puntos de corte
establecidos en las directrices actualizadas del manual (CLSI, 2025) (Ver
Anexo 5).
2.4.5 Confirmacion fenotipica de resistencia a - lactamicos.
La fase confirmatoria se llevé a cabo unicamente en aquellos aislamientos que
mostraron resultados positivos en el cribado inicial. Esta etapa implicod el uso de
pruebas de sinergia con inhibidores especificos para la identificacion de B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas (Husna et al., 2023).
A. Confirmacion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).
Método de Jarlier (1988)
Técnica basada en la sinergia de doble disco, la cual sigue las pautas establecidas
por el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana
(EUCAST) (Husna et al., 2023). Es el método fenotipico confirmatorio mas
utilizado para la detecciéon de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE),

teniendo en cuenta que posee pautas establecidas por el Comité Europeo de

39



Pruebas de Susceptibilidad a los antimicrobianos (EUCAST) (Husna et al.,
2023).

Para el desarrollo del método se utilizaron discos de: Ceftazidima (30ug),
Ceftriaxona (30ug), Cefepime (30ug), Aztreonam (30ug) y Amoxicilina/Acido
Clavulanico (20/10ug) (Herrera y Vallejos, 2020).

e Preparacion e inoculacién: Se prepard una suspension bacteriana ajustada
a una D.Ogsnm entre 0.08 y 0.13 (estandar 0.5 de McFarland) medidas en
espectrofotometro. El inoculo se distribuyd de forma homogénea sobre la
superficie de agar Mueller-Hinton en tres direcciones, permitiendo un
secado de 5 minutos.

e Disposicion de los discos: Se colocd el disco de amoxicilina/acido
clavulanico (inhibidor) en la parte central de la placa. A una distancia de 20
a 25 mm (de centro a centro), se dispusieron los discos de las cefalosporinas
y el aztreonam de forma circular. Las placas se incubaron a 37 °C por un
periodo de 18 a 24 horas.

e Interpretacion: La presencia de BLEE se confirm6 mediante la observacion
del "efecto de sinergia" (formacion de una imagen en "huevo" o "punta de
flecha") entre el halo del inhibidor y los discos de los sustratos B-lactdmicos.

B. Confirmacion fenotipica de carbapenemasas.

Para la caracterizacion de carbapenemasas se emplearon métodos de sinergia de

doble disco utilizando acido fenilborénico (APB) y EDTA, técnicas que

presentan una alta sensibilidad y especificidad del 92% y 94% respectivamente

(Villegas et al., 2019).
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a) Sinergia con doble disco con Acido Boronico (APB)
Utilizado para la deteccion de carbapenemasas de Clase A (Clasificacion de
Ambler). Siguiendo el manual de Miranda (2018), se colocé un disco de APB
(300ug) en el centro de la placa de agar Mueller-Hinton, flanqueado por
discos de imipenem 10ug) y meropenem (10ug) a una distancia de 20 mm.
Los positivos presentaron una sinergia positiva (un incremento en el halo de
inhibiciéon hacia el disco del inhibidor entre el inhibidory los discos
carbapenémicos).
b) Sinergia con doble disco con Acido Etilendiaminotetracetico (EDTA)
Empleado para la deteccion de metalobetalactamasas (Clase B de Ambler).
De acuerdo con el manual de Miranda (2018), se coloc6 un disco impregnado
con EDTA (750ug) en posicion central y, a una distancia de 15 mm, se
ubicaron los discos de imipenem (10ug) y meropenem (10ug). La presencia
de sinergia entre el inhibidor y los carbapenémicos confirm¢é la produccion
de enzimas de clase B.
2.4.6 Determinacion fenotipica de factores de virulencia

La determinacion de los factores de virulencia se realiz6 evaluando inicamente a los

aislamientos que presentaron un fenotipo de resistencia a -lactdmicos, confirmados

previamente por su crecimiento en agar MacConkey suplementado con ceftriaxona

(CRO) o meropenem (MEM). En estas cepas seleccionadas, se evaluaron factores

determinantes en la patogenicidad, tales como la formacion de biopelicula (biofilm),

el fenotipo de hipermucoviscosidad. (Hussain et al., 2019), la produccion de

hemolisinas (Hasan & Ibrahim, 2022), lipasas (Trusca et al., 2023), caseina (Hullur

y otros, 2022) y gelatina (Temel & Erac, 2022).
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A. Produccion de hemolisina
Se emple6 el método de lisis en agar sangre (Pakbin et al., 2021). Las cepas se
inocularon en agar sangre al 5% (sangre de cordero) y se incubaron a 37 °C por 24
horas. La actividad se clasifico como a-hemolisis (halo verdoso/oxidacion de
hemoglobina), B-hemolisis (halo transparente/lisis total) y y-hemolisis (ausencia de
lisis).
Se utlizo como control positivo para B-hemolisis la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y como control positivo para a-hemolisis la cepa de Streptococcus
Spp.

B. Hidrolisis Tween 80
Siguiendo a Hullur et al. (2022), se realiz6 una puncidon en medio agar suplementado
con Tween 80. Tras una incubacion de cinco hasta siete dias a 37 °C, la formacion
de un halo opaco alrededor del punto de inoculacion se consideré6 como reaccion
positiva para la produccion de lipasas.
Se utlizo como control positivo se utilizo la cepa de Pseudomonas fluorecens ATCC
13525.

C. Hidrolisis de caseina.
Se evalud la produccion de proteasas mediante la formacion de halos de
transparencia en agar leche al 1% (Hullur et al., 2022). Las placas se inocularon y
se incubaron a 37 °C por 72 horas; se registré6 como positivo aquel crecimiento que
presentd una zona de lisis clara alrededor de la colonia.
Se utlizo como control positivo se utilizo la cepa de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853
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D. Hidrdlisis de gelatina

Se evalu6 la capacidad de produccion de gelatinasa mediante el método de

precipitacion en medio so6lido suplementado con gelatina al 3%, siguiendo el

protocolo de Temel & Erac, (2022).

Se utlizo como control positivo se utilizo la cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923.

e Inoculacion e incubacion: Las cepas se inocularon por estria en placas de agar
nutritivo con gelatina al 3% y se incubaron a 37 °C durante 48 horas.
Posteriormente, las placas se refrigeraron a 4 °C para estabilizar el medio antes
del revelado. (Temel & Erac, 2022).

e Revelado de la prueba: Se utilizé una solucion 4cida de cloruro de mercurio
(reactivo de Frazier), compuesta por 15 g de HgCl,, 20 mL de acido clorhidrico
(HC1) concentrado y 100 mL de agua destilada.

e Interpretacion: Las placas se inundaron con 8 a 10 mL del reactivo. La
formacion de una zona clara o halo de transparencia alrededor del crecimiento
bacteriano, sobre un fondo opaco debido a la precipitacion de la gelatina por el
reactivo, se registrd6 como un resultado positivo para la hidrolisis de gelatina.

E. Deteccion de biofilm

La capacidad de formacion de biofilm se evalu6 mediante el método de

microtitulacioén en placas de 96 pocillos con tincion de cristal violeta, siguiendo el

protocolo de Castro et al. (2022) con las adaptaciones para superficies de
poliestireno de Cho et al. (2022) ampliamente usada en estudios de Escherichia coli

y Klebsiella. Esta metodologia permiti6 cuantificar la biomasa adherida y clasificar

los aislados segtin su intensidad de formacion de biofilm (Moreno et al., 2022).

Se utlizo como control positivo la cepa de Pseudomonas fluorecens ATCC 13525.
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Preparacion del indculo: A partir de colonias frescas cultivadas en agar
Mueller-Hinton, se prepard una suspension bacteriana en solucioén esteril
ajustada a una D.Os2smm, entre 0.08 y 0.13 (equivalente a 0,5 unidades
McFarland), medida en espectrofotometro.

Dilucion en caldo: Se tomaron 50 uL de la suspension ajustada y se inocularon
en 4,95 mL de caldo BHI, obteniendo una dilucion 1:100.

Siembra en microplaca: En placas de poliestireno de 96 pozos se dispensaron
200 pL de la diluciéon 1:100 en tres pocillos por cada aislamiento. La primera
fila se cargd con 200 pL de BHI sin indculo, como control negativo.
Incubacion: Las placas se sellaron con Parafilm para evitar la evaporacion y se
incubaron a 35 £ 2 °C durante 24 horas.

Lavado: Transcurrido el tiempo de incubacién, se decant6é cuidadosamente el
contenido de cada pocillo y se lavd tres veces con solucion tampén fosfato (PBS,
pH 7,4) para retirar células no adheridas, dejando secar al aire por 30 minutos.
Fijacion: Se anadieron 200 pL de metanol a cada pocillo y se dejo actuar 15—
30 min. Posteriormente se decanto y se realizé un lavado rapido con PBS.
Tincion: Se agregaron 200 pL de cristal violeta al 1 % y se dejo en contacto 15—
30 min. Se decanto el colorante y se lavo tres veces con PBS hasta eliminar el
exceso y se dejaron secar.

Solubilizacién y lectura: Se afiadieron 200 pL de etanol al 96 % a cada pocillo
y se dejoé actuar 5-30 min hasta solubilizar el colorante fijado al biofilm. La
absorbancia se leyo en lector de ELISA a 492 nm (o entre 570-595 nm segun la
disponibilidad del equipo), registrando el valor medio de los tres pocillos por

aislamiento.

44



¢ Determinacion del punto de corte (ODc): La OD de corte se definié como:
(OD¢) = media de OD de los controles negativos + 3 desviaciones estandar.
e (lasificacion de la capacidad de formacion de biofilm (Deka, 2014):

— No adherente: OD; < OD,
— Débilmente adherente: OD. < OD¢ <2 x OD,
— Moderadamente adherente: 2 X OD. < OD{< 4 x OD,

— Fuertemente adherente: 4 x OD. < ODx
Fuente: (Moreno et al., 2022).

F. Hipermucoviscosidad
Para identificar cepas con fenotipo de hipermucoviscosidad (Hv), se realiz6 el String
Test (Hullur et al., 2022). Los aislados se cultivaron en agar sangre de cordero al
5% a 37 °C por 24 horas. Se utiliz6 un asa de siembra para realizar la prueba de hilo,
cuando la colonia presentaba una filancia mayor a 5 mm; la prueba se consideraba

positiva, lo que indicaba la presencia del fenotipo de hipermucoviscosidad.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Aislamiento de enterobacterias a partir de hisopados cloacales de palomas (Columba
livia)
3.1.1 Distribucion general de las palomas muestreadas

Se determind la distribucion general de las 96 palomas (Columba livia) muestreadas
sobre la base de sus caracteristicas fenotipicas, lo que permitio agruparlas por grupo
etario y sexo; ademas se considerd la procedencia geografica de cada paloma (ver
Tabla 3).

Tabla 3
Distribucion de las palomas segun sexo y grupo etario.

Distribucion general de las palomas Total
n=9 %
Género Macho 58  60.4
Hembra 38 39.6
Juvenil 39  40.6
Edad
Adulto 57 594
Punto A Plazoleta Micaela Bastidas 19 19.8
Punto B Prolongacion Calle Bolivar 18 18.8
Punto de Muestreo Punto C Ex-botadero de San Antonio 21 219
Punto D Alrededor del Mercado Santa Rosa 19 19.8

Punto E  Alrededor del Mercado Virgen del Carmen 19 19.8

La Tabla 3 resume las caracteristicas demograficas de las palomas (Columba livia)
capturadas en los cinco puntos de muestreo del distrito de San Sebastian. Del total
de la poblacion evaluada (n=96), se observo una marcada predominancia de machos
(60.4%) sobre las hembras (39.6%). Esta distribucion sexual se mantuvo consistente
en la mayoria de las zonas intervenidas, siendo particularmente acentuada en el
entorno del Mercado Virgen del Carmen, donde la proporcion de machos alcanzé su

valor maximo con un 68.4%.
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3.1.2

En cuanto a la estructura etaria, la poblacion estuvo compuesta mayoritariamente por
individuos adultos (59.4%), mientras que los ejemplares juveniles representaron el
40.6%. El anélisis por puntos de muestreo reveld que el grupo adulto prevalecié en
casi todas las locaciones, destacando nuevamente el sector del Mercado Virgen del
Carmen, donde el 78.9% de las capturas correspondieron a esta categoria. En
contraste, una mayor frecuencia de individuos juveniles se registr6 en zonas de
disposicion o acumulacion de residuos, especificamente en la Prolongacion Calle
Bolivar y el ex-botadero de San Antonio.

Esta composicion demografica, caracterizada por una presencia mayoritaria de
machos adultos, refleja las dinamicas poblacionales propias de cada zona y el
comportamiento gregarismo de la especie en éareas con alta disponibilidad de
alimento. Desde una perspectiva epidemiologica, la representatividad de ambos
sexos y de distintos grupos etarios en la muestra es fundamental, ya que permite
inferir que la colonizacion por enterobacterias resistentes a B-lactdmicos es un
fenomeno transversal en la poblacion de palomas urbanas, independientemente de
sus caracteristicas biologicas individuales (Garcia, 2016; Sanchez, 2019). Este
hallazgo refuerza el rol de Columba livia como un reservorio ambiental constante y
un vector efectivo en la diseminacion de genes de resistencia dentro del ecosistema
urbano (Beleza et al., 2024).

Aislamiento de enterobacterias y crecimiento diferencial a partir de medios
selectivos por punto de muestreo

Para el aislamiento de enterobacterias, se sembraron a partir de los caldos BHI (Brain
Heart Infusion) y caldo selenito con crecimiento, en agar MacConkey bajo tres
condiciones: una placa de agar Macconkey sin suplementos de antibioticos para

recuperar enterobacterias generales y placas selectivas de MacConkey
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suplementadas con ceftriaxona (CRO, 4 mg/L) y meropenem (MEM, 1 mg/L), para
el aislamiento selectivo de enterobacterias con fenotipo, tal como se detalla en la
Tabla 15 hasta la Tabla 19 segun punto de muestreo (Ver Anexo 1).

De manera general, los cultivos en agar MacConkey sin suplementos de antibioticos,
provenientes de enriquecimiento en caldo BHI, registraron un crecimiento bacteriano
en todos los puntos de muestreo, lo que confirma una alta carga de enterobacterias
en la microbiota cloacal de las palomas evaluadas. No obstante, los cultivos de agar
MacConkey sin suplemento de antibidticos, derivados del caldo selenito presentaron
una recuperacion bacteriana menor, y en algunos casos nula, motivo por el cual estos
valores se excluyeron de las tablas de recuento general.

En el punto de muestreo A (Tabla 15), se evidencio crecimiento de enterobacterias
en agar MacConkey sin suplementos de antibioticos en el 100 % (19/19) de las
muestras; en el agar MacConeky suplementado con ceftriaxona el crecimiento fue
del 68.42 % (13/19) y en el agar MacConkey suplementado con meropenem, dolo el
31.58 % (6/19). Estos resultados sugieren la existencia de subpoblaciones con
resistencia fenotipica a cefalosporinas de tercera generacion y a carbapenémicos, lo
cual es consistente con la caracterizacion molecular de Meriem et al. (2023), sobre
la presencia de BLEE y carbapenemasas en aislados de palomas. Cabe destacar que
el desarrollo de colonias en presencia de meropenem en este punto podria estar
vinculado a la proximidad de centros hospitalarios; la descarga de residuos médicos,
farmacéuticos y otros efluentes contaminados con sustancias quimicas y bacterias
resistentes que contribuyen significativamente a la presion selectiva en el entorno de
este punto de muestreo (Dementieieva et al., 2022).

Por su parte, el punto By C (Tabla 16 y 17), se observo crecimiento en el medio de

agar MacConkey sin suplemento de antibidticos en el 100 % de las muestras en
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ambos puntos, mientras que bajo la presion de ceftriaxona el crecimiento fue del
4444 % (8/18) y 52.38 % (11/21) respectivamente. No hubo crecimiento en
presencia de meropenem, lo que indica una amplia circulacion de fenotipos
resistentes a cefalosporinas, pero sin evidencia de resistencia a carbapenémicos en
estos sitios especificos.

En los puntos D y E (Tablas 18 y 19) en agar MacConkey sin suplemento de
antibioticos, se crecimiento fue del 89.47 % (17/19), 94.74 % (18/19) respectiaemnte.
Bajo la presion de MacConkey suplementado con ceftriaxona, se determino
crecimiento en el 42.11 % (8/19) en el punto D y 52.63 % (10/19) en el punto E
respectivamente, lo que sugiere la presencia cepas capaces de resistir a antibidticos
de importancia critica clinica.

Finalmente, la capacidad de estas enterobacterias de proliferar en agar MacConkey
suplementado con CRO (4 mg/L) y, en menor proporcion, con MEM (1 mg/L),
parece estar estrechamente relacionada con las caracteristicas ecologicas del lugar de
captura, principalmente en zonas de acumulacion de residuos sélidos y éareas
influenciadas por los efluentes de aguas residuales del rio Huatanay. En conjunto,
estos resultados reafirman que las palomas (Columba livia) actian como reservorios
y vectores de enterobacterias en altas concentraciones, albergando fracciones
poblacionales bacterianas capaces de resistir a antibioticos bajo presion ambiental
(Beleza et al., 2024; Dolka et al., 2020).

Estos hallazgos subrayan la urgencia de implementar medidas de mitigacion en salud
publica y ambiental, tales como la separacion adecuada de residuos, el compostaje
obligatorio de desechos alimentarios y la estricta descontaminacion de efluentes
médicos y quimicos. Dichas acciones son fundamentales para reducir la carga de

contaminacion microbiologica y frenar la diseminacion de la resistencia
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antimicrobiana en el ecosistema urbano (Garcia et al., 2020). Asimismo, el empleo
metodologico de medios suplementados con [B-lactimicos demostré ser una
herramienta altamente eficaz para la identificacion temprana de fenotipos
potencialmente resistentes a B-lactamicos, cuyos perfiles son congruentes con la

seleccion ambiental de mecanismos enzimaticos tipo BLEE y carbapenemasas

(Meriem et al., 2023).
3.1.3 Frecuencia de palomas (Columba livia) con enterobacterias resistentes a [-
lactamicos.
Los aislamientos de enterobacterias a partir de hisopados cloacales de palomas
(Columba livia) en los cinco puntos de muestreo del distrito de San Sebastian,
mediante el uso de agar MacConkey suplementado con ceftriaxona (CRO, 4 mg/L)
y meropenem (MEM, 1 mg/L), confirm6é que 51 de las 96 palomas evaluadas
albergaban al menos una cepa con resistencia a -lactdmicos.
Tabla 4
Distribucion de palomas (Columba livia) con aislados de enterobacterias con y sin
fenotipo de resistencia a B-lactdmicos — San Sebastidn, Cusco, 2025.
Palomas (Columba livia) con presencia de enterobacterias
Resistentes .
Punto de Muestreo a p- Resistentes a
(. Y% p-lactamicos %
lactamicos
) ©
Punto A Plazoleta Micaela Bastidas 19 14 73.68% 5 26.32%
Punto B Prolongacion Calle Bolivar 18 8 44.44% 10 55.56%
Punto C Ex-botadero de San Antonio 21 11 52.38% 10 47.62%
Punto D Alrededor del Mercado Santa Rosa 19 8 42.11% 11 57.89%
Punto E Alrededor del Mercado Virgen del Carmen 19 10 52.63% 9 47.37%
Total 96 51 53.04% 45 46.96%
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Figura 7

Distribucion de palomas (Columba livia) con aislados de cepas de enterobacterias con y sin
fenotipo de resistencia a -lactamicos, San Sebastian, Cusco 2025.

La Tabla 4 y la Figura 7 ilustran la distribucion de palomas portadoras de
enterobacterias con fenotipo resistencia a B-lactdmicos en los cinco puntos de
estudio. En términos generales, se observa una variabilidad significativa en la
proporcion de aves colonizadas, fuertemente ligada a la ubicacion geografica y el
entorno evaluado. El porcentaje mas elevado de colonizacion se registrd en la
Plazoleta Micaela Bastidas (Punto A), donde el 73.68% (14/19) de las palomas
resultaron positivas. En orden descendente, le siguieron el entorno del Mercado
Virgen del Carmen (Punto E) con un 52.63% (10/19), y el ex-botadero de San
Antonio (Punto C) con un 52.38% (11/21).

Por el contrario, la prevalencia de fenotipos resistencia a f-lactdmicos fue menor en
la Prolongacion Calle Bolivar (Punto B) con un 44.44% (8/18) y alcanz6 su valor

minimo en el entorno del Mercado Santa Rosa (Punto D), donde solo el 42.11%
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(8/19) de las aves presentd esta caracteristica. En estos dos ultimos puntos, la
proporcion de palomas portadoras exclusivas de bacterias susceptibles (resistencia a
B-lactdmicos) superd el umbral del 50%, alcanzando el 55.56% y el 57.89%,
respectivamente.

Figura 8

Distribucion general de palomas (Columba livia) con presencia de enterobacterias
resistencia a f-lactdmicos en el distrito de San Sebastian, Cusco, 2025.

La Figura 8 ilustra la distribucion general de la resistencia de enterobacterias en la
poblacion de palomas evaluadas, revelando que el 53.04% (51/96) de las palomas
actuaron como portadoras de enterobacterias resistentes a f-lactdmicos (+), frente a
un 47.96% (45/96) de individuos libres de estas cepas (resistentes a -lactamicos).
Esta alarmante prevalencia del 53.1% es consistente con lo reportado por Beleza et
al. (2024), quienes sostienen que la interaccion constante de las aves sinantropicas
con matrices ambientales contaminadas, como efluentes y basurales, facilita la

adquisicion y diseminacion de mecanismos de resistencia de importancia clinica.
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Si bien la presencia de multirresistencia fue una constante transversal en todos los
sitios evaluados, las marcadas diferencias en las proporciones entre zonas sugieren
que factores imporantes como la gestion deficiente de residuos, la proximidad a
fuentes de contaminacion hidrica y la intensidad de la actividad antropogénica actuan
como presiones selectivas diferenciadas sobre la microbiota cloacal de estas aves
(Dementieieva et al., 2022). En consecuencia, estos resultados refuerzan la hipotesis
de que las palomas urbanas funcionan como centinelas epidemiolédgicos de la

resistencia antimicrobiana en el ecosistema.

3.1.4 Frecuencia de cepas de enterobacterias resistentes a -lactamicos aisladas en
palomas (Columba livia)
La frecuencia de cepas de enterobacterias resistentes a B-lactamicos aisladas a partir
de los hisopados cloacales de palomas, se determind mediante el crecimiento en los
medios en agar MacConkey suplementados con ceftriaxona (CRO, 4 mg/L) y
meropenem (MEM, 1 mg/l), asi como también diferencias en las caracteristicas
macroscopicas de las colonias bacterianas.
Tabla 5
Frecuencia de enterobacterias resistentes a B-lactamicos aisladas en muestras de
hisopados cloacales de palomas (Columba livia) — San Sebastian, Cusco, en el
periodo de marzo-abril 2025
N° de cepas
N° de resistentes a
PUNTO DE MUESTREO palomas _P-lactimicos
n %
Punto A Plazoleta Micacla Bastidas 19 22 32.35%
Punto B Prolongacion Calle Bolivar 18 8 11.76%
Punto C Ex-botadero de San Antonio 21 13 19.12%
Punto D Alrededor del Mercado Santa Rosa 19 9 13.24%
Punto E  Alrededor del Mercado Virgen del Carmen 19 16 23.53%
Total 96 68 100%
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Figura 9
Distribucion porcentual de las cepas resistentes a B-lactamicos en el distrito de
San Sebastian, Cusco en el periodo de marzo-abril 2025

B Punto A Plazoleta Micaela
Bastidas

i Punto B Prolongacion Calle
Bolivar

i Punto C Ex botadero de San
Antonio

13.24%

Punto D Alrededor del i
Mercado Santa Rosa 0

M Punto E Alrededor del
Mercado Virgen del Carmen

La Tabla 5 y la Figura 9 detallan la procedencia de las 68 cepas de enterobacterias
resistentes a B-lactamicos recuperadas a lo largo del estudio. Es importante destacar
que estos 68 aislamientos se obtuvieron a partir de las 51 palomas que resultaron
positivas en el cribado selectivo, lo que evidencia la coexistencia de multiples cepas
resistentes en un mismo hospedero.

La mayor carga de estas cepas resistentes se concentrdé en la Plazoleta Micaela
Bastidas, aportando el 32.35% (22/68) del total de aislamientos. Le siguieron el
Mercado Virgen del Carmen con el 23.53% (16/68), el ex-botadero San Antonio con
el 19.13% (13/68) y el Mercado Santa Rosa con el 13.24% (9/68). La menor
frecuencia de recuperacion se registrd en la Prolongacion Calle Bolivar, aportando
unicamente el 11.76% (8/68) de las cepas.

Esta distribucion territorial confirma el rol activo de las palomas urbanas como
reservorios y amplificadores de enterobacterias resistentes a [B-lactamicos. La
variabilidad en la frecuencia de aislamiento entre las distintas zonas estad

estrechamente vinculada a los héabitos de forrajeo de estas aves, particularmente en
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3.1.5

areas de alta presion antropogénica. Tal como sefiala Gliebova (2014), el impacto
humano en estos microambientes actiia como el factor determinante para la presion
selectiva y el desarrollo de resistencia en la microbiota ambiental. Resulta
sumamente importante que la colonizacién por estas bacterias ocurra de manera
persistente en fauna urbana o silvestre que no estd sometida a la administracion
directa de fArmacos; esto evidencia de forma contundente que la adquisicion de estos
microorganismos es un fendmeno netamente ambiental, impulsado por la
propagacion de determinantes de resistencia desde residuos solidos y efluentes
contaminados hacia el ecosistema urbano (Dementieieva et al., 2022).

Frecuencia de especies de enterobacterias resistentes a p-lactamicos aisladas en
palomas (Columba livia)

La identificacion a nivel de especie se llevo a cabo a partir de los aislamientos que
evidenciaron crecimiento en agar MacConkey suplementado con ceftriaxona (CRO,
4 mg/L) o meropenem (MEM, 1 mg/L). Mediante este tamizaje fenotipico selectivo,
se logro recuperar e identificar un total de 68 cepas con resistencia a fB-lactamicos,
originarias de las 51 palomas que resultaron positivas en el cribado inicial (ver Tabla
20, Anexo 2).

Tabla 6

Frecuencia de cepas de enterobacterias resistentes a B-lactamicos detectadas en

muestras de hisopados cloacales de palomas (Columba livia) — San Sebastian,
Cusco, en el periodo de marzo-abril 2025.

Bacterias detectadas n %
Escherichia coli 57 83.82%
Klebsiella pneumoniae 11 16.18%
TOTAL 68 100%
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Figura 10
Distribucion de especies de enterobacterias resistentes a B-lactadmicos aisladas a partir
de muestras de hisopados cloacales de palomas (Columba livia).

m Escherichia coli
u Klebsiella pneumoniae

La Tabla 6 y la Figura 10 exponen la distribucion taxondmica de las enterobacterias
resistentes a B-lactamicos recuperadas en el distrito de San Sebastian, evidenciando
un marcado predominio de Escherichia coli con 57 aislamientos (83.82%), seguida
por Klebsiella pneumoniae con 11 aislamientos (16.18%). Si bien esta predominancia
de Escherichia coli es congruente con su rol bioldégico primario como componente
mayoritario de la microbiota intestinal aerdbica en vertebrados, su elevada tasa de
recuperacion en medios con fuerte presion antimicrobiana  resulta
epidemioldgicamente alarmante.

Por otro lado, la deteccion de Klebsiella pneumoniae en mas del 15% de los aislados
reviste una profunda relevancia clinica y ecologica, dado que una fraccion
significativa de estas cepas evidencid capacidad de proliferacion en el medio
suplementado con meropenem. Este fenotipo de resistencia a carbapenémicos

subraya el potencial de este género para actuar como un "hiper-captador" de genes
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de resistencia y virulencia, destacando su extraordinaria capacidad para la
produccion de carbapenemasas y BLEE en ambientes hostiles (Wang et al., 2020).
Es importante destacar que el 84% de prevalencia de Escherichia coli de este estudio
corresponden a cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion, lo cual
representa un contraste al compararlo con investigaciones que evaliian unicamente la
colonizacion general. A nivel nacional, Garcia (2016) reporté en Huanuco un 97.33%
de Escherichia coli en excretas de palomas urbanas, mientras que Puma et al., (2022)
en Puerto Maldonado identificaron a esta especie como predominante en aves
psitacidas (60%) y domésticas (84%). Aunque los resultados concuerdan
numéricamente con estas altas tasas de prevalencia, demuestran una realidad mas
alarmante: una vasta proporcion de estas poblaciones bacterianas en San Sebastidn
ya posee perfiles de resistencia critica. A nivel internacional, la presencia de estas
cepas de Escherichia coli refleja las tendencias de diseminacion observadas por
Sanchez (2019) en Nicaragua (64%) y Beleza et al. (2024) en la fauna silvestre de
Brasil (26%).

Por otro lado, la presencia de Klebsiella pneumoniae en el 16% de los aislamientos
guarda relacion con lo reportado por Dementieieva et al. (2022) en aves de Ucrania,
quienes registraron una prevalencia del 20% para aislamientos del género Klebsiella
sp. Aunque su frecuencia es numéricamente menor frente a Escherichia coli, el
hallazgo de Klebsiella pneumoniae es de extrema gravedad epidemiologica, dado que
estas cepas fueron las que evidenciaron crecimiento en el medio suplementado con
meropenem. Este fenotipo de resistencia a carbapenémicos confirma el potencial de
este género para actuar como un "hiper-recuperador" de genes de resistencia y
virulencia, incluyendo la produccion de carbapenemasas y BLEE (Wang et al.,

2020).
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En los ecosistemas urbanos, la exposicion continua a efluentes hospitalarios, aguas
residuales y desechos domésticos propicia la seleccion de ambas especies, las cuales
poseen una notable capacidad para el intercambio de plasmidos mediante la
transferencia horizontal de genes. Esta dinamica confirma que las palomas se
encuentran inmersas en un ciclo de retroalimentacién donde el ambiente selecciona
a los clones mas resistentes, consolidando a estas aves sinantrdpicas no solo como
receptores pasivos de la contaminacion antropogénica, Sino cOmo reservorios
estratégicos y nodos en la red de diseminacion mundial de la resistencia
antimicrobiana (Aslantas & Govce, 2020; Freire et al., 2022).

3.2 Determinacion de los perfiles de resistencia de las enterobacterias resistentes a f3-

lactamicos aisladas
3.2.1 Resistencia antimicrobiana de cepas de Escherichia coli

Tabla 7

Perfil de resistencia antimicrobiana de cepas de Escherichia coli aisladas de
palomas (Columba livia).

. . Resistente Intermedio Sensible
Familia Antibiotico
n % n % n %
Sulfonamidas Trimetoprima / 41 71.93% 2 351% 14 24.56%
Sulfametoxazol
Aminoslucésidos Gentamicina 10 17.54% 8 14.04% 39 68.42%
g Amikacina 10 17.54% 47 82.46%
Tetraciclinas Tetraciclina 39 68.42% 1 1.75% 17 29.83%
Inhibidores de p-  Amoxicilina/ 34 596500 19 1754% 13 22.81%
Lactamicos Acido clavulanico
Imipenem 57  100.00%
Carbapenemicos = Meropenem 57  100.00%
Ertapenem 57 100.00%
Quinolonas Ciprofloxacino 35 61.40% 2 3.51% 20 35.09%
(fluoroquinolona) Enrofloxacino 22 38.60% 7 12.28% 28 49.12%
Ceftiofur 57 100.00%
Cefalosporinas Cefotaxima 57 100.00%
i
p Cefepime 9 15.79% 40 70.18% 8 14.03%
Ceftriaxona 57 100.00%
Cefamicinas Cefoxitina 2 3.51% 55 96.49%
Monobactamicos  Aztreonam 30 52.63% 15 26.32% 12 21.05%
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Figura 11
Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de colonias de Escherichia coli aisladas de palomas (Columba livia).

Nota: SXT: Trimetoprima / Sulfametoxazol, GN: Gentamicina, AMK: Amikacina, TE: Tetraciclina, AMC: Amoxicilina / Acido clavulanico, IPM:
Imipenem, MEM: Meropenem, ETP: Ertapenem, CIP: Ciprofloxacino, ENR: Enrofloxacino, FUR: Ceftiofur, CTX: Cefotaxima, FEP: Cefepime,
CRO: Ceftriaxona, FOX: Cefoxitin y ATM: Aztreonam.
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La Tabla 7 y la Figura 11 detallan el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los
57 aislamientos de Escherichia coli. El andlisis reveld una resistencia absoluta
(100%) frente a cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima y ceftriaxona).
Asimismo, se observo una alta frecuencia de resistencia frente a otras familias de
antibidticos de importancia, incluyendo inhibidores de la sintesis de folatos
(trimetoprima/sulfametoxazol, 71.93%), tetraciclinas (68.42%), fluoroquinolonas
(ciprofloxacino, 61.40%) e inhibidores de p-lactamasas (amoxicilina/acido
clavulanico, 59.65%). Frente al monobactimico aztreonam presentaron una
resistencia del 52.63% y un 26.32% de categorizacion intermedia.

En marcado contraste, la totalidad de las cepas (100%) conservd su sensibilidad
frente a los carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem). Este perfil
favorable también se extendid a la cefamicina cefoxitina (96.49% de sensibilidad) y
a los aminoglucdsidos, donde la amikacina y la gentamicina mostraron tasas de
sensibilidad del 82.46% y 68.42%, respectivamente. Este patron de multirresistencia,
caracterizado por la resistencia a cefalosporinas indicadoras de tercera generacion
(Cefotaxima, ceftriaxona y ceftaxidima) frente a la sensibilidad a carbapenémicos
(Meropenem, Ertapenem e Imipenem) y cefamicinas (Cefoxtina), constituye el
fenotipo clasico compatible con la produccion de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) (CLSI, 2025).

Este comportamiento coincide con la literatura epidemioldgica reciente bajo el
enfoque de la OMS, la cual advierte sobre la rapida y silenciosa expansion de estas
enzimas en reservorios ambientales y de fauna sinantropica, lo que compromete
severamente la eficacia de las cefalosporinas como primera linea de defensa en la
medicina humana (Despotovic et al., 2023). Al contrastar estos hallazgos con los

antecedentes, los resultados guardan una preocupante similitud con lo reportado por
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Sanchez (2019), quien documentd en palomas una resistencia del 100% a
cefalosporinas de amplio espectro en cepas de Escherichia coli. Sin embargo, a
diferencia de dicho estudio que hallé un 32% de resistencia a carbapenémicos y un
27% a cefamicinas, los aislamientos de Escherichia coli mantuvieron una
sensibilidad total a estos ultimos grupos farmacologicos.

De forma similar, la alta carga de resistencia observada concuerda con
investigaciones internacionales; Nelly et al. (2024) describieron en Camerun una
resistencia a ampicilina del 88.3% en Escherichia coli de aves de corral, mientras
que Beleza et al. (2024), identificaron perfiles multidrogorresistentes en aves
silvestres brasilefias. En conjunto, los hallazgos (con una tasa de resistencia del 100%
a cefalosporinas de tercera generacion en un tamafio muestral robusto de 57 aislados)
refuerzan la premisa de que Escherichia coli en palomas urbanas de la region
constituye un reservorio primario y masivo de genes de resistencia BLEE,
consolidando a estas aves como bioindicadores de la contaminacion ambiental en

contextos urbanos latinoamericanos.
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Tabla 8

3.2.2 Resistencia antimicrobiana de cepas de Klebsiella pneumoniae

Perfil de resistencia antimicrobiana de cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de
palomas (Columba livia).

. . Resistente Intermedio Sensible
Familia Antibiético n % n % n %
Sulfonamidas gﬁg‘:ﬁggﬁ; 0/ | 11 100.00%
Aminoglucésidos Gentamicina 11 100.00%
Amikacina 10 9091% 1 9.09%
Tetraciclinas Tetraciclina 11 100.00%
Inhibidores de B-  Amoxicilina /
Lactamicos b Acido clavulanico I 100.00%
Imipenem 11 100.00%
Carbapenemicos Meropenem 11 100.00%
Ertapenem 11 100.00%
Quinolonas Ciprofloxacino 11 100.00%
(fluoroquinolona)  Enrofloxacino 11 100.00%
Ceftiofur 11 100.00%
Cefalosporinas Cefotaxima 11 100.00%
Cefepime 11 100.00%
Ceftriaxona 11 100.00%
Cefamicinas Cefepime 11 100.00%
Monobactamicos  Aztreonam 11 100.00%

La Tabla 8 detalla el perfil de resistencia antimicrobiana de las 11 cepas de Klebsiella
pneumoniae recuperadas a partir de los hisopados cloacales. El anélisis evidenci6
una preocupante resistencia a [B-lactdmicos. El 100% de los aislados mostro
resistencia a la gran mayoria de los antimicrobianos evaluados, abarcando [3-
inhibidores de [-lactamasas

lactdmicos de amplio espectro asociados a

(amoxicilina/acido  clavulénico), cefalosporinas de distintas generaciones
(cefotaxima, ceftriaxona, cefepime), cefamicinas (cefoxitina), monobactamicos
(aztreonam), carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem), fluoroquinolonas
(ciprofloxacino, enrofloxacino), asi como a trimetoprima/sulfametoxazol.

Las tnicas opciones terapéuticas que conservaron una eficacia in vitro del 100%
fueron la gentamicina y la tetraciclina. Por su parte, la amikacina present6 un perfil
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de susceptibilidad marcadamente reducido, con un 90.91% de resistencia y un 9.09%
de categorizacion intermedia. Este patron de multirresistencia extrema es
perfectamente coherente con la deteccion fenotipica de carbapenemasas tipo KPC en
casi la totalidad de estos aislados.

La gravedad de estos hallazgos radica en que estas bacterias, portadoras de
mecanismos de resistencia, fueron recuperadas de hospedadores aparentemente
sanos y adaptados al entorno urbano. Esto sugiere de manera contundente que las
palomas (Columba livia) estan actuando como reservorios activos y silenciosos de
Klebsiella pneumoniae resistentes a B-lactamicos fuera del ambito estrictamente
nosocomial. El hallazgo de un 100% de resistencia a carbapenémicos subraya un
salto epidemioldgico alarmante; tradicionalmente confinadas a brotes
intrahospitalarios y fracasos terapéuticos, la presencia de estas enzimas en la
microbiota de aves urbanas evidencia que estos determinantes genéticos han
trascendido las barreras clinicas. Estos resultados se alinean con la literatura
cientifica reciente bajo el enfoque de la OMS, la cual advierte sobre la preocupante
diseminacion mundial de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas
hacia reservorios ambientales (Wang et al., 2023). En este contexto, las palomas no
solo son victimas de la contaminacion ambiental por aguas residuales humanas, sino
que se consolidan como vectores bioldgicos capaces de mantener y recircular
activamente patdgenos de prioridad critica dentro del ecosistema urbano (Quintelas

et al., 2024).
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Confirmacion fenotipica de mecanismos de resistencia, p-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas

Las 68 cepas de enterobacterias que presentaron resistencia a B-lactdmicos en el tamizaje
inicial fueron sometidas a pruebas de confirmacion fenotipica. La identificacion de la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se llevo a cabo mediante el
método de aproximacion de discos (prueba de sinergia de doble disco de Jarlier) (Figura
12). Por otro lado, la deteccién de carbapenemasas se realizd a través de pruebas de
sinergia empleando discos combinados: se utiliz6 acido bordnico para la identificacion
de serinocarbapenemasas (clase A, tipo KPC) y 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
para la deteccion de metalobetalactamasas (clase B, tipo MBL) (Figura 13).

Figura 12

Confirmacion fenotipica para B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en las cepas
aisladas a partir de palomas (Columba livia).

Nota: A: Prueba positiva para la confirmacion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE +) en una
cepa de Escherichia coli, se observa el efecto de sinergia (“Cola de pescado o Huevo”) entre la
amoxicilina/acido clavulanico y las cefalosporinas de tercera generacion. B: Prueba negativa para la
confirmacion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE -) en una cepa de Klebsiella pneumoniae.
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Figura 13
Pruebas fenotipicas confirmatorias para la deteccion de carbapenemasas mediante el
uso de inhibidores especificos (4cido boronico y EDTA).

A: Confirmacion fenotipica positiva para la presencia de carbapenemasas de tipo KPC correspondiente a
Klebsiella pneumoniae, B: Confirmacion fenotipica negativa para la presencia de carbapenemasas de tipo
MBL correspondiente a Klebsiella pneumoniae.

3.3.1 Distribucion de la confirmacion fenotipica de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas en cepas de Escherichia coli aisladas de
palomas (Columba livia) en el distrito de San Sebastian.

Tabla 9
Distribucion de la confirmacion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) y carbapenemasas en cepas de Escherichia coli aisladas de palomas
(Columba livia) en el distrito de San Sebastian.

BLEE (+) KPC (+)

Punto de muestreo N° de cepas
n % n %
Punto A Plazoleta Micaela Bastidas 11 4  12.90%
Punto B Prolongacion Calle Bolivar 8 3 9.68%
Punto C Ex-botadero de San Antonio 13 2 6.45%
Punto D Alrededor del Mercado Santa Rosa 9 6 19.36%
Punto E Alrededor del Mercado Virgen del 16 16 51.61%
Carmen
TOTAL 57 31 100% 0 0.00%
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Figura 14

Distribucion de la confirmacion fenotipica de nimero de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) en cepas de Escherichia coli aisladas de palomas (Columba
livia) en el distrito de San Sebastian.

La Tabla 9 y la Figura 14 evidencian que, de las 57 cepas de Escherichia coli aisladas
de palomas, 54.38 % (31/57) presentaron un fenotipo positivo para la produccion de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), sin detectarse la presencia de fenotipos
productores de carbapenemasas tipo KPC o MBL.

La distribucion espacial de estos 31 aislamientos positivos para BLEE se concentrd
predominantemente en los alrededores del Mercado Virgen del Carmen (Punto E), el
cual agrup6 el 51.61% (16/31) de las cepas, seguido por el entorno del Mercado Santa
Rosa (Punto D) con un 19.36% (6/31) y la Plazoleta Micaela Bastidas (Punto A) con
un 12.90% (4/31). Por el contrario, las menores proporciones de cepas productoras
de BLEE se registraron en la Prolongacion Calle Bolivar (Punto B) y en el ex-
botadero de San Antonio (Punto C), con un 9.68% (3/31) y un 6.45% (2/31),
respectivamente.
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Este marcado patrén de distribucion sugiere que los ambientes urbanos con una alta
carga de residuos orgénicos particularmente los mercados podrian estar actuando
como "puntos calientes" (hotspots) para la seleccion y el mantenimiento de cepas de
Escherichia coli productoras de BLEE. Esta dindmica estd en plena concordancia
con diversos estudios que sefialan la importancia epidemioldgica de las aguas
residuales, los suelos contaminados y los vertederos como reservorios de
enterobacterias multidrogorresistentes en la fauna silvestre y sinantropica (Beleza et
al., 2024; Dementieieva et al., 2022; Rybak et al., 2022).

Asimismo, la ausencia absoluta de enzimas KPC o MBL en los aislamientos de
Escherichia coli coincide con las tendencias epidemiologicas descritas actualmente
para la avifauna urbana. Diversos estudios en palomas (Columba livia) y otras aves
silvestres demuestran que, si bien estas especies actuan como diseminadores
eficientes de enterobacterias, la resistencia en Escherichia coli aviar estd mediada de
forma casi exclusiva por enzimas tipo BLEE (principalmente variantes CTX-M),
siendo excepcional la deteccion de carbapenemasas en esta especie (Freire et al.,
2022).

Por otro lado, la colonizacion por cepas productoras de carbapenemasas sigue
estando fuertemente restringida al género Klebsiella, mientras que Escherichia coli
se consolida como el principal reservorio silvestre de enzimas tipo BLEE (Mbuthia
et al., 2025). Esta dicotomia fenotipica observada en las aves urbanas refleja con
precision la dindmica de la contaminacion ambiental, donde distintos géneros
bacterianos adoptan vias evolutivas y genéticas divergentes para sobrevivir y

proliferar ante la intensa presion antimicrobiana del entorno.
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3.3.2 Distribucion de la confirmacion fenotipica de p-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas en cepas de Klebsiella pneumoniae
aisladas de palomas (Columba livia) en el distrito de San Sebastian.

Tabla 10

Determinacion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
carbapenemasas en cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de palomas en el
distrito de San Sebastidn.

BLEE (+) KPC (+)
Punto de Muestreo Ne°
n % n %
Plazoleta Micaela Bastidas 11 0% 11 100%
TOTAL 11 0 0% 11 100%

Enla Tabla 10 se observa un escenario distinto y epidemioldégicamente relevante para
Klebsiella pneumoniae. Se aislaron 11 cepas, todas provenientes de un Uinico punto
de muestreo: la Plazoleta Micaela Bastidas. El analisis reveld que ninguna de estas
cepas (0%) presentd un fenotipo productor de BLEE; sin embargo, la totalidad de los
aislamientos (100%) resultd positivo para la produccion de carbapenemasas tipo
KPC.

La concentracion exclusiva de Klebsiella pneumoniae productora de KPC en este
punto de muestreo indica la existencia de un foco puntual de circulacion de cepas
altamente resistentes. Dado que la Plazoleta Micaela Bastidas se ubica en las
inmediaciones de un centro hospitalario, es altamente plausible que la presion
antimicrobiana propia del entorno sanitario, sumada a la eventual descarga de
efluentes o a la manipulacion de residuos, esté propiciando el establecimiento de
poblaciones bacterianas portadoras de KPC en el ambiente extrahospitalario.

Esto coincide con reportes epidemiologicos recientes bajo el enfoque de la OMS, los
cuales demuestran de manera genémica y fenotipica que los efluentes hospitalarios
actian como la via principal para la dispersion de Klebsiella pneumoniae productora

de KPC hacia los ecosistemas urbanos (Zagui et al., 2025). Asimismo, estudios en la
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region confirman que las redes de alcantarillado y los vertidos nosocomiales son
reservorios claves que facilitan el traslado incesante de enterobacterias con
resistencia a carbapenémicos desde el ambito clinico hacia el medio ambiente
abierto, colonizando fuentes de agua y la fauna silvestre o sinantropica que interactua
con ellas (Gongalves et al., 2024).

Este hallazgo cobra especial relevancia al considerar la ecologia de las palomas
urbanas (Columba livia). Estas aves presentan un comportamiento caracterizado por
una alta fidelidad a sitios especificos de alimentacion y descanso, asi como un rango
de desplazamiento territorial muy limitado. Aunque no son estrictamente
territoriales, este comportamiento espacial genera subpoblaciones que reflejan de
manera muy fiel las condiciones sanitarias de su entorno inmediato (Farfan et al.,
2022). Por lo tanto, la deteccion localizada de Klebsiella pneumoniae con fenotipo
KPC subraya el rol de estas aves no solo como reservorios, sino como bioindicadores
de alta precision para mapear la fuga de patogenos de interes desde entornos

nosocomiales hacia el espacio publico urbano.
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3.3.3 Confirmacion fenotipica de p-lactamasas de espectro extendido vy
carbapenemasas en cepas de Escherichia coli.

Tabla 11
Resultados de pruebas fenotipicas de deteccion de mecanismos de resistencia en
Escherichia coli aisladas de hisopados cloacales de palomas (Columba livia).

Positivo Negativo
Prueba
n % n %
BLEE 31 54.40% 26 45.60%
MBL 0.00% 57 100.00%
KPC 0.00% 57 100.00%

La Tabla 11 detalla los resultados de las pruebas fenotipicas especificas para la
confirmacion de mecanismos enzimdticos de resistencia en los 57 aislamientos de
Escherichia coli. E1 54.40% (31/57) de las cepas resulto positivo para la produccion
de BLEE, mientras que la totalidad de los aislamientos (100%) fue negativa para la
produccion de metalobetalactamasas (prueba con EDTA) y carbapenemasas tipo
KPC. Estos datos de laboratorio son plenamente coherentes con el perfil de
resistencia observado previamente (Tabla 7), donde se evidencid una resistencia
universal a cefotaxima y ceftriaxona, acompafiada de una conservacion absoluta de
la sensibilidad frente a los carbapenémicos.

La alta frecuencia de fenotipos BLEE en Escherichia coli aislada de palomas
concuerda con lo reportado por Sanchez (2019) en la ciudad de Leon (Nicaragua),
quien encontrd que mas de la mitad de las enterobacterias provenientes de estas aves
eran productoras de BLEE, alcanzando una prevalencia del 59% (13/22). Este
hallazgo refuerza la nocion ecoldgica de que las aves urbanas participan activamente
en la circulacion comunitaria de estos mecanismos de resistencia.

En conjunto, la integracion de los perfiles de susceptibilidad y las pruebas fenotipicas

confirmatorias demuestra que, en las enterobacterias aisladas de palomas en el area
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3.3.4

de estudio, coexisten dos escenarios de altisimo riesgo epidemioldgico: Klebsiella
pneumoniae productora de carbapenemasas tipo KPC y Escherichia coli productora
de BLEE. Ambos fenotipos de resistencia han sido clasificados recientemente en la
categoria de «Prioridad Critica» dentro de la Lista de Patdégenos Bacterianos
Prioritarios actualizada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2024). Esta
catalogacion de urgencia mundial responde a la asociacién directa de estos
mecanismos con el fracaso terapéutico clinico empirico, el incremento de la
mortalidad intrahospitalaria y la consecuente necesidad de recurrir a antibidticos de
ultima linea, alertando ademas sobre el grave riesgo que representa la fuga y
establecimiento de estos patdgenos de interes en la comunidad y los ecosistemas
urbanos (Sati et al., 2025; Zanon et al., 2024).

Confirmacion fenotipica de pB-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y
carbapenemasas en cepas de Klebsiella pneumoniae.

Tabla 12

Resultados de pruebas fenotipicas de deteccion de mecanismos de resistencia en

Klebsiella pneumoniae aisladas de hisopados cloacales de palomas (Columba livia)
— San Sebastian, Cusco, 2025.

Positivo Negativo
Prueba
n % n %
BLEE 11 100.00%
MBL 11 100.00%
KPC 11 100.00%

La Tabla 12 se exponen los resultados de las pruebas fenotipicas especificas para la
confirmacion de mecanismos enzimdticos de resistencia en los 11 aislamientos de
Klebsiella pneumoniae. El andlisis reveld de manera categorica que ninguna de las
cepas (0%) presentd produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) ni
de metalobetalactamasas (confirmado mediante la prueba de inhibicion con EDTA).

Por el contrario, la totalidad de los aislamientos (100%) resultd positivo para la
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produccion de carbapenemasas tipo KPC, evidenciado por la prueba de sinergia con
acido bordnico.
Este resultado explica de manera concluyente el patron de resistencia extrema a los
carbapenémicos detallado previamente en los perfiles de susceptibilidad,
confirmando que la pérdida de eficacia de estos antibioticos de tltimo recurso esta
mediada por un mecanismo enzimatico especifico (carbapenemasas de clase A). Al
analizar este hallazgo en conjunto con la Tabla 8, se observa un escenario
epidemioldgicamente alarmante: las 11 cepas productoras de KPC provienen
exclusivamente de un tinico punto de muestreo, la Plazoleta Micaela Bastidas.
La deteccion universal de KPC en las cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de
palomas urbanas constituye un hallazgo epidemiologico de gran relevancia. Este
fendmeno sitia a estas aves no solo como centinelas ambientales, sino como posibles
reservorios y vectores activos de carbapenemasas que clasicamente han estado
restringidas a entornos hospitalarios (Davin-Regli et al., 2019; Nordmann & Poirel,
2014), pero que en la actualidad evidencian una preocupante diseminacion hacia el
ecosistema abierto a través de efluentes y residuos sanitarios (Gongalves et al., 2024;
Zagui et al., 2025).
3.4 Determinacion fenotipica de factores de virulencia en enterobacterias

Las 68 cepas de enterobacterias resistentes a B-lactamicos fueron sometidas a pruebas

fenotipicas para determinar la presencia de factores de virulencia. La capacidad de

produccion de hemdlisis se evalué mediante la observacion de halos de lisis en agar

sangre de carnero al 5% utilizando como controles cepas Staphylococcus aureus ATCC

25923 (a-hemolitico) y Streptococcus spp (P-hemolitico); asimismo, la prueba de

hipermucoviscosidad (string test o prueba del hilo) se realizo utilizando las colonias

desarrolladas en este mismo medio. La produccion de proteasas (caseina) se determind
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en agar leche al 1%, evidenciandose por la formacion de halos de hidrélisis alrededor de
las colonias como control positivo se utilizo una cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Por su parte, la hidrolisis de gelatina (produccion de gelatinasa) se observo en
medio con gelatina al 3% y el revelado de la lisis se realizé con una solucion acida de
cloruro de mercurio, y la produccion de lipasas se evalué empleando agar suplementado
con Tween 80 utilizando como control positivo para ambas pruebas la cepa de
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525.
3.4.1 Determinacion fenotipica de factores de virulencia en Escherichia coli.
Tabla 13

Resultados de pruebas de factores de virulencia en Escherichia coli aisladas de
hisopados cloacales de palomas (Columba livia) — San Sebastian, Cusco, 2025.

Factor de virulencia n=57 Porcentaje (%)
Hemolisis
Negativo 57 100.00%
Positivo
Hipermucosidad
Negativo 57 100.00%
Positivo

Proteasas (Caseina)

Negativo 20 35.09%
Positivo 37 64.91%
Gelatina
Negativo 57 100.00%
Positivo
Lipasas (Tween 80°)
Negativo 57 100.00%
Positivo
Biofilm
No adherente 31 54.39%
Débilmente adherente 22 38.60%
Moderadamente adherente 4 7.01%
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Figura 15
Resultados de pruebas de factores de virulencia en Escherichia coli aisladas de
hisopados cloacales de palomas (Columba livia) — San Sebastian, Cusco, 2025

Nota: La figura 15 muestra los resultados de las pruebas de factores de virulencia en Escherichia
coli aisladas de hisopados cloacales de palomas (Columba livia). A: Resultado negativo para
hemolisis. B: Resultado Positivo para hidrolisis de caseina, C: Resultado negativo para hidrolisis
de gelatina, D: Resultado Negativo para hidrolisis de lipasas y E: Resultados de la formacion de
Biofilm en placas de cultivo celular.

La Tabla 13 y Figura 15 expone el perfil de virulencia de los 57 aislamientos de
Escherichia coli. Al igual que en Klebsiella pneumoniae, el 100% de las cepas de
Escherichia coli resultd negativo para la determinacion de hemolisis,

hipermucosidad, gelatinasas y lipasas. Sin embargo, se observo una diferencia
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dréstica en la capacidad proteolitica: el 64.91% (37/57) de los aislamientos fue
positivo para la produccion de caseinasas. Respecto a la adherencia, el 45.61% de las
cepas evidenci6 capacidad formadora de biopeliculas (38.60% de forma débil y
7.01% de forma moderada), mientras que el 54.39% (31/57) fue no adherente.

Este perfil fenotipico indica que, aunque la mayoria de las cepas de Escherichia coli
no desarrolla biopeliculas muy robustas bajo las condiciones ensayadas, una
proporcion no despreciable presenta una capacidad de adhesion débil o moderada.
Esta caracteristica podria ser suficiente para favorecer la colonizaciéon de mucosas o
la persistencia en superficies inertes del ambiente urbano (Hussain et al., 2019). Asi
mismo, la produccion de proteasas sugiere un importante potencial patogénico para
degradar tejidos del hospedero, evadir respuestas inmunologicas locales y facilitar la
invasion celular. Esta caracteristica, sumada a la capacidad de formar biopeliculas
para asegurar la colonizacion de mucosas o superficies inertes del ambiente urbano,
concuerda con lo descrito para ciertos patotipos de Escherichia coli que expresan
factores de virulencia para asegurar su éxito bioldgico (Terlizzi et al., 2017).

Al integrar estos resultados fenotipicos con los perfiles de resistencia, se evidencia
de manera contundente que las cepas de Escherichia coli aisladas de palomas urbanas
combinan mecanismos de resistencia a antibioticos de altisimo impacto clinico
(fenotipo BLEE) con factores de virulencia clinicamente relevantes (proteasas y
biopeliculas). Este perfil es consistente con el comportamiento bioldgico de esta
enterobacteria como patdégeno oportunista, capaz de desencadenar infecciones
severas cuando el hospedero, humano o animal, presenta condiciones de
vulnerabilidad inmunologica (Nordmann & Poirel, 2014; Terlizzi et al., 2017).
Investigaciones recientes llevadas a cabo en aves silvestres y mensajeras también han

reportado la presencia de enterobacterias con perfiles superpuestos de alta resistencia
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3.4.2

y factores de virulencia activos (Beleza et al., 2024; Dolka et al., 2020). La

convergencia de estos dos elementos (virulencia patogénica y extrema resistencia)

en los aislamientos consolida la premisa fundamental de esta investigacion: las aves

sinantropicas, y en particular Columba livia, constituyen un eslabon epidemiolédgico

clave en la diseminacién ambiental de bacterias con un claro y alarmante potencial

zoondtico en entornos urbanos.

Determinacion fenotipica de factores de virulencia en Klebsiella pneumoniae.

Tabla 14

Resultados de pruebas de factores de virulencia en Klebsiella pneumoniae aisladas

de hisopados cloacales de palomas (Columba livia).

Porcentaje
Factor de virulencia n=11 (%)
Hemolisis
Negativo 11 100.00%
Positivo
Hipermucosidad
Negativo 11 100.00%
Positivo
Proteasas (Caseina)
Negativo 10 90.91%
Positivo 1 9.09%
Gelatina
Negativo |1 100.00%
Positivo
Lipasas (Tween 80°)
Negativo |1 100.00%
Positivo
Biofilm
No adherente 4 36.36%
Débilmente adherente 5 45.46%
Moderadamente adherente 2 18.18%
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Figura 16.
Resultados de pruebas de factores de virulencia en Klebsiella pneumoniae aisladas
de hisopados cloacales de palomas (Columba livia).

Nota: La figura 16 muestra los resultados de las pruebas de factores de virulencia en Klebsiella
pneumoniae aisladas de hisopados cloacales de palomas (Columba livia). A: Resultado negativo
para hemolisis, B: Resultado Positivo para hidrolisis de caseina, C: Resultado negativo para
hidrolisis de gelatina, D: Resultado Negativo para hidrolisis de lipasas y E: Resultados de la
formacion de Biofilm en placas de cultivo celular.

La Tabla 14 y Figura 16 detalla los resultados de las pruebas de factores de virulencia
en los 11 aislamientos de Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasas tipo
KPC. Los resultados muestran que, a pesar de su altisimo perfil de resistencia
antimicrobiana, su expresion fenotipica de virulencia in vitro es relativamente

discreta. La totalidad de las cepas (100%) resultdé negativa para la prueba de
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hipermucosidad, actividad hemolitica, degradaciéon de gelatina y produccion de
lipasas. Unicamente un aislamiento (9.09%) evidenci6 produccion de caseinasas.
Esta ausencia de hipermucoviscosidad y de actividad hemolitica aleja a estas cepas
del fenotipo hipervirulento cldsicamente descrito en algunas variantes de Klebsiella
pneumoniae asociadas a infecciones invasivas graves en humanos (Wang et al.,
2020). No obstante, en cuanto a la capacidad de adherencia, se observd que la
mayoria de los aislados si es capaz de formar biopeliculas: el 45.46% (5/11) mostrd
un fenotipo débilmente adherente y el 18.18% (2/11) presentd una adherencia
moderada, frente a un 36.36% (4/11) no adherente. La capacidad de formar
biopeliculas, incluso de forma débil o moderada, constituye un factor ecolodgico
sumamente relevante, ya que esta caracteristica favorece de manera directa la
persistencia ambiental y la tolerancia a condiciones adversas, incluyendo
antimicrobianos y desinfectantes (Hussain et al., 2019).

Al contrastar estos datos con la literatura, donde se destaca la importancia de la
capsula polisacaridica, los sider6foros y la formacion de biopeliculas en la patogenia
de Klebsiella pneumoniae (Terlizzi et al., 2017; Wang et al., 2020), los hallazgos del
presente estudio evidencian la circulacion de cepas con una virulencia moderada,
pero fuertemente equipadas en términos de resistencia a farmacos de ultimo recurso.
Esta combinacion alta resistencia acoplada a una virulencia no extrema, pero
biologicamente suficiente para colonizar y persistir configura un escenario
epidemiologico sumamente preocupante. Dicho perfil facilita la supervivencia
prolongada de la bacteria en el ambiente urbano y potencia su rol como plataforma
activa para la transferencia horizontal de genes de resistencia hacia otras especies
bacterianas, dinamizando el intercambio genético en la interfaz humano-animal-

medio ambiente.
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CONCLUSIONES
En 96 palomas (Columba livia) del distrito de San Sebastian — Cusco-2025, se realizaron
hisopados cloacales, donde el 53.04% (51/96) fueron portadoras de enterobacterias con
resistencia a B-lactdmicos y capacidad de producir factores de virulencia.
. De los 51 cultivos positivos se logro aislar 68 cepas de enterobacrterias resistentes a [3-
lactamicos, 83.82 % (57/68) como Escherichia coliy 16.18 % (11/68) como Klebsiella
penumoniane con resistencia a -lactamicos.
. El perfil de resistencia antimicrobiana determind que las cepas Escherichia coli
presentaron una resistencia del 100% a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
(ceftiofur, cefotaxima y ceftriaxona), con una sensibilidad del 100 % frente
carbapenemicos (imipenem, meropenem Yy ertapenem); las cepas de Klebsiella
pneumoniae presentaron una resistencia del 100 % a cefalosporinas (cefiofur,
cefotaxima, ceftriaxona, cefepime y cefoxitina), monobactdmicos (aztreonam) y
carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem), con una sensibilidad al 100% a
gentamicina y tetraciclina.
Las pruebas fenotipicas de confirmacion (Jarlier) para P-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), se confirmo en Escherichia coli la presencia de este fenotipo de
resistencia en el 54.40 % (31/57) y en Klebsiella pneumoniae en el 0%. La deteccion de
las enzimas carbapenemasas tipo KPC en Klebsiella pneumoniae se confirmo en el
100% (11/11) de las cepas y no se observo la presencia de las metalobetalactamasas
(MBL).
La determinacion fenotipica de los factores de virulencia demostré que en Escherichia
coli el 64.91 % (37/57) y en Klebsiella pneumoniae el 9.09 % (1/11) presentaron
produccion de caseinasas; La capacidad de formacion de biofilm (biopeliculas) en grado

débil o moderado, se determino en Escherichia coli en el 45.61% y en Klebsiella
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pneumoniae en el 63.64%. Ninguna de las cepas evidencié actividad hemolitica,

produccion de lipasas, gelatinasas ni el fenotipo de hipermucoviscosidad.
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RECOMENDACIONES
Ampliar el alcance de futuras investigaciones mediante el incremento del niimero de
puntos de muestreo y la inclusion de diferentes estaciones del afio. Asimismo, se
recomienda la incorporacion de técnicas moleculares avanzadas (como la secuenciacion
del gen ARNr 16S) para lograr una identificacion taxondomica definitiva de aislamientos
indeterminados y caracterizar con mayor precision la diversidad de la microbiota
intestinal en Columba livia.
Realizar estudios complementarios de biologia molecular para la deteccion genotipica de
B-lactamasas (especialmente de las familias blactx-m, blabsuv, blatem y blaxpc). Esto
permitird confirmar los mecanismos de resistencia fenotipicos observados en el presente
estudio y aportara evidencia cientifica robusta para alimentar las redes nacionales de
vigilancia de la resistencia antimicrobiana.
Profundizar en la caracterizacion de los factores de virulencia mediante técnicas
genotipicas, evaluando su asociacion estadistica con los perfiles de resistencia hallados.
Esta integracion de datos permitira comprender mejor el potencial patogénico de las cepas
circulantes y su capacidad de causar infecciones zoondticas en poblaciones humanas
vulnerables.
Integrar los hallazgos de resistencia de este estudio en los planes regionales de uso
racional de antimicrobianos. Es fundamental sensibilizar a los profesionales de la
medicina humana y veterinaria sobre la presencia de enterobacterias
multidrogorresistentes en el entorno urbano, promoviendo la restriccion en el uso de
antibidticos de importancia critica para evitar una mayor presion selectiva de cepas
resistentes.
Incitar a las autoridades municipales a implementar medidas integrales de manejo y

control de la poblacion de palomas, asi como protocolos rigurosos de limpieza y
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desinfeccion de espacios publicos. Estas acciones son esenciales para reducir la carga de
enterobacterias potencialmente patdgenas en el ambiente y mitigar el riesgo de dispersion

de patégenos multidrogorresistentes en el distrito de San Sebastian.
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ANEXOS
ANEXO 1
Tabla 15

Aislamiento de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas
punto de muestreo A (Plazoleta Micaela Bastidas)

Agar MacConkey
Cédigo . L Con antibiotico
Sin antibiotico
CRO 4 mg/l. MEM 1 mg/L

PO1A Positivo Positivo

PO2A Positivo Positivo Positivo
PO3A Positivo Positivo Positivo
PO4A Positivo Positivo Positivo
POSA Positivo Positivo Positivo
PO6A Positivo Positivo
PO7A Positivo Positivo Positivo
POSA Positivo

PO9A Positivo

P10A Positivo Positivo

P11A Positivo Positivo

P12A Positivo Positivo

P13A Positivo Positivo

P14A Positivo Positivo

P15A Positivo

P16A Positivo Positivo

P17A Positivo

P18A Positivo

P19A Positivo Positivo

Total 100% 68.42% 31.58%

Nota: CRO (Ceftriaxona), MEM (Meropenem)

Tabla 16
Aislamiento de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas
punto de muestreo B (Prolongacion Calle Bolivar)

Agar MacConkey

Caédigo . L Con antibiotico
Sin antibiotico
CRO 4 mg/. MEM 1 mg/L

PO1B Positivo
P02B Positivo Positivo
PO3B Positivo Positivo
P04B Positivo Positivo
P05B Positivo
PO6B Positivo Positivo
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PO7B Positivo

POSB Positivo Positivo

P09B Positivo Positivo

P10B Positivo

P11B Positivo

P12B Positivo

P13B Positivo

P14B Positivo

P15B Positivo Positivo
P16B-CS Positivo Positivo

P17B Positivo

P18B Positivo

Total 100% 44.44%

Nota: CRO (Ceftriaxona), MEM (Meropenem)

Tabla 17
Aislamiento de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas
punto de muestreo C (Ex-botadero de San Antonio)

Agar MacConkey

Codigo . o Con antibiotico
Sin antibiotico
CRO4mg/L MEM 1 mg/L

PO1C Positivo

P02C Positivo Positivo
PO3C Positivo
P04C Positivo Positivo
PO5C Positivo
PO6C Positivo Positivo
PO7C Positivo
POSC Positivo Positivo
P0O9C Positivo Positivo
P10C Positivo Positivo
P11C Positivo Positivo
P12C Positivo Positivo
P13C Positivo Positivo
P14C Positivo
P15C Positivo
P16C Positivo Positivo
P17C Positivo
P18C Positivo Positivo
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P19C Positivo
P20C Positivo
P21C Positivo

Total 100% 52.38%

Nota: CRO (Ceftriaxona), MEM (Meropenem)

Tabla 18
Aislamiento de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas
punto de muestreo D (Alrededor del Mercado Santa Rosa)

Agar MacConkey
Codigo . o Con antibiotico
Sin antibiotico
CRO 4 mg/l. MEM 1 mg/L

PO1D Positivo Positivo
P02D Positivo Positivo
PO3D Positivo Positivo
P04D Positivo Positivo
PO5D

P06D Positivo

PO7D Positivo

P0O8D Positivo

P0O9D Positivo

P10D Positivo Positivo
P11D Positivo Positivo
P12D Positivo

P13D Positivo

P14D Positivo

P15D

P16D Positivo Positivo
P17D Positivo Positivo
P18D Positivo

P19D Positivo

Total 89.47% 42.11%

Nota: CRO (Ceftriaxona), MEM (Meropenem)
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Tabla 19
Aislamiento de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas
punto de muestreo E (Alrededor del Mercado Virgen del Carmen)

Agar MacConkey

Codigo . o Con antibiotico
Sin antibiotico
CRO4mg/L MEM 1 mg/L

PO1E Positivo

PO2E Positivo Positivo
PO3E Positivo Positivo
PO4E Positivo

POSE Positivo Positivo
PO6E Positivo

PO7E Positivo Positivo
POSE Positivo

PO9E Positivo Positivo
P10E Positivo Positivo
P11E Positivo

PI12E Positivo

P13E Positivo

P14E Positivo

P15E

P16E Positivo Positivo
P17E Positivo Positivo
P18E Positivo Positivo
P19E Positivo Positivo
Total 94.74% 52.63%

Nota: CRO (Ceftriaxona), MEM (Meropenem)
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ANEXO 2

Tabla 20
Resultados del aislamiento e identificacion bioquimica de enterobacterias aisladas a partir de palomas (Columba livia) en el distrito de San
Sebastian.

DIGO DE TSI MIO IDENTIFICACION
IDF?;?[IF?CO ACION LIA CITRATO UREA RM VP Malonato BA CTEISI A?\L?
TSI  GAS H»S M 1 O
PO1A-1 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P02A-1 A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P03A-1-CRO A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P03A-1-MEM A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P04A-1-CRO A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P04A-1-MEM A/A - - K/K - - - + + + - - Klebsiella pneumoniae
P05A-1-CRO A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P05A-1-MEM A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P06A-1-MEM A/A - - K/K - - - - - + + + Klebsiella pneumoniae
P06A-2-MEM A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P07A-1-CRO A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P07A-1-MEM A/A - - K/K - - - + + + + + Klebsiella pneumoniae
P10A-1 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P11A-1 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P12A-1 A/A + - K/K - - - - - + - - Escherichia coli
P12A-2 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P13A-1 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P14A-1 A/A - - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P14A-2 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
P16A-2 A/A + - KK + + + - - + - - Escherichia coli
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P16A-3
P19A-1
P02B-1
P03B-1
P04B-2
P06B-1
P08B-1
P09B-1
P09B-3
P015B-1
P02C-1
P04C-1
P06C-1
P06C-2
P08C-1
P09C-1
P09C-2
P10C-1
P11C-1
P12C-1
P13C-1
P16C-1
P18C-1
P01D-1
P02D-1
PO3D-1
P04D-1
P10D-1
P11D-1
P16D-1

K/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
K/A
A/A
A/A
A/A
K/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

+ 4+ + + + o+

I T T S e

K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K

I e S e e i i s S s e s S S S S

T S S e T T i e T e T S e S S S S S S SRS

e S e S S

+ o+ + o+

+ o+ + + o+ o+

e e e e e S S S S S S S

+ + + + + o+ o+ o+t

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
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P17D-1
P17D-2
PO2E-2
PO2E-3
PO3E-1
PO3E-2
PO5SE-1
POSE-2
POSE-3
PO7E-1

PO7E-1-CS
PO7E-2-CS

PO9E-1
P10E-1
P16E-1
P17E-1
P18E-1
P19E-1

K/A
A/A
K/A
A/A
K/A
A/A
A/A
A/A
K/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

+ + + o+t

+

K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K
K/K

+ o+ + + + o+

+ o+ + o+ o+

+

+ o+ + + + A+ o+

+ o+ + + o+ +

J’_

+ o+ + + + o+ o+

o+ + o+ +

J’_

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli

Leyenda. A/A: Superficie acida, fondo acido, K/K: Superficie alcanlina, fondo alcalino, (+): reaccion positiva y/o crecimiento positivo, (-):Reaccion negativa

y/o crecimiento negativo, nd: Reaccion y/o crecimiento no definido, RM: Rojo de metil, VP: Voges-Proskauer.
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ANEXO 2

Tabla 21
Perfiles fenotipicos de las cepas de enterobacterias aisladas a partir de hisopados cloacales de palomas (Columba livia) en el distrito de San Sebastian.
= S
& z @)
= < = Z °
n=a s o =
=8 g o - z e g

Q = - = Z O & 2 & & E 2 ¥ & X © =2 v o= =
=0 = = = a Z - G ¥ = B B = ST g =B H
25555 = §§ %U*ﬂF%EEHUEEQmE%:!Eé
o] o) =
°0C ¢ Z 2 £
z £ &~ e
=S &
~ =

POI1A- PLAZOLETA MICAELA
A MACHO ADULTO BLEE R S S R S S S R R R R S R

1 BASTIDAS +
PO2A- PLAZOLETA MICAELA
A HEMBRA ADULTO CARBAPENEMASAS R S R S R R R R R R R R R R R R +

1 BASTIDAS -
PO3A- PLAZOLETA MICAELA
A MACHO ADULTO CARBAPENEMASAS R S R S R R R R R R R R R R R R +
1-CRO BASTIDAS -
PO3A-

PLAZOLETA MICAELA
A 1- MACHO ADULTO CARBAPENEMASAS R S R S R R R R R R R R R R R R +
BASTIDAS

MEM -
PO4A- PLAZOLETA MICAELA
A HEMBRA ADULTO CARBAPENEMASAS R S S R R R R R R R R R R R R +
1-CRO BASTIDAS -
PO4A-

PLAZOLETA MICAELA
A 1- HEMBRA ADULTO CARBAPENEMASAS R S R S R R R R R R R R R R R R +
BASTIDAS
MEM -
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POSA-
1-  MACHO JUVENIL
MEM
POSA-
MACHO JUVENIL
1-CRO
PO6A-
1-  MACHO ADULTO
MEM
PO6A-
2-  MACHO ADULTO
MEM
PO7A-
MACHO JUVENIL
1-CRO
PAO7-
1-  MACHO JUVENIL
MEM
P10A-
HEMBRA ADULTO
1
P11A-
MACHO ADULTO
1
P14A-
MACHO ADULTO
1
P16A-

MACHO JUVENIL
3

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

PLAZOLETA MICAELA

BASTIDAS

CARBAPENEMASAS

CARBAPENEMASAS

CARBAPENEMASAS

CARBAPENEMASAS

CARBAPENEMASAS

CARBAPENEMASAS

BLEE

BLEE

BLEE
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P02B-
HEMBRA JUVENIL
1

PO3B-
MACHO JUVENIL
1

P04B-
HEMBRA JUVENIL
1

P06B-
MACHO JUVENIL
1

PO8B-
HEMBRA JUVENIL
1

P09B-
MACHO ADULTO
1

P09B-
MACHO ADULTO
3

P15B-
HEMBRA JUVENIL
1

P04C-

HEMBRA JUVENIL EX-BOTADERO SAN ANTONIO

1

P06C-

HEMBRA JUVENIL EX-BOTADERO SAN ANTONIO

2

PO8C-

MACHO ADULTO EX-BOTADERO SAN ANTONIO

1

P09C-

MACHO JUVENIL EX-BOTADERO SAN ANTONIO

1

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

MERCADO SANTA ROSA

BLEE

BLEE

BLEE
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P09C-
MACHO JUVENIL
2

P10C-
MACHO JUVENIL
1

P12C-
HEMBRA JUVENIL
1

P16C-
HEMBRA ADULTO
1

P18C-
MACHO ADULTO
1

PO1D-
HEMBRA JUVENIL
1

PO3D-
HEMBRA ADULTO
1

P04D-
HEMBRA ADULTO
1

P10D-
MACHO ADULTO
1

P11D-
MACHO ADULTO
1

P16D-
HEMBRA JUVENIL
1

P17D-
MACHO JUVENIL
1

EX-BOTADERO SAN ANTONIO

EX-BOTADERO SAN ANTONIO

EX-BOTADERO SAN ANTONIO

EX-BOTADERO SAN ANTONIO

EX-BOTADERO SAN ANTONIO

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE
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P17D-
MACHO JUVENIL
2

P02E-2 MACHO ADULTO

P02E-3 MACHO ADULTO

PO3E-1 HEMBRA ADULTO

PO3E-2 HEMBRA ADULTO

POSE-1 MACHO ADULTO

POSE-2 MACHO ADULTO

POSE-3 MACHO ADULTO

PO7E-1 MACHO JUVENIL

PO7E-

MACHO JUVENIL
1-CS

PO7E-

MACHO JUVENIL
2-CS

PO9E-1 HEMBRA JUVENIL

ALREDEDOR DEL MERCADO

SANTA ROSA

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE
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E P10E-1 HEMBRA ADULTO

E P16E-1 MACHO ADULTO

E P17E-1 HEMBRA ADULTO

E P19E-1 MACHO ADULTO

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

ALREDEDOR DEL MERCADO

VIRGEN DEL CARMEN

BLEE

BLEE

BLEE

BLEE

Leyenda. R: Resistente (Resistencia al antibiotico), I: Intermedio (Resistencia Intermedia al antibiético), S: Sensible (Sensible al antibiotico)
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Tabla 22

ANEXO 3

Resultados fenotipicos de los factores de virulencia de enterobacterias aisladas a partir de

hisopados cloacales de palomas (Columba livia) en el distrito de San Sebastian.

3 g

3 g 23 =z £
o £ = s&8 B g 2
= g g2 © & =

= -
PO1A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) PF
P02A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) NF
P03A-1-CRO Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) PF
PO3A-1-MEM Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) PF
P04A-1-CRO Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) MF
P04A-1-MEM Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) PF
PO5SA-1-MEM Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) NF
PO5A-1-CRO Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) NF
PO6A-1-MEM Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) MF
PO6A-2-MEM Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) PF
P0O7A-1-CRO Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) NF
PA07-1-MEM Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) PF
P10A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) PF
P11A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) PF
P12A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) MF
P12A-2 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) PF
P13A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) PF
P14A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) PF
P14A-2 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) PF
P16A-2 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) MF
P16A-3 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) PF
P19A-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) PF
P02B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) NF
P0O3B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) PF
P04B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) MF
P06B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) PF
PO8B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) PF
P09B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) NF
P0O9B-3 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) PF
P15B-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) MF
P02C-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (-) (-) (-) NF
P04C-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (+) (-) (-) NF
P06C-1 Gamma hemolisis ( - ) <Smm (-) (-) (-) (-) NF
P06C-2 Gamma hemolisis ( - ) <Smm ( -) (+) (-) (-) NF
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PO8C-1
P09C-1
P09C-2
P10C-1
PO11C-1
P12C-1
P13C-1
P16-1
P18C-1
PO1D-1
P02D-1
PO3D-1
P04D-1
P10D-1
P11D-1
P16D-1
P17D-1
P17D-2
PO2E-2
PO2E-3
PO3E-1
PO3E-2
POSE-1
POSE-2
POSE-3
PO7E-1
PO7E-1-CS
PO7E-2-CS
PO9E-1
P10E-1
P16E-1
P17E-1
P18E-1
P19E-1

Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -
Gamma hemolisis ( -

Gamma hemolisis ( -

[ N T N N N e N N T e N N N

)

<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -
<Smm ( -

<Smm ( -

NN N N N N N N N N N N N = I N

(+)
(+)
(+)
(+)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(-)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(-)
(+)
(-)
(+)
(+)

~
1
~

I I e N N T N N NN
1
~ O~ O~ — ~ ~— —

+

~
1
~

(+)
(+)
(+)

e N N N e N N U e N N e N e N e N N e T e T e N e N N e N e N e N e N e e e e N e N e T e N e N
L T T T O O T T T N (Y (Y Y T T T NN (NN (Y Y [ N N TR T [ [ R I |

N N O O N N N N N N Y Y N N N N Y Y N N N N N N N N N N N N N N N

(_

e N T e e e e e s U e N e T e N e e e N N e T e N e N e e N N e N e N e N e N e T e T e N e N e N e
L T T T T T T T T T T T T T T L T e e e |

N~ N N O N N N N N N Y Y N N N N N N N N N N N N N N N N N N N

)

NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
PF
NF
NF
NF
NF
PF
NF
NF
NF
PF
PF
PF
NF
NF
PF
PF
PF
PF

Leyenda. NF: No adherente (no formadora de bioflm), PF: Debilmente Adherente (Poco formadora de

bioflm) MF: Moderadamente Adherente (Moderada formacion de Biofilm), FF: Fuertemente

Adherente (Alta presencia de Bioflm)
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Tabla 23
Cuantificacion de la formacion de Biofilm, en cepas de enterobacterias resistentes a -lactdmicos asiladas a partir de hisopados cloacales de
palomas (Columba livia), San Jeronimo, Cusco, 2025

ANEXO 4

Media Desviacion
de los estandar de .
Lectura de blancos las Lectura de la Promedio de la
Cepa absorbancia de los . ODC absorvancia de cepas Absorvancia Resultado
como desnsidades .
blancos . por triplicado (ODT)
control opticas de los
negativo blancos

1 BLANCO + 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.097 0.086 0.082 0.088 FUERTEMENTE ADHERENTE FF
2 BLANCO - 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.005 0.006 0.006 0.006 NO ADHERENTE NF
3 PO1A-1 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.014 0.008 0.009 0.010 DEBILMENTE ADHERENTE PF
4 P02A-1 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.005 0.006 0.006 0.006 NO ADHERENTE NF
5 PO3A-1-CRO  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.007 0.011 0.009 0.009 DEBILMENTE ADHERENTE PF
6 PO3A-1-MEM  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.014 0.011 0.016 0.014 DEBILMENTE ADHERENTE PF
7 P04A-1-CRO  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.018 0.018 0.022 0.019 MODERADAMENTE ADHERENTE  MF
8 PO4A-1-MEM  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.011 0.009 0.011 0.010 DEBILMENTE ADHERENTE PF
9 PO5A-1-MEM  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.006 0.008 0.007 0.007 NO ADHERENTE NF
10 PO5A-1-CRO  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.006 0.007 0.007 0.007 NO ADHERENTE NF
11 PO6A-1-MEM  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.019 0.013 0.014 0.015 MODERADAMENTE ADHERENTE = MF
12 PO6A-2-MEM  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.008 0.012 0.008 0.009 DEBILMENTE ADHERENTE PF
13 PO07A-1-CRO  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.006 0.007 0.008 0.007 NO ADHERENTE NF
14 PA07-1-MEM  0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.007 0.013 0.009 0.010 DEBILMENTE ADHERENTE PF
15 P10A-1 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.009 0.008 0.009 0.009 DEBILMENTE ADHERENTE PF
16 P11A-1 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.012 0.017 0.012 0.014 DEBILMENTE ADHERENTE PF
17 P12A-1 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.021 0.027 0.021 0.023 MODERADAMENTE ADHERENTE  MF
18 P12A-2 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.012 0.012 0.009 0.011 DEBILMENTE ADHERENTE PF
19 P13A-1 0.005 0.006 0.006 0.00567 0.0006 0.007 0.009 0.013 0.010 0.011 DEBILMENTE ADHERENTE PF
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

P14A-1
P14A-2
P16A-2
P16A-3
P19A-1
P02B-1
P03B-1
P04B-1
P06B-1
PO8B-1
P09B-1
P09B-3
P15B-1
BLANCO +
BLANCO -
P02C-1
P04C-1
P06C-1
P06C-2
PO8C-1
P09C-1
P09C-2
P10C-1
PO11C-1
P12C-1
P13C-1
P16-1
P18C-1
PO1D-1
P02D-1

0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014

0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016

0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013

0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.00567
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014

0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.0006
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002

0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019

0.015
0.010
0.012
0.016
0.006
0.006
0.007
0.018
0.007
0.008
0.006
0.010
0.026
0.073
0.014
0.010
0.014
0.014
0.017
0.009
0.011
0.017
0.009
0.008
0.011
0.007
0.008
0.008
0.005
0.008

0.016
0.007
0.014
0.012
0.008
0.005
0.008
0.014
0.009
0.012
0.007
0.011
0.028
0.056
0.016
0.011
0.012
0.011
0.011
0.008
0.011
0.011
0.011
0.010
0.013
0.010
0.008
0.009
0.006
0.007

0.009
0.006
0.019
0.011
0.010
0.008
0.010
0.014
0.009
0.010
0.008
0.013
0.029
0.059
0.013
0.012
0.011
0.013
0.013
0.010
0.013
0.009
0.009
0.009
0.015
0.012
0.008
0.007
0.005
0.009

0.013
0.008
0.015
0.013
0.008
0.006
0.008
0.015
0.008
0.010
0.007
0.011
0.028
0.063
0.014
0.011
0.012
0.013
0.014
0.009
0.012
0.012
0.010
0.009
0.013
0.010
0.008
0.008
0.005
0.008

DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
MODERADAMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
MODERADAMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
MODERADAMENTE ADHERENTE
MODERADAMENTE ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
NO ADHERENTE
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PF
PF
MF
PF
PF
NF
PF
MF
PF
PF
NF
PF
MF
MF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF
NF



50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

PO3D-1
P04D-1
P10D-1
P11D-1
P16D-1
P17D-1
P17D-2
PO2E-2
PO2E-3
PO3E-1
PO3E-2
POSE-1
POSE-2
POSE-3
PO7E-1
BLANCO +
BLANCO -
PO7E-1-CS
PO7E-2-CS
PO9E-1
PI0E-1
P16E-1
P17E-1
P18E-1
P19E-1
VACIO

0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006

0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006

0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007

0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.014
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006

0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.002
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.019
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008

0.009
0.009
0.009
0.018
0.011
0.020
0.011
0.014
0.012
0.009
0.015
0.008
0.011
0.005
0.018
0.044
0.006
0.009
0.008
0.007
0.007
0.008
0.007
0.012
0.016
0.005

0.010
0.010
0.011
0.015
0.004
0.033
0.013
0.016
0.013
0.011
0.014
0.008
0.013
0.007
0.019
0.040
0.006
0.009
0.009
0.007
0.008
0.009
0.009
0.012
0.015
0.007

0.012
0.012
0.010
0.013
0.008
0.020
0.011
0.016
0.024
0.011
0.029
0.025
0.008
0.007
0.046
0.041
0.007
0.011
0.009
0.006
0.007
0.009
0.012
0.012
0.014
0.006

0.010
0.010
0.010
0.015
0.008
0.024
0.012
0.015
0.016
0.010
0.019
0.014
0.011
0.006
0.028
0.042
0.006
0.010
0.009
0.007
0.007
0.009
0.009
0.012
0.015
0.006

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE

FUERTEMENTE ADHERENTE

NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE

NO ADHERENTE

NO ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE
DEBILMENTE ADHERENTE

NO ADHERENTE

Leyenda: NF: No adherente (no formadora de bioflm), PF: Debilmente Adherente (Poco formadora de bioflm) MF: Moderadamente Adherente (Moderada

formacion de Biofilm), FF: Fuertemente Adherente (Alta presencia de Bioflm)
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NF
NF
NF
NF

NF
NF
NF
NF
PF
NF
NF
NF
PF
FF
NF
PF
PF
NF
NF
PF
PF
PF
PF
NF



ANEXO 5

Puntos de Corte para Enterobacterias CLSI

Tabla 24.
Puntos de corte para enterobacterias gram negativas CLSI 2025
CLSI 2025
FAMILIA ANTIBIOTICOS R SSDol S
Sulfonamidas Trimetoprima/sulfametoxazol (SXT) <10 11-15 =16
. o Gentamicina (GEN) <14 15170 =18
Aminoglucésidos Amikacina (AK) <16 17-194 =20
Tetraciclinas Tetraciclina (TE) <11 12-14 =15
Inhibidores de B- Amoxicilina/Ac. Clavulanico (AMC) <13 1417 =18
Lactamicos

Imipenem (IMP) <19 2022~ =23
Carbapenemicos Meropenem (MEM) <19 2022~ =>23
Ertapenem (ETP) <18 1921 =22
Quinolonas Ciprofloxacino (CIP) <21 2225 >26
Quinolonas Enrofloxacino (ENR) <16 17-22 =23

(fluoroquinolona)
Ceftiofur (FUR) <17 1820 =>21
Cefotaxima (CTX) <22 2325 =26
Cefalosporinas Cefepime (FEP) <18 1924 >25
Cefoxitin (FOX) <14 1517 =18
Ceftriaxona (CRO) <19 2022~ =23
Monobactamicos Aztreonam (ATM) <17 1820~ >21

Fuente: (CLSI, 2025)
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ANEXO 6

Autorizacion Municipal para ejecucion de proyecto
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ANEXO 7

Autorizacion del SERFOR
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ANEXO 8

Oficio del Comité de Bioética Institucional y Sub comités de Bioética de la UNSAAC
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ANEXO 9. Evidencia fotografica

A. Marcaje en las alas para diferenciacion de especimenes y procedencia de muestra.

Figura 17

Recorte siguiendo un patron especifico en las alas de palomas (Columba livia) para el
marcaje.

Nota: Recorte de las alas en las palomas capturadas, que permite la identificacion de la procedencia de
la paloma y evita la captura de un mismo ejemplar.

B. Aislamiento de enterobacterias en MacConkey sin antibioticos y con antibioticos
(CRO 4 mg/L y MEM 1 mg/L)

Figura 18

Aislamiento de colonias de enterobacterias resistentes a B-lactamicos a partir de palomas
(Columba livia) con y sin antibioticos.

Nota: A: Aislamientso de enterobacterias en placa de agar MacConkey sin suplemento de antibioticos,
B: Aislamiento de enterobacterias resistentes a P-lactamicos en placa de agar MacConkey con
suplemento antimicrobiano (CRO, 4 mg/L), C: Aislamiento de enterobacteria en placa de agar
MacConkey con suplemento antimicrobiano (MEM, 1mg/L).
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C. Identificacién bioquimica de Klebsiella pneumoniae

Figura 19

Identificacion bioquimica correspondiente a Klebsiella pneumoniae resistentes a f3-
lactamicos aislada a partir de palomas (Columba livia) a partide hisopados cloacales,
procedente del distrito de San Sebastian, 2025.

Nota: Se muestra la identificacion bioquimica de Klebsiella pneumoniae: TSI: A/A, produccion de gas; LIA:
K/K sin produccion de gas; MIO: movilidad negativa, Indol negativo, Ornitina negativa; Urea: Positiva;
Citrtato: Positivo; RM: Positivo; VP: Positivo; malonato: Positivo.
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D. Control de calidad de discos para la realizacion del antiograma en Mueller-Hinton.

Figura 20
Control de antibiograma utilizando una cepa control Escherichia coli ATCC 25922

Nota: En la figura 20, se muestra el antibiograma de una cepa control de Escherichia coli ATCC 25922, el
cual se utilizo para ver la calidad de los discos y del medio Mueller-Hinton que se utilizo, se usaron los puntos
de corte del CLSI, 2025 (Ver Anexo 5) para corroborar la sensibilidad y resistencia a los distintos
antiobtioticos que se utilizaron durante el trabajo de esta investigacion, validando la realizacion de las pruebas.
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E.

Controles para la confirmacion fenotipica de carbapenemasas

Figura 21
Controles para la confirmacion de produccion de carbapenemasas.

Nota: En la figura 21, se muestran distintos tipos de produccion de carbapenemasas, siendo la figura A a una
cepa de Klebsiella pneumoniae BAA 2814 productora de carbapenemasa de tipo A (KPC) y la figura B una
cepa de Klebsiella pneumoniae BAA 2146 productora de carbapenmasas de tipo B (MBL), los cuales se
utilizaron para validar las pruebas de confirmacion fenotipicas de carbapenemasas que se utilizaron en esta
investigacion.

Presencia de factores de virulencia utilizando controles positivos y negativos.

Figura 22
Presencia de actividad hemoliticas en agar sangre de carnero al 5%.

Nota: En la figura 22, se muestran los distintos tipos de hemolisis de enterobacterias, siendo la figura A y B
controles positivos de hemolisis alfa y B respectivamente y la figura C una enterobacteria resistente a -
lactamicos aislada a partir de hisopado cloacal de paloma. A: B-hemolisis de S. aureus ATCC 25923, B: Alfa-
hemolisis de Streptococcus sp, C: gamma-hemolisis de Escherichia coli resistente a B-lactamicos aislada partir
de hisopado cloacal de paloma (Columba lviia).
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Figura 23
Confirmacion de lisis de gelatina en agar Gelatina al 3%.

Nota: A: Lisis de gelatina en P. aerugeninosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923 y lisis negativa en
Escherichia coli ATCC 25922 B: Lisis positiva en cepa control de S. aureus ATCC 25923, se observa el halo
de lisis alrededor de las colonias.

Figura 24
Confirmacion de lisis de lipidos en agar Tween 80°.

Nota: En la figura 24, se muestra la produccion lipasas en la cepa control Pseudomonas fluorescens ATCC
13525, mientras los controles negativos correspondieron a cepas de P. aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia
coli ATCC 25922.
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Figura 25
Confirmacion de lisis de caseina en agar leche al 1%

Nota: En la figura 25, se muestra la produccion proteasas (caseinasas), siendo la figura A controles positivos
de produccion de caseinasa con cepas control de P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 2593. A:
Produccion caseinasa positiva, B: Produccion de caseinasa negativa de Klebsiella pneumoniae resistente a [3-
lactamicos aislada partir de hisopado cloacal de paloma (Columba lviia).
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