UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIRIQUI
VICE RECTORIA DE INVESTIGACION Y POST GRADO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA AMBIENTAL

Determinacion de la Contaminacion de Bacterias Gramnegativas en los
Laboratorios de Microbiologia y Tecnologia Médica de la Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas de la Universidad Autonoma de Chiriqui, de marzo a julio de

2016.

ALEXIS ALBERTO URENA FRANCO
4-723-2112

ASESORES
DR ORLANDO CACERES
MGTR. LUIS GONZALEZ

Tesis de Maestria para optar por el
Titulo de Maestria en Microbiologia
Ambiental

2017



DEDICATORIA

Dedico este trabajo de investigacion a mi esposa Dionisia Acosta y mi hijo Alexis
Andrés, a quienes han sido mi inspiracion, mi fuerza para luchar y seguir adelante por
esta gran meta, a mis padres, Maria y Alexis que hicieron de mi un hombre de bien y por
toda la confianza depositada en mi y por todos los sabios consejos que me brindaron.

A mi hermana Yinny por su apoyo y palabras de aliento que en todo momento me
ofrecié. A mi Dios, Todopoderoso, por la vida, el 4nimo, por darme las fuerzas necesarias
para realizar este gran suefio, también por darme la fortaleza espiritual y fisica para cul-

minar con éxitos mis estudios y ser el profesional que soy.

Alexis



AGRADECIMIENTO

De manera especial, al Dr. Orlando Céceres, al MSC. Luis Gonzélez, por su sabia
direccién, comprension y ensefianzas brindadas a lo largo de este trabajo de investigacion.

A la Licda. Daira Icaza por su tiempo y orientacion en el momento de la prepara-
cion y procesamiento de las muestras. A todas las personas que de una u otra forma han
hecho posible la realizacion de esta tesis de maestria, mi més profundo agradecimiento.
A todos mis familiares quienes con sus consejos y apoyo me indujeron siempre a la cul-
minacioén de esta maestria

Alexis



INDICE

CAPITULO I MARCO INTRODUCTORIO 3
INTRODUCCION...............c........ S MM 3
1.1 ASPECTOS GENERALES DEL PROBLEMA..........oooovueoeeeeeereereeeseeeseresersenonn 7

1.1.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA ..................oooooooooeeeeeeeeeeeeeeee. 7

1.1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA ..................oooooooooeeeeoeeeeoeeeoeeoeern. 8
1.2 OBJETIVO GENERAL........cc.ooemetestenseeesesseseesssssssssssassssssssssessssssesasessassensesnns 8
1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ooovoeeoeeeeeeeseseeeeeeseeses e seseeeseeeeseseeeesseeessseens 9
1.4 ALCANCES DEL TRABAJO........ovoomvveeeeereveeeeeeeseeeeeseessossssssessseesseeesseessseessens 9
1.5 LIMITACIONES ....ctvutriureeeneasessissssses s s ssssssssssssses st essesesseesseesesene 9
1.6 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA. ........ovovererenern 10

CAPITULO Il MARCO TEORICO 12
2.1 LOS MICROORGANISMOS EN EL MEDIO AMBIENTE. .......oooovveeveeenn... 12
2.2 IMPACTO DE LA MICROBIOLOGIA AMBIENTAL.......coooooeeerereererereersnns 13
2.3 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA MICROBIOLOGIA..........cooooneuee..... 15
2.4 BACTERIAS GRAMNEGATIVAS ......oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseseseeseeeseeeesssenn 18

2.4.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE UNA BACTERIA. .......................... 21
2.4.2 MECANISMO DE RESISTENCIA BACTERIANO. ............ocooooeoeeeereee.... 24
2.4.3. TIPOS DE MECANISMO DE RESISTENCIA. ...........ooooooeooeoeeeoeeeee.. 24
2.5 PATOGENIA DE LA INFECCION BACTERIANA ......oouoveeeeeeeeeeseeees s 28
2.6 LAS ENTEROBACTERIACEAS ........oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
2.7 AGENTES ANTIBACTERIANOS...........ooomieeeeeeeieeeeeseeeeseeseeeeeseesseesesseesseeeen 32
2.8 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA .....ooovoeoveeresreeerers 34
CAPITULO Il MATERIALES Y METODO. 36
MATERIALES Y METODOS. 36




3.3 CULTIVO Y PROCEDIMIENTOS PARA LA TOMA DE MUESTRAS..........
3.4 IDENTIFICACION DE MUESTRAS............ovumeeineeeeeeeeeesesseseesseess s seess e

3.4.1 TINCION DE MUESTRA ........ooooeooeeoeoeeeeeeoeeoeeeeoeeoeeeeeeeeeeeeeo

CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CULTIVOS POSITIVOS .....oooiiiiiiiieiririeieeeeteetetes e ses st enesenenans
4.2 SITIOS DE MUESTREO. ......ccouiiiiniiieieisieieeeiseessieseissssesesesessse e s

4.3 SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS ........ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeens

47

48

49

51

CAPITULO V CONSIDERACIONES FINALES

SACONCLUSIONES: ...ooivicissisnammmunmraranmmsimsesam b smssisnisiianis

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

53

53

54

55

ANEXOS

vi

62



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Comparacion de la pared celular de las bacterias grampositivas y

GrAMNEZAIVOS. . ..ueitiiii ettt et e et e e e e et e e e e 19
Figura 2. Mecanismo de Resistencia Antimicrobiana................................. 26
Figura 3. Los desconocimientos de las normas de bioseguridad dentro

de los laboratorios, pueden causar efectos nocivos en los seres

hUMAaNoS. ... 30
Figura 4. Estructura del género Enterobacteriaceae................................... 31
Figura 5. Localizaciones de infeccion por las enterobacterias mas

frecuentes, enumeradas por orden de prevalencia......................... 34
Figura 6. Cultivos positivos y negativos del medio liquido......................... 38

Figura 7. Pase a otros Mac Conkey para tener colonias puras

Y atSIatas . . ne oo onnnnaess seamin vu v ses s suE S5 S e SRR ARG SR 38
Figura 8. Tincion de GRAM, bacilos gramnegativos.....................ccouve..... 40
Figura 9. Analizador Automatizado microbioldgica VITEK 2 Compact............ 41
Figura 10. Tarjetas de identificacion y sensibilidad del Vitek...................... 42
Figura 11. Reporte de identificacion y sensibilidad del Vitek...................... 44

Figura 12. Opciones de reportes del equipo automatizado Vitek
(Puntos de cortesdela CMI)............ouiuiniiiniiieiiieeiiaeeen . 45

Figura 13. Opciones de reportes del equipo automatizado Vitek.

(Alarmas de los mecanismos de resistencias)....................ccoueee... 46
Figura 14. Lectura de los platos, en la camara..................cc.ccoveuevuneennn... 62
Figura 15. Realizando los pases de pureza de los platos positivos................. 63
Figura 16. Tioglicolato positivos y negativos. ..................oeuueiuneeuneennee.. 64
Figura 17. Rotulando las muestras sembradas en los platos........................ 64

vii



RESUMEN

Los microorganismos son seres vivos, que solo pueden visualizarse con el microscopio,
estos pueden causar efectos en la salud humana y se pueden transmiten de una persona a
otra a través de las manos, fluidos o una mala practica de higiene. Los podemos encontrar
en superficies sélidas (mesa de trabajo, perillas de puertas, etc), en la ropa (bata de labo-
ratorio) manos y guantes, en el aire, etc. Es importante su identificacién porque pueden
ser contaminantes y contagiosos, provocando patologias en humanos. El lavado de manos
es un elemento importante en el control de la trasmision, contaminacién e infecciones,
provocada por estos agentes. Se identificaron bacterias gramnegativas y se determinaron
sus patrones de sensibilidad. Se utilizaron equipos y pruebas automatizadas de alta sen-
sibilidad y especificidad, para la identificacion de especies patégenas u oportunistas y se
determind su sensibilidad, de acuerdo al método de Kirbi Bauer. Se logré identificar
especies de: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus y Pseudomona, las cuales
mostraron sensibilidad a la Ceftriaxona, Ampicilina, Ciprofloxacino y siendo resistente a
la Amoxicilina con Acido Glabulanico en un bajo porcentaje. Se determinaron dreas con-
taminadas con microorganismos que pueden afectar la salud de los que utilizan estas 4reas
de investigacion. Elinadecuado desarrollo o practica de laboratorio en estos lugares con-
taminados, puede convertirse en un potencial contaminante que puede llevar a un proceso
invasivo y afectar la bioseguridad del personal que alli labora. Se deben implementar
normas de bioseguridad y de manejo de muestras infectocontagiosas para evitar riesgo

laborales.

Palabras claves: Microbiologia, ambiente, microorganismo, higiene, bioseguridad
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ABSTRACT.

Microorganisms are living beings, which can only be visualized under a microscope, they
can have effects on human health and can be transmitted from one person to another
through hands, fluids or poor hygiene practice. We can find them on solid surfaces (work
table, door knobs, etc.), on the clothes (lab coat) hands and gloves, in the air, etc. Identi-
fication is important because they can be contaminating and contagious, causing pathol-
ogies in humans. Hand washing is an important element in the control of the transmission,
contamination and infections, caused by these agents. Gram-negative bacteria were iden-
tified and their sensitivity patterns were determined. Automated equipment and tests of
high sensitivity and specificity were used for the identification of pathogenic or oppor-
tunistic species and their sensitivity was determined according to the Kirbi Bauer method.
[t was possible to identify species of Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus and
Pseudomona, which showed sensitivity to Ceftriaxone, Ampicillin, Ciprofloxacin and be-
ing resistant to Amoxicillin with Glabulanic acid in a low percentage. Areas contaminated
with microorganisms that could affect the health of those using these areas of research
were identified. Inadequate laboratory development or practice in these contaminated
sites can become a potential contaminant that can lead to an invasive process and affect
the biosecurity of the personnel working there. Biosecurity standards and handling of

infectious-contagious samples should be implemented to avoid occupational hazards.

Key words: Microbiology, environment, microorganism, hygiene, biosecurity



Determinacién de la Contaminacion de Bacterias Gramnegativas en los
Laboratorios de Microbiologia y Tecnologia Médica de la Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas de la Universidad Autonoma de Chiriqui, de marzo a julio de

2016.

CAPITULO I MARCO INTRODUCTORIO

INTRODUCCION

La Microbiologia es una ciencia que a través de la observacion y la experimentacion
distingue las formas microscopicas y que en el caso de la microbiologia ambiental hace
énfasis en aquellos agentes que causan dafio al ser humano en el ambiente donde esté

desarrollando o ejecutando una actividad (Patrick R. Murray 2014).

El surgimiento de microorganismos resistentes a antibiéticos es un gran problema de
salud publica, que se puede apreciar muy particularmente en Hospitales, Policlinicas,
Centros de Atencién Médica, pero una contaminaci6n por algun tipo de microorganismo,
también puede llegar afectar la salud de los estudiantes y profesores que utilizan los
Laboratorios de las Universidades que imparten carreras en las 4reas cientificas (Biologia,

Fisica, Quimica, etc.) (Jawetz, 2002).

La patogenia de las infecciones bacterianas incluye el inicio del proceso infeccioso y
mecanismos que inducen al desarrollo de signos y sintomas de la enfermedad. Las
caracteristicas de las bacterias patogenas incluyen transmisibilidad, adherencia a las

células del huésped, toxigenicidad y capacidad para evadir el sistema inmunitario del



huésped. Muchas infecciones causadas por bacterias consideradas comunmente

patégenas son imperceptibles o asintomaticas (Brooks et al. 2002).

Segun Patrick Murray, los humanos y los animales tienen una flora normal abundante que
generalmente no causa enfermedad, pero establece un equilibrio que garantiza la
supervivencia, crecimiento y propagacion tanto de la bacteria como el huésped. Algunas
bacterias son causa importante de enfermedad y, por lo general se cultivan con la flora
normal (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, E. coli, etc.) En ocasiones
también se encuentran bacterias claramente patdgenas (Salmonella typhi), pero la

infecciéon permanece latente o subclinica y el huésped es ‘portador’’ de la bacteria.

Cuando se investiga un microorganismo como posible causa de la enfermedad, también
debe considerarse la respuesta inmunitaria del huésped. Asi, una elevaci6n de anticuerpos
especificos durante la recuperacion de la enfermedad es un apoyo importante a los

postulados de Kotch.

Las bacterias se adaptan al ambiente, incluso a los animales y humanos, donde
normalmente residen y subsisten. De esta manera, la bacteria asegura su supervivencia e
incrementa su posibilidad de transmitirse. Cuando produce infeccién asintomatica o
enfermedad leve, en vez de la muerte del huésped, el microorganismo que normalmente
vive en las personas aumenta la posibilidad de transmitirse de una persona a otra (Broock

et al, 2002).

La enfermedad aparece si la bacteria o la reaccién inmunitaria a su presencia producen

suficiente dafio a la persona. Las enterobacterias son un vasto grupo heterogéneo de



bacilos gramnegativos cuyo habitad natural es el intestino humano y animales, (p. ej.
Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Proteus y otros). Las
enterobacteridceas son microorganismos aerobios, fermentan una amplia variedad de
carbohidratos, poseen una estructura antigénica compleja y producen varias toxinas y
otros factores de virulencia. Algunas de estas enterobacterias pueden proliferarse en
ambientes hiimedos, debe prestarse especial atencién a tinas de bafio, lavamanos,

regaderas, tuberias de agua y otros (Jawetz, 2002).

La informaci6n genética que le permite a las bacterias evadir la accién de los antibi6ticos
puede ser intrinseca o adquirida. En el primer caso, el microorganismo es resistente en
virtud a su contenido innato genético. Mientras que en la resistencia adquirida el
contenido genético inicial de la bacteria es transformado, lo que puede ocurrir por

mutaciones o por adquisicion de nuevo material genético.

Los Laboratorio que desarrollan actividades en las areas cientificas, pueden ser un
principal blanco de contaminacion, colonizacion y desarrollo de estas bacterias, ya que
no se cuentan con las medidas de bioseguridad minimas para impedir algtin tipo de brote.
Siendo relevante este problema en los estudiantes que utilizan los mismos para el

desarrollo de alguna actividad académica (Amaya D., 2009).

Los procedimientos o actividades que pueden ser invasivas o provocar un contaminacion
en el laboratorio pueden ser, material o utensilios de trabajo no esterilizados, el no usar
bata, el no usar guantes al momentos de tocar o manipular algin material contaminado,

gafas de proteccion, entre otros, aumentan también el riesgo de contagio y de



transferencia de bacterias en algunas de las dreas o vias de entradas de las mismas (0jos,

manos, bocas, oidos, etc).

Muchas bacterias se transmiten de una persona a otra a través de las manos. Un portador
de una bacteria, en cualquiera parte de cuerpo, puede tocar o frotarse las manos y propagar
la bacteria a otras partes del cuerpo o0 a otra persona, donde se produce infeccién. Muchos
patogenos oportunistas que causan infecciones bacterianas se transmiten de una persona
a otro a través de una mala practica de higiene. Por tanto, el lavado de manos es un

elemento importante en el control de infecciones (Jawetz, 2002).

No obstante, la selecciéon de un antibidtico apropiado no es un proceso simple, debido al
creciente aumento de la resistencia bacteriana y a la falta de estudios regionales que
brinden informacién sobre esta problematica. El uso inadecuado de antibidticos esta
relacionado con la presion selectiva ejercida al prescribir formal o libremente
medicamentos para uso terapéutico en humanos, el abuso de antibi6ticos de amplio

espectro, asi como el uso de dosis sin ningiin criterio.

Para el adecuado tratamiento a estas enfermedades infecciosas, solo es necesario conocer
el perfil de sensibilidad de las bacterias gramnegativas presentes en estas areas del

laboratorio.

Teniendo en cuenta que los Laboratorios de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas
de la UNACHI, son lugares donde se realizan actividades de investigacion

procedimientos, donde el inadecuado desarrollo de los mismos puede convertirse en



procesos invasivos y afectar la bioseguridad del laboratorio y el bienestar de los

estudiantes y profesores.

En esta investigacion se plantea caracterizar diferentes bacterias gramnegativas y sus
patrones de sensibilidad, causantes de contagios e infecciones que pueden afectar a los
estudiantes y al personal que labora en los Laboratorios de la Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas de la UNACHI, buscando el uso adecuado y correcto de las normas

de bioseguridad y los cuidado especiales en el uso de los mismos.

1.1 ASPECTOS GENERALES DEL PROBLEMA.

1.1.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

El considerado control del riesgo biologico se fundamenta en el manejo de la prevencion,
manipulacion y la aplicacion de estrategias claras que se relacionen con la educacion, la
investigacion y la vigilancia. Se trata de un estudio donde se unen la investigacion y la
educacion para validar la efectividad en el proceso de diseminacion de la contaminacion
generada por la manipulacion del material biolégico. En el desarrollo de las actividades
educativas el estudiante y los profesional que imparte clases genera conjuntamente con el
ambientes factores o contaminantes que pueden afectar dicha actividad en las

Universidades de nuestro pais.

Una parte de la poblacion universitaria, haciendo énfasis en la facultades que imparten
carreras del area de salud, tanto estudiantes como docentes, que realizan actividades o
practicas de docencia y de aprendizaje en los laboratorios de esta facultades, estan

expuestos al contacto con diferentes microorganismo causantes de infecciones.



No es raro observar a los estudiantes y profesores que estan realizando docencias en los
laboratorios, salir de los mismos con la bata puesta, guantes usados y contaminados,
manipulando los manubrios y perillas de las puertas del laboratorio e incluso
transportando el material de trabajo que puede ser infeccioso o contaminantes de un lugar
a otro sin ningtin tipo de bioseguridad, como también se dirigen a los bafios o a otras dreas

sin las condiciones minimas de limpieza y aseo para salir o entrar a los mismo.

1.1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

A nivel nacional y en la provincia de Chiriqui, se puede observar una alta probabilidad,
de que pueda ocurrir una contaminacion en los laboratorios de las Instituciones de
ensefianza a nivel superior (Universidades), donde se imparten actividades o practicas
docentes y experimentales a los estudiantes y profesores, en carreras de area de la salud.
Las infecciones o contaminacion causadas por microorganismos, pueden ocurrir en los
laboratorios donde se utilizan materiales o muestras que pueden causar dafio en la salud
de las personas (estudiantes y docentes) que no utilizan alguna barrera de proteccion. Por
esta razon continta siendo en la actualidad un problema relevante en las Universidades
de nuestra provincia.

Producto de esta situacion los estudiantes o docentes pueden presentar manifestaciones
clinicas de diversas enfermedades como: diarrea, resfriado, lesiones en la piel, faringitis,

e incluso hasta cuadros de influenza.

1.2 OBJETIVO GENERAL
» Distinguir las Bacterias Gramnegativas contaminantes y su patrén de

susceptibilidad, en los laboratorios de Microbiologia y Tecnologia



Médica de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad

Auténoma de Chiriqui.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Aislar Bacterias gramnegativas de las muestras recolectadas de los
diferentes sitios en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas de la UNACHI.
b. Identificar las Bacterias gramnegativas aisladas en los laboratorios
c. Relacionar la tasa de prevalencia de Bacterias gramnegativas encontradas

en los equipos y sitios contaminados de los laboratorios.

1.4 ALCANCES DEL TRABAJO

» Mejorar la confiabilidad y la bioseguridad de los Laboratorios de la

Facultad de Ciencias Naturales y Exactas.

1.5 LIMITACIONES

» La determinacion solamente de bacterias gramnegativas causantes de
contaminaciones e infecciones que pueden causar dafio a la salud a los que
utilizan los Laboratorios de Tecnologia Médica y Microbiologia.

> Serealiz6 en un periodo y lugar determinado.

» Demora administrativas para generar los permisos para realizar este

estudio.



1.6 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA.

El buen uso de medidas de bioseguridad y el uso adecuado del material y de
muestras que se utilicen en las practicas dentro de los laboratorios, juegan un
papel importante en la vida de los estudiantes y los docentes. Las manifestaciones
clinicas causantes de una mala préactica pueden afectar o causar dafio muy
significativo al tejido hematopoyético, en la piel, aparato digestivo, aparato

respiratorio y sistema nervioso central.

La gran poblacion de estudiantes que cuenta la UNACHI y que utilizan los
Laboratorio de Tecnologia Médica y Microbiologia para sus clases, oscila entre
los 2500 a 3000 estudiantes. Los mismos al no tener presente estos riesgos de
contaminacion y el buen uso de normas de bioseguridad, como es tan simple un
lavado de mano. Puede desencadenar una serie de procesos que al final son
nocivos para la salud y su entorno, Por ejemplo: El estudiante que sale del
laboratorio con su bata puesta y hasta en muchas ocasiones se retiran de la
Universidad con sus manos sucias y contaminadas, llega a la parada de buses,
saluda a un grupo de personas o amigos, después al tomar el bus le da el dinero al
chofer del mismo, al bajar del bus llega a su casa saluda a sus familiares y en
muchas ocasiones no se lavan las manos antes de cenar y se llevan estos alimentos
su estomago. Eh aqui el gran problema que podemos llegar a tener, de un simple

malestar a quedar en un cuarto de urgencias de un centro de salud.

Dentro de las manifestaciones clinicas que pueden presentarse estan: debilidad,
mareo, en las manifestaciones digestivas pueden ser vomito, pérdida de peso,

diarrea; en las respiratorias, tos con abundante mucosidad, en cuanto a las

10



manifestaciones del sistema nervioso central, dolor de cabeza intenso, cefalea o

migrafia.

Es de vital importancia analizar minuciosamente las bacterias posibles causales
de contagios o contaminacion en los Laboratorios de las Universidades, con el fin
de aislar, identificar y determinar la susceptibilidad, de estos posibles patégenos
de manera temprana y de esta manera poder implementar a futuro normas de
bioseguridad y manejo de muestras infectocontagiosas que se trabajan en los

laboratorio.
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CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1 LOS MICROORGANISMOS EN EL MEDIO AMBIENTE.

La microbiologia ambiental estudia la presencia de los microorganismos en un ambiente
determinado, la actividad que estos desarrollan en interaccion con los otros componentes
bidticos y abidticos del ecosistema; y correlaciona la microbiota existente con las

caracteristicas de este ambiente (Jawetz, 2002).

El estudio de los seres vivos, que s6lo son visibles ante el poder resolutivo de un
microscopio, en la nueva clasificacion de los seres vivos los podriamos ubicar como
procariontes principalmente y eucariontes simples y es parte del estudio de la
microbiologia ambiental. Dentro de los procariontes, es decir aquellos unicelulares,
formados por células procariontes sin niicleo definido, tendriamos a las Bacterias y a los
eucariontes formados por células con niicleo definido entre los cuales valdrian mencionar
las Algas y los Hongos, y aquellos que estarian por debajo de cualquier clasificacion de
los seres vivos dentro de los cuales estarian los Virus y los priones, que estan conformados

por células, sino por pequefios agregados celulares (Palomino, 1995).

Hablar de microorganismos y dar a entender solo su participacion en el desarrollo de
enfermedades infectocontagiosas como agentes causales de las mismas y que poseen solo
un cardcter patogeno es irreal, ya que muchos de ellos nos benefician en la Industria,
Alimentacion, Medicina, Agricultura y en el tema que nos ocupa, que es el desarrollo de

procesos bioldgicos de descontaminacion de agua, aire o suelo (Garcia C. A., 2013).

12



2.2 IMPACTO DE LA MICROBIOLOGIA AMBIENTAL.

Tenemos que tener en cuenta que en la microbiologia ambiental una de las grandes
virtudes o alances es valorar los riesgos de las infecciones ocasionadas por
microorganismos patogenos presentes en el agua, aire y suelo. Reconocer acciones
preventivas para evitar la contaminacién ambiental y el velar por el adecuado uso o
desarrollo de las mismas, como también tomar conciencia del dafio que ocasionan los
residuos solidos como los Industriales, Plaguicida, Metales pesados. La contaminacién
del hombre en el entorno donde vive, trabaja o donde desarrollo algun tipo de actividad

es también parte importante del estudio de la microbiologia ambiental.

Otro gran alcance de esta ciencia es la identificacion de los diferentes microorganismos
de importancia médica, la prevenciéon y tratamiento de enfermedades infecciosas o
infectocontagiosas causadas por microorganismos en plantas, animales y el hombre, y en
la manera en que se desarrollan en su ambiente. Sabemos que es evidente que la
Microbiologia abarca un campo muy amplio, cubriendo en particular la Microbiologia
Ambiental en muchos aspectos relacionados con la calidad de vida actual (Ezpeleta-

Baquedano C. et al 2013).

Los microorganismos pueden ser transitorio y encontrarse ocasionalmente en los
ambientes, se caracterizan por su mayor vulnerabilidad a los cambios ambientales. En
cambio los que forman parte de la flora residente se encuentran normalmente en el
ambiente que los acoge y aun cuando pueda disminuir su densidad poblacional por algun
cambio dréstico en el medio ambiente, son capaces de recuperar su densidad normal una

vez pasado el efecto. Prcticamente todos los ambientes estén poblados por microbios,

13



por esta distribucion tan amplia, practicamente no existe material en la naturaleza que no

pueda ser degradado por los microorganismos.

Por mucho tiempo se ha creido que la fertilidad del suelo se debe solamente a la presencia
de nitrogeno, fosforo, potasio y otros elementos. Sin embargo, el avance de la
microbiologia del suelo ha puesto de manifiesto que el suelo no es un medio al que se
incorporan semillas para luego cosecharlas como productos, sino mas bien que el suelo
es un sistema dindmico en el que los microorganismos desempefian un rol importante en
el reciclaje de los elementos biogeoquimicos, ya sea fijandolos de la atmosfera,
liberandolos de residuos organicos o solubilizdandolos de las rocas, por esta razones la
importancia de los microorganismos como recicladores de nutrientes debe recibir especial

atencion (Garcia C. A., 2013).

La naturaleza selecciona a las especies mds aptas. Sin embargo, actualmente es el ser
humano quien introduce mayores condiciones de selectividad deteriora la diversidad
biolégica. La diversidad biologica del planeta es producto de la adaptacion de los seres
vivos a los cambios que sufriera desde su aparicion, haciendo superado la competencia
que se generara entre las especies para procurar su sustento (alimento / nicho). Muchas
especies han desaparecidos y otras pocas lograron quedarse, pues el ser que no es capaz
de adaptarse. Los microorganismos son los seres con mayores ventajas de adaptacion por
su organizacion sencilla. Estos pequefios seres pueden adaptarse a las nuevas condiciones
bajo dos mecanismos.

* Adaptacion genética: la presencia de los diversos factores ambientales provoca

modificacion en la constitucion de los microorganismos y permite la continuidad
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de los nuevos rasgos genéticos que ofrezcan mayor competitividad. Estos
caracteres se heredan de generacion en generacion.

¢ Adaptacion fisiologica: que es cambio temporal del organismo mientras prevalece
determinado factor ambiental. El organismo vuelve a su estado normal cuando

este factor desaparece.

Bajo ciertas condiciones las adaptaciones fisiolégicas pueden transformarse en genéticas.
Po ejemplo, se ha observado que la presencia continua de antibidticos induce la
permanencia de los microorganismos que poseen el plasmido que media su resistencia,
mientras que las que no poseen este plasmido parecen, inclusive este plasmido pueden
transformarse en transposon y ser parte ocasional del genéforo de la bacteria. La
permanencia definitiva de estos nuevos caracteres estd condicionada por la presion

continua del factor que induce su aparicion.

2.3 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA MICROBIOLOGIA

La Microbiologia ambiental como ciencia tiene aplicaciones importantes, que producen
impacto en nuestra vida cotidiana en las dreas caracteristicas:
Medicina:
¢ Identificacion de los diferentes microorganismos de importancia médica.
* Prevencion y tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos en plantas y animales, incluyendo al hombre.
Industrial:
¢ En procesos de fermentacion en la produccion de antibiéticos, 4cidos organicos,
aminodcidos, enzimas, disolventes, combustibles (metano, etanol y otros).

* Recuperacion de recursos minerales, reforzada por accion microbiana.
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e Control de calidad de productos industriales: Biodeterioro de papel, madera,
textiles, pintura y corrosién de metales.
De los Alimentos:
* Deterioro microbiano de los alimentos.
* M¢étodos de conservacion de los alimentos.
e Produccion de alimentos por métodos microbiolégicos: Productos lacteos,

fermentacién del pan, bebidas alcohdlicas (A. Bull, G. Holt and M. Lilly, 1982).

Microbiologia Ambiental:
¢ Ciclos biogeoquimicos (Fijacion del Nitrogeno en el suelo).
¢ Interacciones entre las poblaciones: Simbiosis fijadora de nitrégeno, Micorrizas.
* Los microorganismos en sus habitats naturales: aire, agua, suelo y ambientes
extremos (aguas termales, lagos salados, y otros).

¢ Reduccion de la Calidad y la Contaminacién Ambiental.

Actualmente estd ampliamente documentado el impacto negativo del hombre sobre los
procesos naturales de descomposicion de materia organica y de su inmovilizacion para
que los ciclos biogeoquimicos faciliten la productividad agricola. En esta actividad fue
considerada contaminante por sus efectos sobre la estructura del suelo, con
la introduccion del monocultivo vegetal, al igual que el uso intensivo y extensivo de
fertilizantes quimicos y pesticidas para el control de plagas y enfermedades, y por
el empleo de maquinaria agricola con sus insumos, que tuvieron y tienen un drastico
impacto sobre las diversas interacciones microbianas, que influyen directa y
drasticamente sobre los procesos de descomposicion de materia organica que aumenta o

reduce la productividad de un suelo al cambiar las concentraciones de los macro
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elementos limitantes de su crecimiento, ademas de la aplicacion de pesticidas de amplio
espectro, que reducen la densidad y diversidad de las poblaciones microbianas, que
favorecen la dominancia de los que causan problemas de sanidad vegetal, al eliminar las

poblaciones nativas antagonistas de los fitopatogenos, asi como de aquellas benéficas.

En consecuencia los suelos originalmente productivos se transforman en pobres y
contaminados por su pérdida de diversidad bioldgica y de minerales que faciliten la
produccion agricola. La agricultura sustentable es un intento por retornar a practicas
culturales que causen el minimo impacto negativo sobre las propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas de los suelos, para una produccién agricola basada en la conservacion del
suelo, que evite su sobreexplotacion: mediante la labranza cero, optimizacién en el uso y
manejo del agua, por la restriccion estricta en la aplicacion de fertilizantes quimicos, con
una tendencia a su disminucién o sustitucion con abonos verdes, animales o composta

(Alvarez de Weldefort y Campuzano, 2003).

En los altimos afios ha habido un interés creciente en los microorganismos benéficos del
suelo. Tales microorganismos pueden ser simbidticos o de vida libre. En este tltimo caso
estan asociados a las particulas del suelo e interactian con las raices de las plantas al
encontrarse en los granulos de suelo adheridos a las mismas en la zona de la rizosfera,
donde son capaces de ejercer un conjunto de interacciones producto de la competencia
por nutrientes. Una de las razones principales para esa interaccion es la liberacion de
compuestos organicos solubles por exudacion de la raiz de la planta producto de su
metabolismo (Lugtenberg et al., 2002). Las plantas son consideradas un complejo micro

ecosistema compuesto por diferentes habitats y pueden ser colonizadas simultdneamente
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por una gran diversidad de bacterias endofiticas (Chelius & Triplett, 2001; Lodewyckx

et al., 2002).

2.4 BACTERIAS GRAMNEGATIVAS

En microbiologia, se denominan bacterias Gram negativas aquellas que no se tifien de
azul oscuro o de violeta por la tincion de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue, de
ahi el nombre de "Gram negativas" o también "gramnegativas". Esta caracteristica estd
intimamente ligada a la estructura didérmica dada por la envoltura celular, pues presenta
doble membrana celular (una externa y la otra citoplasmatica), lo que refleja un tipo
natural de organizacién bacteriana. Las bacterias Gram negativas presentan dos
membranas lipjdicas entre las que se localiza una fina pared celular de peptidoglucano,
mientras que las bacterias Gram positivas presentan s6lo una membrana lipidica y la pared
de peptidoglicano es mucho mas gruesa (Figura 1). Al ser la pared fina, no retiene el

colorante durante la tincion de Gram (Murray, 2014).
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Figura 1. Comparacién de la pared celular de las bacterias grampositivas y

gramnegativos.
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Fuente: Patrick R. Murray (2014)

A. Una bacteria grampositivas posee una gruesa capa de peptidoglucano que contiene 4cido
teicoico y lipoteicoico. B. Una Bacteria gramnegativo posee una capa de peptidoglucano delgada
y una membrana externa que contiene lipopolisacéridos, fosfolipidos y proteinas. El espacio
periplasmico existente entre la membrana citoplasmica y la membrana externa contiene lar
proteinas de transporte, degradacion y sintesis de la pared celular. La membrana externa esta
unida a la membrana citopldsmica en unos puntos de adhesién; asimismo, estd fija al
peptidoglucano por enlaces de lipoproteinas.

Los bacilos Gram negativos incluyen un gran niimero de especies. Algunos de ellos
causan principalmente enfermedades respiratorias (Haemophilus influenzae, Klebsiella
prneumoniae, Pseudomonas aeruginosa), enfermedades urinarias (Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae,) y enfermedades gastrointestinales

(Helicobacter pylori, , Salmonella sp). Otros estan asociadas a infecciones

nosocomiales (Acinetobacter baumanii).
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Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son microorganismos
procariotas, es decir, unos microorganismos unicelulares sencillos, sin membrana
nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmico que se reproducen por
division asexual. La pared celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos
formas bésicas: una pared celular grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y
una pared celular gramnegativas con una delgada capa de peptidoglicano, (Figura 2) asi

como una membrana externa (Fernandez, 2010).

Cuadro 1. Estructuras de la Membrana Bacteriana

Membrana plasmatica Fosfolipidos, proteinas y enzimas Contencion, generacion de energia, potencial de
membrana y transporte

Peptidoglucano Cadenas de glucano de GlcNAc y MurhAc Forma y estructura celular; proteccion frente al
entrecruzados por un puente péptidico ambiente y destruccion por el complemento
Acido teicoico Polirribitol fosfato o glicerol fosfato unido al  Refuerza la pared celular; secuestro del ion calcio;

peptidoglucano
Acido teicoico unido a lipido

activador de protecciones innatas del hospedador

Peptidoglucano Version mas delgada de la que se encuentra  Forma y estructura celulares
en las bacterias grampositivas
Espacio periplasmico Enzimas implicadas en el transporte, la degradacion y
la sintesis
Membrana externa Estructura celular; proteccion frente al ambiente del
hospedador
Prateinas Canal de porina Penetracion de pequefias moléculas hidrofilicas,
alqunos antibidticos
Dispositivos secretores (tipos |, I, Il, 1) Penetra y libera proteinas a través de las
membranas, incluidos factores de virulencia
Lipoproteina Unidn de la membrana externa al peptidoglucano
LPS Lipido A, polisacarido de la regién central, Estructura de la membrana externa; potente
antigeno O activador de respuestas innatas del hospedador
Fosfolipidos Con acidos grasos saturados

Cipsula Polisacaridos (disaciridos y trisaciridos)y  Antifagocitica

polipéptidos
Biopelicula Polisacaridos Proteccion de a colonia frente al ambiente,
antimicrobianos y respuesta del hospedador
Pili Pilina, adhesinas Adherencia, pili seruales
Flagelo Proteinas motoras Movimiento, quimiotatia

Fuente: Patrick R. Murray (2014).
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2.4.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE UNA BACTERIA.

Se distinguen dos tipos basicos de células en funcion de su organizaci6n interna:

Células procariotas y Células eucariotas (Figura 3). En las células procariotas a

diferencia de las eucariotas, la region nuclear no estd rodeada por una membrana,

consta de una Gnica molécula de 4cido desoxirribonucleico (DNA) y su divisién

no es mitdtica. En la estructura celular procariota tipica de una bacteria se pueden

distinguir en general, las siguientes partes.

Cuadro 2. Principales Caracteristicas de las Células Eucariotas y las Procariotas

Caracteristicas Eucariotas Procariotas

Principales grupos A@"'I P A . il

Tamaiio (aproximado) > Sum 0.5-3 pm

Estructuras del nicleo

Nucleo Membrana muclear clisica Sin membrana nuclear

Cromosomas Cadenas de ADN, Genoma diploide ADN inico, Genoma haploide

Estructuras del citoplasma

Mitocondrias Presentes Ausentes

Aparato de Golgt Presente Ausente

Reticulo Endoplasmitico Presents Ausents

Ribosomas 808 (605+408) 708 (505+308)

Membrana citoplismica Contiene esteroles No contiene esteroles

ot i presente en ?os hongos; ausente enlos  Es una estructura compleju formada por
demds sucariotas proteinas, lipidos y peptidoglucanos

Reproduccion Sexual y Asexual Asexual

Movimisnto Flagelos complejos, si existen Flagelos simples, si existen

Raspiracion Via mitocondrial A través de la membrana citopldsmica

Fuente: Patrick R. Murray (2014).

El organismo humano esta acondicionado a controlar la exposicion a microorganismos

patégenos. Distintas barreras fisicas impiden la invasién o contaminacién por los

microorganismos; las respuestas innatas reconocen patrones moleculares caracteristicos

de los componentes microbianos y activan los mecanismos de defensa local y las
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respuestas inmunitarias especificas que actian contra el microorganismo con el propésito

de eliminarlo.

Es facil imaginarse la emocién que sinti6 en 1674 el bidlogo holandés Anton Van
Leeuwenhoek cuando examind con sus lentes de microscopio, cuidadosamente
pulimentadas, una gota de agua y descubri6é un mundo formado por millones de diminutos
«animélculos». Casi 100 afios después el biélogo danés Otto Miiller amplié los estudios
de Van Leeuwenhoek y, siguiendo los métodos de clasificacion de Carlos Linneo,
organizé las bacterias en géneros y especies. Se trataba del inicio de la clasificacion de

los microorganismos (Murray, 2014).

También podemos encontrar bacterias en el ambiente donde nos encontremos, como el
aire que se respira, el agua que se bebe, en los alimentos que comemos y en las dreas
donde estemos desarrollando algin tipo de actividad; aunque muchas de ellas son
relativamente virulentas o provocadas por algin microorganismo, otras son capaces de
provocar enfermedades potencialmente mortales. Lamentablemente, en estos casos la

respuesta inmunitaria es, con frecuencia, excesivamente tardia o lenta.

Para las bacterias, el cuerpo humano es un conjunto de nichos ambientales que le
proporcionan el calor, la humedad, el alimento y las condiciones necesarias para el
crecimiento y el desarrollo de las mismas. Las bacterias han adquirido caracteristicas
genéticas que les permiten entrar en (invadir) el ambiente, permanecer en un nicho
(adherir o colonizar), lograr el acceso a las fuentes de nutrientes (enzimas degradativas)

y evitar las respuestas protectoras inmunitarias y no inmunitarias del hospedador.
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Cuando hay un niimero suficiente de bacterias (quérum), ponen en marcha funciones para
sustentar la colonizacién. No obstante, muchos de los mecanismos que las bacterias
utilizan para mantener sus nichos y los productos derivados del crecimiento bacteriano,

producen dafios y problemas en el hospedador humano (Rorenthal, 2014).

La enfermedad es el resultado del dafio o la pérdida de funcién de un tejido u 6rgano
debido a la infeccion o respuesta infecciosa, los signos y sintomas de una enfermedad
estan determinados por el cambio en el tejido afectado. Las respuestas sistémicas se deben
a la accion de toxinas y citosinas fabricadas como respuesta a la infeccion. La gravedad
del proceso depende de la importancia del 6rgano afectado, el drea afectada y la extension

del dafio causado por la infeccion.

Las infecciones o dafios del sistema nervioso central, sistema géstrico, etc., provocados
por microorganismos, estas son siempre graves. Igualmente, la cepa bacteriana y el
tamafio del inéculo son factores fundamentales en la aparicion de sintomas o el desarrollo

de una enfermedad, ya que puede existir o darse desde un inculo relativamente pequefio.

La boca, la nariz, el aparato respiratorio, los oidos, los ojos, el aparato urogenital y el ano
son los sitios a través de los cuales pueden entrar las bacterias en el organismo. Estas
aberturas naturales de la piel y sus cavidades corporales asociadas estan protegidas por
defensas naturales como la mucosidad y el epitelio ciliado del aparato respiratorio
superior, la lisozima y otras secreciones antibacterianas en las lagrimas, en la mucosidad
y los écidos y la bilis en el aparato digestivo. Sin embargo, muchas bacterias no se ven

afectadas o disponen de ciertos mecanismos para eludir estas defensas.
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2.4.2 MECANISMO DE RESISTENCIA BACTERIANO.

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia en funcién de su variabilidad
genética. Nuevos mecanismos de resistencia pueden ser adquiridos mediante
mutacion o mediante transferencia de material genético entre células bacterianas
de especies relacionadas o diferentes. Estos genes de resistencia pueden estar
codificados en el material genético cromosémico o extra cromosémico

(plasmidos).

Los mecanismos de resistencia a antibioticos por parte de las bacterias son
diversos, también lo son sus mecanismos de transmision; por tanto, es pertinente
tener en cuenta los determinantes genéticos y los mecanismos de resistencia de

los que se valen las bacterias para enfrentarse a los antimicrobianos (Figura 4).

El conocimiento actual sobre los mecanismos de duplicacion de la bacteria y sobre
los mecanismos de resistencia, hace esperar que cada vez mas los nuevos
antimicrobianos sean sustancias puramente sintéticas con gran especificidad por
un sitio de accién previamente elegido y con una adecuada resistencia a la

inactivacién por los mecanismos de resistencia antibiética (S. Salaverri, 2006).

2.4.3. TIPOS DE MECANISMO DE RESISTENCIA.

» Inhibicién de la sintesis de la pared celular. El mecanismo mas comun de
actividad antibittica es la interferencia en la sintesis de la pared celular
bacteriana. La mayoria de los antibiéticos activos sobre la pared se clasifican

en antibidticos b-lactimicos (penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
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carbapenems, monobactams, inhibidores de b-lactamasa), asi denominados
porque comparten una estructura de anillo b-lactdmico comun.

Inhibicién de la membrana bacteriana. Es vital para todas las células, ya
que interviene activamente en los procesos de difusion y transporte activo, y
de esta forma controla la composicion del medio interno celular. Las
sustancias que alteran esta estructura modifican la permeabilidad, y provocan
la salida de iones potasio, elementos esenciales para la vida bacteriana, o la
entrada de otros que a altas concentraciones alteran el metabolismo bacteriano
normal. Los antimicrobianos que actiian en esta estructura se comportan como
bactericidas y pueden tener alta toxicidad sobre las células humanas, al
compartir algunos componentes de la membrana citopldsmica.

Inhibicién de la sintesis de Proteinas. La accion principal de los agentes en
la segunda clase mds importante de antibidticos es la inhibicion de la sintesis
de proteinas. Estos antibidticos ejercen su accion al pasar a través de la
membrana externa bacteriana (en bacterias gramnegativas), la pared celular y
la membrana citoplasmitica al citoplasma, en donde inhiben la sintesis de
proteinas al unirse de modo irreversible a las proteinas ribosémicas 30S. Esta
union a los ribosomas tiene dos efectos: produccién de proteinas aberrantes
como consecuencia de una lectura errénea del ARN mensajero (ARNm) y la
interrupcion de la sintesis de proteinas al producir la liberacién prematura del
ribosoma del ARNm. Los aminogluc6sidos son bactericidas por su capacidad
para unirse irreversiblemente a los ribosomas y se utilizan cominmente para
tratar infecciones graves causadas por bacilos gramnegativos.

Inhibicién de la sintesis de Acido Nucleicos. Las quinolonas son una de las

clases de antibiticos més utilizados. Son agentes quimioterapéuticos
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sintéticos que inhiben la topoisomerasa de tipo Il en el ADN bacteriano o la
topoisomerasa de tipo IV, que se requieren para la replicacion, recombinacion
y reparacion del ADN. La subunidad A del ADN es la principal diana
quinoldnica en las bacterias gramnegativas, mientras que la topoisomerasa de
tipo IV es la principal diana en las bacterias grampositivas (Madigan et al.

Brock, 2002).

Figura 2. Mecanismo de Resistencia Antimicrobiana
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Se puede decir de otra manera, que la gran mayoria de los mecanismos de resistencia
pueden agruparse en tres categorias.
¢ Inactivacion enzimatica: el principal mecanismo de inactivacion es la hidrélisis,

como sucede con las betalactamasas y los betalactamicos, pero también pueden
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ocurrir modificaciones no hidroliticas tales como las adenilaciones o
fosforilaciones inactivantes de aminoglucésidos.

Modificaciones en el sitio blanco: existen diversas estrategias para alcanzar este
objetivo. Modificaciones en el gen que codifica el propio blanco del antibidtico,
la otra que puede ser es la adquisicion de genes que codifiquen para sustitutos de
los blancos originales, como PBP2’ en Staphylococcus spp. meticilinorresistentes.
Alteraciones de la permeabilidad, donde podemos destacar tres tipos:

1. Alteraciones de las membranas bacterianas: se ve fundamentalmente en
gramnegativos, donde la membrana externa de la envoltura celular rica en
lipidos es impermeable a las sustancias hidrofilicas. De este modo dichas
sustancias quedan confinadas a la penetracion a través de proteinas
transmembrana con funcion de porinas. Existen algunas moléculas de
antibidtico, como penicilina y vancomicina, que por su tamafio son
incapaces de pasar a través de las porinas de bacilos gramnegativos. Se
considera que en este caso los niveles de resistencia alcanzados no suelen
ser suficientes como para conferir resistencia absoluta a un antibidtico.

2. Alteraciones en la entrada de antibiGticos dependiente de energia, como
ocurre en la primera etapa de ingreso de los aminoglucésidos.

3. Aumento de la salida de antibidticos: la resistencia por flujo es un
mecanismo inespecifico. En gramnegativos estos sistemas en general se
encuentran constituidos por tres proteinas: una de alto peso molecular
asociada a la membrana citoplasmatica, una con funcién de fusién de
ambas membranas y una porina asociada a la membrana externa (R.

Vignoli, V. Seija, 2002).
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La RAM es un fenomeno que aparece de forma natural con el tiempo, generalmente por
modificaciones genéticas. Sin embargo, el proceso se ve acelerado por el mal uso y el
abuso de los antimicrobianos. En muchos lugares hay un abuso y mal uso de los
antibiéticos tanto en las personas como en los animales, y es frecuente que se administren
sin supervision de un profesional. Como ejemplos de uso incorrecto se pueden citar su
administracion para tratar infecciones viricas, como los resfriados o la gripe, o su uso

como promotores del crecimiento del ganado.

Los microorganismos resistentes a los antimicrobianos estan presentes en las personas,
los animales, los animales y el medio ambiente (agua, suelo y aire), y pueden transmitirse
de persona a persona o entre las personas y los animales. El mal control de las infecciones,
las condiciones sanitarias deficientes y la manipulacion inadecuada de los alimentos

fomentan la propagacion de la RAM.

2.5 PATOGENIA DE LA INFECCION BACTERIANA

La patogenia de la infeccién bacteriana incluye inicio del proceso infeccioso y mecanismo
que inducen el desarrollo de signos y sintomas de la enfermedad. Las caracteristicas de
las bacterias patégenas incluyen transmisibilidad, adherencia a las células del huésped,
invasion de células y tejidos del huésped, toxigenicidad y capacidad para evadir el sistema
inmunitario del huésped. Muchas infecciones causadas por bacterias cominmente
consideradas patogenas son imperceptibles o asintomaticas. La enfermedad aparece si la
bacteria o la reaccién inmunitaria a su presencia producen suficiente dafio a la persona

Un aspecto adicional a considerar en la ecologia microbiana es el referente a los tipos de

interaccién que pueden establecer los microorganismos entre si y con los seres humanos.
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Los microorganismos estan presentes en todas las superficies exteriores de los utensilios,
en el aire, en el agua, en los alimentos y en las cavidades internas del cuerpo que tienen
conexion con el exterior (tracto respiratorio y tracto digestivo). En condiciones normales,
los érganos y cavidades internas carecen de microorganismos son estériles. De la misma

manera, el interior de los musculos o de cualquier tejido solido esta estéril.

Los microorganismos no se encuentran aislados, sino que su nimero suele ser muy
elevado por unidad de volumen o por unidad de superficie. Por consiguiente, alli donde
se encuentran son muy abundantes. Ademas suelen formar agrupaciones de varios
microorganismos que interaccionan entre si, unos pueden usar como alimento los
productos residuales de otros, o pueden ser atacados por los vecinos que compiten por el

mismo alimento.

Las manifestaciones clinicas de las enfermedades (diarrea, tos, secreciones, dolor)
producidas por los microorganismos, con frecuencia promueven la transmision o
contaminacion de estos agentes. Por mencionar o dar un ejemplos de sindromes clinicos
y la manera de incrementar la transmision de la bacteria causante de estas manifestaciones
clinicas son los siguientes: E. coli. Esta bacteria puede causar diarrea intensa que a veces
pueden contaminar el agua salada o dulce; quienes beben esa agua o se alimentan de
mariscos pueden infectarse o contaminarse esta ingestion a veces produce infecciones y
enfermedades. De manera similar, la contaminacién de algiin microorganismo donde
estemos desarrollando algin tipo de actividad docentes (laboratorio o experimento) con
materiales infectocontagiosos (secreciones, liquido o heces, etc) sino tenemos

conocimiento de uso minimo de normas de bioseguridad al momento de manipular estas
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muestras, corremos un alto riesgo de contagiarnos o contaminarnos con microorganismo

altamente nocivos para la salud y el bienestar corporal.

De manera que un contagio con una muestra infectocontagiosa puede causar sintomas
que puede ser de muy leves hasta graves; estas misma también teniendo un alto grado de
contagio o contaminacién con las personas, con el entorno o con los objetos que estemos
manipulando en esos momentos (l4piz, boligrafos, guantes, perillas de agua, manubrio de
puertas, etc). También al no tener claro, el uso correcto de las normas de manipulacion y
de bioseguridad, podemos transmitir o contaminar dichos microorganismos a otras reas,
y esto seria un foco de trasmision a otras personas. Corriendo el riesgo de propagar o

desarrollar alguna enfermedad que puede perjudicar la salud del entorno laboral.

Figura 3. Los desconocimientos de las normas de bioseguridad dentro de los

laboratorios, pueden causar efectos nocivos en los seres humanos

Fuente: Urefia A. 2016

La apropiada recogida de la muestra y su rapida remision al laboratorio son
responsabilidad principalmente del docente o del facilitador y la orientacién de la misma

que le dé a sus estudiantes, mientras que €l selecciona los sistemas de transporte
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apropiados y el método de deteccion (p. ej., microscopia, cultivo, preparacion de la
muestra, manipulacion y hasta el descarte de la misma). Estas responsabilidades no son
mutuamente excluyentes. Por otra parte, el docente debe de estar preparado para alertar a
los estudiantes sobre el tipo de muestras que se deben recoger en caso de sospecha de un

diagnéstico concreto.

2.6 LAS ENTEROBACTERIACEAS

Las Enterobacteriaceae son el grupo mds frecuente de bacilos gramnegativos que se
cultivan en el laboratorio clinico y junto con otras bacterias Grampositiva (estafilococos
y los estreptococos) son las bacterias que mas a menudo producen enfermedades.

La taxonomia de las Enterobacteriaceae es compleja y rapidamente cambiante desde el
advenimiento de técnicas que miden la distancia evolutiva, por ejemplo, la hibridacién de
acido nucleico y la secuenciacion de acido nucleico.

Figura 4. Estructura del género Enterobacteriaceae
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Fuente: Garcia, A.P. y Rodriguez, F.M. 2002
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Las enterobacteridceas son un vasto grupo heterogéneo de bacilos gramnegativos cuyo
hébitat natural es el intestino de humanos y animales. Esta familia incluye muchos
géneros (Escherichia sp, Shigella sp, Salmonella sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp,
Serratia sp, Proteus sp y otros). Algunos microorganismos entéricos, como Escherichia
coli, forman parte de la microbiota normal e incidentalmente causan enfermedad; en tanto
que otros, Salmonelas y Shigelas, con gran frecuencia son patgenas para humanos. Las
enterobacteridceas son microorganismos aerobios, fermentan una amplia variedad de
carbohidratos, poseen varias toxinas y otros factores de virulencia. La familia
Enterobacteriaceae muestra las siguientes caracteristicas: son bacilos gramnegativos
dotados de motilidad por flagelos periticos o carentes de motilidad; crecen sobre peptona
0 medios con extracto de carne sin adicioén de cloruro de sodio ni otros suplementos;
crecen bien en agar de Mac Conckey; crecen en condiciones aerobias y anaerobias (son
anaerobios facultativos); fermentan la glucosa en vez de oxidarla y con frecuencia
producen gas; son catalasa-positivos, oxidasa-negativos y reducen el nitrato a nitrito

(Murray, 2014).

2.7 AGENTES ANTIBACTERIANOS

Entre algunos de los agentes antibacterianos podemos mencionar los de mas importancia
clinica y los causantes de mas patologias a los seres humanos.

2.7.1  Escherichia. E. coli suele producir pruebas con positividad para
indol, lisina descarboxilasa y fermentacién de manitol y produce
gas a partir de glucosa. Una cepa de la orina se puede identificar
rapidamente como E. coli por su hemélisis en agar sangre, su
morfologia de colonia en medios diferenciadores como agar EMB

y una prueba de indol de mancha positiva.
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2.7.2

2.7.3

2.7.4

2.7.5

2.7.6

Grupo de Klebsiella-Enterobacter-Serratia. Las bacterias del
género Klebsiella muestran multiplicacion mucoide, cépsulas de
polisacérido de gran tamafio y falta de motilidad, y por lo general
producen pruebas positivas para lisina descarboxilasa y citrato. La
mayor parte del género Enterobacter produce pruebas positivas
para motilidad, citrato y descarboxilasa de ornitina y produce gas
a partir de glucosa.

Grupo de Proteus-Morganella-Providencia. Los miembros de este
grupo desaminan fenilalanina, son maviles, se multiplican en
medio de cianuro de potasio (KCN). Las bacterias del género
Proteus y Morganella morganii producen ureasa, en tanto que las
bacterias del género Providencia no suelen producirla. El grupo
Proteus-Providencia fermenta lactosa con mucha lentitud o no la
fermenta.

Citrobacter. Estas bacterias suelen producir citrato y difieren de las
salmonelas en que no descarboxilan lisina. Fermentan lactosa con
gran lentitud en el peor de los casos.

Shigella. Las shigelas son no méviles y por lo general no fermentan
lactosa pero si fermentan otros hidratos de carbono, produciendo
acido pero no gas. No producen H2S.

Las Salmonelas: son bacilos méviles que de manera caracteristica
fermentan glucosa y manosa sin producir gas pero no fermentan
lactosa ni sacarosa. La mayor parte de las Salmonelas producen
H2S. A menudo son patdgenas para el ser humano o los animales

cuando se ingieren (Murray, P. 2014).
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Figura 5. Localizaciones de infeccién por las Enterobacterias mas frecuentes,

enumeradas por orden de prevalencia

Localizacion Enterobacterias mas frecuentes
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Fuente: Garcia, A.P. y Rodriguez, F.M. 2002

2.8 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Los resultados de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos son valiosos para

seleccionar los agentes quimioterapéuticos activos frente al microorganismo

infeccioso. Son numerosos los trabajos realizados para conseguir unos métodos

estandarizados y mejorar el valor predictivo clinico de los resultados. A pesar de estos

esfuerzos, las pruebas in vitro son sencillamente una determinacién del efecto del

antibidtico frente al microorganismo en unas condiciones especificas. La seleccion de

un antibidtico y el desenlace del paciente se ven influidos por una variedad de factores

interrelacionados, como son las propiedades farmacocinéticas de los antibidticos, la

toxicidad del farmaco, la enfermedad clinica y el estado médico general del paciente.

Asi, algunos microorganismos que son «sensibles» a un antibiético persistiran en la

infeccién, y algunos microorganismos que son «resistentes» a un antibiGtico seran

eliminados. Por ejemplo, al requerirse oxigeno para que los aminoglucésidos penetren

en la célula bacteriana, estos antibi6ticos son ineficientes a un absceso anaerébico.
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Igualmente, en la orina se pueden conseguir unas concentraciones muy elevadas de
antibidticos; por tanto, las bacterias «resistentes» responsables de infecciones del
tracto urinario pueden ser eliminadas por las concentraciones urinarias elevadas de
algunos antibidticos. En el laboratorio clinico se llevan a cabo diversas formas para
realizar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, en las cuales podemos encontrar:

pruebas de dilucion en caldo, pruebas de difusion en agar y las pruebas automatizadas.
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CAPITULO 111 MATERIALES Y METODO.

MATERIALES Y METODOS.

3.1 AMBITO DE ESTUDIO

El drea de estudio para esta investigacion fue la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas,
los Laboratorios de Microbiologia y Tecnologia Médica de La Universidad Auténoma de
Chiriqui. Localizada en la Barriada El Cabrero, distrito de David, provincia de Chiriqui,
Republica de Panama. En las coordenadas 82° 26”59'LW y 8°25”53°LN. Se encuentra
a una altitud de 60 m s.n.m. y dispone de 9 hectareas con 662 m de terreno. Este lugar
registra una precipitacion anual estimada en 2500 mm. Las 4reas verdes de la institucion

cuentan con una diversidad de plantas que sirven de reservorio natural a la fauna.

3.2 TIPO DE INVESTIGACION

Segan Nativi (2000), este estudio se considera descriptivo mixto, debido a que comprende
dos variables, la cuantitativa y la cualitativa, que permitird generalizar resultados en la
toma de datos a través de un informe. También que nos ayuda a determinar las proporcion

de aquellos que estén expuestos a los factores de riesgo de interés.

3.3 CULTIVO Y PROCEDIMIENTOS PARA LA TOMA DE MUESTRAS.

» Para la toma de muestra se utilizé solucién salina al 0.45 % para
humedecer la punta del Culturette, un dispositivo estéril con punta de

algodén, con mas o menos de 4 a 6 pulgadas de largo.
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Se humedecioé la punta del culturette que hace contacto con la superficie
del drea que nos interesa obtener (manubrio de las puertas, batas, manos,
llave del grifo de agua, guantes, microscopios, mesa de trabajo, etc.), los
microorganismos contaminantes.

El Culturette con la muestra se introdujo en el cultivo liquido llamado
Tioglicolato, este medio es cultivo enriquecido que debe estar en un tubo
de vidrio de 20 ml con tapa rosca reutilizable que se pueda volver a
esterilizar. A este tubo se le afiade S5ml del medio de cultivo liquido con su
indicador, donde se va a introducir el culturette con la muestra tomada del
sitio que nos interesa y lo dejamos en la incubadora a 35°C, que es el
equipo especifico que nos proporciona la temperatura ideal para el
crecimiento de microorganismos por un tiempo de 24 horas.

Pasadas las 24 horas, se observo que el medio de cultivo liquido esta turbio
que representan las muestras de cultivos positivos o si todavia presenta el
indicador que son las muestras de cultivos negativos. De estar turbio,
realizamos un pase; que es solo tomar muestra de los cultivos positivo con
un asa estéril desechable de 10ul, que es el volumen estandarizado que se
necesita de muestra y sembrarla al medio selectivo (Mac Conkey), que es

un medio solido que solo crecen los bacilos o bacterias gramnegativas.
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Figura 6. Cultivos positivos y negativos del medio liquido

Fuente: Ureiia 2016

Una vez realizado el pase con el asa estéril desechable, los incubamos a
35°C por 24 horas, esperando el crecimiento de bacilos gramnegativos.

» Pasadas estas 24 horas, observamos los cultivos de Mac Conkey y si
observo crecimientos de bacilos gramnegativos se les realiza un segundo
pase a otro Mac Conkey, con la finalidad de tener una colonia aislada y

pura; terminado este segundo pase lo incubamos a 37°C por otras 24 horas.

Figura 7. Pase a otros Mac Conkey para tener colonias puras y aisladas.

Fuente: Urena 2016
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» En estas otras 24 horas, debemos tener nuestra colonia aislada y pura,
entonces procedemos a realizar las pruebas bioquimicas, para su
identificacion y sensibilidad antimicrobiana, que son las que nos van
revelar cuales son las bacterias contaminantes v a que antibidtico son
sensibles.

» Con estos resultados procedemos a realizar nuestro analisis estadistico, de
las diferentes dreas de los laboratorios, donde los cultivos dieron positivos

a estos bacilos.

3.4 IDENTIFICACION DE MUESTRAS

Para el desarrollo de este estudio y lograr la identificacion de nuestros bacilos
gramnegativos, utilizamos técnicas manuales (tincion de GRAM) y automatizadas

(Vitek).

3.4.1 TINCION DE MUESTRA

La Tinci6n que utilizamos como apoyo y quia para nuestro estudio es la de Gram,
consiste en tomar con un asa estéril desechable una porcién de cultivo bacteriano
y se depositard sobre una gota de agua y hacer un extendido sobre un portaobjetos.
Se deja secar y fijar por calor. Se coloca sobre un soporte y cubrirlo con una
solucioén de violeta cristal. Luego de 1 minuto lavar con agua potable, luego
agregar solucion de iodo de Gram que funciona como mordente. Después de |
minuto lavar con agua potable; y se decolora con alcohol acetona por 10 segundos
para eliminar el exceso de tinte y se lava con agua potable y cubrir con una

solucion de safranina durante 30 segundos, después lavar con agua y secar.
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Se observara en el microscopio a través del objetivo de bajo aumento (10x) que
es el objetivo que nos daré un enfoque global de nuestro frotis y una vez enfocado,
mover el revélver para colocar el objetivo de (100x). Colocar una gota de aceite
inmersién y se ajustaré el enfoque mediante el tornillo micrométrico y se regulard
la cantidad de luz por medio del diafragma. Las bacterias Gram-negativas que son

las que nos interesan para nuestro estudio se tifien de rojo anaranjado.

Figura 8. Tincién de GRAM, bacilos gramnegativos.

hnps://www.goog]c.com/search?q:tincion+de+2ram+bacilos+2ram+ne ativos&source=Inms&tbm=isch&s
a=X&ved=0ahUKEwiVufGPxK3WAhUQx2MKHRPJ DHIQ_AUICigB&biw=1366&bih=659# imgre=hM
QvipuGkLSheM

3.4.2 IDENTIFICACION MEDIANTE SISTEMA VITEK

Los cultivos positivos, puros y aislados, procedemos a la identificacién y
sensibilidad de los mismos. Tomamos un hisopo estéril desechable y con este una
pequefia muestra de una colonia del medio de cultivo, caracteristica de un bacilo

ramnegativo y realizamos una suspensién con 0.45% de solucion salina v la
i
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llevamos a una concentracion entre 0.5 a 0.7 macfarlan de la muestra con la ayuda
de un densichek, que es el instrumento que nos va a corroborar que nuestra
suspension este en la concentracion ideal y la que esta estandarizada para procesar
muestras en el Vitek.

El Vitek es un equipo automatizado, que responde perfectamente a las necesidades
de la bacteriologia actual, tanto en el ambito de la microbiologia clinica y en la
microbiologia ambiental. La automatizacion de este equipo aporta mayor
seguridad, suprimiendo las manipulaciones repetitivas de las muestras y la rapidez
de respuesta permite obtener resultados fiables mas rapidamente que con las

técnicas manuales.

Figura 9. Analizador Automatizado microbiolégica VITEK 2 Compact

Fuente: http://www.biomerieux.com.mx/microbiologia-industrial/vitekr-2-compact
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Una vez realizada esta suspension con las colonias aisladas y puras de los cultivos
positivos, procedemos a programar la muestra en nuestro equipo automatizado,
donde utilizaremos tarjetas automatizadas con codigos de barras para su
identificacion y sensibilidad.

Una vez programadas las mismas en la computadora, se introducen al equipo para
que empiece a realizar los procedimientos. Estas posen unos pocillos donde en
cada uno se va ir realizando las reacciones correspondientes para cada prueba. Las
tarjetas del equipo automatizado al ser programadas, el equipo estd constituido por
un inoculador/sellador, un incubador/lector y un ordenador. El inoculador/sellador
permite lla inoculacion de las tarjetas en pocos minutos. El incubador/lector
asegura simultineamente la incubacién y la lectura de las tarjetas para una

capacidad que varia de 32 a 480 tarjetas seg(in el modelo.

Figura 10. Tarjetas de identificacion y sensibilidad del Vitek.

Fuente: http://www.biomerieux.com.mx/microbiologia-industrial/vitekr-2-compact
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Después de 24 horas procedemos q revisar en la computadora los resultados que
nos facilita. Al observar el mismo vamos a tener el porcentaje de identificacion
. del microorganismos, si este porcentaje esta arriba del 90% es considerado un
identificacion muy buena. Después analizamos los resultados de la sensibilidad,
en la misma nos informa el grupo de antibiéticos que podemos utilizar con nuestro
microorganismo ya identificado, también nos muestra algtin tipo de mecanismo
de resistencia que este pueda tener. Una vez visto y analizado estos resultados

procedemos a validar los mismos.

Figura 11. Reporte de identificacion y sensibilidad del Vitek.
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El sistema VITEK, es un equipo de alta tecnologia y eficacia que utiliza tarjetas
miniaturizadas, con un gran nivel de automatizacion, sin reactivos adicionales,
desechable, cerrado para una seguridad 6ptima del usuario y la utilizacion de codigos de

barras insertado para maxima trazabilidad.

Aumenta la capacidad de dar los resultados en el mismo dia; la tarjeta se lee cinéticamente
cada 15 min para un tiempo optimo de obtencion del resultado y tiempo medio de

obtencion del resultado entre 6 y 8 horas.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad a los antibi6ticos estén asociados con el
sistema de interpretaciéon AES™: un nivel ptimo de informacion para la mejor decision
clinica. Valores de CMI (Concentracién minima inhibitoria), un estandar universal que
permite la deteccion de nivel bajo de resistencia, resultados orientados hacia la deteccion
de mecanismos de resistencia incluyendo los fenotipos inusuales, también presenta
resultados de antibiéticos deducidos para cumplir con requerimientos clinicos especificos
y una validacion automaética de resultados, mediante la constante verificacion de las

pruebas de identificacion y sensibilidad.
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Figura 12. Opciones de reportes del equipo automatizado Vitek. (Puntos de cortes
de la CMI).
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Figura 13. Opciones de reportes del equipo automatizado Vitek. (Alarmas de los

mecanismos de resistencias).
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Reporte con opciones de alarmas de los mecanismos de resistencias del microorganismo y opciones ATB

para su reporte.

Fuente: www.biomerieux.com.co/diagnostico-clinico/vitek-2-compac
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de bacterias o de microorganismos que afectan la salud de los
estudiantes y de los profesores en los laboratorios de investigacion o practicas docentes
es muy importante, ya que ésta juega un papel importante en la vida de las personas, y asi

poder tomar las medidas correctivas para evitar la contaminacion de nuestros laboratorios.

En los resultados obtenidos de las muestras analizadas, se observo que en las mesas de
trabajo, grifos de agua, microscopios, batas de laboratorio, manubrios de las puertas de
laboratorio, las manos y los guantes, mas del 50% de estas mostraron evidencia de
microorganismo contaminantes en los laboratorios y que estos pueden ser causales de

patologias.

Se tomaron 226 muestras de las dreas de interés de estudios de los laboratorios, de las
cuales 181 resultaron positivas. El mayor nimero de aislamientos de bacterias se encontré
en las mesas de trabajo, con una cantidad de 56 cultivos positivos y los menores
aislamientos fueron en manos y las incubadora, esta dltima con 2 cultivos positivos (Ver

Grafica | y Tabla 1 anexos).
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4.1 CULTIVOS POSITIVOS

Cuadro 3. Wicroorganismos encontrados en los laboratorios de Tecnologia Médica y Microbiologia,

o Permacels esasde = T bemoe
Microorganismos

i & Guantes Manos  Microscopios Grifo delagua  Incubadora s Total
K pneumonse 10 1 10 7 . 3 0 3 50
f. cloacae 1 L] 4 0 4 7 1 7 a2
E. coli & 1 7 3 3 0 1 ] 38
P. mirabiis 9 12 ] 0 0 3 0 5 el
P.dispersa 3 6 3 0 0 0 0 2 15
Pseudomona spp 1] 3 2 0 0 1 0 1 7
Total 40 56 26 10 1" 1 2 4 181

GRAFICA 1. TOTAL DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN

CULTIVOS POSITIVOS
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Pneumoniae cloacae Coli Mirahilis disprsa spp

La especia bacteriana que presento el mayor niimero de aislamientos fue Klebsiella
pneumoniae, con 50 aislamientos, seguido de Enterobacter cloacae con 42 aislamientos,
38 de Escherichia coli, 29 de Proteus mirabilis, 15 de Pantoea dispersa y 7 aislamientos

del genero Pseudomonas . en los cuales no se identificaron las especies (Ver Grafica 1).
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GRAFICA 2. PORCENTAJE DE MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS EN
LOS LABORATORIOS

® Klebsiella Pneumoniae ™ Enterobacter cloacae ™ Escherichia Coli

B Proteus Mirabilis ® Pantoea disprsa B Pseudomona spp

Segln Lee et al (2016), las perillas de las puertas es el drea donde se puede encontrar
mayor cantidad de microorganismo a diferencia de esta investigacion donde el area de
predominio de bacterias fue en mesas de trabajo de laboratorio. Estos autores aislaron en
mayor proporcién cocos grampositivos, mientras que en esta investigacion predominaron

bacilos gramnegativos de la especie K. pneumoniae.

4.2 SITIOS DE MUESTREO.

Segun el sitio de muestreo se pudo observar que las mesas de trabajo presentaban mayor

cantidad de aislados bacterianos con 31% del total de muestras positivas, seguido de
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perillas de la puertas 22%, batas de laboratorio 13%, guantes 14%, grifos de agua 8%,

microscopios 6%, manos 5% e incubadora un 2% (Ver Grafica 3).

GRAFICA 3 PORCENTAJE DE CULTIVOS POSITIVOS DE ACUERDO AL
SITIO DE MUESTRA

# Perilla de las puertas " Mesas de trabajo Guantes
Manos ® Microscopios “ Grifo del agua
® Incubadora ® Bata de laboratorio

Segin A. Alvarez y S. Campuzano (2003), en las area de manipulacion de duchas y
cabinas, se encuentran en mayor proporcién a microorganismos gramnegativos, con
predominancia de K. pneumoniae y E. coli, datos que coinciden con nuestros resultados,
en los cuales al igual que estos autores se pudo identificar los mismos microorganismos,
pero a diferencia de que en esta investigacion se aislaron de mesas de trabajo y perillas

de puertas.
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4.3 SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

Sabemos también que al encontrar microorganismos causantes de patologias y que a su
vez perjudican la salud de las personas, tenemos que tener en cuenta que se pueden
combatir con antibidticos para su eliminacion. Una vez encontrados los microorganismos
en las dreas de estudios, pudimos obtener resultados de la sensibilidad a los antibioticos
que a estos son susceptibles y saber si pueden presentar algiin tipo de mecanismos de

resistencia.

Cuadro 4. Porcentaje de sensibilidad en Bacterias gramnegativas a los Antibioticos utilizados.

N——— Ampicilina Ceftriaxone Ciprofloxacina Nitrofurantoina TR " BLEE+
0 sulfa Clav.

K. pneumoniae 920% 8% 40% 3% 3% 20% 10%
E. cloacae 0% 6% 9% 9% 90% T% 0%
E. coli 92% 14% 30% U% 9% 8% 3%

Alonso Espadale R. et al, 2006 sefiala que los microorganismos encontrados en los
diferentes sitios de donde se recolectaron las muestras, siendo estas las areas mas
contaminadas y que pueden causar dafio a la salud, también sefiala que los laboratorios,
por su propia naturaleza, son dreas donde se manipula muestra biologica potencialmente
peligrosa y donde existe una mayor probabilidad de contagio. El estudio sefiala los
microorganismos que pueden adquirir las personas que se encuentran realizando alguna
actividad en el laboratorio. También han puesto de manifiesto la importancia no solo de
las que se producen de forma accidental sino de las que se deben a la manipulacion diaria
de muestras potencialmente peligrosas y contagiosas. En este sentido interesa establecer
procedimiento de seguridad especificos para cada agente biolégico a fin de minimizar la

exposicion y garantizar un ambiente de trabajo seguro.
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Una identificacion de un microorganismo, nos interesa saber a qué antibiotico es sensible,
J.A. Martinez y F. Sanchez, 2007 nos ensefian en su estudio los diferentes mecanismos de
resistencia que pueden presentar los mismos, para asi saber qué tipo de antimicrobiano
se puede usar, los mismo nos indica Nancy A. Amaya D. 2009, en sus estudios si se
encontraron resistencia a un grupo de antibiticos. En este trabajo tomamos en
consideracion seis antimicrobiano, que son de uso comun, ya que resultan muy efectivos
en su tratamiento siendo estos efectivos en la gran mayoria de las bacterias encontradas,
pero también encontramos un hallazgo, donde tres microorganismos que presentaron

resistencia a un grupo de antibioticos.

Los resultados de esta investigacion concuerdan con la identificacion a los
antimicrobianos asi como a la alta sensibilidad a las cepas de enterobacterias
identificadas: 4cido nalidixico, Cefiriaxona, Ciprofloxacino y Sulfametoxazol-
Trimetoprim documentada en el estudio por SOUZA-JUNIOR et al., (2008), en los sitios
o lugares donde se obtuvieron estos microorganismos. Solo que en el nuestro, si pudimos

identificar el mecanismo de resistencia en algunas enterobacterias
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CAPITULO V CONSIDERACIONES FINALES

5.1 CONCLUSIONES

Y

Y

Los laboratorios donde se manipulan muestras infectocontagiosas, debe ser
consideradas de alto riesgo para todas las personas (docentes o estudiantes) que
se encuentran en el laboratorio.

Se encontré que la Klebsiella pneumoniae es el bacilo gramnegativo que mas
puede contaminar las areas de los laboratorios.

Toda las muestra que se utilicen ya sea fluidos, muestras sélidas y cultivos
microbianos, deben ser considerados como infecciosos y deben ser manipulados
bajo determinadas medidas de bioseguridad.

La gran mayoria de las actividades que se realizan en los laboratorio no hay una
limpieza previa y después de la misma.

El  equipo automatizado Vitek comparandolo con otros equipos
semiautomatizados, pose mayor sensibilidad y especificidad al momento de

estudiar algin microorganismo.
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5.2 RECOMENDACIONES

v

Llevar un control de calidad y normas de bioseguridad, que tiene que ver con la
manipulaciéon y el transporte de muestra que pueden ser potencialmente
patogenas.

Se deben poner en practica medidas sanitarias y de bioseguridad para prevenir la
contaminacion en las diferentes areas.

No se debe permitir a las personas que estan dentro de los laboratorios
manipulando muestras o fluidos contaminantes o que puedan ser riesgosa para la
salud, sin las debidas minimas barreras de proteccion y precauciones higiénicas
estrictas.

La universidad es el sitio ideal para lograr la capacitacion y formacion adecuada
de los profesionales de la salud, en este caso, de las bacteridlogicas, en cuanto al
manejo de material que genera riesgo biolégico.

Preparar a la comunidad universitaria para que se comprometan en el autocuidado
y que puedan liderar campafias de prevencion para evitar contaminaciones.

La incubadora que se utiliza para dejar los cultivos en su temperatura, necesita de
una bateria de respaldo, ya que al faltar la luz y al no tenerla, podemos perder

nuestros cultivos o alterar el crecimiento bacteriano.
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ANEXOS

¢ Figura 14. Lectura de los platos, en la camara
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¢ Figura 15. Realizando los pases de pureza de los platos positivos
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Figura 16. Tioglicolatos positivos y negativos
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