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RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

Este trabajo se realizé con el fin de caracterizar las bacterias presentes en los fémites de la
Universidad Surcolombiana que pueden causar enfermedades en la comunidad
universitaria; la recoleccién de las muestras se llevé a cabo de manera aleatoria en sitios
como inodoros, lavamanos, orinales, mesones y mesas de cafeterias; para la identificacion
bacteriana se tuvo en cuenta la morfologia celular y de colonia, asi como pruebas
bioquimicas y extraccion de ADN.

De acuerdo con los resultados de las distintas pruebas, los microorganismos fueron
clasificados segun su patogenicidad para el ser humano, indicando sus posibles
afectaciones a la salud. Teniendo en cuenta lo anterior, se elabord una cartilla ilustrativa
donde se exponen las diferentes especies encontradas, mencionando el lugar y frecuencia
de su aislamiento, caracteristicas principales, registros fotograficos, asi como imagenes
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representativas de las enfermedades y/o beneficios que generan.

ABSTRACT: (Mdaximo 250 palabras)

This work was performed in order to characterize the bacteria present in the fomites at
Universidad Surcolombiana that can cause disease in the university community; collection
of samples was conducted randomly in places such as toilets, sinks, urinals, trattorias and
cafeteria tables; for bacterial identification he was considered cell and colony morphology,
biochemical tests and DNA extraction.

According to the results of the various tests, microorganisms were classified to their
pathogenicity for humans, indicating their possible effects on health. Given the above, an
illustrative magazine where different species found exposed was developed, mentioning the
place and frequency of their isolation, main features, photographic records, as well as
representative images of disease and / or benefits they generate.
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GLOSARIO

BATERIA SANITARIA: Conjunto de artefactos sanitarios (inodoro, lavamanos,
ducha y orinal), que deben ser construidos en material sanitario y que cumplan
con las normas sanitarias vigentes [2]

CARGA BACTERIANA: Es el niumero y tipo de microorganismos viables presentes
en un elemento determinado [1]

CONTAGIO: Transmision de una enfermedad de un individuo enfermo a otro sano
y puede realizarse por contacto mediato o inmediato (Rocha et al, 2004).

FOMITE: Son objetos inanimados que son capaces de albergar microorganismos
y propagar una infeccion (Ingraham et. Al, 1998).

MORFOTIPO: Cualquiera de un grupo de diferentes tipos de individuos de la
misma poblacion de bacterias (Rocha et al, 2004).

MICROBIOTA: Conjunto de microorganismos que se encuentran generalmente
asociados a tejidos sanos (piel, mucosas, etc.) del cuerpo humano. Los
microorganismos residen en estos lugares de forma mas o menos permanente y
en algunos casos realizan funciones especificas (Rocha et al, 2004).

PATOGENICIDAD: Es la capacidad intrinseca que posee un microorganismo para
producir una enfermedad en un hospedero susceptible (Rocha et al, 2004).

SANITIZACION: Reduccién de la carga microbiana que contiene un objeto o
sustancia a niveles seguros para la poblacién [1]



RESUMEN

Este trabajo se realiz6 con el fin de caracterizar las bacterias presentes en los
fomites de la Universidad Surcolombiana que pueden causar enfermedades en la
comunidad universitaria; la recoleccion de las muestras se llevo a cabo de manera
aleatoria en sitios como inodoros, lavamanos, orinales, mesones y mesas de
cafeterias; para la identificacion bacteriana se tuvo en cuenta la morfologia celular
y de colonia, asi como pruebas bioquimicas y extraccion de ADN.

De acuerdo con los resultados de las distintas pruebas, los microorganismos
fueron clasificados segun su patogenicidad para el ser humano, indicando sus
posibles afectaciones a la salud. Teniendo en cuenta lo anterior, se elaboré una
cartilla ilustrativa donde se exponen las diferentes especies encontradas,
mencionando el lugar y frecuencia de su aislamiento, caracteristicas principales,
registros fotograficos, asi como imagenes representativas de las enfermedades
y/o beneficios que generan.

Palabras clave: Fomites, morfotipos, patégenos, salud publica, extraccion de ADN



INTRODUCCION

El primer inodoro fue patentado y fabricado hacia la década de 1770 en Inglaterra;
si bien, en un principio suponia un avance frente a orinales y letrinas, sucedi6 todo
lo contrario pues los desechos de estos Ultimos se recogian en pozos negros, lo
que ofrecia cierto control frente a esos residuos, mientras que los primeros
inodoros instalados vertian sus aguas a los rios y luego esa misma agua era
reenviada por los acueductos hacia la ciudad, por lo tanto, cuando se introdujo el
uso de inodoros en Europa, produjeron un efecto contrario al esperado, pues
aumento el riesgo de contraer enfermedades como el célera y la fiebre tifoidea.
Después de muchos debates sobre los causantes de esas enfermedades,
finalmente se estableci6 que en el agua que se consumia, habitaban
microorganismos y no fue sino hasta el siglo XIX, que en base a ese
descubrimiento se introdujo la reforma sanitaria (Ingraham et. Al, 1998).

Tal como lo indica Flores (2011), los bafios publicos son un reservorio importante
para diferentes bacterias, principalmente, pertenecientes a 4 filos: Actinobacteria,
Bacteroides, Firmicutes o Proteobacteria, se encuentran microorganismos
asociados a la flora de la piel de humanos, por ejemplo: Propionibacterias,
Corynebacterias, Estafilococos y Estreptococos que son abundantes en todas las
superficies de estos sitios. Esa flora asociada a la piel, tiene la caracteristica de
sobrevivir durante largos periodos de tiempo en dichas superficies. Ademas de
eso, también se encuentran bacterias asociadas al tracto gastrointestinal y la
orina, es decir, en términos generales, los microorganismos encontrados en los
bafios publicos, provienen del ser humano.

Las técnicas utilizadas en la presente investigacion, si bien son tradicionales,
suponen una forma eficaz para la caracterizacion de las bacterias que habitan los
diferentes sitios analizados; los métodos de extraccion de ADN evaluados
sugieren que en cuanto a eficiencia y costos, resulta mas factible la utilizacién de
un método manual. Estas técnicas de extraccion de ADN y de amplificacion por
PCR ayudan a que se identifiqgue con una mayor precision cada una de las
bacterias que habitan estos lugares, reduciendo en gran medida la posibilidad de
equivocaciones a la hora de realizar la identificacion bacteriana.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

¢, Cudles son los tipos de bacterias que estdn presentes en fomites como los
inodoros, los lavamanos, mesas y mesones de la cafeteria? y ¢cual es su
capacidad para generar contagio en las personas de la sede central de la
Universidad Surcolombiana que hacen uso de ellos?

La sede central de la Universidad Surcolombiana, esta ubicada en el Municipio de
Neiva Departamento del Huila y es el principal centro de estudios de dicho
departamento, donde conviven diariamente miles de estudiantes matriculados en
esta institucion. Esta investigacion tiene como propdsito aislar y caracterizar las
bacterias presentes en fémites de dicha institucion, especificamente en su sede
central, aportando al estudio de microorganismos patdgenos presentes en
superficies inanimadas, ademas de otros sitios de gran afluencia de personas.
Este problema corresponde a una necesidad social que debe investigarse ya que
involucra de manera directa la salud publica; proporcionara informacion acerca de
los lugares donde habitan microorganismos potencialmente perjudiciales para la
salud humana; los beneficiarios seran todas las personas que concurren dichos
espacios. Se quiere generar conciencia sobre los habitos de higiene en la
comunidad y luego si promover cambios actitudinales, ya que existen varias
maneras de prevenir enfermedades relacionadas con estos microorganismos asi
como presentar los resultados al personal de servicios generales con el fin de que
se tomen algunas medidas de asepsia, en caso de ser necesarias. Finalizada la
investigacién, se espera generar en la comunidad universitaria una reflexion
acerca de la gran importancia que tienen los correctos habitos de higiene; si bien
la importancia de éstos son de publico conocimiento y de gran preocupacién por
parte de las autoridades de salud a nivel mundial, las personas,
desafortunadamente, no llevan a la practica de manera completa y correcta estas
recomendaciones.



1.2 JUSTIFICACION

Los seres humanos con mucha frecuencia interactian con lugares como el bafio
(inodoro), lavamanos, cafeteria y pasamanos, sin saber que al tocar estos sitios
estan conviviendo con millones de bacterias que pueden ser perjudiciales para su
salud. A diario se esta acompafiado de millones de bacterias que se encuentran
presentes en el aire, suelo y agua pero no se ha puesto a pensar que cualquiera
de ellos puede ser una amenaza para todos los seres humanos de la tierra; para
poder saber si los microorganismos de los cuales se esta rodeado son patégenos
0 no patdégenos, se requiere hacer una investigacion que tenga como fin aislar y
caracterizar los microorganismos presentes en los ambientes inanimados o
fomites de sitios publicos, que para el caso es la Universidad Surcolombiana sede
central. Las posibles enfermedades causadas en el hombre por este tipo de
contacto llevan a querer averiguar la morfologia para poder identificar el tipo de
microorganismo y asi decir si pueden llegar a ser perjudiciales para la salud de los
seres 0 no. Los resultados de la investigacion, seran de uso publico a nivel
nacional e internacional, ya que se convierte en un marco referencial para las
investigaciones futuras en este tema ademas de que sera un recurso didactico
para la prevencion de enfermedades en salud publica, tema que es de alta
prioridad para las entidades encargadas de velar por la salud de los habitantes de
cualquier pais; esto se ve reflejado en las multiples campafias promovidas por la
Organizacion Mundial de la Salud y por ende los Ministerios de Salud
correspondientes y en Colombia el Instituto Nacional de Salud.

Para la licenciatura en Ciencias Naturales: Fisica, Quimica y Biologia, el impacto a
parte del ya mencionado, se centra en la consecucion de material de revision
bibliografica, pues es una tematica de interés para plantearla y abordarla en las
aulas de clase, asi como para usarla en el desarrollo del curso de microbiologia.

15



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar un andlisis bacteriologico en fomites de la Universidad Surcolombiana,
sede central en la ciudad de Neiva- Huila durante el periodo comprendido entre el
afio 2015y 2016.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar las bacterias presentes en bafos y cafeterias, como areas de mayor
afluencia de personas en la Universidad Surcolombiana.

Establecer la relacion existente entre los microorganismos con las enfermedades
mas comunes que ellos producen.

Establecer una relacion entre el niamero de personas y carga microbiana,
comparando los sitios muestreados que presentan mayor afluencia de personas
con otros de menor afluencia de personal.

Valorar la eficacia de las maniobras de aseo de los sitios analizados mediante
muestreos previos y posteriores a dichas labores.

Plantear una estrategia didactica que promueva habitos de higiene en la
comunidad universitaria con el fin de prevenir enfermedades transmitidas por
fomites.



1.4 MARCO TEORICO

Se entiende que los fomites “son objetos inertes que pueden contaminarse con
estiércol, sangre, orina, saliva o fluidos fetales. De no usarlos o limpiarlos entre
usos, al entrar en contacto con el siguiente animal o con una persona, estos
objetos podrian contagiarlos de alguna enfermedad”, segun el Centro para la
Seguridad Alimenticia y la Salud Publica (sf). Después de tener claro este
concepto es importante tener en cuenta que la bioseguridad “es el conjunto de
medidas preventivas que tienen por objeto eliminar o minimizar el factor de riesgo
biolégico que pueda llegar a afectar la salud, el medio ambiente o la vida de las
personas” (Colombia. Ministerio de Proteccion Social 2006). Otro de los conceptos
gue se maneja en esta investigacion es el de sanitizacién que “es la reduccion de
la carga microbiana que contiene un objeto o sustancia a niveles seguros para la
poblacion” (Colombia. Ministerio de Proteccion Social, 2006). Este concepto es
importante ya que dependiendo de lo que se encuentre en los muestreos y
posteriores analisis, se ofrecerd una charla al personal de aseo con el fin de
mejorar la asepsia en estos lugares para asi evitar las posibles enfermedades que
alli se encuentren.

Ahora se debe tener en cuenta que una bacteria es un microorganismo unicelular
qgue puede vivir en condiciones extremas o0 normales donde su desarrollo puede
ser muy rapido, de acuerdo con Audesirk G. (2003) “Las bacterias son organismos
unicelulares procariontes, esto quiere decir que estan formados por una sola
célula carente de ndcleo. Su &cido desoxirribonucleico (ADN) se encuentra libre en
el citoplasma y no tienen organulos, como mitocondrias, cloroplastos o aparato de
Golgi”. Esta célula tiene diversas morfologias o formas como ser circulares y/o
alargadas, también dependiendo como se agrupen se puede identificar por lo
menos su familia; las primeras son las de forma circular a las cuales se les llama
cocos y dependiendo su agrupacion se llaman diplococos, estreptococos y
estafilococos, asi como lo dice Fernandez Del Barrio et al (1994) “los cocos se
agrupan en parejas (diplococos), en cadenas mas o menos largas (estreptococos),
en racimos (estafilococos) y en tétradas o en paquetes cubicos (micrococos)”. La
segunda morfologia que se caracteriza por ser alargada es llamada bacilo que
cuando se agrupan se pueden llamar Diplobacilos y Estreptobacilos, normalmente.
Montoya (2008) afirma que “cuando se conforman en parejas se les llama



Diplobacilos, en cadenas Estreptobacilos y en grupos irregulares que forman
rosetas y masas.

En cuanto a la morfologia bacteriana, lo anterior distingue muy bien los diferentes
grupos que se pueden encontrar, pero para poder llegar a una primera
identificacion se debe tener en cuenta la tincion de Gram ya que este colorante
sirve para diferenciar las bacterias dependiendo de la coloracion que tomen
llamandose Gran negativas a las que toman un color fucsia y Gram positivas a las
que toman un color azul oscuro, de acuerdo con Forbes (2009) “la tincidén fue
creada por Hans Christian Gram a finales del siglo XIX y puede utilizarse para
separar las bacterias en dos grupos que son los que captan el cristal violeta (Gram
positivas) y las que pierden ese colorante por lavado con acetona (Gram
negativas)”.

Luego de conocer como es la morfologia de las bacterias es importante saber
cudles enfermedades pueden llegar a causar estos fomites. Entre las
enfermedades estan “el resfriado comun causado por Rinovirus que se encuentra
en superficies del hogar; por ejemplo, fiebre tifoidea producida por Salmonella
typhi se encuentra por ejemplo en los cubiertos” (Ingraham, 1998).

Otro grupo de enfermedades que se pueden evitar con un correcto lavado de
manos, son las destacadas por el Ministerio de Salud como la enfermedad
diarreica aguda, neumonia, enfermedades de la piel y de los ojos y parasitismo
intestinal (Colombia. Ministerio de Salud y Proteccion Social, Colciencias,
Universidad de Antioquia, 2013). Lo anterior es de gran importancia para esta
investigacién, ya que es de publico conocimiento que la mayoria de personas que
frecuentan las instalaciones de los bafios de la Universidad, principalmente, no
disponen de jabdn para un correcto lavado de las manos al hacer uso de éstos,
con lo cual este sitio se puede convertir en un foco de infeccién.

Segun la division de salud publica de los servicios de salud y sociales de Delaware
en EE.UU. hay una gran cantidad de enfermedades que pueden ser transmitidas
por contacto directo o indirecto, entre las cuales estan la varicela, el resfriado
comun, la conjuntivitis, hepatitis A y B, herpes simple, influenza, sarampion,
mononucleosis, la quinta enfermedad, tosferina, neumonia bacteriana e
infecciones de la piel. Esta division hace una serie de recomendaciones para
prevenir estas enfermedades por transmision y lo hacen de manera textual de la
siguiente forma: “La Division de Salud Publica de Delaware (DPH) recomienda
lavar las manos cuidadosa y frecuentemente como el mejor método para prevenir
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la transmision de enfermedades. DPH también advierte que la desinfeccidn regular
de superficies expuestas al contacto como las manivelas de las puertas, tiradores
de puertas, barandales, mesas, camas, sillas, tocadores, tazas, platos, utensilios
de cocina, bandejas, instrumentos meédicos, teclados, teléfonos, materiales de
oficina o juguetes. El uso de barreras como guantes, mascarillas o condones
puede ayudar a evitar la diseminacion de organismos. Muchas infecciones pueden
ser prevenidas con tan s6lo mantenernos limpios y saludables.”
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1.4.1 ESTADO DEL ARTE

La siguiente es una revision bibliografica de trabajos registrados para la presente
tematica, los cuales se exponen a modo de resumen en tablas:

INTERNACIONALES
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Autor y Afo

Titulo

Objetivos

Metodologia

Conclusiones

(Gonzélez et al,
2014)

Analisis
bacteriol6gico
de superficies

inertes.

Veracruz,
México

Analizar microrganismos
presentes en las superficies
inertes, que representen un

riesgo para la salud de los
estudiantes

Estudio observacional, exploratorio
y transversal realizado en el
periodo febrero- julio de 2012. Los
puntos de obtencion de muestra
fueron los laboratorios de
enseflanza 2, 3, 4, 5A y 5B. Las
superficies inertes muestreadas
aleatoriamente fueron 25 mesas,
20 charolas y 27 microscopios. Se
aplic6 el método del hisopo con
plantillas de aluminio estériles de
25x25 centimetros. La siembra
inicial se realiz6 en caldo de soya y
tripticaseina agar métodos
estandar, agar sangre de carnero y
agar Dextrosa Sabouraud; a las 24
horas de incubacién se resembro
en los medios selectivos agar
MacConkey, agar Salmonella-
Shigella, agar sal y manitol y agar
Biggy. La identificacion
bacteriol6gica se llevé a cabo con
base en lo propuesto
bioguimicamente por el manual de
Bergey9 y se realizaron pruebas
seroldgicas para la tipificacion de
las especies de Salmonella.

Las superficies inertes tienen un riesgo minimo de
transmitir  directamente una infeccién, éstas
contribuyen de manera importante en la
contaminacién cruzada secundaria al entrar en
contacto con superficies vivas como piel, boca, nariz
0 garganta o con otras superficies inertes. Asi pues,
la contaminacion bacteriana y micolégica de mesas y
microscopios constituye un riesgo para la salud de
los alumnos que realizan practicas escolares en los
laboratorios de ensefianza.

(Gbnzalez et al,
2007)

Monitoreo
bacteriol6gico
de areas
clinicas
odontoldgicas:
estudio
preliminar de
un quiréfano.

Evaluar la carga bacteriana
y la presencia de patégenos
como Pseudomonas sp,
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y
Acinetobacter sp. en el
quiréfano A (Catedra de
Anestesiologia y Cirugia

Se realizd un muestreo antes y uno
después de cada una de las tres
cirugias escogidas aleatoriamente
en el quiréfano A. Las muestras de
superficie  (agarradera de la
lampara, manguera de succion,
rejilla metalica del aire
acondicionado y brazo de la

Los resultados obtenidos destacan la necesidad de
adecuar la infraestructura, evaluar las normas de
limpieza y desinfeccion aplicadas e implementar
programas de monitoreo ambiental con vigilancia
epidemiolégica, para disminuir el riesgo de adquirir
infecciones en la practica odontoldgica general, asi
mismo destaca la importancia de la actualizacion
constante y el entrenamiento adecuado del personal




Caracas,
Venezuela

Estomatologica, Facultad de
Odontologia, Universidad de
Los Andes)

unidad) fueron obtenidas por
hisopado; y la del medio ambiente,
con una placa de Agar Tripticasa
Soya con Lecitina y Tween 80
(TSLT80, HiMedia) abierta sobre la
bandeja de instrumentos. Los
hisopos fueron introducidos en
tubos de ensayo con medio Stuart
(HiMedia) para su transporte hasta
el Laboratorio, donde se inocularon
las placas de TSLT80 segun la
técnica para semicuantificacion
bacteriana; y posteriormente
fueron introducidos en tubos con
Caldo de Infusién Cerebro Corazoén
(BHI, DIFCO) para enriquecer la
presencia de patégenos. Todas las
placas y tubos fueron incubados a
37 °C, evaluando el crecimiento a
las 24, 48 y 72 horas (1, 21, 22).

En cada cultivo en TSLT80 se
estimdé semicuantitativamente la
carga bacteriana. Los tubos de BHI
que presentaron turbidez fueron
subcultivados para recuperar los
posibles patégenos. Todas las
colonias fueron caracterizadas
macroscoépica y microscopicamente
(tincién de Gram), diferenciandolas
para su posterior reaislamiento e
identificacién por pruebas
bioquimicas y metabolicas
convencionales.

de limpieza para aplicar los protocolos de
desinfeccién mas apropiados.

(Flores et al, 2011)

Biogeografia
microbiana en
las superficies

de los bafios

publicos.

Determinar la composicion
de las comunidades
microbianas asociadas a las
superficies de los bafios
comunes.

Con el fin de describir
exhaustivamente la  diversidad
microbiana de ambientes
interiores,que se encuentran en las
superficies de doce bafios publicos

Estos resultados demuestran que las superficies de
los bafios acogen diversas comunidades
microbianas dominadas por bacterias asociadas a
humanos con vinculos claros entre las comunidades
gue se encuentran en las superficies de los bafios y
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Colorado USA

Comprobar si las diferentes
superficies albergan diversas
comunidades bacterianas.
Establecer las fuentes de
bacterias en ambientes de
bafios y la forma como éstas
fuentes varian segun los
lugares especificos dentro de
los bafios

(seis hombres y seis mujeres) en
Colorado, EE.UU, se wus6 la
secuenciacion con el primer 16 S
rRNA. En comparaciéon con otros
ambientes interiores, bafios
publicos ofrecen un entorno Unico
para explorar la  diversidad
microbiana debido a las actividades
que tienen lugar alli y la alta
frecuencia de uso por personas con
diferentes rutinas higiénicas. Estas
caracteristicas hacen que los
humanos sean propensos a tener
una fuerte influencia en los tipos de
bacterias observadas en las
superficies de los bafos.

en los diferentes sitios del cuerpo.

Este trabajo es relevante para el campo de la salud
publica porque los microbios que se encuentran
cominmente en las superficies de los bafos
sugieren que los patégenos bacterianos facilmente
podrian transmitirse entre individuos por el tacto de
las superficies.

(Revista
Hospimédica en
Espafiol, sf)

Bafios
contaminados
con bacterias

resistentes.
Detroit USA

Determinar si las bacterias
existentes en los lavamanos
de los Hospitales eran
resistentes a los farmacos

Investigadores en la Universidad
Estatal de Wayne (Detroit, M,
USA) seleccionaron aleatoriamente
53 hospitales en los Estados
Unidos y Canada, a los que les
examinaron los lavamanos en
busca de bacterias usando un
cultivo con escobillon humedo. Un
laboratorio central analiz6 la
presencia de bacilos Gram-
negativos, Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM) y
Enterococcus resistente a la
vancomicina (ERV)

Los lavamanos de los bafios nunca se deben
compartir entre los pacientes. Si estd examinando
una herida o un dispositivo, como una linea que esta
en una vena del paciente, debe lavarse las manos
después de tocar el lavamanos, aun si es el
lavamanos del propio paciente, ya que estos
representan importantes reservorios de microbios.

Tabla 1. Antecedentes Internacionales
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NACIONALES

Autor y Ao Titulo Objetivos Metodologia Conclusiones

General El estudio se desarroll6 en

Cuantificar Bacterias gram | entidades de salud del

positivas, Bacterias gram | departamento del Meta,

negativas y Hongos | generadoras de residuos

mediante monitoreo | hospitalarios y similares (RHS) que

microbiolégico  de  aire, | contratan  sus  servicios de

superficies y manos del | recoleccion, transporte y

personal asistencial en cinco | disposicion final de los mismos con

entidades de salud del |una empresa encargada de la

departamento del Meta en el | gestidn externa de RHS que lleva a

afio 2007. cabo el acompafamiento al

Monitoreo Especificos Programa de Control y Prevencion
microbiolégico | Describir las entidades de la | de Infecciones Intrahospitalarias | Se  encontraron  diferencias  estadisticamente
de aire, salud del Meta, segun su | (IIH), con el fin de entregar un valor | significativas en cuanto a la carga microbiana total
superficiesy | grado de complejidad. agregado a sus grandes clientes. | antes del lavado de manos respecto a después de
manos del Cuantificar la carga | Se contd con la autorizacién previa | hacerlo. Asi, es recomendable disefiar e implementar
personal microbiana del aire de Zonas | de las entidades participantes y de | programas que mejoren la adhesion de los

(Rodriguez, 2009)

asistencial en
entidades de
salud en el
departamento
del Meta en el
ano 2007

Criticas y No criticas en
cinco entidades de salud del
departamento del Meta.
Evaluar microbiol6gicamente
la efectividad y ejecucion de
los protocolos de limpieza y
desinfeccién de superficies
horizontales en cinco
entidades de salud del
departamento del Meta.
Describir flora microbiana
antes y después del lavado
de manos de los
trabajadores de la salud en
cinco entidades de salud del
departamento del Meta,
como indicador de eficacia.

la entidad financiadora.

Se realiz6 un muestreo por
conveniencia tomando como
unidad muestral las cinco entidades
con mayor generacibn de RHS
(38%) en el departamento del Meta
en el afio 2007. Se tomaron
muestras de 13 servicios asi: areas
criticas en 4 servicios: Dos salas de
cirugia y dos unidades de cuidado
intensivo y areas no criticas en:
Hospitalizacion 1, Hospitalizacién 2,
Pediatria, Ginecologia, Medicina
Interna, Laboratorio, Urgencias 1,
Urgencias 2 y Apoyo Diagnéstico.
En cada servicio de area critica se
tomaron 2 muestras de aire, 1 de

trabajadores de la salud a las recomendaciones
sobre préacticas de higiene de las manos y generen
verdadera conciencia de su importancia y sean
vistas también como una medida de proteccién

personal.




manos y 1 de superficie. En cada
servicio de area no critica se
tomaron: 1 muestra de aire, 1 de
manos y 1 de superficie

Tabla 2. Antecedentes Nacionales
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1.5 MATERIALES Y METODOS

1.5.1 MATERIALES

Cajas de Petri, hisopos estériles, asas bacteriolégicas curvas y rectas, tubos de
vidrio, camara de flujo horizontal, incubadora, refrigerador, agares (nutritivo,
McConkey, EMB, SS, Sangre, TSI, SIM, Citrato de Simmons), caldos (nutritivo,
tioglicolato, Urea), microscopios Opticos, tincion de Gram, reactivo de Kovac's,
Kits de extracciéon de ADN: PureLink® Genomic DNA Kit (USA), Thermo Scientific
GeneJET Genomic DNA Purification Kit (USA), DNeasy® Blood & Tissue Kit de
QIAGEN (Alemania), Gel de agarosa al 1%, espectrofotdmetro nanodrop 2000
Thermo Scientific (USA), marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder),
amortiguador TE (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA pH 7.0), transiluminador
de UV, equipo foto-documentador (E-Gel Imager gel documentation system
(Invitrogen - Thermo Fisher Scientific)), programa GelQuant Express Analysis
Software is a Windows.

1.4.2 METODOLOGIA

Este proyecto tiene una naturaleza cuantitativa en el sentido en que se van a
cuantificar las unidades formadoras de colonias para cada uno de los fémites con
los cuales se van a trabajar con el fin de conocer la carga microbiana presente en
este ambiente inanimado, siendo éste de tipo experimental y basico. Dentro de
esta naturaleza para ser mas especificos, se puede decir que es un estudio
descriptivo (Hernandez et al 2006), porque se va a detallar la morfologia de
colonia y la de célula para cada una de las bacterias encontradas en los distintos
muestreos, ademas de las reacciones propias de su metabolismo a partir de las
pruebas bioquimicas trabajadas en este estudio.

Para escoger los sitios y el horario de muestreo, como los bafios y lavamanos que
tienen una mayor afluencia de publico, se registro la cantidad de personas, tanto
hombres como mujeres, que entraron a los bafios de la Facultad de educacion, del
edificio de artes y de las facultades de ingenieria y economia en un lapso de
tiempo de 30 minutos durante diferentes momentos del dia, esto para establecer
un flujo de personas aproximado y a su vez establecer cuales de los lugares
mencionados son mas frecuentados y por tanto son de mayor interés para la
presente investigacion, asi como un sitio poco frecuentado para establecer una



comparacién con los sitios de mayor uso por parte de la comunidad universitaria.
Otros sitios de muestreo, ademas de los ya mencionados, fueron algunos de los
mesones y mesas de la cafeteria. Se tomaron dos muestras de cada sitio de
muestreo, una antes y una después de las maniobras de aseo efectuadas por el
personal de servicios generales; en la cafeteria se tomo una sola muestra de cada
sitio debido a que en la misma no existe una labor de aseo sobre las superficies
diferentes a los pisos, por lo cual la limpieza de las mismas es responsabilidad de
cada uno de los sitios de venta de comidas que convergen en dicho sitio.

Las muestras se recolectaron con un hisopo estéril mediante la técnica de frotado
(Imagen 1) mencionada por Moreno B. 2006, luego se trasladaron en un medio de
transporte (caldo nutritivo) hasta el laboratorio de Microbiologia (Imagen 2) para
realizar la siembra en agar nutritivo por medio de la técnica de siembra en
superficie en medio de cultivo general (Imagen 3) (Negroni M. 2009) y su
respectiva incubacion a 37°C durante 24 horas (Imagen 4). Una vez completado el
periodo de incubacion, se realizaron los recuentos de unidades formadoras de
colonias por placa (UFC/placa) (Imagen 5) para la identificacion y descripcién de
los diferentes morfotipos encontrados; luego se procedié a obtener un cultivo puro
de cada una de ellos mediante la técnica de agotamiento por estrias (Imagen 6)
(Espaiia E. 2005). Cada uno de los morfotipos se observaron de manera
macroscopica (Prats G. 2008) y después se tifieron mediante tincion de Gram lo
qgue permitid una diferenciacién entre bacterias Gramnegativas y Grampositivas
mediante observacion al microscopio 6ptico con objetivo de 100x.

Imagen 1. Toma de muestras con hisopo.
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Imagen 4. Incubacion a 37°C.
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Imagen 5. Placa después de incubacion durante 24 horas

Imagen 6. Obtencién de cultivos puros

Posterior a estas descripciones se realizaron una serie de pruebas bioguimicas
entre las cuales estan: Citrato de Simmons, Agar triple azucar hierro (TSI), Manitol
salado, Coagulasa, Catalasa, oxidasa, Caldo tioglicolato, medio sulfuro indol
motilidad (SIM), Ureasa, ademés de evaluar su crecimiento en agar MacConkey,
agar sangre, agar eosina azul de metileno (EMB), agar Salmonella-Shigella (S&S),
segun el caso (Imagen 7).
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Una vez identificados cada uno de los morfotipos, se realizé extraccion de ADN a
los de mayor interés (Imagen 8), para su posterior mediante la técnica de PCR
convencional, realizandose la verificacion del ADN mediante la técnica de
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, tefiido con syber green,
utiizando un marcador de peso molecular (Ladder) como referencia. La
electroforesis corrié con amortiguador TE (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA
pH 7.0) por 1 h a 80 V. y visualizado en un transiluminador de UV, la imagen se
almacend en un equipo foto-documentador (E-Gel Imager gel documentation
system (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific)), utilizando el programa GelQuant
Express Analysis Software is a Windows.

La extraccion de ADN inicialmente se realizdé con el fin de evaluar diferentes
métodos de extraccion que incluian tres kits comerciales: PureLink® Genomic
DNA Kit (USA), Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit (USA) y
DNeasy® Blood & Tissue Kit de QIAGEN (Alemania), ademas de dos métodos
manuales para dicho procedimiento: el método modificado de Pospiech y
Neumann y el de Martin—Platero (Apéndice C).
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Imagen 8. Extraccién de ADN bacteriano

Para dicha evaluacion se utilizaron dos muestras las cuales fueron evaluadas
cada una, con los 5 métodos de extraccion diferentes; para ello, se cultivaron en
agar nutritivo por 24 horas, luego una asada del cultivo bacteriano fresco fue
inoculado en 3ml de caldo nutritivo por 16 horas. Al cabo de ese tiempo de
crecimiento, los tubos con caldo nutritivo fueron centrifugados a 13.000 r.p.m. y el
botdn celular que se precipitdé fue recuperado y trasvasado a un tubo colector de
1.5ml; en adelante se realiz6 el proceso de extraccion siguiendo los pasos
establecidos para cada uno de los 5 protocolos evaluados (Anexo). Finalizada la
extraccion de ADN, se evalué la cantidad y calidad del material extraido mediante
analisis con espectrofotbmetro nanodrop 2000 Thermo Scientific (USA). Ademas
se realizo la verificacion del ADN mediante la técnica de electroforesis horizontal
en gel de agarosa al 1%, tefiido con syber green, utilizando un marcador de peso
molecular (Low DNA Mass Ladder), como referencia. La electroforesis corrié con
amortiguador TE (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA pH 7.0) por1 ha 80 V. y
visualizado en un transiluminador de UV, la imagen se almacend en un equipo
foto-documentador (E-Gel Imager gel documentation system (Invitrogen - Thermo
Fisher Scientific)), utilizando el programa GelQuant Express Analysis Software is a
Windows. Teniendo en cuenta los resultados, se eligio el mejor de los métodos
evaluados y con él se efectuaron el resto de extracciones efectuadas.
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1.6 DESARROLLO DEL PROYECTO

1.6.1 Flujo de personas en los sitios de muestreo

Para escoger los sitios en los cuales se iban a realizar las muestras de los
sanitarios, inodoros y lavamanos se realiz0 un conteo de las personas que
entraban a los bafios durante media hora. Se escogieron los que tenian un mayor
flujo de personas y algunos de menor flujo para tomarlos como control. Los
resultados fueron los siguientes:

Facultad Lugar Numero de personas
Hombres | Mujeres
Educacion | Bafio ler piso 41 29
Bafio 2do piso 24 21
Bafio 3er piso 14 22
Artes Bafio ler piso 7 1
Ingenieria | Bafio ler piso 13 5
Economia | Bafio ler piso 4 4

Tabla 3. Flujo de personas
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Gréfica 1. Flujo de personas en bafios de la institucion
Recuento de colonias y numero de morfotipos

Primer muestreo:



Los resultados que se presentan corresponden a muestras tomadas en las
baterias sanitarias del segundo piso y en la cafeteria de la sede central antes del
aseo.

Sitio de muestreo Cdédigo | Numero de UFC/placa | Morfotipos
Sanitario bafio de hombres SB2H 12 4
Sanitario bafio de hombres SB2H 87 6
Sanitario bafio de hombres SB2H 11 6
Sanitario bafio de hombres SB2H 135 7
Sanitario bafio de mujeres SBM2 120 8

Lavamanos bafio de hombres | LB2H = 300 (incontables)
Lavamanos bafio de hombres | LB2H = 300 (incontables) 2
Meson de la cafeteria MeCaf2 85 7
Meson de la cafeteria MeCaf2 104 8
Lavamanos bafio de mujeres | 2LBM 124 5
Lavamanos bafio de mujeres | 2LBM 68 3
Sanitario bafio de mujeres 2SBM 140 10
Orinal bafio de hombres OBH2 3 3
Mesa de la Cafeteria Mcafl 93 7

Tabla 4. Recuento de colonias y morfotipos encontrados antes del aseo

300 300
300
250
200
UCF/placa 150 124
o 87 100 104 100 93 Uk
o |I il
0 2 [ \
F&S PSS @ & O A

Sitios de muestreo

Grafica 2. Recuento de colonias
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Para poder comparar estos resultados, también se tomaron muestras después del
aseo a los bafos. Los resultados comparados con los anteriores se muestran en la
siguiente tabla:

. . Antes del Aseo (AA) Después del Aseo (DA)
Sitio de Muestreo | Codigo UFC/placa Morfotipos UFC/placa Morfotipos
Sanitario bafio de SB2H 12 4 3 3
hombres

Samtanq bafio de SBM?2 120 8 3 3
mujeres

Sanltarlq bafio de 2SBM 140 10 8 4
mujeres

Lavamanos bafio =300 =300

de hombres LB2H (incontables) 2 (incontables) 4

Lavamanps bafio SLBM 124 5 . =300 3

de mujeres (incontables)

Lavamanps bafio SLBM 68 3 . =300 3

de mujeres (incontables)
Tabla 5. Recuento de colonias y morfotipos antes y después del aseo de los
bafios
300 300 300 300
300
250
200
3
©
£ 150 124
e
5 100 100
50
12 5
0
SB2H SBM2 2SBM LB2H 2LBM 2LBM

Sitios de muestreo

B Antes del aseo B Después del aseo

Grafica 3. Recuento de colonias antes y después del aseo a los bafios
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Gréfica 4. Morfotipos antes y después del aseo

= Bacilos = Cocos

Gréfica 5. Formas bacterianas encontradas en el primer muestreo

A continuacion se observan los morfotipos encontrados en el primer muestreo
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Gréfica 6. Morfotipos primer muestreo

Segundo muestreo:

Para este caso, la toma de las muestras se hizo justo después del aseo en hora
pico (1 p.m.) y dos horas después, cuando la gran cantidad de personas que
circulan por la Universidad ha disminuido considerablemente (3 p.m.), esto con el
fin de comparar la posible influencia de las personas en la carga bacteriana de
estos sitios porque si bien el transito de personas haya disminuido después de dos

horas los bafios han sido utilizados

Sitios de Muestreo Caodigo UFC/placa Morfotipos
Sanitario bafio de hombres SBH1DA 39 4
Sanitario bafio de hombres SBH1AA | = 300 (incontables) 6

Sanitario bafio de hombres (Edificio SBHAr 102 4
de artes)

Sanitario bafio de mujeres SBM1AA 140 4

Sanitario bafio de mujeres SBM1DA 1 1

Sanitario bafio de mujeres (Edificio SBMAT 160 4
de artes)

Lavamanos bafio de hombres LBH1DA | = 300 (incontables) 3

Lavamanos bafio de hombres LBH1AA | = 300 (incontables) 4

Lavam(aérgj(i)f?cliooagg gfret:sc;mbres LBHAr | =300 (incontables) 4

Lavamanos bafo de mujeres LBM1DA 209 5

Lavamanos bafo de mujeres LBM1AA 17 2
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Lavarr(lggﬁii%agg gﬁer;l)weres LBMAr | =300 (incontables) 5

Orinal bafio de hombres OBH1 15 2

Orinal bafio de hombres (Edificio de OBHAT 295 5
artes)

Mesa de la Cafeteria Mcaf3 120 8

Mesa de la Cafeteria Mcaf4 77 9

Tabla 6. UFC/placa y morfotipos encontrados

Recuento de colonias
300 300 300 300 300
300
250 225 209
§ 200 160 140
2 150 120
9 102
2 100
50 17
15 1
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Sitios de muestreo

Grafica 7. Recuento de colonias segundo muestreo

Para poder comparar estos resultados, también se tomaron unas muestras
después que se le hizo el aseo a los bafios. Los resultados comparados con los
anteriores quedan asi:

Sitio de cédiao Antes del Aseo (AA) Después del Aseo (DA)
Muestreo 9 UFC/placa | Morfotipos | UFC/placa | Morfotipos
Sanitario bafio > 300
de hombres SBH1 (incontables) 6 39 4
Santario bafio | gpy1q 140 4 1 1
e mujeres
Lavamanos
bafio de LBH1 | .. 2300 4 . 2 300 3
hombres (incontables) (incontables)
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Lavamanos
bafio de LBM1 17 2 209 5
mujeres
Tabla 7. Recuento de colonias y morfotipos antes y después del aseo de los
bafos

300 UFC 300 300
300
550 209
200 140
150
E 9 L
50 1 L

SBH1 SBM1 LBH1 LBM1

M Antes del aseo M Después del aseo

Gréfica 8. Recuento de colonias después y antes del aseo
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Grafica 9. Morfotipos encontrados antes y después del aseo
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Grafica 10. Morfotipos encontrados en el segundo muestreo

En la siguiente tabla se muestra la descripcién de la morfologia de colonia de los
distintos morfotipos aislados de lugares como el sanitario, lavamanos, orinales,
mesas y mesones de la cafeteria. Todas las descripciones se hicieron mediante la

observacion directa de las colonias que crecieron en cada cultivo.

Descripcion de la morfologia de colonia

Primer muestreo:

- Aspectos de la morfologia de colonia
Sitio de -
Cédigo - . . . . Diametro
muestreo Color Forma | Elevacion Borde Superficie | Densidad | Consistencia (mm)
2832_"3AA Amarillo Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
BM2AA .
S M6 Blanco Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa <1 mm
2SBMAA Amarillo-
S a' © Irregular Plana Ondulado Cerosa Opaca Cremosa 4 mm
M10 Beige
2832_"1'“\ Beige Irregular | Convexa Ondulado Cerosa Opaca Cremosa 5mm
Sanitario
Bario de SBM2AA Centro )
Mujeres M1 blanco con | Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa 12 mm
halo amarillo
SBM2AA | Naranja muy Irregular Plana Ondulado Cerosa Opaca Pétrea 4 mm
M2 claro
ZS?A'\SAA Blanco Circular Plana Entero Cerosa Opaca Pétrea <1lmm
SB'\M/éAA Nce:llr:rrga Circular | Umbiliforme Entero Cerosa Opaca Mucosa 6 mm
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Naranja muy

SBM2AA claro con Irregular Plana Ondulado Cerosa Opaca Cremosa 4 mm
M7 centro
blanco
2SBMAA Beige con Circular | Umbilicado Entero Cerosa Opaca Cremosa 2 mm
M12 centro claro
2SBMAA Nararya— Circular | Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
M14 Amarillo
Naranja claro
OBH2 M1 con borde | Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 4 mm
Orinal oscuro
Bafio de . . .
Hombres OBH2 M2 | Naranja claro | Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
OBH2 M3 Amarillo Circular Elevada Entero Cerosa Opaca Cremosa <1mm
2LMDA M1 | Transparente | Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 15 mm
Lavamanos
Bafio de . .
Mujeres 2LMDA M2 Amarillo Circular | Convexa Entero Cerosa Opaca Cremosa 4 mm
2LMDA M3 Blanco Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa 1 mm
Naranja en el
2SMDA M3 Cegggjgon Circular | Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 10 mm
Sanitario transparente
Bafio de
Mujeres . . .
2SMDA M5 Amarillo Circular | Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
2SMDA M1 Blanco Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
2LBHDA .
Beige Irregular Plana Ondulado Cerosa Opaca Mucosa 15 mm
Lavamanos M1
Bafiode [ gipa _ .
Hombres M2 Blanco Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
Mcafl M3 A(r;z:!)lo Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 3mm
Mcafl M6 | Transparente | Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 13 mm
Mesa de la Mcafl M5 | Transparente | Irregular Elevada Aserrado Cerosa Opaca Mucosa 5mm
Cafeteria
Mcafl M2 Blanco Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa <lmm
Mcafl M7 | Transparente | Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa <1mm
Mcafl M4 Naranja Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 3mm
Mecaf2 M9 Blanco Irregular | Umbilicada | Ondulado Cerosa Opaca Cremosa 5mm
Meson de .
, Mecaf M4 | Transparente | Irregular Plana Lobulado Brillante | Transparente Mucosa 14 mm
la Cafeteria
Mecaf2 . . :
M10 Amarillo Circular | Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 3mm

40




Mecaf2

M12 Beige Irregular Plana Ondulado Brillante | Transparente Cremosa <1mm
Mecaf M2 Amarillo Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
Mecaf2 . . .
M6 Naranja Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 4 mm
Mecaf2 M8 Amarillo Circular | Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
Mecaf M1 Blanco Irregular Plana Lobulado Cerosa Opaca Mucosa 40 mm
Mecaf2 Naranja Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa 3 mm
M13 Claro
Lavamanos | o BMAA
Bafio de M2 Blanca Circular | Umbeiforme Entero Cerosa Opaca Mucosa <1mm
Mujeres
2SBHDA . .
SM4 Beige Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa <1mm
itari 2SBHDA . . . .
Sanitario Beige Circular | Umbilicada Entero Brillante | Transparente | Cremosa 20 mm
Barfio de M1
Hombres "
2sgHpa | Amarilo- . )
M3 Naranja con | Circular | Umbilicada | Ondulado Cerosa Opaca Pétrea 7 mm
centro opaco
Amarillenta
al centro y
S(?L?T/IAB\A amarillo Circular Elevada Entero Cerosa Opaca Cremosa 5mm
oscuro al
borde
SB;‘;AA Beige Irregular Plana Filamentoso | Cerosa Opaca Cremosa 18 mm
SBZ;@A(Z) Beige Claro | Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
SBZ:\-'/IQA(S) Blanco Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa <lmm
Sanitario SB2HAA _ _
Bafio de M4 Blanco Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa <1lmm
Hombres
S(ngAA%A Beige Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa <lmm
B2HAA . .
S M3 Beige Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa 2mm
SBZ'\H/I:A(?,) Beige Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
B2HAA(1 . . . .
S M9 @ Beige Circular | Umbilicada Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
S(E)Zﬂf‘g\ Beige Claro | Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 3mm

41




SB2HAA
M1

Amarillo

Circular

Plana

Entero

Brillante

Transparente

Cremosa

<1lmm

Tabla 8. Descripcion de la morfologia de colonias durante el primer muestreo

Segundo muestreo

Aspectos de la morfologia de colonia
Sitio de codigo
muestreo Diametro
Color Forma Elevacién Borde Superficie | Densidad | Consistencia (mm)
LBHAr . . I
M1 Naranja Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
Lava~m anos LBHAr Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa <lmm
Bafio de M2
H?Arzl;rses LBMH3Ar Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
LBMI-LAr Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Mucosa <1mm
SB'\M/&AA Beige Irregular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 7 mm
L . SBMIAA Beige Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 5mm
Sanitario Bafio M2
de Mujeres . . :
y SB“MA;AA Beige Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa <lmm
SBl\MﬂiAA Amarillo Circular Convexa Entero Cerosa Opaca Cremosa 1 mm
OBH1 .
. o Blanco Circular Plana Entero Cerosa Opaca Mucosa 1 mm
Orinal Bafio M1
de Hombres OBH1 . .
M2 Blanco Puntiforme Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
LB',\\A/&DA Irregular | Umbonada | Escarolado Cerosa Opaca Pétrea 7 mm
LB:\\A/I;DA Beige Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
Lavamanos Beige
Bafio de LB',\\A/I:;DA ig?'nrigjr?t(rjg Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
Mujeres 0SCUro
LBM1DA Beige Irregular | Umbonada | Ondulado Cerosa Opaca Pétrea 5mm
M4 anaranjado
LB:\\A/I:;DA Beige Circular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa 1 mm
LBI';|/|11DA Amarillento | Puntiforme Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
Lavamanos LBHIDA
Bafio de Beige Irregular Plana Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 30 mm
M2
Hombres -
LBH1DA Amt?l_rlllo— Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
M3 rojizo
Me'\;:1af3 Blanco Rizoide Plana Filamentoso | Cerosa Opaca Mucosa 60 mm
MeCaf3 Blanco Irregular Plana Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 3mm
Mesa de la M2
Cafeteria
Me'\;:;f3 Blanco Irregular Plana Entero Cerosa Opaca Cremosa 2mm
MeCaf3 . .
M4 Amarillento | Irregular Plana Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 7 mm
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M5 Blanco Irregular Plana Lobulado Cerosa Opaca Cremosa 10 mm
Mel\jieafs Blanco Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 5 mm
MeCaf3 B'a’FCO' Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
M7 amarillento
Mel\5|38af3 Amarillento | Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
Lavamanos LB':\AA]iAA Blanco Circular Plana Entero Brillante | Transparente Mucosa 4 mm
Bafio de
Mui LBM1AA . .
ujeres M2 Blanco Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
SBHAr . . .
M1 Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 6 mm
Sanitario Bafio
de Hombres SBHAr B'a’.‘co' Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
M2 beige
Artes -
SBHAr Amarillo Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
M3 claro
SBK/&DA Naranja Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
. . SBH1DA Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
Sanitario Bafio M2
Hombr . . .
de Hombres SBK:I]?"DA Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
SBK:IZ'DA Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
OBHAr . .
M1 Beige Irregular Elevada Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 15 mm
OBHAr Amarll!o- Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
M2 naranja
Orinal Bafio OBHAr
de Hombres M3 Blanco Fusiforme | Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
Artes -
OBHAr Ama!””o' Circular Convexa Entero Cerosa Opaca Cremosa 3 mm
M4 beige
OBHAr . . .
M5 Beige Circular Convexa Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
SBMAr . .
M1 Beige Irregular Convexa Lobulado Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
SBMAr . . .
M2 Beige Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 4 mm
Sanitario Bafio . . .
de Mujeres SBMI\gAr Beige Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 2 mm
Artes -
SBMAr Beige- Irregular Elevada Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 8 mm
M4 blanco
SBMI\gAr Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
LBI'\—|/|11AA Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa <lmm
LBH1AA . . .
Lavamanos M2 Naranja Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
Bafiode % paA
Hombres M3 Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Mucosa <1mm
LBH1AA | Amarillo . .
M4 muy claro Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa <1mm
Laveimanos LBMAr Blanco Circular Elevada Entero Cerosa Opaca Mucosa 10 mm
Bafios de M1
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Mujeres Artes

Blanco-

) Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm
M2 amarillento
LBMAr . . .
M3 Amarilla Circular Plana Entero Brillante | Transparente Mucosa 3mm
LBMAr B'af‘co‘ Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 13 mm
M4 amarillento
SBS&AA Beige Irregular Elevada Ondulado Cerosa Opaca Cremosa 9 mm
SBHIAA | Naranja Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
M2 claro
o . SBH1AA Nar_gnja Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1,5 mm
Sanitario Bafio M3 rojizo
de Hombres .
SB'\HAiAA Blanco Circular Convexa Entero Cerosa Opaca Cremosa <1mm
SB'\}jlkl_)AA Blanco Puntiforme Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa <lmm
SBUI%AA Rojizo Circular Plana Entero Brillante | Transparente Cremosa 3mm
Mel\;:f f4 Beige Irregular Convexa Lobulado Cerosa Opaca Cremosa 20 mm
MeCaf4 . .
M2 Beige Irregular Convexa Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 45 mm
Mel\ji?’am Beige Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
Mel\%fm Beige Circular Elevada Ondulado Brillante | Transparente Cremosa 3 mm
Mesa de' la MeCaf4 Amarillo Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 1 mm
Cafeteria M5
Mel\5|36af4 Beige Irregular | Umbonada | Ondulado Cerosa Opaca Cremosa 19 mm
MeCaf4 | Amarillo Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 5mm
M7 claro
MeMC;M Beige Circular Elevada Entero Brillante | Transparente Cremosa 4 mm
Me,\;:;m Beige Circular Convexa Entero Brillante | Transparente Cremosa 2mm

Tabla 9. Descripcion macroscoépica de colonias segundo muestreo.

Descripcién de la morfologia celular

A continuacion se detalla la descripcion de la morfologia celular mediante la
observacion microscépica de cada uno de los morfotipos aislados, teniendo en
cuenta aspectos como el color de las bacterias después de la tincion, la forma de
las bacterias y su agrupacion. Estas descripciones se realizaron observando los
frotis, previamente tefildos con la coloracion de Gram, con objetivo de 100x. Se
adjuntan las imagenes de cada una de las observaciones.

Primer muestreo:
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Sitio de

muestreo Cdédigo Descripcion
2SBMAA Cocos Gram positivos en
M13 racimos (Estafilococos)
Sarlltano SBM2AA Cocos Gram positivos en
Bafio de M6 . Estafil
Mujeres racimos (Estafilococos)
2SBMAA Cocos Gram positivos en
M10 racimos (estafilococos)

Micrografia
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Bacilos Gram positivos

b J G AT RS S

~ \

2SBMAA
M11 en cadena
(Estreptobacilos)
SBM2AA Bacilos Gram positivos no
M1 esporulados en cadena
(Estreptobacilos)
SBM2AA Bacilos G[am posmvos’ SN
M2 muy pequefios, la mayoria | == s

en parejas (Diplobacilos)
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2SBMAA

Cocos Gram positivos en

M9 racimos (Estafilococos)
SBM2AA | Cocos Gram positivos en
M5 racimos (Estafilococos)
SBM2AA Cocos Gram positivos en
M7 racimos (Estafilococos)
2SBMAA .D'lplobacﬂos Gram
M12 positivos con espora en el

centro
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2SBMAA

Cocos Gram positivos en

M14 racimos (estafilococos)

SB2M2AA | Cocos Gram positivos en
M1 racimos (estafilococos)

Orinal Bafio OBH2 M1 Cocgs Gram pqsmvos en
de Hombres racimos (estafilococos)

48




Cocos Gram positivos en

OBH2 M2 . !
racimos (estafilococos)
OBH2 M3 Cocgs Gram po_smvos en
racimos (estafilococos)
Lavamanos Bacilos Gram positivos no
Barfio de 2LMDA M1 | esporulados en cadenas y
Mujeres de forma regular
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Bacilos Gram positivos
muy cortos no

2LMDA M2 .
esporulados, la mayoria
en empalizada
2L MDA M3 Cocgs Gram po_smvos en
racimos (Estafilococos)
Sanitario ; -
" Bacilos Gram positivos en
Bar)o de 2SMDA M3 cadenas
Mujeres
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2LBHDA Cocos Gram positivos en
M2 racimos (Estafilococos)

Cocos Gram positivos en

Mcafl M3 . )
racimos (estafilococos)

Mesa de la
Cafeteria

Cocos Gram positivos en | &

Mcafl M6 . )
racimos (estafilococos)
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Mcafl M5

Bacilos Gram positivos

Mcafl M2

Cocos Gram positivos en
racimos (estafilococos)

Mcafl M7

Cocos Gram positivos en
racimos (estafilococos)

53




Cocos Gram positivos en

Mcafl M4 ) )
racimos (estafilococos)
Mecaf2 M9 Bacilos Qram positivos en
parejas y cadena
Mesén de la Bacilos Gram positivos
Cafeteria Mecaf M4 (diplobacilos)
Mecaf2 M10 Cocos Gram positivos en

racimos (estafilococos)
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Mecaf2 M12

Cocos Gram positivos en
racimos (Estafilococos)

Mecaf M2

Cocos Gram positivos en
racimos (Estafilococos)

Mecaf2 M6

Cocos Gram positivos en
racimos (estafilococos)

"a

$Y

Mecaf2 M8

Cocos Gram positivos en
racimos (Estafilococos)
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Sanitario
Bafio de
Hombres

2SBHDA

Cocos Gram positivos en

M4 racimos (estafilococos)
2SBHDA Bacilos Gram positivos
M1
2SBHDA Bacilos Gram positivos
M3 esporulados muy cortos
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Sanitario
Bafio de
Hombres

SB2HAA (1)

Bacilos Gram positivos

M8 con esporas
B2HAA . .
S Bacilos Gram positivos
M2
SB2HAA(2) | Cocos Gram positivos en
M8 racimos (Estafilococos)
SB2HAA(3) | Cocos Gram positivos en
M5 racimos (estafilococos)
SB2HAA Cocos Gram positivos en
M4 racimos (estafilococos)
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SB2HAA (3)

Cocos Gram positivos en

M7 racimos (Estafilococos)
SB2HAA Cocos Gram positivos en
M3 racimos (estafilococos)
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SB2HAA (2) | Cocos Gram positivos en
M10 racimos (Estafilococos)

SB2HAA Cocos Gram positivos en
M1 racimos (estafilococos)

Tabla 10. Descripcion de la morfologia celular durante el primer muestreo

40 37

35

30 B Cocos gram +
W Cocos gram -

25

M Bacilos gram + esporulados
20 M Bacilos gram + no esporulados

M Bacilos gram -
15

12
10
. 0 . 0

Grafica 11. Morfotipos primer muestreo.

Numero de Aislamientos

Segundo muestreo
‘ Sitio de | Cadigo Descripcion | Micrografia
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Cocos Gram
positivos en parejas

LBHAr M4 y en racimos
(diplococos o
estafilococos)
SBM1AA Cocos Gram
M3 positivos en racimos,
algunos en cadena
Sanitario
Barfio de
Mujeres
Bacilos Gram
SBM1AA | positivos en parejas
M4 (Diplobacilos),

algunos solos
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Orinal Bafo
de Hombres

OBH1 M2

Cocos Gram
positivos en racimos
(Estafilococos) con
un punto negro en el
centro

Lavamanos
Bafio de
Mujeres

LBM1DA
M1

Cocos Gram
negativos en parejas

LBM1DA
M2

Cocos Gram
positivos en racimos
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e

Bacilos muy

, Gram

negativos y en

pequefios

parejas

Bacilos muy cortos

Gram negativos

Bacilos Gram

positivos
esporulados, solos

Bacilos Gram

positivos solos,
algunos esporulados

LBH1DA

M2

LBH1DA

M3

MeCaf3 M1

MeCaf3 M2

Mesa de la
Cafeteria
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positivos en cadena
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SBMAr M3

Cocos Gram
positivos en tétrada

SBMAr M4

Bacilos Gram
positivos en cadena,
esporulados

SBMAr M5

Cocos Gram
positivos en racimos
(Estafilococos)

Lavamanos
Bafio de
Hombres

LBH1AA M1

Bacilos Gram
positivos solos y
otros en parejas

LBH1AA M2

Bacilos Gram
positivos en cadena
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positivos, la mayoria

Lavamanos
Bafios de
Mujeres Artes

LBH1AA M3 | solosy algunos en
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Bacilos Gram
LBMAr M1 | positivos en parejas

(Diplobacilos)

LBMAr M2

Cocos Gram
positivos en racimo
(Estafilococos)

LBMAr M3

Bacilos Gram
positivos en parejas
(Diplobacilos)
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Bacilos Gram
MeCaf4 M2 | positivos en cadena,
esporulados

Bacilos Gram

MeCaf4 M3 positivos en cadena
MeCaf4 Md Bacilos Gram
eta positivos en cadena
Cocos Gram
MeCaf4 M5

positivos en racimos




Bacilos Gram
MeCaf4 M6 | positivos en cadena,
esporulados

Cocos Gram
MeCaf4 M7 | positivos en racimos
(Estafilococos)

Bacilos Gram

MeCaf4 M8 | ) sitivos en cadena

Bacilos Gram

MeCaf4 M9 o
positivos, solos

Tabla 11. Descripcion de la morfologia celular del segundo muestreo
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30

26

25 M Bacilos Gram positivos no

esporulados

M Bacilos gram positivos
esporulados

N
o

Bacilos Gram negativos

W Cocos Gram positivos

NUmero de aislamientos
= =
o (6,

H Cocos Gram negativos

(6]

2

Gréfica 12. Morfotipos segundo muestreo

Identificacién de morfotipos mediante pruebas bioquimicas

El signo positivo (+) significa que el microorganismo presentd reaccion positiva
frente a la prueba mientras que si aparece con signo negativo (-) significa que el
microorganismo no presenté una reaccion. En otras casillas donde aparece la letra
X quiere decir que el microorganismo se comporta de esa manera en la prueba
especifica. Los resultados de las pruebas bioguimicas para cada microorganismo
arrojan una identificacion presuntiva apoyada en la descripcion de caracteristicas
macro y microscopicas. Los microorganismos que aparecen sin identificar se
deben a que las pruebas bioquimicas no fueron suficientes para llegar a obtener
un resultado preciso tanto en género como en especie.

Primer muestreo

Pruebas bioquimicas

Cédigo
Microorganismo

MIO identificado

SIM TSI

Catalasa
Coagulasa
Manitol
Citrato
Anaerobio
Aerobio
Oxidasa
Urea
Desaminacion de
Lisina
Movilidad a 25°C
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2SBMAA M13 X S. epidermidis
SBM2AA M6 S. saprophyticus
2SBMAA M10 X S. saprophyticus
2SBMAA M11 -l-1-] A/A | X Listeria spp
SBM2AA M1 -l-]- | AA | X Sin identificar
SBM2AA M2 == -] AIA | X Listeria spp
2SBMAA M9 X S. epidermidis
SBM2AA M5 S. epidermidis
SBM2AA M7 X S. saprophyticus
2SBMAA M12 -+ - | AA | X Bacillus cereus
2SBMAA M14 X S. saprophyticus
SB2M2AA M1 X S. epidermidis
OBH2 M1 S. saprophyticus
OBH2 M2 S. saprophyticus
OBH2 M3 X S. epidermidis
2LMDA M1 -1 -] -] AK X Sin identificar
2LMDA M2 -1 -1-] AIA | X Listeria spp
2LMDA M3 X S. epidermidis
2SMDA M3 -+ - | AA X Sin identificar
2SMDA M5 S. epidermidis
2SMDA M1 X S. saprophyticus
2LBHDA M1 -+ -| AA | X Sin Identificar
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2LBHDA M2

S. epidermidis

Mcafl M3

S. saprophyticus

Mcafl M6

S. epidermidis

Mcafl M5

AIA

Listeria spp.

Mcafl M2

S. saprophyticus

Mcafl M7

S. saprophyticus

Mcafl M4

S. saprophyticus

Mecaf2 M9

AIA

Listeria spp.

Mecaf M4

AJA

Sin ldentificar

Mecaf2 M10

S. epidermidis

Mecaf2 M12

S. epidermidis

Mecaf M2

S. saprophyticus

Mecaf2 M6

S. epidermidis

Mecaf2 M8

S. epidermidis

Mecaf M1

AJA

Sin identificar

Mecaf2 M13

S. saprophyticus

2LBMAA M2

S. epidermidis

2SBHDA M4

S. saprophyticus

2SBHDA M1

AIA

Sin ldentificar

SB2HAA (1)
M8

AJA

Bacillus cereus

SB2HAA M2

AJA

Sin Identificar

SB2HAA(2)
M8

S. saprophyticus

SB2HAA(3)
M5

S. saprophyticus

SB2HAA M4

S. saprophyticus
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SB2HAA (3)

M7 +] -]+ X S. saprophyticus
SB2HAAM3 | +| - | - X S. epidermidis
SBZHAAR) | | _|. X S. epidermidis

M6
SB2HAAM) | | . X S. epidermidis

M9
SB2HAA (2) . .

M10 +] -] - X S. epidermidis
SB2HAAML | +| - | + X S. saprophyticus

Pruebas bioquimicas segundo muestreo

Tabla 12. Identificacién por pruebas bioquimicas (primer muestreo)

Pruebas bioquimicas

=)
) o
o e
SIM 5 - MIO
@© = %)
c Lo
. © < o I\
codigo | 5| &3] o olg| | © s
S5 2|® o|c| 8| S e
<l 3 Sls TSI oo = :g & Identificacion
T O | X S o
S|8|= ol %9 | £ =
8| =)= S| |8 gx|32
wn|TB|o c| o 0w |vlBlol=s o
A =|T == 0| B|=|T|Ea
I i=|c S| 5 0 |0|>c| &=
2|~ 9| o788
= L‘E = b
[}
©
LBHAr M1 + +| 4| -] +|-]| AA X No identificado
LBHAr M2 + +|+]-]-|-| AA | X S I R R A Klebsiella sp.
LBHAr M3 + -+ - AA | X - No Identificada
LBHAr M4 +| - |+ X S. saprophyticus
SBMIAAM3 | +| - | - X S. epidermidis
SBM1AA M4 | + -+ -+ - | AA X Bacillus cereus
OBH1 M2 +] -] - X S. epidermidis
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LBM1DA M1

AJA

Neisseria sp.

LBM1DA M2

S. epidermidis

LBM1DA M3

K/IK

Bacillus cereus

LBM1DA M4

AIA

Listeria spp.

LBM1DA M5

S. epidermidis

LBH1DA M1

S. epidermidis

LBH1DA M2

K/IK

Pseudomonas sp.

LBH1DA M3

AJA

Pasteurella sp.

MeCaf3 M1

AJA

Clostridium
perfringens

MeCaf3 M2

AJA

Bacillus subtillis

MeCaf3 M3

Micrococcus sp.

MeCaf3 M4

S. epidermidis

MeCaf3 M5

AJA

Bacillus cereus

MeCaf3 M6

AJA

No identificado

MeCaf3 M7

S. epidermidis

MeCaf3 M8

K/K

No identificado

LBM1AA M1

S. epidermidis

LBM1AA M2

S. epidermidis

SBHAr M1

K/K

No identificado

SBHAr M2

S. saprophyticus

SBHAr M3

S. epidermidis

SBH1DA M1

S. epidermidis

SBH1DA M2

S. saprophyticus

SBH1DA M3

S. epidermidis
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OBHAr M1

AIA

Bacillus cereus

OBHAr M2

S. aureus

OBHAr M3

S. saprophyticus

OBHAr M4

AJA

Listeria spp.

OBHAr M5

S. epidermidis

SBMAr M1

AJA

Bacillus cereus

SBMAr M2

AIA

Listeria spp.

SBMAr M3

No identificado

SBMAr M4

AJA

Bacillus cereus

SBMAr M5

S. epidermidis

LBH1AA M1

K/K

Listeria spp.

LBH1AA M2

K/IK

Listeria spp.

LBH1AA M3

K/K

Listeria spp.

LBMAr M1

AlA

No identificado

LBMAr M2

S. saprophyticus

LBMAr M3

K/K

Listeria spp.

LBMAr M4

K/K

No identificado

SBH1AA M1

AIA

Bacillus cereus

SBH1AA M2

AJA

Listeria spp.

SBH1AA M3

K/K

Bacillus spp.

SBH1AA M4

S. saprophyticus

SBH1AA M5

S. saprophyticus

SBH1AA M6

A/A

Bacillus cereus

MeCaf4 M1

AJA

No identificado
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MeCaf4 M2 - -]+ A/A | X Clostridium botulinum
MeCaf4 M3 + - - KIK | x No identificado
MeCaf4 M4 +-]-- KIK | x + Listeria spp.
MeCaf4 M5 - - X S. epidermidis
MeCaf4 M6 -l - - A/A | x C/OSt(Idlum
perfringens
MeCaf4 M7 - - X S. epidermidis
MeCaf4 M8 +] - : KIK No identificado
MeCaf4 M9 +-|-- KIK | x - - + Listeria spp.

Pruebas adicionales

Tabla 13. Identificacién por pruebas bioquimicas (segundo muestreo)

Las pruebas adicionales constituyen todas las caracteristicas de crecimiento en
medios selectivos y diferenciales dicha informacion registrada en las tablas 12 y
13 constituyen una parte fundamental de la identificacion ya que sirven como
apoyo a las pruebas bioquimicas

Primer muestreo

. Agar
Codigo McConkey Sangre
SB2HAA (1) Colonias translucidas lisas con un halo
M8 amarillo fuerte (Beta hemolisis)
Mcafl M5 Colonias translicidas lisas con un
halo amarillo fuerte (Beta hemodlisis)
SB2HAA M2 Colonias blancas lisas con halo
transparente alrededor
Mecaf? M9 Colonias tragluudas con un halo
amarillo alrededor
2SBMAA M11 Colonias blancas lisas sin hemdlisis
SBM2AA M1 Colonias tragluudas con un halo
amarillo alrededor
SBM2AA M2 Colonias tragluudas con un halo
amarillo alrededor
2SBHDA M1 Colonias amarillentas rugosas con un
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halo amarillo fuerte (Beta hemdlisis)

2SBMAA M12

Colonias trasltcidas con un halo
amarillo alrededor

Mecaf M1

Colonias blancas rugosas con un halo
transparente alrededor

Tabla 14. Pruebas adicionales primer muestreo

Segundo muestreo

Agar
Caédigo Salmonella .
McConke EMB Sangre . Mueller Hinton
y 9 Shigella
. Colonias .
Las colonias Colonias color
color rosadas .
son rosadas rosa con vivos
, con un halo ) .
LBHAr M2 haimedas y el verde naranjas, vira el
medio se vuelve e medio a naranja
S metalico a los
traslicido claro
alrededores
sin hemolisis ni
viraje del
LBHAr M3 raje det
medio, colonias
color gris
SBM1AA M1 Inhibicién
colonias
amarillas sin
SBM1AA M4 ;
halo, no viran el
medio
sin hemolisis ni
viraje del
LBM1DA M1 raje det
medio, colonias
color gris
Colonias beige
con un halo
LBM1DA M3 -
amarillo muy
tenue alrededor
Colonias verde
claro,
Colonias Colonias transparentes,
incoloras, oscuras lisas viraje del medio a
LBH1DA M2 transparentes, con un halo tono oscuro,
hay viraje del transparente colonias
medio alrededor brillantes,
irregulares, de 1
a 3mm,
] . Muy poco
Las colonias . Colonias color uy p
) Colonias . : crecimiento, no
sonincolorasy | . Colonias rosa con vivos e .
incoloras y el ; . viraje del medio,
LBH1DA M3 hacen que el . . transparentes, naranjas, vira el .
S medio no vira . . . colonias
medio vire a un alfa-hemolisis medio a naranja .
. de color puntiformes
color naranja. claro. :
beige,
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MeCaf3 M1

Colonias
transparentes
con un halo
amarillo
alrededor

MeCaf3 M2

Inhibicién

Colonias
transparentes o
trasllcidas con
un halo amarillo

alrededor

MeCaf3 M5

Colonias
oscuras lisas
con un halo
amarillo
alrededor

MeCaf3 M7

Colonias color
amarillo,
brillantes, no
hemolisis

MeCaf3 M8

Inhibicion

LBM1AA M2

Colonias color
blanco,
brillantes, no
hemolisis

SBHAr M2

Colonias color
beige,
brillantes, no
hemolisis

OBHAr M1

Colonias beige
con un halo
transparente

alrededor

OBHAr M2

Colonias de
aspecto
transparente sin
hemodlisis

OBHAr M4

Inhibicion

Colonias
blanco-gris, no
hemolisis

SBMAr M1

Colonias
transparentes
con un halo
amarillo
alrededor

SBMAr M2

Colonias
traslicidas B-
hemolisis

SBMAr M4

Colonias beige
con un halo
amarillo
alrededor

LBH1AA M1

Colonias grises,
no hemdlisis
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LBH1AA M2

Colonias
traslicidas B-
hemolisis

LBMAr M1

Colonias verdes
trasparentes,
alfa-hemolisis

LBMAr M3

Colonias
amarillas, B-
hemolisis

LBMAr M4

Las colonias
son incoloras y
hacen que el
medio vire a un
color naranja.

Colonias
incoloras y el
medio no vira

de color

Viraje del medio a
rosa muy
transparente,
colonias brillantes,
lisas, con centro
verdoso y exterior
rosa, en algunos
sectores el centro
es ennegrecido,
apariencia
metalica.

No viraje del
medio, colonias
beige claro,
brillantes con
borde ondulado

SBH1AA M1

Colonias beige
con un halo
amarillo
alrededor

SBH1AA M2

Colonias
blanco-gris, B-
hemolisis

SBH1AA M3

Inhibicion

Colonias
blancas
rugosas con
halo verdoso
(Alfa Hemadlisis)

SBH1AA M6

Colonias
blancas con un
halo
transparente
alrededor

MeCaf4 M2

Colonias beige
o blancas con
un halo amarillo
alrededor

MeCaf4 M3

Inhibicién

MeCaf4 M4

Colonias
blanco-gris, B-
hemolisis

MeCaf4 M6

Colonias beige
o blancas con
un halo amarillo
alrededor

MeCaf4 M9

Colonias
blanco-gris, no
hemodlisis
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Tabla 15. Pruebas adicionales segundo muestreo
Géneros y especies

En la siguiente tabla se detallan las especies y géneros identificados mediante las
descripciones morfologicas y las pruebas bioquimicas. Aqui se especifica la
cantidad de morfotipos que pertenecen tanto a los géneros como a las especies e
incluso aparecen las no identificadas. En las siguientes gréficas y tablas se
evidencian los distintos géneros y especies halladas y la cantidad de morfotipos
que hacen parte de cada uno. Esto se logré a partir de las pruebas realizadas
durante todo el proyecto.

Primer muestreo

Género Especies Morfotipos encontrados
Saprophyticus 19
Staphylococeus Epidermidis 18
Bacillus Cereus 3
Listeria Listeria spp. 5
No identificado 8

Tabla 16. Géneros y especies primer muestreo

89



Staphylococcus Bacillus Listeria No identificado

Gréfica 13. Géneros encontrados primer muestreo.

20

15

10

S. Epidermidis Listeria spp. S. Saprophyticus B. Cereus

Gréfica 14. Especies encontradas primer muestreo.

Segundo muestreo
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Género Especies Morfotipos encontrados
aureus 1
Staphylococcus | saprophyticus 7
epidermidis 16
cereus 8
Bacillus subtillis 1
Bacillus sp. 1
Clostridium perfringens 2
botulinum 1
Listeria Listeria spp. 10
Klebiella Klesiella sp. 1
Neisseria Neisseria sp. 1
Pseudomona | Pseudomona sp. 1
Pasteurella Pasteurella sp. 1
Micrococcus Micrococcus sp. 1
No identificado 11

Tabla 17. Géneros y especies segundo muestreo.

Gréfica 15. Géneros encontrados segundo muestreo.
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Grafica 16. Especies encontradas segundo muestreo.

No Identificado
17%

S

Psemﬁ a
la
Closte%
3%

Staphylococcus

Bacillus 52%

10%

Listeria
13%

Gréfica 17. Porcentaje de aparicion de géneros
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No
Identificados
16%

1%

B. cereus
9%

30%

S.
saprophyticus
23%

S. epidermidis

Grafica 18. Porcentaje de aparicion de especies.

Extraccion de ADN

Esta seccion muestra los resultados obtenidos en cuanto a la extraccion de ADN,
que sirvi6 ademas de extraer el material genético bacteriano para una posterior
amplificacion como base para la identificacion mediante técnicas moleculares;
también para evaluar la eficacia de tres métodos comerciales mediante la
utilizacidon de kits de extraccion frente a dos métodos manuales y asi elegir entre
esos 5 métodos el mas conveniente desde el punto de vista de calidad, cantidad e

integridad del ADN extraido.

Tipo gﬂxitr(;ggigﬁ Muestra ADN Absorbancia | Absorbancia
de ADN (ng/ul) 260/280 (nm) | 260/230 (nm)
Molecular MCAF1 M2 11,5 1,92 1,46
Biology 2SHDAM1 7.8 1,72 1,53
. . MCAF1 M2 5,0 1,95 10
Comerciales | Invitrogen >SHDAML 6.0 201 42
Quiagen MCAF1 M2 7 2,26 3,4
2SHDAM1 9,6 1,90 9,2
Martin MCAF1M2 29,1 1,14 5,3
| Platero 2SMDAM1 73,8 1,71 8,9
Manuales 5 cpiechy | MCAFIM2 197 1,26 42
Neumann 2SMDAM1 269 1,39 4.1

Tabla 18. Cantidad y calidad de ADN extraido
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29,
11,57,8 5 6 7 9,6
Molecular Invitrogen Quiagen Martin ~ Pospiechy
Biology Platero  Neumann

Métodos de extraccion

B MCAF1 M2
m 2SHDAM1

Gréfica 19. Cantidad de ADN extraido (ng/ul)
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Molecular
Biology

Invitrogen Quiagen Martin Platero
H A 260/280 MCAF1 M2 B A 260/280 2SHDAM1
A 260/230 MCAF1 M2 B A 260/230 2SHDAM1

Pospiech y
Neumann

Gréafica 20. Calidad de ADN extraido: relaciones de absorbancia 260/280y 260/230

La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1%, tefiido con syber green, utilizando un marcador de peso molecular

(Low DNA Mass Ladder), como referencia.
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amortiguador TE (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA pH 7.0) por 1 hora a 80
V. y visualizado en un transiluminador de UV, la imagen se almacend en un equipo
foto-documentador (E-Gel Imager gel documentation system (Invitrogen - Thermo
Fisher Scientific)), utilizando el programa GelQuant Express Analysis Software is a
Windows.

Invitrogen Quiagen Yevied Matitin Platero

Molecular biology Pospiech y
3 @@ Neumann

L

Imagen 9. Gel de agarosa al 1%, las bandas nitidas representan el ADN con los
diferentes protocolos evaluados

Divulgacién de los Resultados

Luego de obtener las identificaciones de género y especie, desde el punto de vista
bioquimico, se disefid un folleto (anexo D) donde se exponen las diferentes
bacterias aisladas en todos los sitios de muestreo. Esta divulgacién se hizo con
diferentes estudiantes del programa de Ciencias Naturales (Figura 10),
estudiantes de otras carreras (Figura 11) y lo mas importante con el personal de
aseo (Figura 12), a quienes se les enfatiz6 en mejorar el aseo en los lavamanos
por la cantidad de UFC/placa encontradas en los dos muestreos.
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Imagen 11. Divulgacion con estudiantes de otros programas
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Imagen 12. Divulgacion con el personal de Aseo



1.6.1 ANALISIS DEL DESARROLLO DEL PROYECTO
Flujo de personas en sitios de muestreo

La tabla 1 y la grafica 1 muestran los resultados obtenidos del conteo de personas
gue ingresan a las diferentes baterias sanitarias de la Universidad; la Facultad de
Educacion, por ser la mas grande y estar ubicada en la zona central del campus,
es la que recibe mayor flujo de personas en un mismo lapso de tiempo superando
por mucho a las deméas Facultades. Dentro de la misma Facultad, existen baterias
sanitarias en cada uno de los pisos, pero los del primer piso, por ser mas
accesibles, tienen una afluencia alta de personas, pues en el bafio de mujeres se
tiene un flujo de casi una persona por minuto, mientras que en el de hombres es
de 1,36 personas por minuto, lo anterior se traduce en que estos sitios estan
constantemente en uso durante toda la jornada académica. Como las demas
Facultades presentan un flujo bajo de personas en las baterias sanitarias, en este
caso y para efectos de s6lo una comparacién entre sitios con alta y baja afluencia
de personal, se eligieron las baterias del primer y segundo piso de la Facultad de
Educacién como objetivo principal de la presente investigacion, mientras que el
edificio de Artes se eligi6 como comparacion ya que en ésta se presenta baja
afluencia de publico.

Recuento de colonias e identificacién de morfotipos
Primer muestreo

La gran cantidad de UFC/placa aisladas de los lavamanos, especificamente de las
manijas de las llaves, se debid a que después de que las personas encargadas del
aseo cogen estas manijas para sacar el agua con la que lavan los traperos,
haciendo que las bacterias que han quedado en los guantes pasen de nuevo a las
manijas. Por otro lado, algunos de los sanitarios y orinales presentan,
relativamente, un recuento bajo de UFC/placa, contrario a lo que se podia creer,
las mesas y mesones presentan una cantidad significativa de UFC/placa; esto se
debe a que en los sanitarios y orinales se mantiene un constante aseo, mientras
que en las mesas y mesones de la cafeteria no se hace un aseo constante ni
preciso; ademas, hay un mayor flujo de personas en la cafeteria que entrando a
los bafos, lo que genera que la cantidad de bacterias aumente por el transito que
alli existe.
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Al comparar la carga bacteriana presente en las baterias sanitarias antes y
después de las maniobras de aseo, se evidencia una notable reduccién en la
carga bacteriana después del aseo en los sanitarios, debido a que dicho
procedimiento se realiza empleando detergente e hipoclorito de sodio, este ultimo
tipo de compuesto se caracteriza por ser un desinfectante ampliamente usado en
la limpieza de superficies, debido a su amplio espectro, es altamente eficaz en la
eliminacién de bacterias Gram positivas y Gram negativas, ademas de actuar con
cierta eficiencia sobre esporas de resistencia (Forsythe y Hayes P. 2002 citado en:
Rojas C. 2007), mientras que los detergentes, atacan la membrana celular de las
bacterias causandole dafios estructurales importantes, lo que conlleva a la
interrupcion de procesos vitales para la supervivencia de dichos microorganismos
causandoles por ultimo la muerte (Troya J. 2007); es decir, que ambos
compuestos representan una herramienta bastante util a la hora de eliminar
bacterias de las superficies, tal y como sucedié en los sanitarios.

El hecho de que aun después de emplear agentes antimicrobianos y realizar
maniobras en pro de la desinfeccion existan microorganismos en las superficies,
se debe principalmente a dos razones: primero que dichas técnicas no se realicen
de manera O6ptima, y segundo, es que existe una gran cantidad de
microorganismos resistentes a diversas situaciones que pueden resultar adversas
para ellos, en el caso de la adherencia a superficies los microorganismos forman
los llamados “biofilms”, que no son mas que un conjunto de microorganismos
agrupados y adheridos a una superficie, lo que les brinda una excelente estrategia
de supervivencia ya que las bacterias se protegen contra cambios drasticos de
humedad y temperatura y les brinda proteccion frente a la accién de
desinfectantes y otros agentes potencialmente mortales para ellas; ademas, de
ofrecerles una cantidad de nutrientes suficiente para sobrevivir. Cuando algun
factor externo influye sobre un biofilm, éste puede desprenderse y llevarse consigo
nutrientes que le permitan proliferar en un lugar diferente al original (Rios A.,
2013).

En relacion con los lavamanos, en uno de ellos persiste el recuento mayor a 300
UFCl/placa, mientras que para los dos restantes, la carga microbiana aumenté de
manera drastica. Este resultado puede explicarse debido a que para los sanitarios,
las maniobras de aseo corresponden a desinfeccion mediante fregado y adicion de
detergente y solucion de hipoclorito de sodio, lo que confiere el poder de
desinfeccion para dichas superficies. Si bien para los lavamanos las maniobras de
limpieza se repiten, existe una practica que resulta obligada para el personal de
aseo: debido a la inexistencia de sitios para el suministro de agua diferentes a los
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lavamanos, el personal debe sacar el liquido de esos ultimos, abriendo y cerrando
constantemente las manijas con los guantes ya utilizados para la limpieza del
resto de las superficies, es decir, se evidencia muy seguramente un caso de
contaminacion cruzada, en donde existe un arrastre de la microbiota desde las
superficies, a través de los guantes, hacia los lavamanos. Esta situacion es
preocupante debido a que las manijas de los lavamanos son la ultima superficie
con la que las personas tienen contacto antes de salir de estos sitios y las manos
son un sitio de contacto permanente con alimentos, mucosas Yy con otros seres
humanos.

En cuanto a los morfotipos encontrados antes y después del aseo (grafica 4), se
observa una disminucion de los mismos después de la limpieza, a excepcion de
un par de lavamanos en donde aumento el numero de UFC/placa, cuestién que ha
sido descrita anteriormente. Para este muestreo, podemos decir que la mayoria
de formas bacterianas encontradas corresponden a cocos con un 62%, mientras
gue el restante 38% corresponden a bacilos, tal como se muestra en la grafica 5;
los cocos Gram positivos fueron los mas abundantes y luego los bacilos Gram
positivos no esporulados, con poca frecuencia de aparicion los bacilos Gram
positivos esporulados y bacilos Gram negativos y la completa ausencia de cocos
Gram negativos; este resultado se debe a que normalmente segun (Garcia et al,
1996) “la flora predominante de la piel y de las mucosas comprenden bacterias
como Staphylococcus, Micrococcus, Streptococcus y en menor proporcion
Neisseria no patdégenas y bacilos difteroides”.

Segundo muestreo

Los lavamanos tanto de la Facultad de Educacion justo después del aseo
(LBH1DA) y después de la hora pico (LBH1AA) ademas de los lavamanos del
edificio de artes (LBHAr y LBMAr), presentan recuentos superiores a las 300
UFC/placa, es decir que no existe diferencia entre el antes y el después de la
limpieza en cuanto a los lavamanos se refiere, pues en estos la carga microbiana
se mantiene igual, fendbmeno encontrado en el primer muestreo y que se explico
por las normas de aseo empleadas por el personal; en el caso de uno de los
lavamanos del bafio de mujeres de la Facultad de Educacion, justo después del
aseo (LBM1DA), se encontraron 209 UFC/placa, mientras que después de ser
usado por una gran cantidad de personas (LBM1DA), presenta una disminucion
significativa de la carga microbiana, ya que solo se encontraron 17 UFC/placa.
Este resultado puede atribuirse a un fendmeno de arrastre o pérdida de viabilidad,
eso en cuanto a la disminucibn de la carga y en cuanto a la evidente
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contaminacion de los lavamanos antes y después del aseo. También como ya se
habia mencionado, debido a la inexistencia de dispensadores de agua exclusivos
para efectuar el aseo de todas las superficies existe una contaminacion cruzada
entre el lavamanos y el trapero sucio ya que alli los limpian; se denomina asi
porque de acuerdo con (Ferlotti, 2015) “la contaminacion cruzada ocurre cuando
se pasan microorganismos de una superficie a otra o de un alimento a una
superficie”. Para el caso de los sanitarios identificados con los cédigos SBH1AA,
SBH1DA, SBM1AA y SBM1DA, presentan un notable aumento de las UFC/placa
después del uso durante un prolongado tiempo, respecto a la carga detectada
justo después del aseo. Lo anterior es de esperarse en este tipo de sitios ya que
quienes los usan conviven con una cantidad considerable de bacterias en
diferentes partes del cuerpo como la piel, el tracto gastrointestinal y genitourinario,
las mucosas, entre otros, que luego tendran contacto directo e indirecto con las
superficies en cuestion.

En la tabla 5 y las gréficas 8 y 9, podemos apreciar que justo después de que las
baterias sanitarias fueron reabiertas, es decir después del aseo, el numero de
morfotipos y el ndmero de UFC/placa encontrados fue mucho menor en
comparaciéon con las mismas encontradas después de que la gran cantidad de
personas hizo uso de estos sitios, es decir antes del aseo; existe una estrecha
relacion entre la afluencia de publico y la carga microbiana presente en los lugares
que fueron muestreados, debido a que los seres humanos convivimos con una
gran cantidad de bacterias diferentes, las cuales se adhieren a las superficies con
las que tenemos contacto diariamente, muchas de ellas tienen la capacidad de
sobrevivir y adaptarse a las condiciones de dichos lugares, y de eso, depende su
supervivencia o muerte después de abandonar las superficies corporales, por lo
qgue es normal encontrar un aumento en la carga microbiana en superficies que
han estado en contacto con el ser humano.

En cuanto a los morfotipos encontrados (Grafica 10), existe una diferencia
marcada entre los que responden como positivos a la tincion de Gram, que son la
gran mayoria, y los que lo hacen de manera negativa, representando apenas unos
pocos morfotipos. Los bacilos Gram positivos representan el mayor niumero de
morfotipos (31 de 63), los cocos Gram positivos correspondieron a 26, mientras
que de los cocos Gram negativos y bacilos Gram negativos, fueron 2 y 4
morfotipos, respectivamente.

Géneros y especies
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Para cada género y especie encontrada se explican las caracteristicas
bioquimicas y morfolégicas que permitieron su identificacién, asi como los
aspectos relevantes de su habitat, propiedades de patogenicidad y usos.

Género Bacillus

Como se puede ver en la grafica 17, el 13% de las bacterias encontradas
corresponden a bacilos Gram positivos formadores de esporas de los cuales el
10% se identificaron como Bacillus; conforme a la Fundacién Vasca para la
seguridad Alimentaria (sf) “el género Bacillus comprende bacterias Gram-positivas
productoras de esporas y formadoras de toxinas termoestables”. De las 34
especies existentes que Macedo (sf) nombra, dos de ellas se identificaron en esta
investigacion B. cereus y B. subtilis

Bacillus cereus

De acuerdo a la grafica 18, los B. cereus presentaron cinco veces mayor
frecuencia de aparicion en los dos muestreos en comparacion con los B. subtilis.
Durante el primer muestreo se encontraron colonias de B. cereus en los sanitarios
tanto de los bafios de las mujeres como de los hombres antes de hacerse el aseo;
mientras que para el segundo muestreo se encontraron colonias en el sanitario del
bafio de mujeres y hombres antes del aseo, en las mesas de la cafeteria, en los
lavamanos del bafio de las mujeres después del aseo, en los sanitarios del bafio
de las mujeres del edificio de artes y en los orinales de los bafios de hombres de
este mismo lugar, teniendo en cuenta que los dos ultimos lugares donde se
encontraron estas bacterias habian sido tomados como sitios de control debido a
la poca afluencia de personas que entraban a usarlos. Teniendo en cuenta lo que
dice la Fundacién Vasca para la Seguridad Alimentaria (sf) “B. cereus es una
bacteria que estad ampliamente distribuida en el medio ambiente, sobretodo en el
suelo y las esporas en el polvo”; segun lo anterior, se puede afirmar que seria
comun encontrar bacilos de esta especie en muchos sitios, ya que sus esporas
son transportadas por las corrientes de aire y llegan a lugares como los
muestreados en esta investigacion; ademas, al no ser exigentes en su nutricion
pueden crecer facilmente.
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Tabla 19. Pruebas bioquimicas para la identificacion del género Bacillus (Garcia
A.y M. Zamudio.1998)

Desde el punto de vista bioquimico, los Bacillus se diferencian en primera
instancia de otros géneros de bacilos Gram positivos esporulados como lo plantea
(Koneman, 2008) “en que son capaces de descomponer el peroxido de
hidrogeno” o en otras palabras que son catalasa positivos; luego, para poder
diferenciar entre sus especies como Bacillus cereus y Bacillus subtillis se tuvo en
cuenta pruebas consignadas en la tabla 10 y 11 que luego se compararon con las
pruebas descritas por el texto de (Koneman, 2008); en estas pruebas efectuadas
se ve la diferencia en la fermentacion de manitol, la no produccién de &cido
sulfhidrico ni de indol, ademas de ver que crecieron en el fondo del caldo de
tioglicolato donde hay poca cantidad de oxigeno disponible (anaerobiosis), segun
lo expuesto en el anexo B.

Aunque B. cereus es un bacilo Gram positivo esporulado, se debe tener mucha
precaucion porque es patdégeno y de acuerdo con (Macedo, sf) “B. cereus es
agente de toxiinfeccidbn alimentaria, capaz de producir una enterotoxina
termoestable que produce vomito y una termolabil responsable del sindrome
diarreico”. Por la importancia de estas toxinas, la (Fundacién Vasca para la
Seguridad Alimentaria, sf) las separa en dos grupos que “son la intoxicacion
emética debida a la ingesta de la toxina formada en el alimento y la toxiinfeccion
gastrointestinal debida a la ingesta de células y esporas de B. cereus que
producen enterotoxinas en el intestino delgado”.

Bacillus subtillis
De los muestreos realizados, en el primero de ellos no se aislo B. subitillis,

mientras que en el segundo muestreo se aislé una colonia correspondiente a este
microorganismo; estos aislamientos correspondieron a una de las mesas de la
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cafeteria y al sanitario del bafio de hombres antes de hacer el aseo. Comunmente
esta clase de microorganismo se encuentra en el suelo y esta ampliamente
distribuido en la naturaleza tal como lo expone (Espinosa J. sf), ademéas se
encuentra frecuentemente en el polvo y se propaga por medio del aire (Macedo,
sf).

Al revisar de nuevo el factor aseo, se puede decir que antes de €l se aislaron muy
pocas colonias e este microorganismo y después de realizadas las maniobras de
aseo no se aisl6 colonia alguna, a pesar de la resistencia a la desecacion y a los
desinfectantes que les confiere sus esporas.

Desde el punto de vista bioquimico, como se observa en las tablas 10 y 1, sélo se
diferencié B. subtillis de B. cereus en la fermentacién positiva del manitol y en el
crecimiento en la superficie del caldo tioglicolato tal como se explica en el anexo B
lo que quiere decir que necesita de oxigeno para poder sobrevivir. (Koneman,
2008). Este bacilo esporulado puede causar enfermedades en pacientes
inmunodeprimidos segun (Macedo, sf)

Género Clostridium

Segun la grafica 17 se observa que soélo el 3% del total de los géneros
encontrados corresponde al género Clostridium y al igual que los Bacillus segun
(Arias et al 2002) “son bacilos Gram positivos esporulados, muy resistentes a los
agentes externos”. Estos aislamientos so6lo se encontraron en el segundo
muestreo en las mesas de la cafeteria, un lugar poco comun porque de acuerdo a
lo expuesto por el mismo (Arias et al 2002, p 279) “forman parte de la flora normal
de las cavidades del hombre. A partir de heces, contaminan el suelo donde
esporulan rapidamente para poder resistir’. Lo anterior permite deducir que estas
bacterias se encontraron en las mesas de la cafeteria debido a que los usuarios al
salir del bafio no hicieron un correcto lavado de manos y alli las transportaran
hasta donde comen, tomando los alimentos con las manos sucias y dejandolas en
los residuos de comida; la esporulacion les permite sobrevivir varios dias en esos
fémites hasta que llegue otra persona que los transporte.

Aqui, a diferencia de otros aislamientos, no se puede tener en cuenta el factor
aseo, ya que las mesas mantienen en contacto con residuos de comida y cuando
los recogen no se hace ningun tipo de limpieza con desinfectantes.

Desde el punto de vista bioquimico, de acuerdo a lo consignado en la tabla 10 y
11 se puede decir que estos bacilos esporulados se diferencian del género
Bacillus en que no poseen la enzima catalasa, la cual descompone el peréxido de
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hidrégeno (Koneman, 2008); es decir, son catalasa negativos. El género
Clostridium comprende mas de 100 especies entre las cuales estan C.
perfringens, C. botulinum, C. tetani y C. difficile (Arias et al 2002, p 279), las cuales
son las més frecuentes en el ser humano y en esta investigacion se aislaron dos
de ellas: C. perfringens y C. botulinum. Estas dos especies de Clostridium se
pueden diferenciar en la siguiente tabla:

Prueba SIM
Catalasa TSI | Tioglicolato
Especie H,S | Mov. | Indol 9
C Anaerobio
erfrin. ens B - - - A/A facultativo o
P ° estricto
C Anaerobio
botuli.num - - + - A/A facultativo o
estricto

Tabla 20. Pruebas bioquimicas para la identificacion del género Clostridium
(Garcia A. y M. Zamudio.1998)

Para la diferenciacion de las especies pertenecientes a este género, se utilizé la
prueba de movilidad en medio SIM (Anexo B) ya que segun Pascual y Calderén et
al, 1999: “el C. botulinum posee unos flagelos que le sirven para moverse”, siendo
esta la Unica diferencia entre estas dos especies.

Respecto a la patogenicidad de estas especies de bacterias, se puede decir que el
Clostridium perfringens causa segun (Pascual y Calderén et al, 1999)
“toxiinfeccion alimentaria y se debe a una enterotoxina del tipo A que se produce
en el citoplasma y se libera con las esporas al romperse el esporangio”; mientras
qgue el Clostridium botulinum causa segun (Romero, 2007) “botulismo, este se da
por la ingesta de alimentos enlatados que tengan las esporas de C. botulinum; es
la toxina natural mas potente que se conoce, atacando principalmente la unién
mioneural donde inhibe la liberacién de acetilcolina, causando la paralisis flacida”.
Aunque estas dos especies fueron observados como bacilos Gram positivos
esporulados, su potencial patégeno esta todavia por determinar, ya que al igual
gue con los otros microorganismos descritos, no existen evidencias de cuadros
graves de enfermedad en la Universidad.

Género Listeria
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Segun la tabla 17, el 15% del total de los morfotipos aislados corresponde a
bacilos Gram positivos no esporulados, de los cuales el 13% fueron identificados
dentro del género Listeria. De acuerdo con (Sanchez et al, 2009) estas bacterias
vistas al microscopio “tienen forma regular, de vara corta y punta redondeada.
Algunas veces pueden tener forma cocoide o estar en cadenas cortas”, lo cual
concuerda con lo encontrado y consignado en las tablas 8 y 9.

En el primer muestreo se encontraron colonias identificadas como Listeria, en una
mayor proporcion en el sanitario de mujeres y en el meson de la cafeteria y una
sola en una de las mesas de la cafeteria y en el lavamanos del bafio de mujeres
después del aseo; para el segundo muestreo hubo dos veces una mayor
proporcion de Listeria identificadas y aisladas de lugares como el lavamanos y el
sanitario del bafio de hombres antes del aseo, la mesa de la cafeteria, el
lavamanos del bafio de mujeres después del aseo; ademas del sanitario y del
lavamanos del bafio de mujeres en el edificio de artes. (Sanchez et al, 2009)
expone que el género Listeria “esta muy difundida en la naturaleza pudiendo
adoptar un ciclo saprofitico en relacién con el suelo. Se ha aislado en el suelo,
aguas continentales, sedimentos marinos, material vegetal en descomposicion y
forrajes”, 10 que permite inferir que ademas de aislarse de muchos sitios animados
0 inanimados pueden ser transportados en la piel.

Al analizar el factor aseo y su relacibn con los aislamientos de este
microorganismo, se encontré que de las 16 muestras identificadas como género
Listeria, la mitad se aisl6 antes de realizarse el aseo, 2 después de aseo Yy las
otras 6 en mesas y mesones de la cafeteria, comprobando el aseo realizado en la
mayoria de estas areas es eficaz, ya que elimina las bacterias patégenas para los
seres humanos; para el caso de las bacterias encontradas en el lavamanos
después del aseo, se debe a que al momento de trapear las sefioras del aseo
lavan los trapeadores sobre los lavamanos haciendo que se distribuyan todas las
bacterias recogidas de los pisos, de las 6 encontradas en la cafeteria pensamos
qgue crecian alli porque a ninguna hora del dia se observé que se le hiciera una
desinfeccién con hipoclorito o con cualquier detergente.

Prueba SIM
Catalasa | Citrato Mov. Mov. | Crecimiento | Oxidasa
HoS | 55077 | Indol | 55
Especie
Listeria + - - ; ) + Anaero_blo )
facultativo
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Tabla 21. Caracteristicas bioquimicas para la identificacion del género Listeria
(Sanchez et al, 2009)

Desde el punto de vista bioquimico se puede decir que las bacterias del género
Listeria tienen la enzima catalasa. En cuanto a la prueba de citrato, el 15% de las
bacterias Gram positivas no esporuladas no viraron el color del medio de verde a
azul, porque segun (Koneman, 2008) “no utilizan el carbono del citrato de sodio,
sin extraer hidrogeno del fosfato de amonio contenido en el medio y sin liberar
amonio”.

En la prueba de SIM a 37° C estas bacterias no presentaron movimiento, por lo
que se realiz6 la misma prueba a 25° C dando un movimiento positivo en forma de
sombrilla; de acuerdo con (Ruiz, 2006) “la Listeria es movil a temperatura
ambiente pero inmévil a 37° C”. En cuanto al crecimiento en caldo tioglicolato se
observd que estas bacterias se desarrollaron en todo el medio, lo que las hace
anaerobias facultativas segun el resultado en caldo tioglicolato (Anexo B), es decir,
gue pueden crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

Los microorganismos pertenecientes a este género, pueden causar diversas
patologias si llegan a colonizar a los seres humanos y entre esas la mas conocida
es la listeriosis que segun (Baker, 2009) “afecta a personas mayores, mujeres
embarazadas y pacientes inmunocomprometidos presentando sintomas como
fiebre, malestar general, cefalea, sintomas digestivos y dolor lumbar; haciendo que
se confunda con la gripe”. Segun Sanchez (2009): “Las enfermedades causadas
por listeria son de incidencia baja pero el impacto en la salud publica se puede
comparar con enfermedades como la salmonelosis. Hay 2 tipos de listeriosis que
son la no invasiva y la invasiva. La no invasiva es causada por consumir alimentos
contaminados con listeria y tiene sintomas como fiebre, diarrea, cefalea y mialgias.
La invasiva puede causar enfermedades graves como infecciones en el embarazo,
granulomatosis infantiséptica, cerebritis e infecciones focales”.

Género Neisseria

De este género y durante el segundo muestreo se obtuvo un aislamiento, lo que
hace que s6lo un 1% de ellas esté presente en todos los muestreos; se encontro
en el lavamanos del bafio de las mujeres justo después del aseo, deduciendo que
son resistentes a los desinfectantes. Las caracteristicas observadas tanto de la
morfologia de colonia como de la morfologia celular se describen en las tablas 9 y
11 y concuerdan con las expuestas por (Koneman, 2008) quien también afirma:
“Todas las especies de Neisseria estan presentes en las superficies de las
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mucosas de animales de sangre caliente ya que crecen de manera 6ptima a
temperaturas de 35 a 37° C y se desarrollan mejor en ambientes humedos. En los
humanos son habitantes normales de las vias respiratorias altas y no se
consideran patogenos, aunque a veces se les puede aislar en procesos
infecciosos”.

Por los anterior, no fue raro encontrarlas en los lavamanos, ya que si la persona
deposita saliva frente a €l puede propagar las bacterias y dejarlas en el
lavamanos; ademas, la ciudad de Neiva tiene una temperatura promedio de 28°C,
pero durante gran parte del dia puede alcanzar temperaturas muy por encima de
los 30° C, factor que contribuye a su desarrollo 6ptimo.

rueba SIM
Catalasa TSI Tioglicolato Oxidasa
Géner H>S | Mov. | Indol
Neisseria + - - - A/A | Aerobio facultativo +

Tabla 22. Caracteristicas para la identificacion del género Neisseria
(Koneman, 2008)

La identificacion de este género Neisseria se realizO mediante la prueba de
catalasa; en la prueba de SIM a 37°C no se observd movimiento flagelar y en el
caldo tioglicolato la bacteria crecié en todo el tubo, lo que nos indica que puede
crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno (aerobio facultativo). La
confirmacién de este género se realizo la prueba de oxidasa ya que la tira viré del
color pardo a un azul oscuro fuerte que segun (Koneman, 2008) cuando esto
ocurre es porque “en presencia de citocromo oxidasa y de oxigeno atmosférico la
p-fenilendiamina se oxida y forma azul de indofenol”.

Al ser cocos Gram negativos se pensaria que todos son patdégenos estrictos pero
segun (Merino, sf) “algunas de las especies de este género son patdgenos
oportunistas y entre las enfermedades que puede causar estan laringitis, gonorrea
y meningitis”.

Género Staphylococcus
Como se aprecia en las graficas 17 y 18 se encontrd que el 52% de los géneros y

especies identificados corresponden a cocos Gram positivos agrupados en
racimos (estafilococos), esto se argumenta de acuerdo a lo dicho por Seija (sf)
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quien también dice que “este género comprende unas 30 especies dentro de las
cuales se destacan S. aureus, S. saprophyticus y S. epidermidis”, los cuales que
aparecen en ambos muestreos efectuados. Este porcentaje alto se debe a que los
estafilococos son bacterias poco exigentes desde el punto de vista nutricional,
haciendo que puedan crecer en todos las superficies, sean animadas o no. Por
esta razon se inicia el andlisis de todas las cepas identificadas por los
estafilococos ya que este es el género que tienen una mayor frecuencia de
aparicion en los muestreos efectuados; dentro de este género las especies que
presentaron mayor aparicion fueron S. epidermidis y S. saprophyticus y en menor
porcentaje S. aureus.

Todos los estafilococos encontrados en ambos muestreos fueron positivos a la
prueba de catalasa y de acuerdo con Seija (sf) “esta enzima descompone el
peréxido de hidrégeno (H.O;) en agua y oxigeno para protegerse del efecto toxico
del peréxido, que es un producto final del metabolismo aerobio de los azucares”.
La prueba es positiva porque al agregar la gota de agua oxigenada a una muestra
de la colonia, ésta inmediatamente desprendia burbujas de O..

Staphylococcus epidermidis

En general el S. epidermidis se encontré en casi todos los lugares en los que se
hicieron los dos muestreos, excepto en las mesas de la cafeteria y en el bafio de
hombres después del aseo, esto para el primer muestro. En el segundo, no se
aislaron en el lavamanos del bafio de hombres del edificio de artes, en el
lavamanos y en el sanitario de los bafios de hombres del primer piso. En los
lugares donde tuvo una mayor frecuencia de aparicion para el primer muestreo
fueron en el sanitario de los bafios de mujeres y en los mesones de las cafeterias,
mientras que en el segundo muestreo se encontraron en las mesas de la cafeteria;
segun lo que afirma Seija (sf) “S. epidermidis hace parte de la flora normal de la
piel” lo que hace pensar que es muy comun encontrar este tipo de
microorganismos en los fomites muestreados porque con todos ellos tenemos una
relacion directa, es decir, que todos estos sitios estan expuestos al roce con el
cuerpo, haciendo que estas bacterias pasen facilmente de partes del cuerpo como
las manos, los gluteos y las piernas.

De acuerdo con el factor aseo, se puede decir que aparecieron 4 veces mas
colonias de este microorganismo antes del aseo en comparacion a los que
crecieron justo después del aseo; esto se debe a la accion de los desinfectantes
usados para limpiar todos los sitios, ya que este tipo de bacterias no cuenta con
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una espora que las haga mas resistentes a la desecacion y a la accion de los
desinfectantes. En cambio en el segundo muestreo, se encontré que la frecuencia
de aparicidn en los lugares muestreados después del aseo fue dos veces mayor al
muestreo realizado antes del aseo. Si se es especifico y se ve lugar por lugar, se
puede decir que para el primer muestreo hay una mayor frecuencia de aparicion
de este microorganismo en el bafio de mujeres (incluye sanitario y lavamanos) con
respecto al bafio de hombres (incluido sanitarios y orinales) y a las mesas y
mesones de cafeteria. Para el segundo muestreo la mayor aparicion se da en los
bafios de mujeres con respecto al bafio de hombres y las mesas de la cafeteria.

Si se comparan las facultades muestreadas, se puede decir que en la Facultad de
Educacién hay una mayor aparicion de este organismo respecto al edificio de
artes, debido a que hay un mayor flujo de personas en la Facultad de Educacion.

Especie Catalasa Coagulasa Manitol Novobiocina
S. aureus + + + Sensible
S. saprophyticus + - + Resistente
S. epidermidis + - - Sensible
Tabla 23. Caracteristicas bioquimicas para la identificacion del género
Staphylococcus

Teniendo en cuenta el cuadro anterior, S. epidermidis se pudo diferenciar de las
otras especies en la no fermentacion de manitol que se da en la mayoria de las
especies de este género ya que las otras especies como aureus Yy saprophyticus si
logran fermentarlo, segun Garcia et al (2003).

El S. epidermidis como lo enuncia el autor, estd relacionado con enfermedades
como infecciones urinarias intrahospitalarias, osteomielitis, endocarditis de valvula
nativa, bacteriemia en pacientes inmunosuprimidos, endoftalmitis después de
cirugia ocular, infecciones de catéteres endovenosos, fistulas para hemodialisis,
catéteres de didlisis peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos
vasculares, valvulas cardiacas protésicas e implantes de mama. Esto demuestra
gue la bacteria esta asociada a pacientes con predisposicion a infectarse con ella
y en esta investigacion el tipo de poblacion usuaria de estos fomites es distinta ya
gue son estudiantes de la Universidad.

Staphylococcus saprophyticus
Para este microorganismo, se encontré que en general aparecio cuatro veces mas

en el primer muestreo en comparacion con el segundo, lo cual se debi6 a que los
muestreos se hicieron en épocas diferentes. En el primer muestreo los lugares
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donde mas se encontrd este microorganismo fue en los bafios de las mujeres y en
las mesas de la cafeteria, mientras que en el segundo muestreo fue en el bafio de
hombres, aunque como se observa en la grafica 16 son muy escasas las colonias
de S. saprophyticus porque en la mayoria de los sitios muestreados no hubo
presencia de ella. Segun Seija (sf) “S. saprophyticus forma parte de la flora normal
en mucosa del aparato genitourinario del ser humano” por lo que fue encontrarlas
en lugares como los bafios donde se tiene un contacto directo con esta parte del
cuerpo al momento de miccionar o de defecar.

Si se compara el factor aseo de nuevo, se puede decir que tanto en el primero
como en el segundo muestreo se encontré una mayor cantidad de colonias antes
del aseo en comparacion a las resultantes después de hacer el aseo. Esto se
debe al efecto que tienen los desinfectantes sobre este tipo de bacterias como se
menciond anteriormente con los resultados de S. epidermidis.

Al observar la tabla 10 y 11, se puede notar que todas las colonias de S.
saprophyticus no coagulan el plasma humano y por esto se diferencian facilmente
del S. aureus.

El S. saprophyticus puede ser causante de enfermedades graves para el ser
humano sino se tiene un cuidado especial al momento de interactuar con ella,
porque como lo menciona (Estrada et al), “es considerado como el agente causal
de la infeccion del tracto urinario”. Para Seija (sf), “esta especie causa hasta el
20% de las infecciones urinarias extrahospitalarias en mujeres jovenes, también
se le relaciona con afecciones del tracto urinario bajo sin alteraciones estructurales
y no presenta resistencia a antibioticos”.

Staphylococcus aureus

Este microorganismo so6lo se aisl6 en el orinal del bafio de los hombres del edificio
de Artes segun esto se puede decir que tiene una muy baja frecuencia de
aparicién con respecto a las otras dos especies que también se lograron aislar en
esta investigacion, aunque este edificio se escogié sélo como control. Seija (sf)
expone que “el S .aureus habita la nasofaringe y zonas himedas como pliegues
inguinales y axilas, se estima que del total de la poblacion un 30% puede ser
portador permanente, un 50% portador intermitente y un 20% no sufre
colonizacion”; de acuerdo con esto deberia haber aparecido mas de una colonia
de este microorganismo; de acuerdo con (Freeman-Cook et al, 2006) “si las
condiciones de crecimiento como la temperatura o los nutrientes no son
favorables, S. aureus puede existir durante afos en un estado latente, es decir,
estar inactivo y al acecho de un buen momento para comenzar cada vez mayor”,
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dandonos a entender que los nutrientes solo alcanzaban una colonia como la
aislada.

En este caso no se puede comparar antes y después de aseo ya que este
microorganismo solo aparecio antes de hacer el aseo y en un sitio de control. Si se
observa la grafica 18, cuenta con el 1% de aparicién pero no se puede descuidar
ya que al existir un reporte de este microorganismo se deben tener en cuenta
maniobras para erradicar este patégeno porque como lo sustenta (Seija, sf) puede
causar enfermedades clasificadas en grupos como:

Invasion directa: (Superficial) Piodermas, incluyendo impétigo y
paroniquia, infecciones de piel y tejidos blandos, foranculos, celulitis,
linfangitis, linfadenitis, etc. (Profunda) Artritis séptica, Osteomielitis,
Piomiositis.

Diseminacion por via sanguinea: Bacteriemia con o sin shock o falla
multiorganica, formacion de abscesos metastasicos (cerebro, pulmén,
higado, bazo, retroperitoneo, rifién, tracto genital, etc.)

Enfermedades mediadas por toxinas: Sindrome de piel escaldada,
intoxicacion alimentaria y Sindrome del shock toxico.

Género Klebsiella

Como se aprecia en la tabla 17, del 3% que comprenden las bacterias Gram
negativas encontradas en la investigacion, el género Klebsiella s6lo presenta un
porcentaje de apariciéon del 1% con relacion a todos los deméas géneros. Este
microorganismo se encontré solo en el segundo muestreo y el lugar fue el
lavamanos del bafio del edificio de artes; no es raro este aislamiento, ya que de
acuerdo con (Gillespie et al, 2006) “los gérmenes de este grupo estan muy
extendidos en la naturaleza. Se les ha aislado del suelo, aire, polvo y agua”, asi
gue las mismas personas pueden transportarlas en la piel y dejarlas alli pudiendo
sobrevivir unos dias; ademas, en el momento en el que se tomé la muestra, el
lavamanos aun no se encontraba limpio lo que favorecio el desarrollo de esta
bacteria que es patdgena estricta. Como se puede ver en la tabla 9, la morfologia
celular estudiada al microscopio es la misma argumentada por (Jimenez de Anta,
1978) quien dice que “Las bacterias de este género se presentan en forma de
bacilos Gram negativos cortos pero se pueden encontrar formas largas, siendo
este polimorfismo uno de los elementos para el diagndstico morfoldgico”.
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La tabla 12 muestra el crecimiento del microorganismo en diferentes medios de
cultivo: en agar MacConkey se desarrollaron colonias rosadas humedas que de
acuerdo con (Koneman, 2008) “son los fermentadores tipicos de la lactosa que
tienen una zona de bilis alrededor de las colonias rosadas”. Como estas colonias
podian ser también de E. coli, las bacterias se sembraron en el medio de cultivo
eosina-azul de metileno (EMB) que confirma la presencia de una o de otra,
observandose colonias rosadas con un halo verdoso que segun (Koneman, 2008)
“son tipicas de fermentadores débiles como Klebsiella que producen colonias
violaceas a las 24 horas de cultivo”. Para diferenciarla de Salmonella o Shigella se
pusieron a crecer en un agar selectivo para este tipo de bacterias, obteniéndose
colonias rojas o vivas naranjas que de acuerdo con (Rodriguez et al, 2005) “las
bacterias fermentadoras de lactosa que logren crecer en este medio forman
colonias rojizas o anaranjadas y generalmente mucoides”. En cuanto a las
pruebas bioquimicas, la de catalasa fue positiva y, a diferencia de otras bacterias
de las mismas coliformes, si “usan el carbono del citrato de sodio, liberando
amonio para poder hacer virar el medio de color verde a un color azul prusia asi
como lo argumenta” (Koneman, 2008), es decir, son citrato positivas. Estas
bacterias fermentaron el manitol virando el color del medio de rojo a amarillo, este
cambio de color segun (Koneman, 2008) se da porque “las colonias producen
acido a partir del manitol” esto nos indicé que la prueba fue positiva. Al realizar la
prueba de SIM no se produjo cambio en el medio, lo que de acuerdo con
(Koneman, 2008) “no tiene la enzima triptofanasa que es la encargada de escindir
el triptéfano y asi producir indol, acido pirdvico y amoniaco”. En la prueba de TSI,
se observo la produccion de gas que segun (Koneman, 2008) “ocurre a expensas
de la fermentacion de la lactosa y de la sacarosa, presentando una reaccién acida-
acida” que como se ve en la tabla 11 corresponde al resultado A/A. Al cultivarse
en el caldo tioglicolato se observd un crecimiento en todo el tubo lo cual indica que
es anaerobio facultativo. En el medio MIO no se observé movilidad, asi como en el
SIM, no se produjo indol y no descarboxila la ornitina que de acuerdo con
(Koneman, 2008) quiere decir que “no eliminan moléculas de CO, de un
aminoacido para formar aminas de reaccion alcalina”.

Todas las pruebas anteriormente mencionadas y explicadas se compararon con la
siguiente tabla:

Prueba

Especi

SIM

Catalasa | Citrato | Manitol | H, TSI Tioglicolato | Oxidasa

Mov. | Indol
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Klebsiella

A/A
con )
Anaerobio
+ + + - - - . -
presen facultativo
cia de
gas

Tabla 24. Pruebas bioquimicas para la identificacion del género Klebsiella
(Koneman, 2008)

De la Klebsiella se dice que tiene un gran potencial patdgeno debido a sus genes
gue pueden producir abscesos o problemas en los pulmones; Jiménez de Anta,
(1978) afirma que “En la mayor parte de casos, probablemente se trate de
invasores secundarios como en las afecciones pulmonares por estos gérmenes en
pacientes con bronquiectasias y otras enfermedades respiratorias crénicas.
También se ha asociado al género Klebsiella con lesiones supurativas de diversas
partes del organismo: abscesos hepaticos, meningitis, otitis, sinusitis, osteomielitis,
etc. lgualmente, pueden producir septicemias, particularmente frecuentes en
recién nacidos y enfermos crénicos graves. A semejanza de otras enterobacterias
del grupo de los coliformes, pueden producir infecciones de las vias urinarias del
hombre”.

Género Pseudomonas

Como se aprecia en la tabla 17, del 3% que comprenden las bacterias Gram
negativas encontradas en la investigacion, el género Pseudomonas solo presenta
un porcentaje de aparicion del 1% con relacion a todos los demas géneros. Esta
bacteria se encontr6 en el lavamanos de los bafios de hombres, justo después del
aseo, lo que indica de cierta manera que son resistentes a los desinfectantes y
como dice (Arias et al, 2002) “su habitat fundamental es el suelo pero también se
han encontrado en agua, aire y seres vivos”, por lo que no es raro encontrarlas en
este fomite ya que las personas pueden transportarlos a estos lugares.

Los cultivos en agar nutritivo permitieron observar colonias que viraron el medio a
verde, propio de estos bacilos Gram negativos muy cortos (tabla 9), resultado que
concuerda con los expuestos por (Koneman, 2008). El microorganismo se cultivd
en otros medios (tabla 12) como el agar MacConkey observandose colonias
transparentes que viraron el medio a un color claro; de acuerdo con (Koneman,
2008) “algunos no fermentadores producen colonias incoloras o transparentes”. Al
cultivarse en agar sangre se desarrollaron colonias lisas oscuras que
corresponden a las reportadas por (Koneman, 2008). Finalmente, en agar Muller
Hinton las colonias desarrolladas (de color verde claro) viraron el medio a verde
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oscuro, lo cual concuerda con lo expuesto por (Koneman, 2008) “estas bacterias
viran el medio a color verde debido a la secrecidn de pioverdina”.

En la prueba de catalasa, como se ve en la tabla 11, el resultado fue positivo y, a
diferencia de otras bacterias de las mismas no fermentadoras, si son citrato
positivas; no fermentaron el manitol y en la prueba de SIM se observo una
pequefia linea que sobresale por fuera de la de siembra, lo que significa que hay
movimiento flagelar; de resto no se presenté algin cambio los que nos llevo a
pensar que la bacteria no produce H,S, ni produce indol porque no posee la
enzima triptofanasa. Cuando se realiz0 la prueba de TSI, no se presento viraje del
medio, lo que indica que es K/K, porque segun (Koneman, 2008) “no fermenta la
lactosa ni la sacarosa”. Al cultivarse en el caldo tioglicolato se observé un
crecimiento en todo el tubo lo cual nos indica que es anaerobio facultativo. En el
medio de cultivo MIO la movilidad fue positiva y la produccion de indol fué
negativas y la descarboxilacion de la ornitina fue positiva; de acuerdo con
(Koneman, 2008) quiere decir que “elimina moléculas de CO, de un aminoéacido
para formar aminas de reaccion alcalina”.

Segun (Arias et al, 2002) “las bacterias pertenecientes a este género pueden
causar infecciones nosocomiales o intrahospitalarias atacando a pacientes con las
defensas disminuidas o en pacientes quemados. Comun en fémites contaminados
como respiradores, catéteres, termometros, sondas, etc”.

Género Pasteurella

De acuerdo con la tabla 17, del 3% que comprende a las bacterias Gram
negativas encontradas en la investigacion, el género Pasteurella s6lo tiene un
porcentaje de apariciéon del 1% con relacién a todos los demas géneros. Esta
bacteria se aisl6 en el lavamanos de los bafios de hombres justo después del
aseo, lo que indica de cierta manera que son resistentes a los desinfectantes y
como lo expone (Forbes, 2009) “hacen parte de la flora normal de los animales y
se transmite a los humanos durante el contacto estrecho con ellos”. En
consecuencia con lo anterior se puede decir que no es raro encontrar bacterias de
este tipo en sitios como los muestreados ya que en la Universidad existen
animales comunes como perros y los estudiantes tienen una relacion muy cercana
con ellos o los estudiantes que conviven con mascotas en su casa constituyen un
medio de transporte para el microorganismo.

Prueba SIM MIO

Catalasa | Manitol Tioglicolato

Especie H,S | Mov. | Indol Mov | Indol | Ornitina
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Pasteurella + V - - + - +

Anaerobio
facultativo

Tabla 25. Pruebas bioquimicas para la identificacion del género Pasteurella
(Koneman, 2008)
*V = Variable

De acuerdo con los datos encontrados en (Koneman, 2008) y comparandolos con
lo encontrado en los resultados, se identifico el género Pasteurella porque tiene la
enzima catalasa, algunas de sus especies pueden fermentar el manitol y otras no
y por ello en la tabla 23 aparece como variable; como son indol positivo quiere
decir que posee la enzima triptofanasa y crecieron en todo el tubo con caldo
tioglicolato, indicando que son anaerobias facultativas. En cuanto al medio MIO, al
igual que las Pseudomonas, pueden descarboxilar la ornitina.

Segun (Forbes, 2009) “las bacterias del género Pasteurella se consideran como
patdbgenos oportunistas que requieren la ruptura de barreras anatdmicas como
sucede con las heridas; puede causar infecciones del aparato respiratorio y otros
sitios corporales”.

Género Micrococcus

Al observar la tabla 17, del 53% de los cocos grampositivos encontrados en toda
la investigacion, sélo el 1% correspondié al género Micrococcus que de acuerdo
con (Engelkirk, 2008) “tiene una forma redondeada (cocos), gram positivo y su
disposicion casi siempre es de pares y tétradas”; esto corresponde con lo
encontrado en el laboratorio y consignado en la tabla 11. Esta bacteria se aisl6 del
lavamanos de hombres después de realizar el aseo (LBH1DA) y de acuerdo con
(Engelkirk, 2008) “son parte de la flora normal de la piel, las mucosas vy la
orofaringe”, esto indica que el haberlas encontrado en el lavamanos es comun ya
que al estar en la piel se pueden transportar facilmente hacia este lugar vy,
probablemente, ser resistentes a los desinfectantes.

Prueba
Catalasa | Oxidasa

Especie
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Micrococcus + +

Tabla 26. Pruebas bioquimicas para la identificacion del género Micrococcus
(Engelkirk, 2008)

Al comparar los resultados de la tabla 12 con los de la tabla 24 se observa que las
bacterias del género Micrococcus tienen en comun con las del género
Staphylococcus la produccién de la enzima catalasa, pero las diferencia su
disposicion al momento de verlas al microscopio, ademéas que las bacterias del
género Micrococcus “son capaces de producir azul de indofenol en presencia de
citocromo oxidasa y de oxigeno atmosférico, oxidando la p-fenilendiamina”
(Koneman, 2008).

Extracciéon de ADN

Las muestras MCafl M2 (Mesa de la cafeteria) y 2SMDA M1 (Sanitario de
Mujeres Después del Aseo) fueron seleccionadas por representar cada una a un
grupo diferente de acuerdo con la tincion de Gram: la primera de ellas es Gram
positiva y la segunda Gram negativa, teniendo en cuenta que los métodos
comerciales plantean protocolos diferentes para cada grupo mientras que los
métodos manuales no.

Los métodos de extraccion modernos se centran en hacer cada vez mas eficiente
dicho proceso mediante el uso de kits y extractores automatizados tratando de
evitar al maximo la intervencion humana, con el objetivo de mejorar la precision,
obtener resultados reproducibles y reducir el tiempo de extraccion (Velazquez, L.
et al. 2014).

Cuantificacion de ADN

En este caso, los métodos tradicionales, fueron los mas eficientes ademas de ser
protocolos mas econdmicos, comparados con los desarrollados por el kit, (Tabla
16 y Gréfica 19); el protocolo mas eficaz en cuanto a cantidad de ADN fue el
meétodo de Pospiech y Neumann, para las dos muestras analizadas y luego se
ubico el método de Martin Platero; los valores mas bajos fueron los obtenidos
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mediante los tres kits comerciales, los cuales emplean una columna la cual retiene
el ADN por lo que resulta necesario efectuar por lo menos tres lavados para
recuperar el material genético; sin embargo, con estos métodos la cantidad de
ADN extraido fue muy inferior a los obtenidos con los métodos tradicionales o
manuales.

1.6.7.1 Calidad de ADN extraido

Una solucion pura de ADN tiene una relacion 260/280 entre 1,8 y 2,0. (Puerta, C. y
C. Urefia, 2005); valores menores a 1.6 evidencian una contaminacion por
compuestos aromaticos, mientras que un valor mayor a 2.1 evidencia la presencia
de residuos de ARN (Ruiz, G., y Wacher, R. 2003). La relacién de absorbancia
260/230 se encuentra en un valor optimo de 2.0 — 2.2; por fuera de este rango se
evidencia contaminacion por residuos proteicos (Sampedro A. et. Al. 1995).

De acuerdo con lo anterior, podemos decir que los mejores rangos de absorbancia
260/280 obtenidos se trabajaron por medio de los kits comerciales, especialmente
con el kit de Invitrogen; los valores de la absorbancias 260/230 muestran excesiva
precipitacion probablemente con alcohol, debido a una exposicion al aire libre de
20 minutos, tiempo que no resulté suficiente para que el alcohol se evaporara por
completo (Grafica 20).

1.6.7.1 Integridad del ADN extraido
La integridad del ADN fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa
indicando como resultado 6ptimo aquella Unica banda definida que se revela en el

gel, (Figura 10), como se observa en las muestras de los protocolos tradicionales
0 manuales.
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1.7 CRONOGRAMA

MESES

ACTIVIDADES 1 234

10

11

12

Elaboracion Marco Teodrico

Elaboracion y validacion

Toma de muestras

Incubacion material recolectado

Analisis en laboratorio

Informe Parcial

Informe Final

Divulgacion y concientizacion




1.8. CONCLUSIONES

El género Staphylococcus y la especie epidermidis representaron las bacterias con
la mayor frecuencia de aparicion durante todos los muestreos. Las bacterias de los
géneros Neisseria, Pseudomonas, Klebsiella, Listeria, Clostridium y Pasteurella se
aislaron con poca frecuencia; sin embargo, son conocidos como patdgenos
estrictos que pueden vivir en todos los sitios y por mucho tiempo pueden llegar a
ocasionar problemas de salud en la poblacion estudiantil sino se controlan de
manera eficaz. Las maniobras de aseo, cumplen con su objetivo de desinfeccion
en sanitarios, mientras que este mismo efecto no se present6 en los lavamanos,
siendo estos Ultimos los fomites que presentaron el mayor niamero de colonias
bacterianas durante los dos muestreos realizados, incluso después de las
maniobras de aseo. La evaluacion de los diferentes kit para la extraccion de ADN
bacteriano permitid6 obtener mejores resultados en cuanto a cantidad de material
genético extraido con los protocolos tradicionales (manuales) los cuales permiten
una reduccion de costo y obtencion de ADN en alta concentracion. Los Kit
comerciales son excelentes herramientas para obtener ADN puro; sin embargo,
poseen desventajas como la retencion del ADN en las columnas obteniéndose
una cantidad minima, ademés de ser un método costoso. Las técnicas de
recoleccion, transporte y almacenamiento de las muestras son pertinentes para
este tipo de investigacion. La comunidad educativa se mostro asertiva frente a la
divulgacion de los resultados, mostrando gran interés y sobre todo impresion
frente a los mismos. La cartilla representa un material de consulta excelente para
estudiantes de la carrera especialmente para la planeaciébn de sus clases.



1.9. RECOMENDACIONES

A todo el publico en general hacer uso mas frecuente de técnicas de asepsia
como el lavado de manos con jabon y alcohol, cada vez que se haga uso de
cualquier sitio publico para evitar la transmision de posibles enfermedades. Usar
técnicas de biologia molecular para la confirmacién de las especies bacterianas
identificadas mediante las técnicas clasicas de microbiologia ya que es muy
importante la secuenciacion del genoma para la identificacion de genes de
patogenicidad y de resistencia a los antimicrobianos. A las empleadas del aseo,
realizar un proceso de desinfeccion mas riguroso en todas las superficies
estudiadas, con mayor atencion en el lavamanos, ya que es alli donde
permanecen bacterias después del aseo. A las entidades de salud publica, seguir
realizando este tipo de estudios en la region y por supuesto en el pais ya que es
muy poco lo que se ha estudiado sobre el tema de fémites y faltan muchos sitios
por evaluar. A las entidades publicas regionales y nacionales, apoyar mas
estudios de este tipo, en diferentes condiciones y con diferentes grupos
poblacionales para encontrar precursores de enfermedades tan comunes como las
gastricas ya que en este estudio se encontraron bacterias como el Bacillus
Cereus y géneros como Klebsiella y Pseudomonas que se relacionan con ellas.
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ANEXOS
Anexo A
Tincion de Gram

Este procedimiento se realizd siguiendo el protocolo descrito por Cuervo R.
(2010):

e Preparar un extendido fino de una colonia bacteriana y dejarlo secar al aire.

e Fijar el material al portaobjeto pasando el portaobjeto 3 6 4 veces sobre la llama
del mechero.

e Cubrir la superficie con solucion cristal-violeta durante 1 minuto.

e Llavar.

e Cubrir el preparado con solucién de yodo (Lugol de Gram) durante un minuto.

e Llavar.

e Bafiar la superficie con el decolorante (alcohol cetona), hasta no arrastrar mas
colorante violeta (10 segundos mas 0 menos).

e Llavar

e Cubrir con safranina o el contra-colorante a utilizar durante un minuto.

e Lavar.

e Examinar el preparado al microscopio, las bacterias Gram positivas se observan
de color violeta y las Gram negativas de color rojo o rosadas.

Anexo B
Pruebas bioquimicas
Indi rr |
Prueba Fundamento - d cador resultado -
Positivo Negativo
. . Crecimiento
Determina Si un .
; . . . aungue no exista
microorganismo utiliza citrato . No hay
. . e cambio de color. .
Citrato de Simmons | como Unica fuente de carbono . crecimiento,
i Crecimiento y el .
D para su metabolismo vy ! medio de color
. medio de color
crecimiento, provocando . verde.
. azul intenso en
alcalinidad. :
pico de flauta.
De}e_rming si}un organismo es Acido sulftrico
movil o inmévil, si es capaz — .

. de Ennegrecimiento | Sin
SU”‘JFO"”O'O" liberar &cido sulfhidrico por del medio ennegrecimiento
motilidad (1) L L

accion enzimatica de los Indol
aminoacidos que contienen - - -
azufre  produciendo  una Anillo rojo en la | Color naranja en




Catalasa (2)

reaccion visible de color | superficie del | la superficie del
negro y por (dltimo la | medio. medio.  Indica
capacidad de desdoblar el desarrollo de
indol de la molécula escatol, un
tript6fano. compuesto
metilado que
puede ser el
precursor de la
formacion de
indol.
Motilidad
Los organismos
moéviles migran | Crecimiento
de la linea de | bacteriano
siembra y se | acentuado
difunden en el | siguiendo la
medio linea de
provocando siembra.
turbiedad.
El
La enzima catalasa | desprendimiento

descompone el perdxido de
hidrégeno en agua y oxigeno.

de burbujas se
considera  una
prueba positiva

No se observa
reaccion

Coagulasa (2)

La Coagulasa actia
directamente sobre el
fibrinbgeno provocando la
formacion de coagulos o
grumos cuando se mezcla
una suspension bacteriana
con plasma citratado.

Formacion de
coagulo.

No existe
formacion de
coagulo.

Prueba utllizada para la | Observacién de | .. . .
: L . : Tira sin cambio
Oxidasa (3) deteccibn de la enzima | color violeta en
) . . de color.
citocromo-c-oxidasa la tira.
Determina la capacidad de un
organismo de desdoblar la
urea formando dos moléculas | Rojo rosado
Ureasa (1) de amoniaco por la accion de | intenso en el | Amarillo
la enzima ureasa produciendo | pico de flauta
un cambio de color rojo en el
medio.
Prueba Fundamento Interpretacion

Triple azucar hierro (1)

Determina la capacidad de un
organismo de atacar un
hidrato de carbono especifico
incorporado en un medio de
crecimiento bésico, con
produccion o no de gases,
junto con la determinacion de
posible acido sulfhidrico.

Rojo en pico de flauta:
alcalino; degradacion aerébica
de glucosa.

Amarillo en capa profunda:
acido; degradacion
anaerdébica de la glucosa.
Amarillo en pico: acido
Amarillo en capa profunda:
acido
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Rojo en pico de flauta:
alcalino

Sin cambio de color en capa
profunda: alcalina.
Produccion de H,S:
precipitado negro

Produccion de gases:
Produccion de  burbujas,
descomposicion del medio,
ligera muesca del medio sobre
el costado del tubo o
desplazamiento del medio del
fondo, dejando un espacio
libre.

Manitol salado(3)

Medio de cultivo selectivo y
diferencial, utilizado para el
aislamiento y diferenciacion
de estafilococos.

Medio altamente selectivo
debido a su alta concentracion
salina. Los estafilococos
Coagulasa positiva hidrolizan
el manitol acidificando el
medio; las colonias aparecen
rodeadas de una zona
amarilla brillante. Los
estafilococos Coagulasa
negativos, presentan colonias
rodeadas de una zona roja o
parpura.

Las bacterias que crecen en

un medio con alta
concentracibn de sal vy
fermentan el manitol,

producen acidos, con lo que
se modifica el pH del medio y
vira el indicador de pH del
color rojo al amarillo.

Los estafilococos crecen en
altas concentraciones de sal,
y pueden o no fermentar el
manitol.

Los estafilococos Coagulasa
positiva fermentan el manitol y
se visualizan como colonias
amarillas rodeadas de una
zona del mismo color.
Los estafilococos que no
fermentan el manitol, se
visualizan como  colonias
rojas, rodeadas de una zona
del mismo color o purpura.

127




Caldo tioglicolato (3)

Favorece el desarrollo de una
gran variedad de
microorganismos aerobios y
anaerobios, permite
diferenciar los requerimientos
de oxigeno.

Aerobios: se observa
crecimiento en la parte
superior del medio.

Anaerobios: se observa

crecimiento en la parte inferior
del medio.

Anaerobios facultativos: se
observa turbiedad en todo el
medio.

Agar McConkey (3)

Medio utilizado para el
aislamiento de bacilos Gram
negativos. Permite diferenciar
bacterias que utilizan o no la
lactosa.

En el medio de cultivo, las
peptonas, aportan los
nutrientes necesarios para el
desarrollo  bacteriano, la
lactosa es el hidrato de
carbono fermentable, y Ila
mezcla de sales biliares y el
cristal violeta son los agentes
selectivos que inhiben el
desarrollo de gran parte de la
flora Gram positiva.
Por fermentacion de la
lactosa, disminuye el pH
alrededor de la colonia. Esto
produce un viraje del color del
indicador de pH (rojo neutro),
la absorcion en las colonias, y
la precipitacion de las sales
biliares.

Los  microorganismos  no
fermentadores de lactosa
producen colonias incoloras.

Agar eosina azul de metileno
EMB (3)

Este medio es utilizado para el
aislamiento selectivo de
bacilos Gram negativo.
Permite el desarrollo de todas
las especies de la familia
Enterobacteriaceae.

La diferenciacion entre
organismos capaces de
utilizar la lactosa y/o sacarosa,
y aquellos que son incapaces
de hacerlo, esta dada por los
indicadores eosina y azul de

metileno; éstos ejercen un
efecto inhibitorio sobre
muchas bacterias Gram
positivas. Muchas cepas de E.
coli y Citrobacter spp.

Presentan un caracteristico
brillo metdlico. Las cepas que
utilizan la lactosa poseen
centro oscuro con periferia
azulada o rosada, mientras
que las que no lo hacen son
incoloras.
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Este medio permite el
crecimiento de Candida spp.

Como colonias rosadas Yy
puntiformes; la siembra en
profundidad permite el

desarrollo de clamidosporas
en C. albicans. Enterococcus
spp. Crece en este medio
como colonias puntiformes y
transparentes, mientras que
Acinetobacter spp. Y otras
bacterias oxidativas pueden
dar colonias de color azul. En
este medio se obtiene
ademas, un buen desarrollo
de especies de Salmonella y
Shigella.

Agar salmonella-shigella S&S

®3)

Medio de cultivo utilizado para
el aislamiento de Salmonella
spp. y de algunas especies de
Shigella spp.

Los pocos microorganismos
fermentadores de lactosa
capaces de desarrollar,
acidifican el medio haciendo
virar al rojo el indicador de pH,

obteniéndose colonias
rosadas o rojas sobre un
fondo rojizo.
Salmonella, Shigella y otros
microorganismos no
fermentadores de lactosa,

crecen bien en el medio de
cultivo, y producen colonias
transparentes.

La producciébn de acido
sulfhidrico se evidencia como
colonias con centro negro
debido a la formacion de
sulfuro de hierro.

Agar sangre (3)

Medio para propdsitos
generales, para el aislamiento
y cultivo de numerosos
microorganismos.

Con la adici6n de sangre, el
medio es Util tanto para el
aislamiento 'y cultivo de
microorganismos aerobios y
anaerobios  nutricionalmente
exigentes a partir de una gran
variedad de muestras, como
para la observacion de
reacciones de hemodlisis.

Alfa hemdlisis: halo amarillo
alrededor de la colonia.

Beta hemolisis: halo
transparente alrededor de la
colonia.

Sin hemolisis: no existe halo.

Con informacion de:

1 BAILON. Lucia, Atlas de pruebas bioquimicas. México: Universidad Nacional
Auténoma de México, 2003, p. 1-175.
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2 SEIJA. Verédnica, Cocos Gram positivos: aspectos practicos. Citado en
http://www.higiene.edu.uy/cefa/Libro2002/Cap%2019.pdf
3 Laboratorios Britania S.A. 2010, http://www.britanialab.com/

Anexo C

Protocolos extraccion de ADN

Método extraccion PureLink® Genomic DNA Kit:

Procedimiento para purificar ADN gendmico

Preparar el lisado celular
usando el buffer de digestion y

Ia nrntainaca K

Adicione la mezcla lisis/buffer
y etanol al lisado

Aplicar la muestra a la
columna

Agita

Lavar la columna con el buffer
de lavado 1

Agita

Lavar la columna con el buffer
de la vado 2

Agita

Eluir el ADN con el buffer de
elucion

= -§ &O) -§ &) - &) — a)—


http://www.higiene.edu.uy/cefa/Libro2002/Cap%2019.pdf
http://www.britanialab.com/

Preparacion del lisado en bacterias Gram-negativas

1. Configure los bloques de calor a 55°C.

2. Cosechar hasta 2x10° células (~1 mL de cultivo overnight E. coli) por
centrifugacion. Si se esta usando un pellet de células congeladas proceder con el
paso 3.

3. Re suspender el pellet en 180 n L del buffer de Digestion. Adicione 20 L de
Proteinasa K (en el kit) para lisar las células. Mezclar brevemente en vortice.

4. Incubar el tubo a 55°C con vortixado ocasional hasta que la lisis se complete

(30 minutos a 4 horas).

5. Adicione 20 u L RNasa A (en el kit) para el lisado Mezclar brevemente en
vortice, e incubar a temperatura ambiente por 2 minutos.

6. Adicione 200 L Genomic Lysis/Binding Buffer Mezclar brevemente en vortice
hasta obtener una solucibn homogénea.

7. Agregar 200 n L de etanol 96-100% para el lisado. Mezclar brevemente en
vortice por 5 segundos hasta obtener una solucién homogénea.

Preparacion del lisado en bacterias Gram-positivas

1. configurar bloques de calor a 37°C y 55°C, respectivamente.

2. Preparar el Buffer de Digestion. A ~200 u L Buffer de digestion Lisozima
/muestra, adicionar Lisozima fresca para obtener una concentracion final de
Lisozima de 20 mg/mL.

3. Cosechar hasta 2x10° células (~1 mL de cultivo overnight E. coli) por
centrifugacion. Si se esta usando un pellet de células congeladas proceder con el
paso 4.

4. Re suspender el pellet de células en 180 n L Buffer de digestion Lisozima que
contenga la Lisozima del paso 2. Mezclar brevemente en vortice.

5. Incubar a 37°C por 30 minutos.

6. Adicionar 20 u L de Proteinasa K (en el kit). Mezclar brevemente en vértice.

7. Adicionar 200 L de Genomic Lysis/Binding Mezclar brevemente en vortice.

8. Incubar a 55°C por 30 minutes.

9. Agregar 200 . L de etanol96-100% al lisado Mezclar brevemente en vortice por
5 segundos hasta obtener una solucion homogénea.

10. Remover la Columna en un tubo colector.

11. Adicionar el lisado (~640 n L) preparado con Lysis/Binding Buffer y etanol a la
Columna.

12. Centrifugue la columna a 10,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente.

13. Descartar el tubo colector y pasar el contenido a una columna limpia.
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14. Proceder a lavar el ADN.

15. Adicionar 500 u L del Wash Buffer 1 preparado con etanol a la columna.

16. Centrifugue la columna a temperatura ambiente a 10,000 x g por 1 minuto.

17. Descarte el tubo colector y traspase la columna a un tubo colector limpio.

18. Adicionar 500 u L del Wash Buffer 2 preparado con etanol a la columna.

19. Centrifugue la columna a méaxima velocidad por 3 minutos a temperatura
ambiente. Descarte el tubo colector.

20. Eluir el ADN Adicionando de 25-200 n L de PureLinkR Genomic Elution Buffer
a la columna.

e Protocolo Kit Quiagen

Preparacion del Buffer AW1Y AW2

Los buffer AW1y AW2 se suministran concentrados. Antes de usar por primera
vez se le agrega el volumen apropiado de etanol (96 — 100%) como se indica en la
botella, agitdndolo. Los buffer AW1 y AW2 son estables por lo menos por 1 afio
después de la adicion de etanol cuando se conserva a temperatura ambiente (15 —
25° C).

Buffer AL

Purificacion de ADN de sangre animal, cultivo de células o bacterias gram
positivas

El buffer AL debe ser agregado a la muestra e incubarse a 56° C antes de agregar
el etanol. Asegurese que el etanol no haya sido agregado al buffer AL con
anterioridad.

Protocolo: Pretratamiento para bacterias gram positivas

Este protocolo esta disefiado para la purificacién total del ADN de una bacteria
gram positiva como Corynebacterium spp y B. subtilis. El protocolo describe la
extraccion preliminar de las bacterias y la incubacién con lisozima para romper la
pared celular antes de purificar el ADN.

Procedimiento
1. Coseche células (maximo 2 x 10° células) en un tubo de microcentrifuga
para centrifugar por 10 minutos a 5000 x g (7500 rpm). Descarte el
sobrenadante.
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2. Resuspenda el pellet bacteriano en 180 pl del buffer de lisis enzimatica.

3. Incube por al menos 30 minutos. Antes d incubar, ponga el bafio de maria a
56 °C si lo va a usar en el paso 5.

4. Agregue 25 pl de proteinasa Ky 200 pl del Buffer AL (sin etanol). Mezcle en
el vortex.
Nota: No agregue la proteinasa K directamente al buffer AL.
5. Incube a 56 °C por 30 minutos.
Opcional: Sirequiere incubar a 95 °C por 15 minutos para inactivar patdogenos.
Tenga en cuenta que la incubacion a 95 °C puede conducir a la degradacion de
algun ADN.
6. Adicione 200 ul de etanol (96 — 100%) a la muestra y mezcle por completo
en el vortex.
Es importante que la muestra y el etanol sean mezclados por completo para
producir una solucion homogénea.
Un precipitado blanco puede formarse al adicionar el etanol. Es importante aplicar
todo el precipitado a la columna DNeasy Mini spin. Este precipitado no interfiere
con el procedimiento.
7. Continue con el paso 4 del protocolo “Purificacion total de ADN para tejido
animal (Protocolo Spin-columna).

Protocolo: Pretratamiento para bacterias gram negativas

Este protocolo se disefié para la purificacion total de ADN para bacterias gram
negativas como E. coli. El protocolo describe la extraccién preliminar de las
bacterias antes de la purificacion del ADN.

Para tener en cuenta antes de empezar
¢ Vea “Cuantificacion del material”, para todos los detalles de como obtenery
almacenar las muestras, ademas de como determinar el nimero de células
en un cultivo bacteriano.

e Asegurese que el etanol no ha sido agregado al Buffer AL (ver “Buffer AL”
pagina 18). El buffer AL puede ser adquirido por separado.

Este protocolo de pretratamiento no ha sido probado exhaustivamente ni
optimizado para la purificacion de alto rendimiento de ADN. Como una guia
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general, recomendamos disminuir la cantidad de material inicial cuando se use
este protocolo.

Procedimiento
1. Coseche células (maximo 2 x 10° células) en un tubo de microcentrifuga
para centrifugar por 10 minutos a 5000 x g (7500 rpm). Descarte el
sobrenadante.

2. Resuspenda el pellet en 180 ul de Buffer ATL

3. Continte con el paso 2 del protocolo “Purificacion total de ADN de tejidos
animales (Protocolo spin-columna)”.
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Anexo D

¢Qué es un FOMITE? Son objetos
inanimados capaces de albergar
microorganismos y propagar una
infeccion.

1. Resumen

Este trabajo se hace con el fin de
caracterizar las bacterias presentes en los
fémites de la Universidad Surcolombiana
gue pueden causar enfermedades a la
comunidad que habita estos lugares, la
recoleccion de las muestras se hara de
manera aleatoria en sitios como inodoros,
lavamanos, orinales, mesones y mesas de
cafeterias siguiendo protocolos para
identificacién bacteriana mediante
morfologia y metabolismo, asi como
extraccion de ADN.
i -

2. Ojetivos
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General

e Realizar un analisis bacteriolégico
en las superficies inanimadas de la
Universidad Surcolombiana, sede
central en la ciudad de Neiva-
Huila durante el periodo
comprendido entre el afio 2015 y

2016
Especifico
e Caracterizar las bacterias

presentes en las areas con mayor
afluencia de personas en la
Universidad Surcolombiana: bafios
y cafeterias.

3. Materiales

4, Resultados




a) Primer Muestreo

Sanitario Mujeres (AA): S.
epidermidis, S. saprophyticus, B.
cereus y Listeria spp.

Sanitario Mujeres (DA): S.
epidermidis y S. saprophyticus.
Lavamanos Mujeres (AA): S.
epidermidis y S. saprophyticus.
Lavamanos Mujeres (DA):. Listeria
spp.

Sanitario Hombres (AA): S.
epidermidis, S. saprophyticus y B.
cereus.

Sanitario Hombres (DA): S.
saprophyticus.

Lavamanos Hombres (AA): Ninguna
Lavamanos Hombres (DA): S.
epidermidis.

Orinal Hombres: S. epidermidis y S.
saprophyticus.

Mesa Cafeteria: S. saprophyticus y
Listeria spp.

Mesén Cafeteria: S. epidermidis, S.
saprophyticus y Listeria spp.

b) Segundo Muestreo

Sanitario Mujeres (AA): S.
epidermidis y B. cereus.

Sanitario Mujeres (DA): Ninguna.
Sanitario Mujeres Artes: S.
epidermidis, B. cereus, y Listeria spp.

Lavamanos  Mujeres (AA): S.
epidermidis.
Lavamanos Mujeres (DA): S.
epidermidis, Neisseria sp., B. cereus y
Listeria spp.
Lavamanos Mujeres Artes: S.

saprophyticus y Listeria spp.

Sanitario Hombres (AA): S.
saprophyticus, B. cereus, B. Subtilis y
Listeria spp.

Sanitario Hombres (DA): S.

epidermidis y S. saprophyticus.
Sanitario Hombres  Artes: S.
epidermidis y S. saprophyticus.
Lavamanos Hombres (AA): Listeria
spp.

Lavamanos Hombres (DA): S.
epidermidis, Pseudomonas sp. Yy
Pasteurella sp.

Lavamanos Hombres Artes: S.
saprophyticus y Klebsiella sp.

Orinal Hombres: S. epidermidis.
Orinal Hombres Artes: S. aureus.
Mesa Cafeteria: S. epidermidis, B.
cereus, B. subtilis, C. perfringens, C.
botulinum, Micrococcus sp. y Listeria

Spp.
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5. Conclusiones

e Los lugares con la mayor
cantidad de colonias
bacterianas encontradas en los
dos muestreos realizados
fueron los lavamanos, con la
particularidad que aln después
de realizado el aseo no
disminuyeron las colonias.

e Las maniobras de aseo,
cumplen con su objetivo de
desinfecciéon en las superficies
como sanitarios, mientras que
no tienen ningun efecto o
incluso, y lo mas grave, es que
presentan el efecto contrario en
los lavamanos.

6. Recomendaciones

A todo el publico en general hacer uso
mas seguido de métodos de asepxia
como el lavado de manos con buen
jabén y alcohol cada vez que se use
cualquier sitio publico para evitar
posibles enfermedades ya que las
bacterias estan en todo lo que nos
rodea.




