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RESUMEN

Los fomites desempefian un rol importante en la transmisidon de microorganismos
patdgenos, especialmente si a estos objetos no se les proporciona buenas normas
de higiene o si son empleados inadecuadamente por sus usuarios. El objetivo de
este estudio fue determinar la presencia de Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa en fomites empleados por multiusuarios en la ciudad de lquitos; para lo
cual, las muestras fueron obtenidas mediante la técnica del hisopado sobre la
superficie de teclados de teléfonos publicos, teclados de cajeros bancarios
automaticos y llaves de lavatorio de servicios higiénicos. Para el aislamiento e
identificacion de las cepas se utilizaron medios de cultivo selectivo asi como

pruebas tintoriales y bioquimicas convencionales.

Ambas especies bacterianas estuvieron presentes en los fomites analizados; sin

embargo, la diferencia entre la prevalencia de ambas bacterias en los objetos

estudiados fue significativa.

Palabras claves: Fomites, microorganismos patdgenos, pruebas tintoriales.
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. INTRODUCCION

Los seres humanos estamos rodeados por una diversidad de microorganismos,
la mayoria de los cuales, son totalmente inofensivos e incluso algunos son
beneficiosos y necesarios para nuestra existencia (Neely & Sittig, 2002); sin
embargo, determinados ambientes o superficies inanimadas pueden estar
contaminadas por una variedad de microorganismos patdgenos, los cuales

suelen sobrevivir durante periodos prolongados (Arias, 2006).

Los avances tecnoldgicos estan a la orden del dia, lo cual permite que la
sociedad en su conjunto posea mejores condiciones de vida en los diferentes
campos, como es el caso del campo de las comunicaciones, el saneamiento
urbano, etc. Los teléfonos publicos y teléfonos celulares son instrumentos que
han permitido a las personas una comunicacién rdpida y efectiva, tan igual
como los cajeros bancarios automaticos han posibilitado mayor eficiencia en las
transacciones comerciales; sin embargo, el uso inadecuado de dichos equipos
podria facilitar la proliferacién de microorganismos, tan igual como podrian
hacerlo otras superficies inanimadas como es el caso de las llaves de lavatorios
de servicios higiénicos publicos. Neely & Sittig (2002), manifestaron que los
microorganismos pueden entrar en contacto directo con el usuario o ser
transmitidos, por contacto indirecto, involucrando la participaciéon de objetos

inanimados, llamados “fomites” o seres vivos, llamados “vectores”.
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Un fomite es cualquier objeto carente de vida o sustancia capaz de transportar
microorganismos desde un individuo a otro. Se encuentran particularmente
relacionados con las “infecciones asociadas a la atencion de salud” (IAAS),
antiguamente conocidas como “infecciones intrahospitalarias”, sirviendo como
posibles medios de transmisién de patdgenos entre pacientes. De alli que,
actualmente los fomites constituyen una fuente importante de transferencia de

bacterias u otros agentes patogenos (Pope et al, 2012).

Diversas investigaciones han demostrado que las superficies pulidas (no
porosas), son mejores transmisoras de virus y bacterias que las porosas; como
es el caso de los teléfonos publicos, cajeros automaticos bancarios y llaves de
lavatorios de servicios higiénicos, mds aun si se toma en consideracién que
estos fomites suelen tener contacto o son utilizados por multiples usuarios

(Pope et al, 2012).

Detectar la presencia de bacterias potencialmente patégenas como Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa en fomites empleados por muchos usuarios,
constituiria un hecho trascendente, puesto que de este modo se lograrian
comprender algunos aspectos epidemioldgicos relacionados con los procesos

infecciosos ocasionados por estos agentes microbianos.

Por otro lado, detectar la presencia de estas bacterias en los fomites en estudio

explicaria el rol que cumplen estos elementos empleados diariamente por la
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sociedad como posibles fuentes de contaminacion, lo cual conllevaria a que los
responsables de cada institucién implicada pongan mayor atencion a esta
problemadtica y apliqguen las medidas correctivas para disminuir el nimero de
personas expuestas a adquirir, por contacto dichos microorganismos, ya sea
empleando habitos de higiene para concientizar a la poblacién escolar,
aplicando desinfectantes sobre la superficie de los teléfonos publicos, cajeros

bancarios, etc.

Es asi que, el objetivo de este trabajo de investigacion fue determinar la
presencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en fomites empleados

por multiusuarios en la ciudad de lquitos, en el afio 2014.
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. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de las especies bacterianas

2.1.1.

Pseudomonas aeruginosa (Tresierra & Ruiz, 2011)

Esta entre los tres bacilos Gram negativos mds frecuentemente aislados

a partir de la sangre. Tiene una amplia distribuciéon en la naturaleza,

preferentemente en ambientes himedos. Constituye un saproéfito

cuando coloniza

individuos sanos. Es un patdgeno en personas

inmunodeficientes, representando la causa mas comun

neumonias hospitalarias.

Clasificacion Taxondmica:

Reino
Filo
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Bacteria
Proteobacteria

Gamma Proteobacteria
Pseudomonadales
Pseudomonadaceae
Pseudomonas

P. aeruginosa (Schroeter 1872 & Migula 1900)

Caracteristicas Morfologicas:

o Esun bacilo Gram negativo.

o Presenta movilidad por flagelo polar unico.
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o Presenta capa de polisacarido extracelular semejante a la capsula.

o Posee pelos que promueve la adherencia a la superficie celular del
huésped.

o Cultivo: Para su crecimiento es extremadamente adaptable a mas de
80 compuestos orgdnicos diferentes; crece en medios para
enterobacteridceas y por tolerar condiciones alcalinas también crece
en medios para Vibrio.

o Esaerobio.

o Produce B-hemdlisis en agar sangre.

o Temperatura éptima de crecimiento es de 35 a 42°C, esta propiedad
la diferencia de las demas especies del género.

o Temperatura 6ptima a 37°C.

o En los medios de cultivo sélidos, forma colonias hiumedas, redondas
y lisas con cierto olor a uvas y de un color verde azulado.

o Produce pigmentos de color verde fluorescente (fluoresceina) y azul
(piocianina).

o A veces puede formar muchos tipos de colonias en un solo cultivo,
como si se tratara de un cultivo mixto: cada tipo puede tener
actividad bioquimica y enzimatica diferente, asi como diversos
patrones de sensibilidad quistica, formando colonias mucoides por

excesiva produccion del exopolisacarido.
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o El agar cetrimide es el medio de cultivo selectivo para esta bacteria,
siendo el compuesto inhibidor el bromuro de N-cetil N,N,N-
trimetilamonio, que inhibe a los microorganismos que no son

idénticos a Pseudomonas aeruginosa.

Estructura Antigena:

o Antigeno somatico que determina hasta 17 serotipos diferentes.
o Tipificaciéon con fases y con piocianina (bacteriocina), que es mas
compleja.

o Antigeno K en la capa mucosa.

Patogenia:

o Pseudomonas aeruginosa sélo es patégena cuando se introduce en
regiones desprovistas de defensas normales, por ejemplo, mucosas
y piel lesionadas por dafo tisular directo (quemaduras); empleo de
catéteres intravenoso o urinario; o cuando hay neutropenia como en
la terapia contra el cancer. Las bacterias se unen a las mucosas o a
la piel y las colonizan; invaden localmente y producen enfermedad

sistémica.

o Produce infeccién en heridas y quemaduras, formando pus de color
azul verdoso; cuando se produce por puncion lumbar causa

meningitis, e infeccién del aparato urinario cuando la via de entrada
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son catéteres, instrumentos o soluciones irritantes. Las afecciones
del aparato respiratorio, en especial por aparatos respiradores

contaminados, producen neumonia necrosante.

Esta bacteria se observa con frecuencia en la otitis externa leve de
los nadadores. En pacientes con diabéticos puede causar otitis
externa invasora (maligna). La infeccién del ojo, que puede conducir
a una destruccion rdpida de ese drgano, ocurre con mayor
frecuencia después de procedimientos o lesiones quirdrgicas. En
lactantes y personas debilitadas puede invadir el torrente sanguineo

y causar septicemia mortal.

Determinantes de Patogenicidad:

o Pelos o fimbrias, que sirven para la fijacién a la célula epitelial
del hospedero.

o Cdpsula o capa mucosa, que sirve para la adherencia lo que
permite la formacién de microcolonias en el lugar de la infeccion.
También impide la fagocitosis. Ambos (pelos y capsula)
constituyen factores de colonizacion, pero no se adhieren a
células normales ni en proceso de regeneracion, sino Unicamente a
células lesionadas. La pared del cuerpo que esta constituida por LPS,
es causante de muchas propiedades endotdxicas. Produce 2

hemolisinas y una de ellas contribuyen a la invasividad del
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microorganismo por destruccion del tejido pulmonar. Produce 2
proteasas que son las responsables de las lesiones hemorragicas
cutdneas.

o La Exoenzima A, que produce necrosis tisular mortal: bloquea la
sintesis de proteina de la célula produciendo necrosis y el 6rgano
mas afectado es el higado.

o Enterotoxina, que puede producir infeccion de transmision

alimentaria.

Diagndstico de Laboratorio:

Muestra: Puede ser pus de las lesiones cutaneas, orina, sangre (en caso
de septicemia, osteomielitis, endocarditis, meningitis y neumonia),
liquido cefalorraquideo (en caso de fibrosis quistica y neumonia),
esputo y otros materiales, segun lo indique el tipo de infeccion. Una
muestra es fiable si tiene mas de 25 leucocitos y menos de 10

células epiteliales por campo de 100X.

Observacion microscépica: Haciendo un extendido y coloreando con
la técnica de Gram, donde se observa sus caracteristicas

morfoldgicas y su afinidad al Gram negativo.
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Aislamiento: Siembra en agar nutritivo y en agar cetrimide para ver

caracteristicas de las colonias y produccion de pigmentos.

Cultivo. En agar sangre y en los medios diferenciales que se emplean
para bacilos entéricos, creciendo como colonia transparente, no

fermentadora de la lactosa.

Identificacion:

o Prueba de la oxidasa.

o Prueba de OX/FER con glucosa (la metaboliza oxidativamente), lo
cual nos permite diferenciarlas de las Plesiomonas, Aeromonas vy

Vibrio que tienen metabolismo fermentativo.

2.1.2. Escherichia coli (Tresierra & Ruiz, 2011)

Se encuentra ubicado en la tribu Escherichieae que comprende 2
géneros: Escherichia y Shigella (patégeno). ElI género Escherichia
comprende 2 especies: Escherichia coli 'y Escherichia hermanii.
Escherichia coli es mas predominante en el intestino grueso del hombre.
Es un patégeno oportunista asociado con Ila enfermedad gastro
intestinal humana (particular) en nifios y en viajeros. Esta infeccion
se adquiere por la ingesta de aguas contaminadas con heces humanas.

Algunas cepas son enterohemorragicas y causan diarrea sanguinolenta,
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generalmente por la ingesta de carnes mal cocidas. Es la causa mas
comun de las infecciones del aparato urinario y de sepsis por bacilos
Gram negativos. Una de las causas mas importantes de la meningitis

neonatal.

Clasificacion Taxondmica:

Reino : Bacteria

Filo : Proteobacteria

Clase : Gamma Proteobacteria

Orden : Enterobacteriales

Familia : Enterobacteriaceae

Género : Escherichia

Especie E. coli (E. freundi), (Migula 1895)

Caracteristicas Morfologicas:

o Bacilo Gram negativo, mévil y no pigmentado.

Caracteristicas Bioldgicas y de Cultivo:

o Crece en muchos medios comunes. Algunas son B hemoliticas en
agar sangre, principalmente en las cepas aisladas de la orina.

o Fermentan la lactosa, con excepcion de la cepa Escherichia coli
enteroinvasiva.

o No pigmentadas, moviles, descarboxilan la lisina.

o Utilizan el acetato como Unica fuente de carbono.
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o Esindol positiva y no utiliza el citrato.

Estructura Antigénica:

o Antigenos “0O” que permiten distinguir hasta 150 serotipos
diferentes.

o Antigenos “K” que permiten clasificar 90 tipos serolégicos.

o Antigenos “H” que permiten clasificar hasta 50 tipos seroldgicos.

o Se puede realizar mds de 1000 combinaciones de tipos antigenos.

o Existen serotipos especificos asociados a ciertas enfermedades.

Determinantes de Patogenicidad:

Antigenos superficiales: Presenta 2 tipos de fimbrias, una sensible a la
manosa y otra resistente a la manosa. Ambos son importantes para
la colonizaciéon de tejidos. Se han demostrado la presencia de estas
fimbrias en microorganismos aislados de vias urinarias y se cree que es

necesario para la union de los microorganismos a las células uroepitelial.

Antigeno capsular: Parece que interfiere con la fagocitosis de los

microorganismos por los leucocitos.

Enterotoxinas: de 2 tipos: termoestable (TE) y termoldbil (TL). La

produccién de las mismas se asocia con 2 plasmidos. La TL es semejante
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a la toxina del colera que estimula la adenil ciclasa en las células

epiteliales de la mucosa del intestino.

Otros factores de patogenicidad son la hemolisina y su capacidad

de penetracion.

Diagndstico de Laboratorio:

Las muestras asépticas se pueden sembrar en agar sangre y en un medio
diferencial como el agar EBM o el agar Mac Conkey. En agar EBM,
Escherichia coli tiene un aspecto verde tornasolado. Una colonia
caracteristica se aisla en agar comun y se realizan las pruebas de

identificacion bioquimica en agar TSI.

Clasificacion de Escherichia coli de acuerdo a su mecanismo de
patogenicidad

a). Infeccion del Tracto Intestinal:

1). Enterotoxigénica: Que produce la enfermedad por medio de 2
enterotoxinas: termoldbil y termoestable. Produce diarrea voluminosa,
sin sangre y de corta duracién (1 a 3 dias). A menudo esta asociada con

los viajes (diarreas del viajero), en paises en vias de desarrollo.
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2). Enteroinvasiva: Tiene cardcter invasivo por la presencia de fimbrias,
es lactosa negativa, no presenta movilidad. Produce diarrea con moco y
sangre, semejante al de la Shigella. Se acompafa de células inflamatorias

(leucocitos) en las heces.

3). Enterohemorragica o verotoxigénica: Produce diarrea con sangre
por accién de una toxina llamada toxina shiga o Verotoxina, que es una
citosina especializada, que lisa las lineas de células Vero, que son células

que se cultivan en laboratorio.

La infeccion con este serotipo estda asociada con la ingesta de
hamburguesas poco cocidas en restaurantes de comida rapida. Algunos
pacientes que presentan infeccion con la cepa 0157:H7, sufren una
complicacién mortal denominada sindrome hemolitico urémico que

aparece cuando la verotoxina entra en el torrente circulatorio.

4). Enteropatégena cldsica: Que produce la diarrea infantil por accién de

una citotoxina.

5). Enteroagregativa: Estudios recientes han definido algunas
caracteristicas de estas cepas, como es el fendmeno de la

autoagregacion, que esta determinado por un plasmido de 55 a 65
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mdaltons, que codifica para una fimbria de adherencia, un
lipopolisacdrido uniforme y una nueva enterotoxina termoestable (TE)

denominada toxina enteroagregativa estable (TEAE).

6). De adherencia difusa: Se adhiere a la totalidad de la superficie de
las células epiteliales y habitualmente causa enfermedad en nifios
inmunolégicamente no desarrollados o malnutridos. No se ha
demostrado que pueda causar diarrea en nifios mayores de un afio de

edad, ni en adultos y ancianos.

b). Infeccion Sistémica:

Los componentes estructurales que desarrollan un papel mas
importante en la patogenia de la enfermedad sistémica son la capsula y
la endotoxina. Por ejemplo, las cepas de Escherichia coli que causan
meningitis neonatal normalmente poseen un tipo capsular especifico

denominado antigeno K.

La endotoxina de Escherichia coli es el lipopolisacarido de la pared
celular, que causa algunas manifestaciones caracteristicas de la sepsis
por bacterias gram negativas, como fiebre, hipotensidon y coagulacién

intravascular diseminada.
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c). Infecciones del Aparato Urinario:

Algunos serotipos O de Escherichia coli causan preferentemente
infecciones del aparato urinario, que se caracterizan por presentar pili
con proteinas adhesinas que se unen a receptores especificos en el

epitelio del aparato urinario.

2.2. Antecedentes
Pese al importante rol que pueden desempefiar los fomites en estudio,
existen muy pocos antecedentes en los que se haya considerado un
analisis de la importancia de estos en la transmisién de bacterias u otros
agentes patdgenos. De esta manera se tomd en consideracion los
estudios realizados en fomites similares a estos, utilizados por

multiusuarios como los servicios higiénicos, teléfonos celulares, etc.

Cozanitis & Grant (1978), describieron la contaminacién bacteriana de
teléfonos celulares en una unidad de cuidados intensivos del Reino
Unido, llegando a determinar que los teléfonos eran portadores de un
sin nimero de bacterias; habia mds suciedad en un teléfono celular que
en la manija de una puerta, un teclado de computadora, la suela de un

zapato e incluso el asiento de un bafio publico.
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Rafferty & Pancoast (1984), evaluaron en un hospital de Londres, un
total de 114 teléfonos, intercomunicadores, dictdfonos y manijas de
baldeadores de urinarios, ubicados en areas de atencion al paciente, con
la finalidad de ver si existia algin tipo de contaminacién bacteriana.
Registraron la presencia de nueve tipos de bacterias potencialmente
patégenas, prevaleciendo: Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sp, etc.

Singh et al. (1998), determinaron que las infecciones nosocomiales
causadas por multiples microorganismos gram-positivos
farmacorresistentes, aislados de fomites en hospitales de Kerman, Iran,
tales como Staphylococcus aureus y especies de enterococos,
constituyen un problema creciente en muchas instituciones de atencion

de la salud.

Plowman et al. (2001), determinaron que las infecciones nosocomiales
constituyen un grave problema en todos los hospitales modernos de

Inglaterra.

Tierno (2002), médico americano autor del libro La vida secreta de los
gérmenes, indicd que los usuarios de banos publicos tienden a no elegir

el primer servicio de la fila; asi que ese es el mas limpio y por ello

SOLID CONVERTER PDF ) e b nesam puas e



17

aconseja tapar el sanitario antes de bajar la vdlvula pues, al no hacerlo,
particulas de agua infectada de materia fecal se dispersan y flotan en el
ambiente por aproximadamente dos horas, y recomienda que si va a un

bafio publico que no tiene tapa, baje la valvula y salga inmediatamente.

Ledon (2002), investigadores de la Universidad de Westminster, en
Londres, Inglaterra, detectaron que de un bafio publico puede aislarse
Estreptococos, Estafilococos, Escherichia coli, Shigella, virus de Ia
hepatitis A y el virus de la gripe estacional que pueden causar
infecciones leves en la piel que ocasionalmente, por falta de higiene, se

diseminan a la cara y otras partes del cuerpo.

Yalowittz & Brook (2003), realizaron un experimento con el propdsito
de estudiar las bacterias presentes en los teléfonos publicos de
Montgomery Blair High School en Silver Spring , Maryland, a fin de
determinar si existia un riesgo de infeccidon para los estudiantes que
usaban dichos teléfonos. Ninguna de las bacterias que se encontraron
fue reconocida como patdgena, por lo que concluyeron que su estudio
no mostré un riesgo grave para la salud de los estudiantes que

utilizaban los teléfonos publicos el dia del experimento.
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Soto et al. (2006), determinaron que el uso de teléfonos celulares o fijos
por anestesistas que trabajan en la sala de operaciones no sélo implica
una alta contaminacidon con bacterias patédgenas no humanas, sino
también causaron un 10% de contaminacion de bacterias patdgenas
humanas, ya que pueden tener un efecto beneficioso en la
comunicacion y por lo tanto, mejorar la calidad de atencién a los
pacientes en la unidad de cuidados intensivos (UCI) de la Universidad de

Stony Brook en New York, Estados Unidos.

Karabay et al. (2007), estudiaron el papel de los teléfonos celulares en
la diseminacion de bacterias que causan infecciones hospitalarias en
Turquia, logrando aislar bacterias como: Escherichia coli, Enterococcus

faecalis, Pseudomonas aeruginosa, y Klebsiella pneumoniae.

Goldblatt et al. (2007), determinaron que las manos y los instrumentos
utilizados por los trabajadores de salud en New York e Israel pueden
servir como vectores o fomites para la transmisién nosocomial de
microorganismos; la constante manipulacién de teléfonos celulares que
comunmente utiliza el personal médico del hospital constituye un riesgo
puesto que ellos albergan microorganismos patégenos, pudiendo servir

como vectores para la transmisién a los pacientes; sin embargo, los
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teléfonos celulares, se han convertido en una parte indispensable de

nuestras vidas ya que son esenciales por su acceso rapido y facil uso.

Kogoglu et al. (2007), investigaron la contaminaciéon bacteriana de los
teléfonos celulares de los trabajadores de un hospital, con una
capacidad de 200 camas y una unidad de cuidados intensivos, que se
encuentra en el Negro Western Region del Mar de Turquia. Donde se
observé crecimiento en 111 de 122 muestras evaluadas. Sin embargo,
las bacterias que podrian estar asociadas con infecciones hospitalarias
se aislaron en sélo diez muestras (9,0%), de las cuales cuatro fueron
Escherichia coli, dos Enterococcus faecalis, dos Pseudomonas

aeruginosa, una Pseudomonas fluorescens y una Klebsiella pneumoniae.

Kravitz (2007), realizé un estudio a nivel de servicios higiénicos en la
ciudad de Chicago, Estados Unidos y concluyé que muchos gérmenes
gue amenazan la salud estdn presentes en los bafios publicos en
diferentes grados educativos, incluyendo Estreptococo, Estafilococo,

Escherichia coli, virus de la Hepatitis A y el virus del resfriado comun.

Gomes et al. (2008), evaluaron cualitativamente y cuantitativamente la
contaminacién de los teléfonos publicos ubicados en seis lugares de la

ciudad de Franca (Sao Paulo, Brasil), logrando aislar cepas bacterianas
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(S. epidermidis, Bacillus sp., K. pneumoniae y S. aureus), en todos los
teléfonos. El 91.2% de estos poseian un nivel de contaminacion superior
a 2.0 UFC/cm?. Los lugares con los mayores niveles de contaminacién
fueron los hospitales, las estaciones de autobuses y tiendas,
concluyendo que los teléfonos publicos evaluados en este estudio,
estaban contaminados con  microorganismos potencialmente
patdgenos, por lo que sus usuarios estaban expuestos a ser infectados,

recomendando la desinfeccién periddica de dichos teléfonos.

Ulger et al. (2009), evaluaron el papel de los teléfonos celulares en
relacion con la transmision de bacterias desde el teléfono celular a
manos de los trabajadores sanitarios de la Universidad de Ondokuz
Mayis Facultad de Medicina en Turquia. Donde el 94,5 % de los
teléfonos demostré evidencia de contaminacion bacteriana con
diferentes tipos de bacterias. Las cepas gram negativas se aislaron del
31.3 % de los teléfonos celulares. Cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de los teléfonos celulares de 52 % y las cepas aisladas de manos
de un 37,7% fueron resistentes a la meticilina. Algunos teléfonos

estaban contaminados con patégenos nosocomiales importantes.

Akinyemi et al. (2009), determinaron el papel potencial de los teléfonos

celulares en la difusion de enfermedades en el departamento de
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Microbiologia de la Universidad del Estado de Lagos, Nigeria, donde
revelaron un alto porcentaje (62,0%) de contaminacidon bacteriana.
Staphylococcus coagulasa negativos fue el agente bacteriano mas
frecuente. Otros agentes bacterianos identificados fueron Enterococcus

faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella spp.

Sait et al. (2011), del Departamento de Microbiologia Médica de la
Universidad de Inonu en Malatya, Turquia, recogieron muestras del
frotis de tres partes de teléfonos: teclado, micréfono y auricular. Donde
encontraron que el 39,6% de los teléfonos de los pacientes y el 20,6 %
de los teléfonos de los trabajadores de salud dieron positivo para
algunos patdégenos como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Echerichia coli, etc. Ademas, 7 teléfonos de los pacientes
contenian patdgenos resistentes a multiples farmacos, tales como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y que pueden
multiplicar organismos gramnegativos resistentes, mientras que no hay
teléfonos de trabajadores de salud que dieron positivo para patdgenos

resistentes a multiples farmacos.

Bures et al. (2011), investigaron la contaminacion bacteriana de los
teléfonos celulares y sus patrones de susceptibilidad antibidtica en la

Universidad de Cape Coast, Ghana, determinando la existencia de un
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100% de contaminacién en la superficie de todos los teléfonos celulares
con un recuento bacteriano medio de 9.915 x 107 UFC/ml con un total
de 11 especies de bacterias aisladas. Los aislamientos superiores
incluyeron Bacillus cereus (23%) y Proteus mirabilis (19%), mientras que
los menos aislados fueron Salmonella spp. (3%) y Shigella spp. (2%). Las
cepas patégenas componen el 81,8% de todas las cepas aisladas; el
18,2% de Salmonella spp. y Shigella spp. mostraron la mayor resistencia
a los antibidticos (87,5%), mientras que Escherichia coli fue la bacteria

mas susceptible a los antibidticos (75%).

Velasquez et al. (2011), investigadores de la Universidad de Colorado en
Estados Unidos, demostraron que las superficies de los servicios
sanitarios albergan comunidades microbianas relativamente diversas
dominadas por bacterias con un vinculo claro entre las comunidades en
diferentes partes del cuerpo y aquellas encontradas en las diferentes

superficies.

Barzanallana (2011), microbidlogo de la compania BioCote especializada
en proteccion con antimicrobianos en Inglaterra, demostré que la
cantidad y diversidad de bacterias que se encuentran en los cajeros
automaticos son suficientes para competir con las de los aseos publicos

y que las bacterias coliformes entéricas o pertenecientes a la familia de

SOLID CONVERTER PDF ) e b nesam puas e



23

Bacillus o Pseudomonas eran similares a la flora bacteriana de los bafios

publicos mds cercanos.

Hastings (2011), mostré interés en la comparacion de los niveles de
contaminacién bacteriana entre los teclados de cajeros automaticos y
aseos publicos en diversas localidades de Inglaterra, demostrando que
estos estan altamente contaminados mayormente por  bacterias

fecales, al mismo nivel que un sanitario publico.

Ibrahim et al. (2012), realizaron un estudio para determinar el potencial
de los teléfonos celulares para albergar microorganismos en entornos
hospitalarios y para evaluar su papel en la transmisidn desde el teléfono
celular a las manos de los trabajadores de la salud en la facultad de
Medicina de la Universidad de Egipto. Demostrando que los teléfonos
celulares actian como habitat perfecto para que los microbios se
reproduzcan, especialmente en alta temperatura y en condiciones
himedas; y que los teléfonos celulares de los trabajadores sanitarios
pueden servir como reservorios de microorganismos que podrian
transmitirse facilmente a las manos de los trabajadores sanitarios y, por
tanto, facilitan la transmisidn de un paciente aislado a otro en diferentes

ambientes hospitalarios.
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Muioz et al. (2012), determinaron la presencia y el porcentaje de
bacterias aerobias oportunistas presentes en los teléfonos celulares del
personal y alumnos de la clinica multidisciplinaria (CLIMUZAC) de la
Unidad Académica de Odontologia de la Universidad Auténoma de
Zacateca, logrando identificar a: Staphylococcus sp. (16.7%),
Staphylococcus aureus (38.7%), Klebsiella sp. (11.6%), Klebsiella
pneumoniae (0.6%), Shigella sp. (10.3%), Streptococcus sp. (8.3%),
Streptococcus  pneumoniae  (1.2%), Micrococcus sp.  (0.6%),
Pseudomonas sp. (1.9%), Pseudomonas aeruginosa (0.6%), Enterococcus
sp. (0.6%), Enterococcus faecalis (3.2%), Salmonella sp. (1.9%),

Bacteroides vulgaris (0.6%) y Escherichia coli (1.9%).

Flores & Fierer (2013), investigadores de la Universidad de Colorado en
Estados Unidos, estudiaron 12 bafios publicos, seis masculinos y otros
tantos de mujeres. Usando una técnica de alto rendimiento de
secuenciacion genética, donde identificaron diversas bacterias en todas
las superficies que probaron. El piso tenia la comunidad bacteriana mas
diversa; la piel humana era la principal fuente de bacterias en todas las
superficies. También encontraron algunas diferencias entre las bacterias
gue se encuentran en los bafios de hombres y las que hay en las de las

mujeres. En concreto, identificaron 19 tipos de bacterias en todas las
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superficies. La mayoria de las secuencias pertenecian a Actinobacteria,

Bacteroides, Firmicutes y Proteobacterias.

Sanchez (2013), realizd un estudio para analizar la presencia de
especies bacterianas en 40 teléfonos de diferentes zonas de Madrid,
donde comprobé que el 95 % de estos dispositivos estaban
contaminados con algun tipo de microorganismo y hasta un 30 %
presentaba restos de materia fecal. Revelando que las bacterias con
mas presencia fueron los Aerdbios Mesofilos que estaban presentes en
un 76%, seguidas de Staphylococcus aureus, Staphylocuccus epidermidis

y Escherichia coli.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Materiales de laboratorio:

Materiales de vidrio

o Probetas graduadas (10, 50, 100, 500 ml)

o

O

Matraces de Erlenmeyer ( 250 ml)
Pipetas graduadas de vidrio (5,10 ml)
Placas de Petri (100x20)

Mecheros de alcohol

Tubos de ensayo

Vasos de precipitado (10, 50, 600 ml)

Frascos de vidrio

Medios de Cultivo

o

o
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Reactivos y Colorantes
o Cristal violeta

o Alcohol acetona

o Lugol

o Safranina

o Rojo de Metilo

o Kovac's
o Oxidasa
Otros

o Agua destilada

o Alcohol industrial

o Alcohol al 96%

o Asas bacterioldgicas
o Papel aluminio

o Papel Toalla

o Encendedor

o Hisopos estériles

o Papel de despacho
o Hilo nylon

o Guantes quirurgicos
o Parafina liquida

o Plumoédn indeleble
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o Mascarilla descartable
o Espatula
o Gradilla de metal

o Mandil de laboratorio

3.1.2. Equipos de Laboratorio:
o Balanza mecanica (Ohaus Mod. Triple Beam)
o Balanza analitica (Ohaus/Pioneer Mod. ED224S)
o Cocina eléctrica pequefia
o Autocalve (Yamato Mod. Sterilizer SM510)
o Estufa (Memmert Mod. 30-750)
o Refrigeradora (Coldex Mod.CN36)
o Refrigeradora (Mabe Mod. MAO21XJPNS1)
o Destilador de agua (Brand—MonoDest 3000)
o Camara de Flujo laminar (Labconco Mod. 30248110)

o Camara Digital Sony (Mod. P)

3.2. Métodos

3.2.1. Area de estudio
El estudio se realizé en la ciudad de Iquitos, que se encuentra
ubicada en el noreste de Peru, al noreste de departamento de

Loreto, y en el extremo sur de laProvincia de Maynas.
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Asentada en una llanura llamada la Gran Planicie, la ciudad
tiene una extension de 368,9 km? (142,4 mi?) y abarca parte de
los distritos de Belén, Punchana y San Juan Bautista. Se
encuentra aproximadamente en las coordenadas 03°43'46"S y
73°14'18"0 a 106 msnm. Segun informacién brindada por el
SENAMHI, Iquitos presenta una precipitacion media anual de
2100.5 mm, una temperatura media anual de 27.2 2C y una

humedad relativa media anual de 72.9%.

Las cepas se aislaron de teclados de teléfonos publicos,
teclados de cajeros bancarios automaticos y llaves de
lavatorios de servicios higiénicos de centros de educacion
primaria de la ciudad de Iquitos, tales como Mariscal Oscar R.
Benavides, Sofia Lecca Vargas, Sagrado Corazdn y Republica de
Venezuela. Los ensayos microbiolégicos se realizaron en el
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigaciones de
Recursos Naturales (CIRNA — UNAP), ubicado en el pasaje Los
Paujiles s/n, AA. HH. Nuevo San Lorenzo, distrito de San Juan

Bautista, provincia de Maynas (Anexo 1).
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3.2.2. Control de calidad y bioseguridad
En los diferentes ensayos que se realizaron en el presente
estudio, se aplicaron las medidas necesarias para garantizar
una buena calidad en la recoleccion de las muestras, con la
asepsia necesaria, empleando guantes quirdrgicos vy

colocandolas en tubos con medios de cultivo estéril (Anexo 2).

Se trabajé teniendo siempre en cuenta las medidas de

bioseguridad a seguir en un laboratorio de Microbiologia.

3.2.3. Obtencidn de las muestras
Se analizé 30 teclados de teléfonos publicos, 12 teclados de
cajeros bancarios automaticos y 30 llaves de lavatorios de
servicios higiénicos de centros educativos de la ciudad de

Iquitos.

Para la obtencidon de las muestras se utilizé la técnica del
hisopado, por ser la mds apropiada para superficies inertes,
como es el caso de los teléfonos publicos, cajeros bancarios
automaticos y llaves de lavatorios de servicios higiénicos de
centros de educacién primaria, tales como Mariscal Oscar R.

Benavides, Sofia Lecca Vargas, Sagrado Corazén y Republica de
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Venezuela. En esta técnica se empled dos hisopos estériles para
cada fomite. Cada hisopo fue previamente humedecido en 5 ml
de Caldo Soya Tripticasa (TSB), luego se procedidé a frotar la
superficie de los fomites en sentido horizontal, vertical y
diagonal, respectivamente. Los hisopos utilizados fueron
depositados en un tubo con TSB, rompiendo el vastago por
debajo de la parte que estuvo en contacto con los dedos

(Anexo 2).

Cada una de las muestras, fueron colocadas en una caja térmica
fria para su posterior transporte y procesamiento inmediato en
el Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigaciones
de Recursos Naturales Antiparasitarios de la Amazonia (CIRNA —

UNAP).

3.2.4. Analisis microbiolégico
Se efectud el aislamiento e identificacién de las cepas
bacterianas a partir de los fomites muestreados, mediante

técnicas y procedimientos estandarizados (Anexo 6).
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3.2.4.1. Aislamiento e identificacion de Pseudomonas
aeruginosa

Se depositd un hisopo proveniente de cada fomite en tubos con
5 ml de Caldo Peptona, a cuya composicidn se le adicioné 0.002
g/L de cristal violeta, con la finalidad de inhibir el crecimiento
de bacterias Gram (+). Los tubos fueron incubados a 37 °C por

24 horas, para su respectivo enriquecimiento selectivo.

Los tubos que mostraron crecimiento (turbidez), fueron
resembrados en placas estériles con Agar Cetrimide, siendo
incubadas posteriormente a 37 °C durante 24 a 48 horas

(Anexo 3).

Las placas que presentaron crecimiento y su pigmentacion
cambié de verde azulado a verde amarillento alrededor de
este, fueron repicadas a tubos con medio TSA para su
caracterizacion microscopica mediante la coloracién Gram vy
pruebas bioquimicas de oxidasa, OX-FER con glucosa (Anexo 5,

8vy9).
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3.2.4.2. Aislamiento e identificacion de Escherichia coli

Los tubos que presentaron crecimiento en TSB fueron
resembrados en placas estériles con Agar Mac Conkey, las

cuales fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas (Anexo 3).

Las colonias de color rojo purpura rodeadas de una zona de
similar color, fueron resembradas en TSA para su respectiva
caracterizacion microscopica y pruebas bioquimicas de la
oxidasa, rojo de metilo, produccién de indol y utilizacion del

citrato (Anexo 4, 8y 9).

3.3.  Anadlisis estadistico
Los resultados fueron interpretados mediante la estadistica descriptiva, y
la prueba de Homogeneidad de Chi cuadrado (X?) para ver la diferencia
significativa existente en la presencia de Escherichia coli y Pseudomonas

aeruginosa en los fomites evaluados.
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V. RESULTADOS

Para determinar la presencia de Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa en fomites empleados por multiusuarios a nivel de teclados
de teléfonos publicos, teclados de cajeros bancarios automaticos y llaves
de lavatorios de servicios higiénicos de centros educativos en la ciudad
de Iquitos, tales como Mariscal Oscar R. Benavides, Sofia Lecca Vargas,
Sagrado Corazén y Republica de Venezuela; se recolectaron un total de
72 muestras (Tabla 1, Figura 1 y Anexo 10, 11 y 12), obteniendo los

siguientes resultados:

Tabla 1. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
fomites empleados por multiusuarios

Prevalencia de
Fomites N Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa
Teléfonos publicos 30 5(16.7%) 2 (6.7%)
Cajeros bancarios automaticos 12 6 (50%) 7 (58.3%)
Llaves de lavatorio 30 9 (30%) 9 (30%)
Total 72 20 (27.8%) 18 (25%)

De los 72 fomites analizados, 20 (27.8%) estuvieron contaminados con
Escherichia coli, mientras que 18 (25%) lo estuvieron con Pseudomonas
aeruginosa. En el 16.7% y el 6.7% de los teléfonos publicos analizados se
aisld Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. De
los 12 cajeros bancarios automaticos analizados, en el 50% y el 58.3%

hubo contaminaciéon con Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
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respectivamente. Finalmente, el 30% de las llaves de lavatorio de
servicios higiénicos presentaron contaminacion con estas especies

bacterianas (Tabla 1, Figura 1).

35 -
30 B Negativo
25 | H Positivo
© 20
)
(7]
9]
35 15 -
=
)
T 10 -
ol
2
5 4
0
E. coli P. E. coli P. E. coli P.
aeruginosa aeruginosa aeruginosa
Teléfonos plblicos Llaves de lavatorio Cajeros bancarios
automaticos
Fomites

Figura 1. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
fomites empleados por multiusuarios

En los tres fomites evaluados, no existe diferencia sobre la presencia de
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (x* (1.26) = 0.5324; gl = 2; p <
0.05), lo cual significaria, que ambas bacterias pueden aislarse
indistintamente tanto de los teclados de teléfonos publicos, teclados de
cajeros bancarios automaticos y llaves de lavatorios de servicios

higiénicos de centros educativos en la ciudad de Iquitos (Anexo 13). Por
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otro lado, existe una diferencia significativa (x? (16.28) = 0.003; gl = 2; p <
0.05) en la presencia de ambas bacterias sobre la selectividad de los
fomites, con mayor prevalencia en teclados de cajeros bancarios

automaticos y llaves de lavatorio de servicios higiénicos (Anexo 14).

Tabla 2. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
teclados de teléfonos publicos segtn el tipo de institucion en
la que se encuentran

Prevalencia de

Tipo de institucion n Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa
Centros relacionados a la salud 12 2 (16.7%) 0 (0%)
o Hospital 5 0 (0%) 0 (0%)
o Farmacia 5 1(20%) 0 (0%)
o Laboratorio clinico 2 1 (50%) 0 (0%)
Negocios publicos 18 3 (16.7%) 2 (11.1%)
o Cabina de internet 1 1 (100%) 1 (100%)
o Bodega 10 2 (1.9%) 0 (0%)
o Fotocopiadora 1 0 (0%) 1 (100%)
o Restaurante 4 0 (0%) 0 (0%)
o Ferreteria 1 0 (0%) 0 (0%)
o Cabina telefénica publica 1 0 (0%) 0 (0%)

De los 30 teléfonos publicos muestreados, en el 16.7% de los ubicados
en lugares circundantes a centros relacionados con la salud asi como en
los ubicados en negocios publicos, se determind la presencia de
Escherichia coli, mientras que Pseudomonas aeruginosa se aislé solo en
el 11.1% de teléfonos ubicados en negocios publicos (cabina de internet,
fotocopiadora) mas no en aquellos teléfonos ubicados en los alrededores

de centros relacionados a la salud (Tabla 2, Figura 2).
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Tabla 3. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
cajeros bancarios automaticos segun la entidad bancaria

Prevalencia de
Entidades bancarias N Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa
Banco BCP 7 4 (57.1%) 4 (57.1%)
Banco Interbank 5 2 (40 %) 3 (60 %)

De los 12 teclados de cajeros bancarios automdticos muestreados se
encontrd Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en mayor cantidad
en el banco BCP en un 57.1% en ambas especies bacterianas; y en menor
cantidad en el banco Interbank en un 40% y 60% respectivamente (Tabla

3, Figura 3).

B Negativo

m Positivo

N2 de Muestras

E. coli P. aeruginosa E. coli P. aeruginosa

Banco BCP Banco Interbank

Entidades Bancarias

Figura 3. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
cajeros bancarios automaticos segun la entidad bancaria
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Tabla 4. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
llaves de lavatorio segtin el tipo de usuarios

Prevalencia de
Tipo de usuarios N Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa
Bafio de nifias 17 5 (29.4%) 6 (35.3%)
Bafio de nifios 13 4 (30.8%) 3(23.1%)

De las 30 llaves de lavatorio de servicios higiénicos de los centros
educativos muestreados se encontré Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa en mayor cantidad en los bafios de nifias en un 29.4% vy
35.3%; y en menor cantidad en los bafos de nifios en un 30.8% y 23.1%

respectivamente (Tabla 4, Figura 4).

18 - = Negativo
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E. coli P. aeruginosa E. coli P. aeruginosa
Bafio de Nifias Bafio de Nifios
Tipos de Usuarios

Figura 4. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
llaves de lavatorio segun el tipo de usuarios
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Tabla 5. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
llaves de lavatorio segtin el centro educativo

Prevalencia de
Centros educativos N Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa
Mariscal Oscar R. Benavides 6 1(16.7%) 4 (66.7%)
Sofia Lecca Vargas 3 1(33.3%) 0 (0%)
Sagrado Corazén 10 5 (50%) 1(10%)
Republica de Venezuela 11 2 (18.2%) 4 (36.4%)

De los cuatro centros educativos muestreados se encontré Escherichia

coli en mayor cantidad en los colegios Sagrado Corazén y Republica de

Venezuela en un 50% y 18.2% en cada uno; mientras que Pseudomonas

aeruginosa se aisld en mayor cantidad en los colegios Mariscal Oscar R.

Benavides y Republica de Venezuela en

respectivamente (Tabla 5, Figura 5).

un 66.7% vy 36.4%
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Figura 5. Prevalencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
llaves de lavatorio segtin el centro educativo
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V. DISCUSION

Se han revisado diversos trabajos de investigacion (Cozanitis & Grant 1978, Soto
et al. 2006, Karabay et al. 2007, Goldblatt et al. 2007, Kogoglu et al. 2007,
Kravitz 2007, Ulger et al. 2009, Akinyemi et al. 2009, Bures et al. 2011, Sait et al.
2011, lbrahim et al. 2012, Munoz et al. 2012) en los que se destaca la
importancia de los teléfonos celulares o méviles como fomites transmisores de
diferentes agentes microbianos; sin embargo, poco es lo que se ha estudiado
acerca de la importancia que pueden desempeiiar los teléfonos publicos como
fomites de contaminacion para el ser humano, a pesar que estos aparatos
pueden cumplir un rol mas importante que los teléfonos celulares puesto que

pueden ser utilizados por multiusuarios.

En la tabla nimero 1 se muestra que los teclados de cajeros bancarios
automaticos y llaves de lavatorio de servicios higiénicos desempefian un rol
importante en la transmision de los microorganismos en estudio, lo cual se
demuestra después de haber realizado el andlisis estadistico correspondiente;
sin embargo, esta situacidon no se observd a nivel de los teléfonos publicos
analizados. Al respecto Gomes et al. (2008) registraron que los teléfonos
publicos desempefian una importante funcion como fomites; pero no
consideraron en su estudio el rol que podian desempenar los teclados de

cajeros bancarios automaticos y las llaves de lavatorio de servicios higiénicos.
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En lo que concierne a los teléfonos publicos analizados en el presente estudio,
Eschericihia coli estuvo presente en la mayoria de los equipos analizados, tanto
a nivel de centros relacionados a la salud asi como aquellos cercanos a negocios
publicos, situacion que no se presenté cuando se analizé la presencia de
Pseudomanas aeruginosa ya que ésta estuvo ausente en los teléfonos de los
centros relacionados a la salud (tabla 2). Al respecto Gomes et al. (2008),
evaluaron cualitativamente y cuantitativamente la contaminacion de los
teléfonos publicos ubicados en seis lugares de la ciudad de Franca (Sao Paulo,
Brasil), logrando aislar cepas bacterianas (S. epidermidis, Bacillus sp., K.
pneumoniae y S. aureus), en todos los teléfonos, sin llegar a registrar la
presencia de estos bacilos gram negativos en los equipos analizados. Por otro
lado Rafferty & Pancoast (1984), realizaron un trabajo similar en un hospital de
Inglaterra, registrando la presencia de Pseudomonas aeruginosa mas no de

Eschericihia coli.

Yalowittz & Brook (2003), con el propdsito de indagar si existe un riesgo de
infeccidon para los usuarios de teléfonos publicos del Montgomery Blair High
School en Silver Spring, Maryland, Estados Unidos, realizaron un estudio para
determinar las bacterias presentes en dichos equipos de comunicacién. Pese a
no mencionar que especies bacterianas estaban presentes; al igual que en

nuestro estudio manifestaron que el estado de estos teléfonos no constituia un
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riesgo grave para la salud de los estudiantes de dichas instituciones educativas

que utilizaban los teléfonos publicos.

Se considera importante destacar en el presente trabajo de investigacion la
ausencia de Pseudomonas aeruginosa en los teléfonos circundantes de los
centros relacionados a la salud, lo cual suele ser un hecho inusual puesto que
diversos estudios han posibilitado el aislamiento de cepas de esta especie
bacteriana en fomites de centros hospitalarios, muchos de los cuales podrian

caracterizarse por ser multidrogorresistentes (Da Cunha y Garcia 2012).

Los cajeros bancarios automadticos son utilizados diariamente para realizar
transacciones comerciales; sin embargo, la falta de higiene de dichos equipos
podria facilitar la proliferacion de microorganismos al igual que los bafios
publicos tal como lo muestra Barzanallana (2011), quien demostré que la
cantidad y diversidad de bacterias que se encuentran en los cajeros
automaticos son suficientes para competir con las de los aseos publicos y que
las bacterias coliformes entéricas o pertenecientes a la familia de Bacillus o
Pseudomonas eran similares a la flora bacteriana de los bafios publicos mas
cercanos. Un estudio similar realizado por Hastings (2011), demostrdé que los
teclados de los cajeros bancarios automaticos estan altamente contaminados
de bacterias, al mismo nivel que un sanitario publico. Lo cual concuerda con los

resultados de nuestro trabajo de investigacién ya que en los teclados de cajeros
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bancarios automaticos la especie bacteriana mds encontrada fue Pseudomonas

aeruginosa (tabla 3).

El habito de lavarse las manos después de haber realizado deposiciones no
significa necesariamente que se van a eliminar los microorganismos que pueden
haber contaminado las manos, ya que al lavar la mano contaminada implica
primeramente abrir la llave del agua con la consecuente contaminaciéon con
agentes enteropatdgenos que pueden haberse adquirido previamente; luego
del lavado el usuario debe cerrar la llave con la consecuente contaminacion de
las manos previamente aseadas (descontaminadas). Este suele ser un hecho
muy comun especialmente en los centros educativos de nivel primario, de alli
gue resulta de gran importancia conocer la existencia de los microorganismos
gue pueden estar contaminando estos fomites. Sin embargo, no se han
realizado estudios relacionados con este problema de salud publica. En el
presente estudio se registré que la prevalencia de estas especies bacterianas
era similar en los banos estudiados, al parecer estas bacterias fueron aisladas
con mayor frecuencia de las llaves de lavatorio de los servicios higiénicos de

nifias (tabla 4).
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VI. CONCLUSIONES

o Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa estdn presentes en
teclados de teléfonos publicos, teclados de cajeros bancarios
automaticos y llaves de lavatorio de servicios higiénicos de centros

educativos en la ciudad de Iquitos.

o La diferencia entre la prevalencia de ambas bacterias en los objetos

estudiados fue significativa.

o Los fomites que presentaron mayor prevalencia de ambas bacterias

fueron los teclados de cajeros bancarios automaticos.
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ViIl. RECOMENDACIONES

o Alos responsables de cada institucion se le recomienda implementar
politicas de higiene y rutinas de desinfeccién en teclados de
teléfonos publicos, teclados de cajeros bancarios automaticos vy
llaves de lavatorio de servicios higiénicos de centros de educacién

primaria de la ciudad de Iquitos.

o Continuar con estudios para evaluar el grado de infeccion de las
cepas bacterianas aisladas de los fomites en estudio con la finalidad
de determinar los posibles dafios que podrian causar a la poblacién

que lo utiliza a diario.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Mapa de ubicacion del laboratorio donde se realizaron los
ensayos microbioldgicos (Ciudad de Iquitos)

o\l

LEYENDA

Wl CIRNA

Fuente: Google earth
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Anexo 2. Flujograma de obtencién de muestras mediante la técnica del
hisopado

Humedecer con TSB los hisopos estériles

v ‘1, v

Frotar la superficie de los fomites en sentido
horizontal, vertical y diagonal, respectivamente

Introducir los hisopos con las muestras en tubos con 5 ml de TSB, rompiendo el
vastago por debajo de la parte que estuvo en contacto con los dedos
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Anexo 3. Flujograma de aislamiento de muestras obtenidas de teclados
de teléfonos publicos, teclados de cajeros bancarios
automaticos y llaves de lavatorios de servicios higiénicos de
centros educativos

cajeros bancarios automaticos y llaves de lavatorios de servicios
higiénicos de centros educativos con hisopos estériles

Obtencién de muestras de teclados de teléfonos publicos, teclados de }
an

Enriquecimiento
e
Selectivo

Caldo Soya Tripticasa (5 ml) Caldo Peptona con 0.002%
para Escherichia coli de Cristal Violeta (5 ml)
Incubar a 37 °C por 24 h para Pseudomonas
aeruginosa
Incubara 37 "Cpor24h
-

Aislamiento =

Agar Mac Conkey Agar Cetrimide
Incubara 37 °‘Cpor24h Incubar a 37 °C por 24 h
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Anexo 4. Flujograma de Identificacion de cepas de Escherichia coli

mediante caracterizacion  microscépica vy
bioquimicas

Coloracion Gram: Escherichia coli

pruebas

Caracterizacion
Microscdpica

P—

Pruebas Bioquimicas

Caldo Peptonado (TSB)

Rojo de Metilo ( +) Indol (+)

Utilizacion del Citrato ( -)

Prueba Bioquimica de la Oxidasa ( - )

Agar TSA
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Anexo 5. Flujograma de Identificacion de cepas de Pseudomonas
ageruginosa mediante caracterizacion microscépica y
pruebas bioquimicas

—
{__ Caracterizacion
Microscopica
—
C

oloracion Gram: Pseudomonas aeruginosa

Pruebas Bioquimicas

V

Caldo Peptonado (TSB)

OX - FER (Metabolismo Oxidativo)

Prueba Bioquimica de la Oxidasa ( +)

Agar TSA
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Anexo 6. Flujograma del proceso de obtencion de las especies
bacterianas en estudio

Teléfonos Cajeros bancarios Llaves de lavatorio de
publicos automaticos servicios higiénicos
(30) (12) (30)

Y

Toma de Muestras
(Técnica del Hisopado sobre superficie)

v

Fase de Enriquecimiento
(Incorporacién de hisopos en caldo peptonado)

o Incubara372Cpor24h

Fase de Aislamiento Selectivo
(Siembra en Agar Mac Conkey y Agar Cetrimide)

o Incubara372Cpor 24 h

Identificacion Presuntiva y Confirmativa

Coloraciéon Gram ( Bacilo Gram - ) Coloraciéon Gram ( Bacilo Gram -)
Prueba de la Oxidasa ( - ) Prueba de la Oxidasa ( +)
Prueba de Indol ( +) Metabolismo frente a la Glucosa (Oxidativo)
Prueba Rojo de Metilo ( +) Produccion de Pigmentos ( + )
Prueba de Utilizacion del Citrato ( - )
y !
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
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Anexo 7. Medios de Cultivo

a). Caldo Soya Tripticasa (TSB)
Preparacidn: Suspender 30 gr del medio en 1 L de agua destilada y
disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7 y distribuir en tubos de
ensayo con 5 ml. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15

minutos.

b). Caldo Peptona con 0.002 % de Cristal Violeta
Preparacidn: Suspender 30 gr del medio en 1 L de agua destilada
junto con 0.002 % de cristal violeta y disolver por calentamiento.
Distribuir en tubos con 5 ml y esterilizar en autoclave a 121 ° C por 15

minutos.

c). Agar Mac Conkey
Preparacidn: Suspender 50 gr del medio en 1 L de agua destilada por
calentamiento, ajustar el pH a 7. Esterilizar en autoclave a 121 °C por

15 minutos.

d). Agar Cetrimide
Preparacidn: Suspender 45.3 gr del medio en 1 L de agua destilada

por calentamiento, dejar reposar por 15 minutos y afadir los 10 ml
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de glicerina agitando el medio lentamente hasta su disolucion total.

Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

e). Agar Soya Tripticasa (TSA)
Preparacion: Suspender 40 gr del medio en 1 L de agua destilada y
disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7 y distribuir en tubos de

ensayo con 5 ml. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15

minutos.
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Anexo 8. Caracterizacion Microscopica

a). Coloraciéon Gram

Esta técnica de coloracién nos permite separar a la mayoria de las
bacterias en dos grupos las gram positivas que se tifien de color violeta y
las gram negativas que se tifie de color rosa. La diferencia en la tincién

radica en las estructuras de la pared celular de las bacterias.

b). Procedimiento:

o Colocar una gota de agua destilada en una ldmina porta objetos
limpia.

o Luego con la ayuda de un asa redonda estéril tomar un poco de
muestra bacteriana a partir de una colonia aislada, emulsionar y
extender la muestra de manera uniforme.

o Fijar la muestra con calentamiento moderado sobre la Ilama del
mechero; teniendo en cuenta que el calor no debe ser directo, ya
que el calor excesivo puede cambiar la morfologia celular de las
bacterias a observar.

o Cubrir la extension fijada con solucién Hacker o cristal violeta por 1
minuto.

o Llavar la extensién con agua destilada o corriente y cubrir
inmediatamente con lugol dejando reposar por 2 minutos.

o Nuevamente lavar el extendido con agua corriente o destilada.
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o Después se procede a decolorar la extension con alcohol — acetona.

o Lavar nuevamente la extensidn con agua corriente o destilada

o Cubrir la extensién con el colorante de contraste Safranina y dejar en
reposo por 30 segundos.

o Lavar con agua corriente o destilada todo exceso de colorante y
finalmente dejar secar la [dmina a temperatura ambiente.

o Observar al microscopio con objetivo de inmersién de A: 100 X,

colocando previamente sobre la ldmina una gota de aceite de cedro.

c). Esquema de la Coloracién Gram

, ’ W Crystal violet
¥y, /7 B lodine
: Alcohol
) B safranin
’- .". ' £ ’ I:' )
(1] AppHcalhn of crystal e Applica!mn of (3] A]-cuﬁal wash (4] Aﬁpll.r.aﬁon of
violet (purple dye) iodine (mordant) (decolarization) safranin (counterstain)
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Anexo 9. Pruebas Bioquimicas

a). Para Pseudomonas aeruginosa

Prueba de Oxido Fermentacion de Hungh y Leifson -Medio OX/FER

Es una prueba que indica del tipo de metabolismo energético:

respiratorio (O) o fermentador (F).

Composicion

Concentracion (g/L)

Peptona de caseina 2.0
Extracto de levadura 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Hidrogenofosfato di potdsico 0.3
Azul de bromotinol 0.08
Agar — agar 2.5

Preparacidn: Suspender cada uno de los componentes en 1L de agua

destilada. Se dejar reposar por 15 min y calentar agitando

frecuentemente hasta su disolucidn total. Tras su distribucion en

cantidades de 100 ml. en matraces se procedera a esterilizar en auto

clave a 121 °C por 15 minutos.

Después de su enfriamiento a unos 50 °C, afiadir mezclando a cada

100 ml. del medio de cultivo basal, 10 ml. de solucién acuosa de

Glucosa al 10 %. Finalmente distribuir en tubos de ensayo a razén de

5 ml. dejando enfriar en posicion recta.

La prueba bioquimica OX/FER se realizé de la siguiente manera:
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Se utilizé dos tubos estériles, luego se cogid una asa recta
flameandolo en el mechero de alcohol, después se tomé un poco de
bacteria a partir de una colonia aislada, posteriormente la bacteria se
inoculé en ambos tubos por el método de picadura y finalmente se
incubd a 37 °C por 24h en condiciones de aerobiosis (sin parafina) y

de anaerobiosis (con parafina).

Interpretacion:

Ambos tubos verdes: negativo o no sacarolitico debido a que no
consume glucosa.

Ambos tubos amarillo: Metabolismo facultativo.

Tubo verde y tubo amarillo: Metabolismo Oxidativo

b). Para Escherichia coli
1). Prueba de Produccién de Acidos, Rojo de Metilo - Caldo
Glucosado
La prueba del rojo de metilo es cuantitativa para la produccion de
acido y requiere organismos positivos que produzcan acidos fuertes
(lactico, acético, formico) a partir de la glucosa, por la via de la
fermentacion acida mixta. Dada que son muchas las especies de
enterobacterias que pueden producir cantidades suficientes de

acidos fuertes detectables con el indicador rojo de metilo durante las
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fases iniciales de la incubacién, solo se considera rojo de metilo
positivos aquellos organismos que pueden mantener este pH bajo
luego de una incubacién prolongada (48 a 72 horas), contrarrestando

el sistema estabilizador de pH del medio.

Composicién Concentracién (g/L)
Peptona 7.0
Fosfato di potdsico 5.0
Dextrosa 5.0

Preparacidn: Disolver los componentes en 1L de agua destilada a
calor suave, ajustar el pH a 7.0. Repartir en tubos a razén de 3 ml. y

esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Interpretacion:

Prueba positiva. Color rojo estable, indicando que el microorganismo
realiza la fermentacién de la glucosa por la via dcido-mixta y el pH del
medio se torna hasta 4.2 por la gran cantidad de dacidos orgdnico
producidos.

Prueba negativa. Color anaranjado, intermedio entre rojoy amarillo.

2). Prueba de Producciéon de INDOL - Caldo Peptonado

La prueba de indol se puede detectar en un medio apropiado
observando el desarrollo de color rojo luego de afiadir un reactivo
gue contiene p-dimetilaminobenzaldehido (reactivos de Ehrlich o de

Kovacs).
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La produccidon de indol es una caracteristica importante para la
identificacion de muchas especies de microorganismos, siendo
especialmente util para diferenciar Escherichia coli (positiva) de

miembros del grupo Klebsiella-Enterobacter (la mayoria negativos).

Composicion Concentracion (g/L)
Peptona 20.0
Cloruro de Sodio 5.0

Preparacidn: Disolver los componentes en 1L de agua destilada,
ajusta el pH a 7.0. Repartir en tubos a razén de 3 ml y esterilizar en

autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Interpretacion

Positivo: Desarrollo de un indol de color rojo intenso en la superficie,
y como minimo debe permanecer de 20 a 30 segundos. Para luego
dar una lectura mas precisa a la prueba bioquimica.

Negativo: Apariciéon de un indol de color amarillo, o sin cambio de

coloracion del medio.

3). Prueba de Utilizacion del Citrato - Agar Citrato de Simons

Esta prueba sirve para determinar si un organismo es capaz de
utilizar citrato como Unica fuente de carbono y compuestos
amoniacales como unica fuente de nitrégeno en su metabolismo,

provocando una alcalinizacién del medio.
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Se cultiva el microorganismo en agar citrato de Simmons. Este medio
contiene citrato de sodio, fosfato de amonio y azul de bromotimol
como indicador de pH. Sélo las bacterias capaces de metabolizar el
citrato podran multiplicarse en este medio y liberardn iones amonio
lo que, junto con el metabolismo del citrato, generard una fuerte
basificaciéon del medio que sera aparente por un cambio de color del

mismo, de verde a azul.

Composicién Concentracién (g/L)
Fosfato monoamadnico 1.0
Fosfato di potdsico 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Sulfato de magnesio 0.2
Citrato de sodio 2.0
Azul de bromotimol 0.08
Agar —agar 15.0

Preparacidn: Disolver los componentes en 1L de agua destilada a
calor, ajustar el pH a 7.0 Repartir en tubos a razén de 4 ml y
esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos. Dejar solidificar en

inclinacion.

Interpretacion:

Positivo: Medio de color azul intenso ya que el organismo en estudio
ha sido capaz de utilizar el citrato contenido en el medio, con la
formacion de productos alcalinos.

La prueba es también positiva en ausencia de color azul si existe un

desarrollo de colonias a lo largo de la estria de inoculacion.
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La interpretacidn positiva a partir del desarrollo en la linea de
siembra se puede confirmar incubando el tubo durante 24 horas mas,
en que usualmente aparece un color azul.

Negativo: El medio seguira siendo de color verde.

c). Para Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
1). Prueba de Oxidasa
Esta prueba estd basada en la identificacion de una enzima
bacteriana llamada Citocromo C oxidasa y para reducir el nombre se

le dice oxidasa.

Oxidasa positiva: Significa que la bacteria si posee Citocromo C
oxidasa, por lo que puede usar oxigeno en la produccion de

energia con una cadena de transporte de electrones.

Oxidasa negativa: Las enterobacterias es la tipica oxidasa
negativa. El que no la poseen significa que no puede usar el
oxigeno en la cadena de transferencia de electrones o aplican una

citocromo diferente para transferir electrones al oxigeno.
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2). Reactivos usados en la prueba de oxidasa

Se utilizan colorantes cromdgenos que actlan como aceptadores
artificiales de electrones que sustituyen de cierta manera al oxigeno
usado por la bacteria, los mas usados son:

o Tetrametil-p-fenilendiamina

o Dimetil-p-fenilendiamina

o Indofenol.

El reactivo basado en una disolucién acuosa de tetrametil-p-
fenilendiamina al 1%, es el mas comun y recibe el nombre de reactivo
de Kovacs. Este reactivo se puede impregnar en discos o fragmentos
de papel filtro grueso. En el comercio ya se venden tiras o discos
impregnados con el reactivo.

El reactivo de Kovacs es incoloro pero al ponerlo en contacto con la
enzima Citocromo C oxidasa cambia a un color morado debido a que
el tetrametil-p-fenilendiamina es una amina aromatica y la oxidacion

de esta produce quinolonas de color morado-azulado.

3). Interpretacion
Oxidasa positiva: Se observd una coloracion azul - violeta en un lapso
no mayor a 30 segundos.

Oxidasa Negativa: No se observo ningun color en la tira reactiva.
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Anexo 10. Presencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
teclados de teléfonos publicos de la ciudad de Iquitos

Caodigo de Presencia Presencia
Teléfono Ubicacion Escherichia coli Pseudomonas
Publico aeruginosa
Tl Cabina de Internet + +
T2 Farmacia - -
T3 Bodega - -
T4 Farmacia + -
T5 Fotocopiadora - +
T6 Bodega + -
T7 Bodega - -
T8 Bodega - -
T9 Bodega + -
T10 Bodega - -
T11 Hospital - -
T12 Hospital - -
T13 Hospital - -
T14 Hospital - -
T15 Hospital - -
T16 Laboratorio clinico + -
T17 Laboratorio clinico - -
T18 Farmacia - -
T19 Farmacia - -
T20 Bodega - -
T21 Puesto de comida - -
T22 Puesto de comida - -
T23 Farmacia - -
T24 Puesto de comida - -
T25 Puesto de comida - -
T26 Ferreteria - -
T27 Bodega - -
T28 Bodega - -
T29 Bodega - -
T30 Cabina publica - -
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Anexo 11. Presencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
llaves de lavatorio de servicios higiénicos de Centros
Educativos de la ciudad de Iquitos

Caddigo de Presencia Presencia
Llave de Ubicacion Escherichia coli | Pseudomonas
lavatorio aeruginosa

Gl Bafio colegio MORB - +
G2 Bafio colegio MORB - +
G3 Bafio colegio MORB - -
G4 Bafio colegio MORB + -
G5 Bafio colegio MORB - +
G6 Bafio colegio MORB - +
G7 Bafio colegio Sofia Lecca Vargas + -
G8 Bafio colegio Sofia Lecca Vargas -

G9 Bafio colegio Sofia Lecca Vargas - -
G10 Bafio colegio Sagrado Corazén - -
G11 Bafio colegio Sagrado Corazén + -
G12 Bafio colegio Sagrado Corazén + -
G13 Bafio colegio Sagrado Corazén - -
G14 Bafio colegio Sagrado Corazén - -
G15 Bafio colegio Sagrado Corazén + -
G16 Bafio colegio Sagrado Corazén + +
G17 Bafio colegio Sagrado Corazén + -
G18 Bafio colegio Sagrado Corazén - -
G19 Bafio colegio Sagrado Corazén - -
G20 Bano colegio Republica de Venezuela - -
G21 Bafio colegio Republica de Venezuela - +
G22 Bafio colegio Republica de Venezuela - -
G23 Bano colegio Republica de Venezuela - +
G24 Bafio colegio Republica de Venezuela - +
G25 Bafio colegio Republica de Venezuela - +
G26 Bafio colegio Republica de Venezuela + -
G27 Bafio colegio Republica de Venezuela +

G28 Bafio colegio Republica de Venezuela - -
G29 Bafio colegio Republica de Venezuela - -
G30 Bafio colegio Republica de Venezuela - -
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Anexo 12. Presencia de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
teclados de cajeros bancarios automaticos de la ciudad de

Iquitos
Cadigo de Presencia Presencia
Cajero bancario Ubicacion Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa
Cc1 Banco Interbank - +
C2 Banco Interbank - +
C3 Banco Interbank - -
c4 Banco Interbank + +
C5 Banco Interbank + -
C6 Banco BCP - -
c7 Banco BCP + -
C8 Banco BCP + -
Cc9 Banco BCP - +
C10 Banco BCP + +
C11 Banco BCP + +
C12 Banco BCP - +

Anexo 13. Tabla de contingencia de los datos de Chi Cuadrado

Tabla de Contingencia

Grados de libertad: (Gl) 2
Chi Cuadrado: (X?) 1.261
Probabilidad: (p) 0.5324

Fuente: Anexo 7,8y 9

Anexo 14. Tabla de contingencia de los datos de Chi Cuadrado

Tabla de Contingencia

Grados de libertad: (Gl) 2
Chi Cuadrado: (X?) 16.28
Probabilidad: (p) 0.003

Fuente: Anexo 7,8y 9
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