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RESUMEN

La calidad bacterioldgica de ambientes y superficies inertes, es indispensable por
el riesgo que representa a nivel mundial, nacional y local, debido a que actian como
vehiculos de transmisién de bacterias patdgenas intrahospitalarias; por ello el presente
estudio tuvo como objetivo determinar la calidad bacteriologica de superficies inertes,
equipos, aire y resistencia antimicrobiana de bacterias patdgenas aisladas en pre y post
desinfeccion en el servicio de Laboratorio Clinico del Hospital Regional “Manuel Nufiez
Butron 11-2” — Puno 2022. El estudio fue de nivel descriptivo y de tipo cuantitativo,
analitico, de corte transversal, la muestra estuvo conformada por 30 superficies inertes
y/o de equipos y 4 ambientes de laboratorio clinico, siendo la metodologia el uso del
hisopado de superficies, sedimentacion en placa, aislamiento en medios de cultivo,
reacciones bioquimicas y para resistencia antibacteriana el método de difusion Kirby —
Bauer, los datos fueron analizados mediante frecuencias y la prueba de chi cuadrado con
una significancia del 5%. Como resultados se encontré que la calidad bacterioldgica
determinada mediante presencia de mesofilos viables en equipos y superficies inertes fue
intolerable (pre 37% post desinfeccion 29%, p>0.05) siendo el area de bioquimica y toma
de muestra las de calidad intolerable; y de calidad optima las areas de hematologia y
microbiologia, donde las cepas bacterianas de mé&s presencia son Staphylococcus
epidermidis (pre 41.3% Yy postdesinfeccion 49.3%, p>0.05) y cepas de Staphylococcus
sp., Staphylococcus aureus, Bacillus sp, Escherichia coli, Klebsiella spp. entre otros; por
otra parte, se establecio que la calidad bacteriologica del aire presentaba una muy baja
contaminacion en las areas de bioquimica, hematologia y microbiologia (durante 78%, al
final 74%, p>0.05) y de calidad intermedia toma de muestra, siendo Staphylococcus
epidermidis el més frecuente (durante 48%, al final 26.5%, p<0.05), hallando también,
cepas de Staphylococcus sp. Staphylococcus aureus, Bacillus sp y Micrococcus sp..
Asimismo, se encontré que Staphylococcus aureus es principalmente resistente a
eritromicina, clindamicina y oxacilina (p<0.05), Escherichia coli a amoxicilina/acido
clavulanico, sulfametoxazol/trimetoprima (p>0.05), y Klebsiella spp. resistente a
ampicilina (p>0.05). Se concluye que la desinfeccion aplicada en equipos y superficies
no es éptima, y que la calidad del aire en el laboratorio tiene muy baja contaminacion no
difiriendo durante y al finalizar la guardia, sin embargo, hay 3 bacterias patgenas de
interés en salud pablica con resistencia a los antibidticos de las que S. aureus es la mas
significativa.

Palabras clave: Calidad bacterioldgica, Bacterias patdgenas intrahospitalarias,
Resistencia antimicrobiana, Contaminacion bacterioldgica, Mesofilos viables.
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ABSTRACT

The bacteriological quality of inert environments and surfaces is essential due to
the risk they represent at a global, national and local level, because they act as vehicles
for the transmission of intra-hospital pathogenic bacteria; Therefore, the present study
aimed to determine the bacteriological quality of inert surfaces, equipment, air and
antimicrobial resistance of pathogenic bacteria isolated in pre and post disinfection in the
Clinical Laboratory service of the “Manuel Nufiez Butron I1-2”” Regional Hospital — Puno
2022. The study was descriptive and quantitative, analytical, cross-sectional, the sample
was made up of 30 inert and/or equipment surfaces and 4 clinical laboratory
environments, the methodology being the use of surface swabs, sedimentation in plates,
isolation in culture media, biochemical reactions and for antibacterial resistance the
Kirby-Bauer diffusion method, the data were analyzed using frequencies and the chi-
square test with a significance of 5%. As results, it was found that the bacteriological
quality determined by the presence of viable mesophiles in equipment and inert surfaces
was intolerable (pre 37% post disinfection 29%, p>0.05) with the biochemistry and
sampling area having intolerable quality; and of optimal quality the areas of hematology
and microbiology, where the bacterial strains with the most presence are Staphylococcus
epidermidis (pre 41.3% and postdisinfection 49.3%, p>0.05) and strains of
Staphylococcus sp., Staphylococcus aureus, Bacillus sp., Escherichia coli, Klebsiella sp.
among others; On the other hand, it was established that the bacteriological quality of the
air presented a very low contamination in the areas of biochemistry, hematology and
microbiology (during 78%, at the end 74%, p>0.05) and of intermediate quality sample
collection, being Staphylococcus epidermidis the most frequent (during 48%, at the end
26.5%, p<0.05), also finding strains of Staphylococcus sp., Staphylococcus aureus,
Bacillus sp. and Micrococcus sp. Likewise, Staphylococcus aureus was found to be
mainly resistant to erythromycin, clindamycin and oxacillin (p<0.05), Escherichia coli to
amoxicillin/clavulanic acid, sulfamethoxazole/trimethoprim (p>0.05), and Klebsiella
spp. resistant to ampicillin (p>0.05). It is concluded that the disinfection applied to
equipment and surfaces is not optimal, and that the air quality in the laboratory has very
low contamination, not differing during and at the end of the shift, however, there are 3
pathogenic bacteria of interest in public health with resistance. to antibiotics of which S.
aureus is the most significant.

Keywords: Bacteriological quality, In-hospital pathogenic bacteria, Antimicrobial
resistance, Bacteriological contamination, Viable mesophiles.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La calidad bacterioldgica para laboratorio clinico es imprescindible, debido a la
manipulacion de muestras bioldgicas que se realizan diariamente (orina, heces, saliva,
sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquideo, entre otros), por ende, es comun la
manipulacion de cepas bacterianas y material bioldgico. Por ello se presume que, esta
contaminacion afecta tanto al ambiente como a las superficies inertes y/o vivas que se
encuentran dentro del laboratorio clinico, la cual incrementa si no se aplican las medidas
de limpieza y desinfeccion adecuadas; asimismo, estas medidas limitan el riesgo de
propagacion de estas cepas bacterianas, es necesario también seguir como las
recomendaciones de los manuales de bioseguridad, los cuales establecen la obligatoriedad

de la desinfeccion y limpieza de superficies de trabajo al finalizar cada tarea.

Las muestras bioldgicas no solamente contienen bacterias, sino una gran variedad
de patdgenos como: hongos, levaduras, virus, protozoos, helmintos, priones, etc.
(Gonzales et al., 2014), por ello el presente estudio es importante para determinar la
presencia de estos patdgenos en el laboratorio clinico, que afecta directa o indirectamente
a los pacientes ambulantes, hospitalizados, personal de salud y personal de limpieza; por
ende, el laboratorio clinico es un area expuesta a distintos tipos de contaminantes

bioldgicos y posibles focos infecciosos peligrosos para la salud publica (Acosta, 2011).

El Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron”, es el establecimiento de salud de
referencia en la region Puno, que presta servicios de diagndstico, atencion especializada
y hospitalizacidn; por ello es importante contar con antecedentes y/o estudios acerca de
la calidad bacterioldgica de superficies, equipos y/o materiales con los cuales se trabaja

dentro de cada servicio del hospital, por ello es importante estudiar el servicio de
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patologia clinica, por el contacto constante con muestras bioldgicas, asi como con los
pacientes, personal de salud durante la toma de muestra, recojo de material o resultados,
visitas médicas o administrativas, y debido a que estos analisis son indispensables para

contribuir y asegurar la calidad sanitaria (MINSA, 2007).

Asimismo, segun la Direccion General de Epidemiologia, a nivel nacional los
pacientes con mas riesgo de adquirir una infeccion intrahospitalaria son los pacientes que
ingresan a hospitalizacion (Garro y Quispe, 2014; Pérez, 2016), menciona que los
estudios e investigaciones acerca de la transmision de microorganismos aéreos es
importante para la salud de pacientes, personal de salud y poblacion en general. Por otro
lado, el servicio de Patologia Clinica atiende al dia una cantidad considerable de pacientes
de diferentes servicios y geo localidades, por lo que siempre se tiene la debida precaucién
con el material bioldgico, precaucion que esta plasmada en el manual de bioseguridad;
sin embargo, no se cuenta con antecedentes bacterioldgicos que ayuden a reconocer areas

criticas (Gonzales et al., 2014; Romero et al., 2016).

Las acciones de limpieza y desinfeccion, evita la diseminacion de cepas patdgenas
que puedan albergar a microorganismo resistentes a antibioticos; dentro de los ambientes
hospitalarios y de estos a la comunidad (Espinoza, 2017). A nivel mundial las infecciones
intrahospitalarias (I11H) o infecciones asociadas a la atencion de salud (IAAS) afecta cada
afio a millones de pacientes en todo el mundo, por ello, es un problema de salud publica,
por la frecuencia con la que se produce la resistencia antibi6tica que adquieren estas con

el tiempo (MINSA, 2019; OMS, 2013).

Por lo tanto, el presente estudio beneficiara a los diferentes organismos de salud
pertinentes a realizar una vigilancia adecuada, de la contaminacion bacteriana producida

en estas areas sometidas a estudio; ya que servird como guia, teniendo en cuenta la fase
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preanalitica, analitica y post-analitica; asimismo, al evaluar la resistencia antimicrobiana
en bacterias patdgenas como son: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas sp., Streptococcus sp., que son bacterias patdgenas las cuales
influyen en las infecciones nosocomiales. También, el presente estudio permitird que
nuevos trabajos de investigacion cuenten con antecedentes, para asi realizar trabajos de
investigacion eficiente y de gran importancia para entidades hospitalarias publicas y
privadas, asi como para, laboratorios universitarios, a nivel regional y nacional. Ademas,
son de gran importancia para valorar, si la desinfeccion y limpieza esta realizada
adecuadamente en los distintos ambientes hospitalarios, lo cual evitaria brotes de
enfermedades y patologia, las cuales pueden poner en riesgo la vida de la poblacién

hospitalaria y del personal de salud (Chiong et al., 2018).

1.1. OBJETIVO GENERAL

— Determinar la calidad bacterioldgica de superficies, equipos, aire y resistencia
antimicrobiana de patdgenos Gram positivos y negativos del servicio de

laboratorio clinico del hospital regional “Manuel Nufez Butron I1-2” — 2021.

1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la calidad bacterioldgica de superficies y equipos pre y post-
desinfeccion en areas de bioguimica, hematologia, microbiologia y toma
de muestras del servicio de Laboratorio Clinico del HRMNB 11-2” de

Puno.

- Establecer la calidad bacteriolégica del aire en las areas de bioquimica,

hematologia, microbiologia y toma de muestras, durante y después de
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finalizar el turno diurno en el servicio de Laboratorio Clinico del HRMNB

11-2> de Puno.

- Evaluar la resistencia antimicrobiana de bacterias patogenas Gram
positivas (Staphylococcus sp, Streptococcus sp.) y Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), aislada de superficies y

equipos del servicio de Laboratorio Clinico del HRMNB I11-2, Puno.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

En el ambito nacional, en un estudio bacterioldgico. Larico (2022), aislo en
teléfonos celulares del personal de salud del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron,
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, eritromicina y clindamicina, ademas de
Escherichia coli resistente a amoxicilina + acido clavulanico y Enterobacter sp. resistente
a la penicilina y ampicilina sulbactam, asimismo Fredes (2020), determind el nivel de
contaminacion microbioldgica de piezas de mano de alta velocidad en laboratorios
odontoldgicos, donde de 60 muestras de superficies, el 90% de contaminacién fue por

Staphylococcus, 40% en Streptococcus y 24% de coliformes totales.

Por otro lado, en su boletin epidemiol6gico el MINSA (2019), da a conocer que
la contaminacién bacteriana es de gran relevancia por las infecciones intrahospitalarias
que se generan en el Perd, variando entre un 3.7 a 7.5% la presencia de este tipo de
infeccion; esto dependiendo del tipo de institucion hospitalaria y categorias de los
establecimientos como: establecimientos I-4 con 68 apariciones (28%); Il1-1 con 88
(33%); establecimientos 11-2 con 47 (19%); 1I-E con 4 (2%); 111-1 con 30 (12%); 111-2
con 9 (4%) y sin categorias S/C 6 (2%). Charca (2019), en su estudio realizado en
estetoscopios del personal asistencial y de en los ambientes de medicina general del
Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron™ en Puno, hall6 en estetoscopios un 27.3% de
contaminacion por Staphylococcus aureus; un 22.7% por Escherichia coli y 13.6% por
Klebsiella pneumoniae, mientras que en los ambientes de medicina (habitacién de los
hospitalizados, guardador de instrumentos clinicos) se encontrd Staphylococcus aureus

en un 50%, Klebsiella pneumoniae 16.7% y Escherichia coli 8.3%.
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Janampa (2019), en su trabajo de investigacién acerca de infecciones
intrahospitalarias en las unidades de cuidados intensivos de neonatologia y pediatria del
Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron”, encontr6 una incidencia en recién nacidos
del 6.2% a 10.8% de infecciones por cada 100 pacientes y la mortalidad en unidades de
cuidados intensivos se estimo en 11%. Por otra parte, Diaz et al. (2018), logré aislar 123
cepas bacterianas en pacientes hospitalizados con un 55.3% de presencia de E. coli, 8.1%
de K. pneumoniae y 36.6% de cepas de otras especies, asimismo la produccion de
betalactamasas de espectro extendido se observéd en un 45.5% de cepas aisladas, de las

cuales el 85.7% fueron E. coli y solo 14.3% K. pneumoniae.

Por otro lado, Chura (2017), en su trabajo determiné la contaminacion bacteriana
en termometros clinicos en el servicio de Pediatria del Hospital Carlos Monge Medrano
de Juliaca, donde encontré en los termometros orales a Staphylococcus epidermidis
(52.5%), Staphylococcus aureus (25.3%); Escherichia coli (1.7%) y Streptococcus sp
(1.7%) y en los termOmetros rectales a Staphylococcus aureus (1.7%), Escherichia coli
(6.8%) y Staphylococcus epidermidis (6.8%). Ademas, Espinoza (2017), en un estudio
similar, aisl0 bacterias patdgenas de superficies de teléfonos celulares del personal de
salud, del Hospital Daniel Alcides Carrion de Huancayo donde tuvo mayor predominio
Escherichia coli (28.70%) en celulares; Staphylococcus aureus (15.65%); Streptococcus
spp. (1.74%) y otras cepas bacterianas en 53.91%, todas ellas bacterias patogenas

oportunistas consideradas nosocomialmente bacterias con potencial a infeccion.

Asimismo, Ramos (2017), realiz6 una tesis experimental sobre la problematica de
las enfermedades intrahospitalarias asociadas a bacterias patdgenas en el area de unidad
de cuidados intensivos del Hospital Goyeneche I11-1 en Arequipa, donde hall6 distintas
cepas de bacterias patdgenas como: Pseudomonas. aeruginosa (20.22%), Acinetobacter

baumannii (16.85%), Staphylococcus coagulasa negativo (15.73%); Staphylococcus
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aureus (12.36%), E. coli (10.11%) y K. pneumoniae (4.49%). Por otro lado, Yupanqui
(2017), realizo un estudio en una entidad hospitalaria, donde de 1175 urocultivos
positivos, 26.5% correspondié a Escherichia coli BLEE positivo, hallandose resistencia

a laamikacina (91.7%); imipenem (91.5%), &cido nalidixico (94%) y Cefalotina (89.8%).

En otro estudio Flores (2015), realizo un estudio en la clinica de estomatologia de
la Universidad Sefior de Sipan en Lambayeque, donde hall6 Enterobacterias,
Staphylococcus y Pseudomonas, correspondiendo el 83.8% a piezas contaminadas,
asimismo, Garro y Quispe (2014), publicaron un protocolo en donde se hallé6 una
prevalencia de infecciones intrahospitalarias a causa de bacterias patégenas, las cuales
fueron aisladas de ambientes y superficies de centros hospitalarios/DISAS/DIRESAS en
Lima y algunas regiones, cuyos resultados indicaron 0 a 15% de presencia de infecciones

intrahospitalarias, dependiendo de la categoria del establecimiento y complejidad.

En el &mbito internacional M. Rosero (2020), quien hizo un monitoreo
microbioldgico de superficies en el Hospital del Dia en Ecuador hallé una contaminacion
de 5.0*10% UFC/cm?, 4.2*10% UFC/cm? y 2.8*10% UFC/cm? en las superficies inertes
regulares y en su repeticion en las mismas superficies hallo 1.8*10* UFC/cm?, 6.8*103
UFC/cm? y 4.2*10° UFC/cm? En un articulo similar Cisneros etal. (2019), en
Instituciones de Salud de Querétaro hallé en quiréfano un 26.2% de presencia de bacterias
patdgenas, en laboratorio un 12.5%; en UCI adultos 11.25%; y en UCI neonatales,
medicina interna y cirugia general un 8.7%; en cirugia fue de 7.5%, urgencias un 3.8%y

Nutricion un 2.5%.

Por otro lado P. S. Silva (2019), en un analisis bacteriologico de billetes y
monedas en la Universidad Central del Ecuador, se hallé un 87.84% de contaminacion en

billetes aislandose bacterias como: Bacillus subtilis (81.08%), Bacillus cereus (59.46%),
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cocos coagulasa negativos (51.35%), Escherichia coli (43.24%), Enterobacter spp. en
(18.92%), Staphylococcus aureus (14.86%), Citrobacter spp. (13.51%), Shigella spp.
(10.81%), Streptococcus viridans (alfa hemolitica) (9.46%), Streptococcus no
hemoliticos (8.11%), Pseudomonas spp (6.76%), Klebsiella spp. (4.05%), Serratia spp.
(4.05%), Salmonella spp. (1.35%), Pseudomonas aeruginosa (1.35%), y en monedas se
aislaron: cocos coagulasa negativos (36.29%), Bacillus subtilis (29.84%), Bacillus cereus
(20.97%), Escherichia coli, (6.45%), Citrobacter spp. (2.42%), Pseudomonas spp.

(6.76%), Shigella spp. (0.81%) y sin crecimiento en 12.16% de superficies de monedas.

Sandoval (2018), en Ecuador, en celulares de estudiantes universitarios hallo un
100% de contaminacion bacteriana debida a Staphylococcus coagulasa negativo
(80.67%), Staphylococcus aureus (15.33%), Escherichia coli (8.0%), Bacillus subtilis
(6.67%), Enterobacter spp. (6.67%), Shigella spp. (4.67%), Serratia spp. (4.67%),
Bacillus cereus (3.33%), Citrobacter freundii (1.33%), Klebsiella spp. (1.33%),
Pseudomonas spp. (0.67%), Pseudomonas aeruginosa (0.67%), Streptococcus viridans
(0.67%) y Streptococcus y-hemolitico (0.67%). Por otro lado Romero et al. (2016), en su
estudio realizado en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Distrital de Bogota
Colombia, donde determind la calidad bacteriolégica del aire, encontr6 una concentracion
bacteriana de 1152.8 UFC/m? en mesones de estudiantes y de 681.2 UFC/m? en muebles
de almacenamiento, en donde se aislaron: Corynebacterium renale, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella ozaenae, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis,
Micrococcus, Staphylococcus, Leuconostoc, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas,

Yersinia, Serratia, Shigella, Klebsiella, Citrobacter y Acinetobacter.

Asimismo, Naranjo (2015), en otro estudio en unidades médicas en Quito, obtuvo
una concentracion bacteriana de 7.43 UFC/cm? para bacterias mesofilas, 0.09 UFC/cm?

de concentracion de levaduras, y una concentracion de 355.32 UFC/cm? en bafios de las
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unidades médicas, por otro lado Castafieda y Ordofiez (2014), en su estudio en superficies

de hospitales, hall6 E. coli, Salmonella spp., S. aureus en todos sus puntos de muestreo
con un 100% de presencia de estas bacterias, asimismo se hall6 Candida albicans (90%),
Rinovirus (62%), virus de la hepatitis A (33%) y Rotavirus (16%), también en el ambiente
se hallé contaminacién por A. baumanni, C. difficile, P. aeruginosa, S. aureus meticilino

resistente, Enterococcus resistente a vancomicina y virus (Rotavirus y Norovirus).

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Contaminacion del aire

La contaminacion del aire para el ministerio del ambiente, se da
principalmente por el inadecuado nivel de calidad aéreo en un ambiente, el cual
es definido por valores fisicos, quimicos y microbioldgicos (MINAM, 2017), en
las &reas hospitalarias esto representa un problema potencial debido a los bio-
contaminantes que se transportan y eventualmente tocan superficies. Asimismo,
es de importancia para la salud publica, porque la calidad del aire ya sea interno o
externo, es un factor de riesgo a tomar en cuenta en la salud de la poblacién (Abad,

2016; Ramos et al., 2016).

El estudio de la contaminacidn aérea, es vital debido a los riesgos que
produce a nivel mundial en la salud la poblacion, por microorganismos como
esporas, bacterias, virus, hongos, etc., por ende, la atmosfera no cuenta con un
microbiota autdctona, ya que pueden ser procedentes de otros tipos de ambientes.
Ademas, estas pueden crear mecanismos de defensa para adaptarse a su entorno
para asi favorecer su supervivencia y permanencia dentro de un determinado

ambiente (Quishpe, 2021; Silva, 2018).
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2.2.2. Contaminacion de superficies

La contaminacion de superficies se debe principalmente a la ineficacia de
procesos de limpieza y desinfeccion, los cuales requieren ser evaluados. Esto va
de la mano con el tipo de superficies y la capacidad de adhesion microbiana que
tengan dichos patdgenos ya sean para superficies vivas o inertes. Ademas, la
contaminacion en superficies tiene su origen en mecanismos primarios,

contaminacion, sudoracion y el entorno (Maso, et al., 2019).

Asimismo, las superficies sobre todo inertes no son de tanto riesgo al
momento de transmitir algin tipo de infeccion, debido a que estas contribuyen
mas a la contaminacién cruzada secundaria sobre todo si estas entran en contacto
con superficies vivas y cabe resaltar que generalmente estas bacterias patdgenas
pueden perdurar hasta por meses, de ahi la importancia de una adecuada limpieza

y desinfeccién (Alvarado et al., 2018; Gonzales et al., 2014).

2.2.3. Tipos de contaminacion bacteriana

Segun el origen del agente patdgeno, las infecciones pueden ser enddgenas
(surgir a partir de patdgenos presentes sobre un cuerpo), microorganismos que
normalmente estan en la piel o mucosas, los cuales son capaces de provocar
enfermedad cuando penetran los tejidos méas profundos; e infecciones exdgenas,
los cuales se dan como resultado de agentes ambientales, que pueden ser
adquiridos mediante alimentos, agua, aire, objetos, picaduras de insectos o a través
de seres humanos o animales que estan presentes en el ambiente (Engleberg et al.,

2013; Riedel et al., 2019).
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2.2.3.1. Principales vias de transmision de las infecciones

bacterianas

Las bacterias (y otros microorganismos) se adaptan a diversos
ambientes como tierra, agua y materia organica o fuentes internas
encontradas en insectos vectores, animales y seres humanos, donde por lo
general habitan y subsisten. Estos al convertirse en habitat usual de
bacterias aseguran su supervivencia y aumentan la probabilidad de
transmision. Asimismo, aumenta la probabilidad de transmision de una
persona a otra, a través de varios mecanismos de transmision (Charca,

2019; Madigan et al., 2015; Riedel et al., 2019).

Las vias de entrada de bacterias patdgenas al cuerpo mas comunes
son los sitios donde las mucosas se unen con la piel (vias respiratorias
inferiores y superiores), tubo digestivo (principalmente la boca), aparato
genital y urinario; para esto estas bacterias patdgenas tienen que pasar
barreras fisicas (lavado, tos, lagrimeo, miccion, piel, mucosas); quimicas
(lisozima, pH); bioldgicas (resistencia natural, flora normal); respuesta
inmune inespecifica o innata (inflamacion, fagocitosis, células asesinas
naturales, interferén) (Llop et al., 2001). Asimismo, Riedel et al. (2019)
indican que, al atravesar estas barreras, estos se convierten en sitios
frecuentes de entrada, entre otras vias encontramos a las laceraciones,
quemaduras y otras lesiones, los cuales se dan a través de varios

mecanismos de transmisidon como:

— Via inhalatoria. Los aerosoles son los principales medios de

transmision de bacterias patdgenas respiratorias, se da de una persona
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a otra, generalmente mediante aerosoles, producidas por goticulas al
toser o estornudar (gotitas de Flugge o ndcleos de Wells). En
laboratorio son de gran importancia debido a la formacion de
aerosoles por manipulacion de equipos 0 muestras bioldgicas (segun
las condiciones de bioseguridad) (De la Rosa et al., 2015; Riedel et al.,

2019).

— Contacto directo. Se da por contacto persona - persona (como las
ETS), contacto animal — humano (zoonosis 0 antropozoonosis) y
fomites el cual se da por un objeto inanimado el cual puede transmitir
un agente infeccioso, pero que no soporta su multiplicaciéon (Charca,

2019; Riedel et al., 2019).

— Transmision parenteral. Se dan mediante inoculacion la cual ocurre
por traumatismo accidental o una herida quirdrgica (pinchazos con
agujas, perfusién de sangre, trasplante de drganos); puede darse
mediante vectores; via transplacentaria, cuando al momento de la
gestacion de una mujer ocurre infeccion cruzada mediante la placenta

al feto (transmision vertical) (Riedel et al., 2019).

— Via digestiva. Se da mediante alimentos y agua contaminada, los
cuales pueden transmitir diversos tipos de infecciones, siendo la ruta
fecal-oral la mas habitual, seguido de la mala manipulacion, coccion
inadecuada, entre otros; y mediante individuos portadores de
microorganismos patdgenos los cuales son asintomaticos, los cuales

pueden ser persistentes o transitorios (Riedel et al., 2019).
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— Infeccidn oportunista. Se dan cuando un portador o individuo tiene un
sistema inmunodeprimido, lo cual lo hace susceptible a una infeccién
por parte de microrganismos de baja virulencia, o inofensivos

normalmente (Riedel et al., 2019)

— Infecciones hospitalarias o nosocomiales. Se adquiere mediante la
estancia de enfermos en un recinto hospitalario. Son fruto de
alteraciones en el sistema inmunolégico como perdida de barreras
anatomicas naturales frente a la infeccion (cirugia, catéteres, etc.),
inmunodepresion (quimioterapia, radioterapia, etc.) (Riedel etal.,

2019)

— Infecciones comunitarias o extrahospitalarias. Son aquellas que se
desarrollan en individuos sanos, por microorganismos patdgenos
fuera del recinto hospitalario (Charca, 2019; De la Rosa et al., 2015;

Riedel et al., 2019).

2.2.4. Contaminacion bacteriana intrahospitalaria

En cuanto a patégenos bacterianos de ambitos intrahospitalarios se
denotan tres tipos de transmision bacteriana: bacterias transmisibles en el aire
debido a un paciente infectado, resultado de la exposicion por parte del paciente
al ambiente y/ote contagio mediante vias respiratorias; bacterias transportadas en
el aire mediante superficies contaminadas o pacientes infectados (el contagio no
es respiratorio) y bacterias representativas aéreas (Larico, 2022). Las bacterias del
suelo, el aire, en el agua y en todo tipo de materia organica e inorganica puede ser
trasmisor de enfermedades por aire, superficies, en contacto con superficies,

suspendidas o dentro de gotas (Macias et al., 2019).
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La contaminacién bacteriana en recintos hospitalarios proviene de
componentes de materia prima, superficies contaminadas y personas que estan en
contacto en el ambiente; la cual muchas veces da como resultado infecciones
nosocomiales las cuales son un problema de salud publica, ya que producen ciertas
enfermedades infecciosas en pacientes expuestos a estos patdgenos, generalmente
se transmiten mediante contacto directo o indirecto, por inhalacion, a través de
liquidos, alimentos o incluso materiales de trabajo del recinto hospitalario (Alados

et al., 2014; MINSALUD, 2018; Vargas, 2016).

Las infecciones intrahospitalarias (I1H) o infecciones nosocomiales
bacterianas, son aquellas adquiridas dentro del recinto hospitalario las cuales no
estaban presentes al momento del ingreso del paciente; la capacidad de producir
enfermedad depende de la patogenicidad de la bacteria en cuestion, ya que son
capaces de llegar a dafar a su hospedero. Estas infecciones intrahospitalarias son
producidas tanto por Gram positivos como Gram negativos, los cuales se
encuentran en los ambientes, superficies y equipos hospitalarios, las cuales

ademas pueden producir una resistencia (Pérez et al., 2010; Quizhpe et al., 2014).

2.2.4.1. Bacterias patogenas intrahospitalarias

Debido a la cantidad de especies bacterianas patdgenas, es que los
estudios de mayor énfasis se les da a los que generan resistencia a los
distintos antibioticos, cabe recalcar que estas mismas se encuentran en
mayor proporcion en los centros médicos; hospitalarios, de investigacion,
etc. Asimismo, todo depende de sus vias de transmision bacteriana,

enddgena (bacterias presentes en pacientes, locales o a distancia moderada
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al lugar en cuestion), y exdgena (personal de salud, aire, y medio ambiente

inanimado) (Arias et al., 2016; OMS, 2020).

En cuanto a la calidad bacteriana de recintos hospitalarios, tiene
que ver con cuan adecuado es una sustancia cosa o servicio para el uso que
se pretende de él; por ende, implica satisfacer las necesidades de los
consumidores y, en la medida de lo posible, superar sus expectativas.
Asimismo, el estudio de la bacteriologia permite corroborar los principios
por el cual las bacterias poseen tantas caracteristicas, lo cual las hacen el
sujeto ideal para investigar diversos fendmenos biologicos (Lizarzaburu,

2016; Vargas, 2016).

Entre los géneros mas importantes tenemos a:

A. Enterobacterias

Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Monera
PHYLUM : Proteobacteria
CLASE : Gamaproteibacterias
ORDEN : Enterobacteriales

FAMILIA : Enterobacteriacea

Fuente: Larico (2022).
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Caracteristicas generales

Las enterobacterias es el grupo mas grande y heterogéneo de
bacilos Gram negativos, a los cuales también se les denomina coliformes
debido a que habitan el intestino humano y varias especies animales,
dentro de la familia Enterobacteriaceae estan géeneros importantes como:
Escherichia, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus,
Morganella, Salmonella, Yersinia, Edwarsiella y Citrobacter. Asimismo,
las enterobacterias se asocian a diversas enfermedades en el ser humano

Arredondo y Villicafia, 2013; Murray et al., 2021; Romero et al., 2018).

El tamafio promedio de estas bacterias son entre 0.5 a 2.0 pum de
ancho y de 2 a 4 um de largo, estas bacterias se multiplican en medios de
cultivo enriquecidos con peptona o extracto de carne sin afiadir cloruro de
sodio u otros complementos; se multiplican bien en agar MacConkey:
proliferan en medios aerobios y anaerobios (son anaerobios facultativos),
fermentan en vez de oxidar glucosa, a menudo produciendo gas: son
catalasa positiva, oxidasa negativa y reducen el nitrato a nitrito, muchas
veces se encuentran en los laboratorios de microbiologia como causa de

infecciones nosocomiales (Murray et al., 2021; Procop et al., 2017).

Estructura antigénica

Dentro de su serotipificacion presentan el antigeno somatico “O”,
antigeno “H” y antigeno capsular “K” o “Vi”. El antigeno somético forma
parte del lipopolisacarido (LPS) o endotoxina. Dentro de los factores de
virulencia de las enterobacterias estan las fimbrias, adhesinas no fimbriales
y las toxinas (endotoxinas y exotoxinas). Una gran parte de estas cepas
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bacterianas cuentan con mecanismos de resistencia y multirresistencia a
antimicrobianos, lo que complica la conduccion adecuada de la infeccion

provocada por estas bacterias (Huarcaya et al., 2022; Marin, 2018).

Epidemiologia y patogenia

Estas cepas bacterianas son muy importantes por representar un
50% de las infecciones diagnosticadas en microbiologia (Klebsiella,
Escherichia coli, Serratia, Proteus); asimismo estas colonizan al hombre
de manera asintomatica y aportdndoles ventajas al ser flora bacteriana
normal del colon y como colonizadores transitorios de la piel (sintesis de
vitaminas y antagonistas de elementos cancerigenos). Sin embargo, si estas
llegan a introducirse en zonas anatomicas estériles e idoneas para su
desarrollo (tracto urinario o peritoneo), la persona sufre una infeccion

(cistitis, peritonitis)(Bush, 2022; De la Rosa et al., 2015).

Todas las enterobacterias, poseen lipopolisacaridos en la pared
celular, la cual es una endotoxina la cual es liberada durante la fase de
crecimiento bacteriano o después de que las defensas del huésped
destruyan estas bacterias. La liberacion de esta endotoxina desencadena
una serie de reacciones sistémicas que dan lugar al shock séptico que sigue
a algunas infecciones por bacterias Gram negativas (De la Rosa et al.,

2015; Kenneth y Ray, 2021).
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— Escherichia coli

Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Monera
PHYLUM : Proteobacteria
CLASE : Gamaproteibacterias
ORDEN : Enterobacteriales
FAMILIA > Yersiniaceae

GENERO : Escherichia
ESPECIE : Escherichia coli

Fuente: Larico (2022).

Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

Es un bacilo Gram negativo de 2 a 3 um, anaerobio facultativo, con
capsula o microcapsula, mesofilo, moviles, algunas poseen fimbrias,
poseen flagelos peritricos y no forman esporas; sin embargo, existen
serotipos los cuales son patdgenos para los humanos y otros los cuales
forman parte de la flora normal del intestino, por ende, existen cepas
productoras de enfermedades diarreicas los caules producen cuadros leves
y pueden evolucionar hasta la diarrea persistente u originar mayores
complicaciones debido a sus mecanismos patdgenos (enterotoxigénico,
enteroinvasivo, enteropatogénico, enteroadhesivo y enterohemorragico),
no obstante no todas las cepas son igualmente virulentas; las cepas
patdgenas pueden estar limitadas a las mucosas o diseminarse (Nau y

Metzgar, 2020; Romero et al., 2016).
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En las pruebas bioguimicas, es positivo al indol, descarboxila la
lisina, produce manitol y gas a partir de la fermentacion de glucosa. Se
observa fermentacion de lactosa, no esporulado, es citrato negativo,
oxidasa negativa, catalasa positiva, reduce nitratos a nitritos y tiene
plasmidos responsables de la produccién de toxinas y de la resistencia a

los antimicrobianos (Riedel et al., 2019; Romero et al., 2018).

Epidemiologia y patogenia

La presencia de Escherichia coli en un objeto de uso o consumo
humano supone una posible contaminacién fecal, las diferencias en el
grado de virulencia de las cepas de E. coli son asociadas a la adquisicion
de plasmidos, profagos integrados e islas de patogenicidad. Al colonizar
los tejidos extraintestinales E. coli produce inflamacion pidgenica similar
a otras bacterias, donde en ocasiones son de mayor intensidad. Hablamos
de la bacteria que produce mas infecciones en heridas dentro de los
hospitales, la cual puede infectar las vias respiratoria y meninges

(Engleberg et al., 2013; Riedel et al., 2019; Ripodas et al., 2017).

Las septicemias provocadas por E. coli causa gran preocupacion
por la gravedad de su prondstico, ya que puede llegar al higado, las vias
respiratorias u otros drganos; cuando hay una perforacién intestinal, son
las responsables de la peritonitis subsecuente. En infecciones del tracto
urinario representan el 70% de los casos; asimismo E. coli puede ser el
agente etioldgico de enteritis o enterocolitis (diarrea del viajero),
representando hasta el (50%) de los casos diarreicos (De la Rosa et al.,

2015; Noriega et al., 2020).
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En hospitales E. coli puede provocar neumonias, por su afinidad
para colonizar el tracto respiratorio y la piel de pacientes
inmunodeprimidos  (por aspiracion de secreciones respiratorias
contaminadas), infecciones en heridas post-quirdrgicas, etc. En algunos
casos excepcionales puede pasar a la sangre originando bacteriemia, sepsis
y meningitis neonatal. Asimismo, Escherichia coli produce del 7a 9 % de
las infecciones nosocomiales del tracto respiratorio; sin embargo, tiene un
papel méas importante como agente etiol6gico de infecciones urinarias con
24% en pacientes con catéteres urinarios de tiempo corto, y 14% en
pacientes con catéteres urinarios de tiempo largo(Engleberg et al., 2013;

Riedel et al., 2019).

Dentro de Escherichia coli existen diversos tipos de cepas las
cuales resultan de gran importancia clinica, debido a los sindromes y
enfermedades que provocan en una poblacion, dentro de estos los mas

reconocidos son:

— E. coli entero toxigénica (ECET)

— E. coli entero patogénica (ECEP)
— E. coli entero hemorragica (ECEH)
— E. coli entero invasora (ECEI)

— E. coli entero agregativa (ECEA) (Tortora et al., 2017).
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- Klebsiella pneumoniae

Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Monera
PHYLUM : Proteobacteria
CLASE : Gamaproteibacterias
ORDEN : Enterobacteriales
FAMILIA : Enterobacteriacea
GENERO : Klebsiella
ESPECIE : Klebsiella pneumoniae

Fuente: Charca (2019).

Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

K. pneumoniae es un bacilo Gram negativo de 2 a 3 por 0.4 a 0.6
pum, con capsula; no forman esporas; no mdviles; forman colonias
mucoides; son aerobios y anaerobios facultativos; se han identificado un
total de 5 antigenos “O”, antigenos flagelares “H” y 72 antigenos
capsulares constituidos por polisacaridos esto da a las colonias su aspecto
mucoide, brillante y forma la base para el sistema de serotipificacion;
producen pruebas positivas para lisina descarboxilasa y citrato (Riedel

et al., 2019; Tartara, 2013).
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Epidemiologia y patogenia

Klebsiella pneumoniae esté presente en el sistema respiratorio y en
las heces de casi un 5% de personas sanas, a su vez produce una pequefia
proporcion (alrededor de 1%) de las neumonias bacterianas. K.
pneumoniae se encuentran entre las 10 bacterias mas patdgenas causantes
de infecciones intrahospitalarias. La tipificacion de la secuencia de
muchos sitios ha identificado el surgimiento global de dos clones de
particular importancia debido a que son productores de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) (Llop et al., 2001; Reyes et al., 2020; Riedel

etal., 2019).

Ademas de la resistencia a un conjunto amplio de penicilinas y
cefalosporinas esta bacteria presenta incluso una variante la cual es
“productora de carbapenamasa”, por ende, esta resistencia a todos los
antibidticos betalactdmicos, incluidos los carbapenémicos de amplio
espectro, es importante en las infecciones nosocomiales, principalmente
en bacteriemias con 7%, tracto respiratorio (8%) y del tracto urinario (8%)

(Llop et al., 2001; Soria et al., 2021).
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- Genero Yersinia

Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Monera
PHYLUM : Proteobacteria
CLASE : Gamaproteibacterias
ORDEN : Enterobacteriales
FAMILIA - Yersiniaceae

GENERO - Yersinia
Fuente: Larico (2022).

Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

Dentro de esta familia se tiene a 11 especies, las cuales han sido
aisladas de muestras clinicas, son cocobacilos Gram negativos; méviles a
22°C e inmdviles a 37°C; con flagelos peritricos o anfitricos; forman pili
y fimbrias; tienen capsula de poco espesor; no forman esporas; las especies
mas importantes son: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis y. enterocolitica las
cuales son perjudiciales para la salud del hombre. Las enfermedades
causadas por estas, son consideradas zoondticas, debido a que afectan
principalmente a pajaros, roedores y otros animales, siendo el hombre un
hospedero accidental (Leiva et al., 2018; Llop et al., 2001; Romero et al.,

2018).
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Las Yersinia son bacterias aerobias o anaerobias facultativas;
fermentadoras positivas; catalasas positivas; producen gas en ocasiones;
son ureasas positivas; lactosas negativas y oxidasas negativas. En cultivos
a 22°C se ha demostrado que produce una enterotoxina semejante a la de
Escherichia coli, misma que no se encuentra al cultivarla a 37°C. En
cuanto a los aspectos antigénicos cuenta con antigeno somatico “O”, lipido
“A” (endotoxina) antigeno “H” flagelar (34 serotipos para Y.
enterocolitica y 6 serotipos para Y. pseudotuberculosis), entre los que hay

serotipos patdgenos y no patogenos (Larico, 2022; Lopardo et al., 2017).

Epidemiologia y patogenia

La mayoria de las infecciones producidas por Yersinia son
zoondticas (fecal-oral), mediante la contaminacién de agua, alimentos y
carnes; Y. enterocolitica es transmitida por mamiferos silvestres, puercos,
bovinos, animales domesticos; Yersinia pestis mediante la picadura de
pulgas, mientras que en otras estaciones la infeccién aparece por contacto
directo (personas a persona), como sucede en brotes nosocomiales. Otros
tipos de Yersinia ocasionan gastroenteritis (diarrea acuosa agua o diarrea
cronica) o sepsis transmitida por sangre o transfusiones (Leiva, et al.,

2018).

Tienen alta predisposicion a infeccion sistémica en personas con
sobrecarga de hierro, hemosiderosis, multitransfundidos, con cirrosis
hepética o diabéticos. Existe una relacion entre la infeccidn y la poliartritis

no supurativa y la tiroiditis por autoinmunidad (Ripodas et al., 2017).
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B. Genero Staphylococcus
Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Procariotae
PHYLUM : Firmicutes
CLASE : Bacili
ORDEN : Baciliales
FAMILIA : Micrococcaceae

GENERO : Staphylococcus
Fuente: Charca (2019).

Caracteristica morfologica y estructural

Los estafilococos pertenecen a los cocos grampositivos aerobios
(pero son anaerobios facultativos); poseen forma esférica, no moviles y la
ausencia de endosporas. La ausencia o presencia de catalasa es una prueba
sencilla que se utiliza para subdividirla en varios generos. Las catalasas
son enzimas que convierten el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno
gaseoso en las cuales aparecen burbujas a medida que se forma oxigeno
gaseoso, siendo considerados catalasa positivos (Staphylococcus,
Micrococcus y microorganismos relacionados); mientras que los géneros
aerobios  catalasa-negativos  corresponderian a  Streptococcus,

Enterococcus y microorganismos relacionados y también agruparia a los
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cocos anaerobios grampositivos (Lopardo etal., 2017; Murray et al.,

2021).

El nombre del género Staphylococcus refiere a que llevan un patrén
de “racimo de wuvas” del griego “staphyle”, sin embargo, los
microorganismos presentes en muestras clinicas aparecen como células
aisladas, en pares o en cadenas cortas. La mayor parte de los estafilococos
tienen un didmetro de entre 0.5y 1.5 pum, inmdviles aerdbios y anaerdbios
en presencia de una elevada concentracion de sal (Cloruro sddico al 10%)
y a temperaturas de 18-40°C. Son parte de la flora normal de la piel y
mucosas; algunas especies como: Staphylococcus aureus coloniza las
narinas anteriores, Staphylococcus capitis crece en regiones con glandulas

sebaceas (como la frente)(Larico, 2022; Lopardo y Garrahan, 2016).

Asimismo, los Staphylococcus pueden provocar diversas
patologias por su capacidad de replicacion y extenderse debido a que
producen catalasa, S. aureus también produce coagulasa, una proteina
semejante a una enzima que coagula el plasma oxalado o citratado. La
coagulasa se une a la protrombina; en conjunto puede volverse
enzimaticamente activa e iniciar la polimerizacion de fibrina (Herrero,

2020; Riedel et al., 2019).

Epidemiologia y patologia

Los Staphylococcus son un importante grupo de patégenos siendo
capaces de originar enfermedades sistémicas de riesgo para la salud, como
infecciones de la piel, los tejidos blandos, el aparato genitourinario e
infecciones oportunistas. Siendo S. aureus (el miembro mas virulento, con
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capacidad de formar coagulasa lo cual la distingue de las demés especies
menos virulentas) (Kenneth y Ray, 2021), Staphylococcus epidermidis, S.
haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis y Staphylococcus (Bush, 2022;

Murray et al., 2021).

Todas las personas portan estafilococos coagulasa negativos como
flora autoctona en la piel, y es frecuente la colonizacion transitoria de los
pliegues cutaneos humedos con S. aureus, asimismo el 75% de infecciones
causadas por estafilococos coagulasa negativa tienen como agente
etiologico a S. epidermidis siendo esta la mas prevalente (Castellano et al.,

2018; Larico, 2022).

- Staphylococcus aureus

Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Procariotae
PHYLUM : Firmicutes
CLASE : Bacili
ORDEN : Baciliales
FAMILIA : Micrococcaceae

GENERO : Staphylococcus

ESPECIE : Staphylococcus aureus

Fuente: Larico (2022).
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Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

S. aureus coco anaerobio facultativo, Gram positiva conocida
como estafilococo dorado debido a que en la incubacion en agar sangre,
las colonias se tornan de un color crema-dorado (Ripodas, et al., 2017).
Producen coagulasa, que permite a la bacteria coagular el plasma
sanguineo (coagulasa positiva), en los cultivos en desarrollo, son de
tamafo regular uniéndose en racimos con precision de bolas de billar (en
medios de cultivo crece en 18 a 24h). La mayoria de las cepas, aunque no
todas, muestran un halo beta-hemolitico transparente que rodea la colonia

(Cervantes et al., 2014; Kenneth y Ray, 2021; Tortora et al., 2017).

Epidemiologia y patologia

S. aureus es habitante normal de la piel y las mucosas (es un
patdgeno oportunista humano y una de las mayores causas de infecciones
agudas y piogénicas). Aproximadamente un 20% de la poblacién es
portadora permanente de S. aureus en las fosas nasales y 30% esta de
manera intermitente (De la Rosa, et al., 2015). Por ello los portadores
pueden ser una fuente de infeccion para ellos mismos y para otros, por
ejemplo, por contacto directo o contaminacion de fomites (objetos como
el pomo de una puerta, que puede ser fuente de infeccion) y alimentos, que

luego pueden causar intoxicacion alimentaria (Engleberg et al., 2013).

La cantidad de portadores es mayor en ciertos grupos de poblacion
como personal sanitario, residentes en instituciones, adictos a drogas
parenterales, diabéticos, etc. Pueden originarse brotes hospitalarios de
infeccion por transmisién del microorganismo a través de las manos del
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personal sanitario desde un paciente colonizado o infectado a otros
pacientes. Asimismo, los factores de virulencia son las caracteristicas
genéticas, bioquimicas y estructurales que permiten que un
microorganismo cause enfermedades. El resultado clinico de una infeccion
depende de la virulencia del patdégeno y la eficacia del mecanismo de
defensa del hospedero. Para la mayoria de las enfermedades causadas por
S. aureus, la patogenia depende de las acciones combinadas de varios
factores de virulencia, por lo que es dificil determinar con precision la
funcion de cualquier factor dado (De la Rosa et al., 2015; Samaniego y

Choez, 2021).

C. Genero Streptococcus
Taxonomia
DOMINIO : Bacteria

REINO : Procariotae

PHYLUM : Firmicutes
CLASE : Bacilli
ORDEN : Lactobacillales
FAMILIA : Streptococcaceae

GENERO : Streptococcus

Fuente: Larico (2022).
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Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

Las bacterias del género Streptococcus se caracterizan por ser
cocos Gram positivos que se agrupan en cadenas, miden de 0.5 a 1.25 um;
forman colonias en forma de disco de 0.5 a 2.0 mm, son mucosas de color
mate, las hay también lisas y rugosas; son anaerobios facultativos;
fermentan glucosa, maltosa, lactosa, sacarosa; producen acido lactico; la
capsula tiene acido hialurdnico; la pared celular tiene proteinas y la
membrana tiene lipidos y glucosa; su capacidad antigénica esta constituida
por : Carbohidratos C, proteinas M, antigenos T y R; producen
estreptolisina O, estreptolisina S, toxinas antigénicas A, B y C;
hialuronidasa, amilasa y estearasa. Dentro de este género existen mas de
20 especies siendo las mas importantes S. pyogenes, S. pneumoniae, S.
agalactiae, S. faecalis y el grupo Viridans (Arredondo y Villicafia, 2013;

Lopardo et al., 2017).

Estas poseen distintos antigenos polisacaridos en la pared celular
que permiten su clasificacién en grupos serolégicos (A, B, C, D, etc.). En
medios de cultivo que contienen sangre, algunas especies de estreptococos
producen hemolisis o destruccion total de los hematies que se denomina
beta hemolisis y se evidencia por la produccién de un halo transparente
(ausencia de hematies) alrededor de las colonias. Otras especies producen
alfa hemolisis la cual es la aparicién de un halo de color verdoso alrededor
de la colonia, gracias a esto es que por el tipo de hemolisis en medios de
agar sangre permite clasificar a los estreptococos en betahemoliticos

(producen hemolisis parcial) y no hemoliticos (estreptococos que no
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producen hemolisis) (Arredondo y Villicafia, 2013; OPS, 2017; Riedel

etal., 2019).

Epidemiologia y patogenia

S. pyogenes, S. pneumoniae, S. agalactiae, S. faecalis y el grupo
Viridans, siendo los més importantes en el ambito clinico, llegan a
producir desde neumonias, infecciones piogenicas, faringitis, meningitis,
impétigo, infecciones profundas de tejidos blandos, bacteriemia, fiebre
reumatica, glomerulonefritis, choque toxico, sepsis neonatal, entre otros

(Bush, 2022).

La familia de los estreptococos solo tiene importancia en las
infecciones nosocomiales del tracto respiratorio lo que representa entre 3-

8% (Lopardo et al., 2017).

- Streptococcus pneumoniae

Taxonomia
DOMINIO : Bacteria
REINO : Procariotae
PHYLUM : Firmicutes
CLASE : Bacili
ORDEN : Lactobacillales
FAMILIA : Streptococcaceae

GENERO : Streptococcus

ESPECIE : Streptococcus pneumoniae

Fuente: Lopardo y Garrahan (2016).
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Caracteristicas morfoldgicas y estructurales

Son cocos Gram positivos inmoviles encapsulados. Tienen forma
de lanceta y su tendencia a aparecer en pares S. pneumoniae 0 Neumococo
(palabra derivada del griego pneumon=pulmon y kokkos=grano) es un
estreptococo alfa hemolitico; morfoldgicamente, en la tincion de Gram
aparecen como diplococos Gram positivos alargados. Los neumococos
experimentan lisis en forma rapida por compuestos con actividad en la
superficie, lo cual probablemente elimina o inactiva a los inhibidores de
las autolisinas de la pared celular, siendo residentes normales de las vias
respiratorias altas en un 5 a 40% de los seres humanos y pueden causar
neumonia, sinusitis, otitis, bronquitis, bacteriemia y otros procesos
infecciosos (De la Rosa et al., 2015; Nau y Metzgar, 2020; Pasachova

etal., 2019).

La mayoria de los neumococos presentan una capsula de
polisacaridos de gran tamafio que les confiere una mayor virulencia y les
sirve de proteccion frente a los mecanismos defensivos del huésped, es
debido a que algunas cepas producen grandes cantidades de capsulas (De

la Rosa et al., 2015; Soria et al., 2021).

Epidemiologia y patogenia

Es considerado como un parasito obligado de los seres humanos y
se puede encontrar en la nasofaringe de muchos individuos sanos. Es
extremadamente sensible a los factores ambientales, el S. pneumoniae
produce enfermedad debido a su alta capacidad de multiplicarse en los
tejidos, es de gran importancia por representar la microbiota nasofaringea
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y orofaringea en 20% de nifios y 5% de adultos. En algunas personas no
sobrepasa las mucosas orofaringeas, formando parte de su microbiota
normal; en otras por el contrario invade tejidos mas profundos
produciendo  enfermedad; neumonia  neumocdcica, meningitis
neumocadcica; la susceptibilidad a esta infeccion puede darse a un
debilitamiento general (desnutricion o alcoholismo) (Macias et al., 2019;

Riedel et al., 2019).

El factor de virulencia méas resaltante de S. pneumoniae es la
capsula bacteriana, la cual es importante en la clasificacion de sus
serotipos. Las enzimas asociadas con las células neumolisina y autolisina
contribuyen con su patogenicidad; la virulencia del microorganismo
depende de su cépsula, lo cual evita o retarda la ingestién a cargo de los
fagocitos. Un suero que contiene anticuerpos contra polisacarido
especifico y protege contra la infeccion. Si tal suero se absorbe con el
polisacarido especifico, pierde su potencia protectora (Larico, 2022;

Riedel et al., 2019; Rodriguez et al., 2016; Zendejas et al., 2014).

2.2.6. Desinfeccion de superficies y equipos

Se le denomina desinfeccion al proceso el cual elimina microorganismos
en objetos e instrumentos inanimados, donde el grado de desinfeccién va acorde
a la calidad y la carga bacteriana presente en una determinada superficie

(Carhuachunchay y Sandoval, 2018; Garro y Quispe, 2014).

2.2.7. Antibioticos

A Penicilinas. Derivan de mohos del género Penicillium, la més usada es la

penicilina G cuya estructura bésica es el anillo 6-aminopenicilanico, cuya
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funcidn es la de adherirse a receptores celulares inhibiendo la sintesis de
peptidoglucano (se bloquea la transpeptidacion), dentro de estos se
encuentran los farmacos como: penicilina G, oxacilina, ampicilina,
amoxicilina, entre otros. En la amoxicilina mas acido clavulanico y
ampicilina/sulbactam, ayuda a inhibir las beta-lactamasas. Actla frente a

Gram positivos y negativos (Altamirano, 2016).

B. Cefalosporinas. Son producidas por hongos del género Cephalosporium,
esttn compuestos B-lactamicos con un ndcleo de 4&cido 7-
aminocefalosporanico, naturalmente su capacidad antibacteriana es
reducida, sin embargo, la adicién de grupos laterales R da como resultado
la proliferacion de farmacos. Este antibacteriano se une a las proteinas
fijadoras de B lactamicos (sirven como receptores), inhibiendo la sintesis
de pared celular (se bloquea la transpeptidacién), y activan enzimas
autoliticas en la pared celular (provoca muerte bacteriana). Entre las cuales
encontramos los de: primera generacion (cefazolina, cefalexina,
cefadroxilo, cefalotina), segunda generacion (cefuroxima, cefaclor,
cefoxitina, cefmetazol), tercera generacion (cefotaxima, ceftriaxona,
ceftacidima, cefoperazona, entre otros) y los de cuarta generacion

(cefepima, cefpirome, ceftazolina y ceftobiprol) (Kenneth y Ray, 2021).

C. Monobactamico. Tiene un anillo § lactamico monociclico, son resistentes
a p lactamasas (aztreonam), actuan frente a bacilos Gram negativos cuando
se unen a la PBP3 (proteinas de unidn a penicilinas), pero no contra Gram
positivos, ni anaerobios. Es similar a los aminoglucésidos (Kenneth y Ray,

2021).
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Carbapenémicos. Es similar estructuralmente a los 3 lactdmicos. Actla
frente a bacilos Gram negativos, Gram positivos y anaerobios. Dentro de
estos el meropenem no es inactivado por las dipeptidasas, como el

imipenem (Kenneth y Ray, 2021).

Tetraciclinas. Comprende a tetraciclinas y doxiciclina. Acttan frente a
bacterias sensibles como Ricketsias, clamidias y Mycoplasma, en algunos
casos frente a Brucella, Yersinia y Francisella e inhiben la sintesis de
proteinas al impedir la unién del aminoacil-tRNA con la subunidad 30S de
los ribosomas bacterianos, también inhiben a Gram positivos como Gram

negativos sensibles (Kenneth y Ray, 2021).

Macrolidos. Comprende a la eritromicina, azitromicina y claritromicina,
los cuales se adhieren a un receptor (rRNA 23S) en la subunidad 50S del
ribosoma bacteriano, también inhiben la sintesis de proteinas al interferir
con las reacciones de traslocacién y la formacion de complejos de
iniciacion. Actla frente a baterias Gram positivas incluidas neumococos,
estreptococos y corinebacterias, entre otros, asi como frente a H.
influenzae, Salmonella, Helicobacter pylori, C. jejuni, Moraxela

catarrhalis y N. gonorrhoeae) (Riedel et al., 2019).

Clindamicina y lincomicina. Su accion es similar al de la eritromicina,
con sitio receptor en los ribosomas, asi la clindamicina es activa frente a

bacteroides y otros anaerobios (Kenneth y Ray, 2021).

Glucopéptidos, lipopeptidos y lipoglucopeptidos. La vancomicina es
producida por un hongo (Streptomyces orientalis), es bactericida para

estafilococos, algunos clostridios y ciertos bacilos, inhibe las primeras
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fases de las sintesis de peptidoglucano en la pared celular. También se

encuentran la teicoplanina y la daptomicina (Kenneth y Ray, 2021).

l. Bacitracina. Es un polipéptido obtenido a partir de la cepa Tracy de
Bacillus subtilis, es bactericida frente a Gram positivas, incluidos los
estafilococos resistentes a penicilina (nefrotdxica, ocasiona proteinuria y

hematuria) (Riedel et al., 2019).

J. Aminoglucosidos. Son farmacos que comparten diversas caracteristicas
quimicas, antimicrobianas, farmacoldgicas y toxicas, como la
estreptomicina, neomicina, kanamicina, amikacina, gentamicina, entre
otros; inhiben la sintesis proteinica de las bacterias al unirse a la subunidad
30 S del ribosoma bacteriano e inhibir su funcion; actdan frente a bacterias
Gram negativas del tubo digestivo, producen bacteriemia o endocarditis
por estreptococos, enterococos 0 algunas bacterias Gram negativas.
Destacan la amikacina, la cual es méas resistente que la gentamicina,
actuando frente a Proteus, Serratia y Pseudomonas siendo ineficaz contra

estreptococos y bacteroides (Riedel et al., 2019).

K. Quinolonas. Son andlogos sintéticos del acido nalidixico, actdan
inhibiendo la sintesis del DNA bacteriano al bloquear la DNA girasa y la
topoisomerasa 1V, dentro de las primeras quinolonas tenemos al acido
nalidixico, acido oxolinico, cinoxacina y entre los derivados fluorados a
ciprofloxacino, norfloxacina y otras. Las fluoroquinolonas son activos
contra enterobacterias, incluidas a las que son resistentes a cefalosporinas
de tercera generacion (Haemophilus, Neisserias, Clamidias y otras); en

Gram positivos su reaccion es variable (Kenneth y Ray, 2021).
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L. Sulfonamidas y trimetoprim. Su mecanismo basico de accion es la
inhibicién competitiva de la utilizacion de PABA (acido para amino
benzoico), inhibe los pasos metabolicos secuenciales y quiza tiene sinergia
antibacteriana (entre sulfonamidas y trimetoprim), son bacteriostaticas
para Gram negativas y positivas, clamidias, nocardias y protozoarios

(Kenneth y Ray, 2021).

2.2.7. Resistencia antibacteriana

Se denomina resistencia antibacteriana, cuando un antimicrobiano no es
capaz de eliminar una infeccidn causada por una bacteria, por la aparicion de cepas
resistentes a su accion. Ningun agente antibacteriano inhibe todos las bacterias y
la capacidad de presentar algun tipo de resistencia antibacteriana es una propiedad
inherente a practicamente todas las bacterias, debido a mutacion o adquisicion de

nuevos genes (Quispe, 2020; Tortora et al., 2017).

2.2.8. Mecanismo de resistencia antimicrobiana

Los mecanismos por los cuales las bacterias desarrollan resistencia y como
se propaga dicha resistencia son de gran interés para continuar utilizando los
farmacos actuales y para desarrollar estrategias en la creacion de nuevos
antimicrobianos. Asimismo, se conoce que las bacterias cuentan con resistencia
natural (Pseudomonas aeruginosa, es resistente a la penicilina, etc), resistencia
adquirida (un microrganismo sensible se vuelve resistente a un antimicrobiano
debido al uso masivo y abuso del mismo), resistencias transmisibles (los
microorganismos resistentes pueden transmitir esta resistencia a otros

microorganismos sin necesidad que sean sus descendientes), todo ello gracias a

52

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

diversos mecanismos de transferencia de material genético como (Kenneth y Ray,

2021; Riedel et al., 2019):

- Produccion de enzimas inactivantes que destruyen el antimicrobiano tales
como betalactamasas, resistencia de Gram negativas a aminoglucésidos
mediante plasmido (adeniladoras, fosforiladoras o acetiladoras) (Riedel

etal., 2019).

- Alteracion de la pared celular o membrana que impide la penetracién del
antibiotico, a través de la alteracién de la permeabilidad (cambio de la
membrana externa, la cual dafa el transporte activo hacia el interior de la

célula) (Riedel et al., 2019).

- Alteracion de la diana sobre la que acttan los antimicrobianos (proteinas
0 procesos esenciales como: alteracion en la ARN polimerasa, ribosoma,

ADN girasa) (Riedel et al., 2019).

- Generacion de bombas de expulsion, transporte de antibidticos fuera de la
célula; muchos Gram positivos y en particular Gram negativos, presentan
este mecanismo contra tetraciclinas, macrolidos, fluoroguinolonas, incluso

B-lactdmicos (Riedel et al., 2019).

Ademaés, ahora existe un fendmeno llamado multirresistencia en la cual
una bacteria adquiere simultdneamente resistencia a distintos tipos de
antimicrobianos: resistencia cruzada homologa, presente frente a un grupo de
antimicrobianos de estructura quimica semejante (resistencia de Pseudomonas
aeruginosa a penicilinas y cefalosporinas por produccion de betalactamasas muy
activas, o alteracion en la diana, Staphylococcus aureus resistente a todos los

betalactamicos por una mutacion en su diana de la pared celular), los cuales suelen
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deberse a un mecanismo de inactivacion de ese grupo de antimicrobianos

(Kenneth y Ray, 2021; Madigan et al., 2015; Riedel et al., 2019).

2.2.9. Mecanismos de resistencia en bacilos Gram negativos

Los principales antibioticos utilizados son quinolonas, aminoglucésidos,

tetraciclinas y especialmente los B-lactamicos (Riedel et al., 2019).

A. B-lactamicos

Dada la amplia disponibilidad y baja toxicidad es que los B-
lactdmicos han sido el pilar del tratamiento frente a bacilos Gram negativos

y los mecanismos de resistencia a éstos (Riedel et al., 2019), incluyen:

- Alteracion del sitio blanco de accion, mediante produccién de
proteinas de unidbn a penicilinas (PBPs) adicionales;
modificaciones estructurales en las PBPs generando una enzima

con baja afinidad por el antibiotico (Riedel et al., 2019).

- Trastornos de la permeabilidad, donde la mutacion deficiente en
porinas de la membrana externa genera resistencia (Riedel et al.,

2019).

- Bombas de eflujo que expulsan el farmaco de la bacteria (del
especio periplasmico al exterior a través de la membrana externa)

(Riedel et al., 2019).

- Hidrolisis enzimatica del antibiético mediada por p-lactamasas, es

el mecanismo de resistencia mas reconocido en bacilos Gram
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negativos (genera hidrolisis enzimatica de penicilinas,

cefalosporinas y carbapenémicos) (Riedel et al., 2019).

Las B-lactamasas se dividen segun clasificacion molecular en: A,
B, Cy D, donde A, B y D son enzimas serinas, debido a la presencia de
esta en el sitio activo (mediadora de la reaccion de hidrolisis); las enzimas
clase B en cambio cuentan con una o dos moléeculas de zinc en el sitio
activo (las moléculas de zinc atacan al grupo carboxilo y amino de los -
lactdmicos a excepcion del aztreonam que es un monobactamico) (Riedel

et al., 2019). En general las B-lactamasas se clasifican en:

- Penicilinasas. Clase A, conocidas como TEM-1, TEM-2y SHV-1
(B-lactamasas de amplio expectro) son resistentes a
aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureodopenicilinas, siendo
sensibles a cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos, y

si se incorpora acido clavulanico y sulbactam (Riedel et al., 2019).

- B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Clase A, conocida
como TEM, SHV, CTX-M. Hidroliza y causa resistencia a
penicilinas, cefalosporinas (excepto cefoxitina) y
monobactamicos. Asimismo, CTX-M hidroliza cefotaxime y

cefepime (Riedel et al., 2019).

- p-lactamasas tipo AmpC. Son cefalosporinasas cromosomicas,
clase C, hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda
generacion. Se da de manera constitutiva (no inducible) expresion

baja, pero si son hiperproducidas confieren mayor resistencia a -
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lactamicos exceptuando a la cefoxitina, cuarta generacion de

cefalosporinas y carbapenémicos (Riedel et al., 2019).

- Carbapenemasas. Hidrolizan todos los betalactamicos y
carbapenémicos. Las enzimas estan codificadas en el cromosoma
y elementos moviles (A: KPC [Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa], GES [Guyana de espectro extendido], SME
[enxima de Serratia marcescens], IMI [betalactamasa no
hidrolizante de imipenem], y D: OXA [betalactamasas tipo
oxacilinasas],) y metalobetalactamasas (B: VIM, IMP) depende del

zinc (Riedel et al., 2019).

B. Aminoglucosidos. Se da por inactivacion enziméatica mediante
acetiltransferasas  (AAC),  fosfotransferasas (APH) vy
nucleotidiltransferasas (ANT), como se ve en la Tabla 1 (Riedel

etal., 2019).
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Tabla 1l

Enzimas modificadoras de sensibilidad a aminoglucésidos

Enzima Estreptomicina Gentamicina Amikacina
Acetiltransferasas (AAC)
AAC-6" - - +
AAC-2 - + )
AAC-3 - + .
Fosfotransferasas (APH)
APH-3 - - +
APH-2 - + +
APH-3” + - -
APH-6 + - -
Adeniltransferasas (ANT)
ANT-2"" - + -
ANT-4 - - +

Nota: AAC: aminoglucosido-adeniltransferasas, APH: aminoglucosido-fosfotransferasas, ANT:

adeniltransferasas

Fuente: Stearns et al. (2019)

C. Quinolonas

La resistencia en quinolonas es debido a mutaciones en genes de
las enzimas topoisomerasas Il (ADN girasa) y IV, debida a genes como el
gyrAy gyrB en la de tipo I, y parC y parE en la de tipo 1V. Estas suceden
en las regiones determinantes de resistencia a quinolona (QRDR).
Asimismo, la produccién de bombas de expulsion o alteracion de porinas
asociadas a mutaciones en las topoisomerasas y resistencia a través de
plasmidos se da mediante proteinas de resistencia a quinolonas (Qnr) la
cual protege a la DNA girasa, también estd la enzima modificante de
aminoglucoésidos (Aac) con resistencia cruzada y un sistema de flujo

(Stearns et al., 2019).

57

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

D. Trimetoprim-sulfametoxazol

Su administracién bloquea secuencias de la ruta sintética para el
acido tetrahidrofdlico, la sintesis de &cido paraaminobenzoico (PABA), la
mutaciones y mecanismo enzimaticos en plasmidos, produce la resistencia
en sulfonamidas. El trimetoprim actla luego de la sulfonamida inhibiendo
el dihidrofolato reductasa bacteriana; pero puede alterarse por
hiperproduccion de enzimas codificadas (plasmidica o cromosomal)

(Riedel et al., 2019; Stearns et al., 2019).

2.2.10. Mecanismos de resistencia en Cocos Gram positivos

La resistencia antimicrobiana est4d asociada a cambios estructurales,
componentes citosolicos como ribosomas siendo los géneros méas representativos

Staphylococcus spp., Enterococcus spp. y Streptococcus spp.

Staphylococcus spp

Entre algunos mecanismos de resistencia se puede mencionar:

- Resistencia a penicilina. Se da por produccion de penicilinasas (B-
lactamasas de clase A), pero no hidrolizan a las penicilinas sintéticas,
oxacilina, meticilina, cefalosporinas o carbapenémicos (Kenneth y Ray,

2021).

- Resistencia a meticilina. Dada por adquisicion del gen mecA el cual codifica
PBP2a y debida a su baja afinidad por B-lactdmicos le permite sintetizar
peptidoglucano aun en presencia de antibiotico, a excepcion de las

cefalosporinas de quinta generacion que tienen afinidad a la PBP2a.
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También existen algunas cepas de S. aureus con resistencia bordeline a la

oxacilina (BORSA) (Kenneth y Ray, 2021).

Resistencia a antibioticos del grupo MLSB (macrélidos, lincosamidas y
estreptogramina B). Dada por modificacion de la diana blanco o expresion
de bombas de expulsion que producen fenotipos de resistencia como:
Fenotipo constitutivo MLSB (cMLSB), debido al gen erm el cual codifica
metilasas que actian en la subunidad 23S ARNr e impide la unién de
antibidticos a su diana; mecanismo inducible MLSB (iMLSB), se da cuando
la eritromicina induce la resistencia a la clindamicina y se forma un D test
positivo; MSb, sensible a clindamicina mediado por genes msrA, mef o erp

a través de bombas de eflujo (Stearns et al., 2019)

Resistencia a quinolonas. Asociada a mutaciones genéticas que codifican las
dianas de accion del antibidtico (topoisomerasa IV: GrlA y GriB; ADN-
girasa: GyrA y GyrB) o expulsion activa por mutacion en el norA (Stearns

etal., 2019).

Sensibilidad disminuida a glucopéptidos. En S. aureus se da SARM con
CMI bajo para vancomicina a pesar de ser sensible o sensible intermedio no
garantiza un tratamiento adecuado. Esta resistencia se da por el gen vanA
integrado al transposon 1546 desde E. faecalis, que permite que se siga

generando peptidoglicano (Stearns et al., 2019).
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Streptococcus pneumoniae

Algunos mecanismos de resistencia son:

- Resistencia a B-lactdmicos. Donde hay fenotipos tanto resistentes como
sensibles a penicilina y cefotaxima. La oxacilina ayuda a diferenciar entre
ambos, las mutaciones en PBP1a, 2b y 2x dan resistencia a betalactamicos;
la PBP2b resistencia a la penicilina y la PBP1la y PBP2x relacionada a

cefalosporinas (Kenneth y Ray, 2021).

- Resistencia a MLSB. Al igual que en estafilococos se da por modificacion
enzimatica de la diana ribosémica erm, por bombas de expulsién activa mef
(mefE, mefA, mefL) y por alteracion en genes L4 y L22 o RNAr el cual

modifica el blanco ribosomal de estos antibioticos (Kenneth y Ray, 2021).

- Resistencia a quinolonas. Acorde a fenotipos sensibles, de bajo y alto nivel
(resistencia a norfloxacino, ciprofloxacino, levofloxacino), segin QRDR
(region determinante de resistencia a quinolonas) en la topoisomerasa 1V,

como en DNA girasa y bombas de expulsion (Kenneth y Ray, 2021).

Streptococcus pyogenes

No hay descripcion para resistencia a penicilinas. El fenotipo mas

frecuente es el MLSB mediado por gen erm (Kenneth y Ray, 2021).
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Enterococcus spp.

El méas usual es E. faecalis susceptible a ampicilina 'y E. faecium resistente
a ampicilina y vancomicina (Kenneth y Ray, 2021). Asimismo, hay otros

mecanismos entre los cuales estan:

- Resistencia a B-lactdmicos. Es una alteracion por PBP5 o PBP4, hiper
produccion y modificacion de estos. Proporciona resistencia a penicilinas,
amino y ureidopenicilinas por produccion de B-lactamasas, pero son

susceptibles a imipenem e inhibidores B-lactamicos (Kenneth y Ray, 2021).

- Resistencia a glucopéptidos. Es intrinseca, da resistencia a vancomicina. Es
susceptible a ampicilina (cromosomal e intransferible), Enterococcus
gallinarum (gen vanC1l), Enterococcus casseliflavus (gen van C2) y
Enterococcus flacescens (gen vanC3); es adquirida, por fenotipo Van A la
cual proporciona resistencia a vancomicina y teicoplanina (frecuente en

Enterococcus spp.) (Kenneth y Ray, 2021).

- Resistencia a aminoglucosidos. Resistencia intrinseca de bajo nivel por
deficiencia en el transporte antibi6tico; adquirida, por produccién de
enzimas modificadoras como acetiltransferasas, nucleotidiltransferasas o
fosfotransferasas. La resistencia a estreptomicina no confiere resistencia a
otros agentes, en cambio la resistencia a gentamicina si lo hace (resistencia

no cruzada) (Kenneth y Ray, 2021).

Por todos estos mecanismos de resistencia ya sean para bacterias Gram
positivas 0 Gram negativas, también existen indicadores para determinar la
resistencia de bacterias patdgenas, ello mediante el uso de antibiéticos, como se

muestra en la Tabla 2 (Stearns et al., 2019).
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Tabla 2

Antibioticos indicadores de mecanismos de resistencia especificos para bacterias

patdgenas

Microorganismo

Resistencia a

Inferencia o interpretacion

Staphylococcus

Staphylococcus

Staphylococcus

Oxacilina / meticilina,
cefoxitina

Eritromicina

Eritromicina, clindamicina,

Resistencia a todos los p-
lactamicos (excepto
cefalosporinas  de  quinta
generacion)

Posible fenotipo iIMLSB o
MSB, si presenta sensibilidad a
clindamicina realizar D-test
(evitar su uso hasta confirmar)
MLSB constitutiva

sb
S. pneumoniae Oxacilina* Usar cefalosporinas
Klebsiella / E. coli CAZ, CRO** BLEE, evitar cefalosporinas
Enterobacterias Cefalexina, B lactamasas de tipo AmpC
Cefoxitina***
Enterobacterias Ampicilina, [B-lactamasas de amplio
Piperacilina espectro

Enterobacterias

Acido nalidixico y
ciprofloxacino

Mutaciones en el gira + parc,
implica resistencia a todas las
fluoroquinolonas.

Nota: iIMLSB: mecanismo inducible de macrélidos, lincosamidas y streptogramina B, MLSBc:

mecanismo constitutivo de macroélidos, lincosamidas y streptogramina B, AmpC (cromosomico),

CAZ: Ceftazidime; CRO: Ceftriaxona; SB: Estreptogramina B. *La oxacilina predice la resistencia

de estafilococos a todos los B-lactdmicos y de S. pneumoniae a la penicilina. **La resistencia a

estos antibioticos debe alertar sobre BLEE, principalmente en enterobacterias como E. coli y

Klebsiella spp. ***La resistencia a cefoxitina por parte de enterobacterias, debe advertir sobre la

produccion de AmpC y de esta manera, evitar utilizar cefalosporinas u otros B-lactdmicos con

potencial de inducir desrepresion

Fuente: Stearns et al. (2019)
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CAPITULO IlIlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. AREADEESTUDIO

La presente investigacion se realizo en el Hospital Regional “Manuel Nufiez
Butrdn 11-2” — Puno, ubicado a 3827 metros sobre el nivel del mar, en el servicio de
Laboratorio Clinico del departamento de Patologia Clinica, donde las muestras de
superficies y equipos fueron recolectadas mediante hisopado de superficies inertes y las
muestras de aire mediante el método de sedimentacion en placa, ambos de las distintas
areas de laboratorio clinico, durante los meses de diciembre 2021, enero, febrero y marzo

del afio 2022.

3.2. TIPOY NIVEL DE INVESTIGACION

El nivel de investigacion fue descriptivo de tipo cuantitativo, analitico,
prospectivo y de corte transversal, debido a que se estudi6 la calidad bacterioldgica tanto
de superficies como de ambientes en las diferentes areas de laboratorio clinico del
Departamento de Patologia Clinica (bioquimica, hematologia, microbiologia y toma de
muestra), determinando las bacterias presentes en dichos ambientes, asimismo se evalu6

la resistencia bacteriana de ciertos tipos de bacterias.

3.3. POBLACIONY MUESTRA

3.3.1. Poblacién

Correspondid a las superficies, equipos y ambientes intrahospitalarios de
las areas de biogquimica, hematologia, microbiologia y toma de muestra del

servicio de laboratorio clinico del Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén 11-2 —
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Puno. Se selecciond el area de Laboratorio clinico debido a que es un servicio en
donde se manipulan diversos tipos de muestras biolédgicas, por ende, es un area de

riesgo por el nivel de manipulacion, por lo que es necesario su estudio.
3.3.2. Muestra

Para muestra de superficies inertes y equipos se tomé en cuenta treinta
puntos de muestreo, como se ve en la Tabla 3, siendo un muestreo al azar
representando el 100% de la poblacién, en las distintas areas de laboratorio clinico
(bioquimica, hematologia, microbiologia y toma de muestra) del departamento de
patologia clinica. El criterio de seleccién de muestra fue acorde al investigador, a
fin de garantizar la relevancia de la presente investigacion; asimismo, se tomé en
cuenta, que superficies estan mas en contacto con el personal de salud y pacientes
como mesas de trabajo, escritorio, area de limpieza, puertas de acceso, equipos,

computadoras, manijas de equipos, etc.

Tabla 3

Areas de toma de muestra de superficies inertes de laboratorio clinico

i N° de puntos N° de
Area de muestreo o Total
de muestreo repeticiones

Bioquimica 8 3 24

Hematologia 9 3 27

Microbiologia 8 3 24

Toma de muestra 5 3 15

TOTAL 30 90

Nota: N°: nimero

Fuente: Elaboracion propia

Para muestra de aire se tomo en cuenta cuales eran los lugares mas

frecuentados por pacientes y personal salud, para lo cual se realiz6 muestreos de
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6 puntos por ambiente, como se muestra en la Tabla 4, en donde el muestreo fue:
uno en la entrada de aire o ventilacién y el resto en torno al ambiente; realizando
la toma de muestra minimo a un metro de altura del piso en los mismos ambientes
de patologia clinica (bioquimica, hematologia, microbiologia y toma de muestra)

(Rodriguez, 2013).

Tabla 4

Areas de toma de muestra de ambientes de laboratorio clinico

i N° de puntos N° de
Area de muestreo o Total
de muestreo repeticiones
Bioquimica 6 3 18
Hematologia 6 3 18
Microbiologia 6 3 18
Toma de muestra 6 3 18
TOTAL 24 72

Nota: N°: nimero

Fuente: Elaboracion propia

3.3.3. Frecuencia de muestreo

Para la recoleccion de muestra de superficies inertes y equipos se realizo

tanto en pre y post desinfeccion:

- Primer muestreo. Se realiz6 antes de que se realice la desinfeccion y
limpieza adecuada (pre-desinfeccion), donde los ambientes sometidos a

estudio “estan mas contaminados”.

- Segundo muestreo. Se realizd después de realizar la desinfeccion y limpieza
(post-desinfeccion), donde el area presumiblemente este “menos

contaminada”.
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Para la toma de muestra de aire, se realizo tanto al inicio del turno de

trabajo como al finalizar el turno diurno.

- Primer muestreo. Se realiz6 durante el turno diurno donde hay mas afluencia
de personal como de pacientes y en donde las areas de laboratorio sometidas

a estudio “estdn mas contaminadas”.

- Segundo muestreo. Se realizo al finalizar el turno diurno donde hay menos
afluencia de pacientes y personal de salud; y en la que el area de laboratorio

presumiblemente esta “menos contaminada”.

Asimismo, dada la variabilidad a la que se puede estar sometido este

procedimiento, se realizo tres repeticiones.

34. METODOLOGIA

3.4.1. Calidad bacterioldgica de superficies y equipos

3.4.1.1. Método de hisopo para superficies inertes regulares

a. Técnica

Hisopado (MINSA, 2007).

b. Fundamento

Para cuantificar las bacterias presentes en las superficies
sometidas a estudio se realizé por el método del hisopo, el cual debe
ser estéril y previamente estar humedecido en solucion diluyente en

un area de 100 cm? de cada superficie muestreada (MINSA, 2007).
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c. Procedimiento

Se coloco una plantilla de plastico de polietileno de alta
densidad (HDPE) de 10cm x 10cm sobre la superficie a muestrear

en donde:

- Se humedecio el hisopo en la solucidn salina 0.9% y presiono
ligeramente en la pared del tubo para quitar el exceso de

solucién.

- Con el hisopo inclinado en un &ngulo de 30°, se froto 4 veces la
superficie delimitada por la plantilla, cada una en direccion
opuesta a la anterior, asegurando que el hisopado este en toda la

superficie.

- Encaso de plantillas de plastico HDPE de 5¢cm x 5¢cm se repitio
esta operacion 3 veces mas, en lugares diferentes de la misma

superficie, hasta obtener 100 cm?.

- Se colocd el hisopo en un tubo con solucién diluyente,
quebrando la parte del hisopo que estuvo en contacto con los
dedos, la cual debe ser eliminada, para posteriormente ser

Ilevada al laboratorio (MINSA, 2007).

3.4.1.2. Método de aislamiento e identificacibn de bacterias en

superficies inertes y equipos
a. Técnica

Recuento directo de células viables
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b. Fundamento

La técnica de recuento directo de células viables permite
calcular de manera cuantitativa la cantidad o nimero de bacterias
encontradas en superficies viva o inerte ya sean regulares o
irregulares, para determinar si una superficie presenta una
cantidad de bacterias presentes “normales” (Aucancela et al.,

2021).

¢. Procedimiento

Se realiz6 un recuento directo de células viables mediante
la técnica de siembra por extension. Las muestras diluidas de
superficies se agitaron en un vortex a 30 rpm durante un minuto de
las que se tomo6 100ul (0.1 ml) de cada una con una micropipeta,
de ahi esta se colocd en una placa Petri con TSA (Agar Tripticasa
Soya, Marca Merck), el cual se prepard en la proporciéon de 100g
para 1 litro, el cual favorece el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos (aerobios y anaerobios facultativos y estrictos)
ya que la tripteina y peptona de soya aportan nutrientes ricos en
péptidos, amino&cidos, bases nitrogenadas, minerales y vitaminas.
Utilizando un asa de Digralsky estéril se extendio la muestra por la
superficie del agar TSA con movimientos de arriba hacia abajo,
mientras se rota la placa con la otra mano. Se dejé en reposo hasta
la completa absorcién de la muestra y se incub0 la placa invertida

durante 18-24 horas a 35+2°C (Aucancela et al., 2021).
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En caso de obtener un recuento >30-300 UFC por cada
mililitro se realiz6 diluciones seriadas, hasta conseguir el rango

adecuado (Aucancela et al., 2021).
X =N x FD x v/100cm?

Donde: X = Ndmero de bacterias encontradas en UFC/cm?, N=
NUmero de colonias en la caja de Petri, FD = factor de dilucion, v

= volumen de solucion diluyente (Aucancela et al., 2021).

Los datos obtenidos se dieron en UFC/cm?, donde el
namero de colonias se multiplica por el factor de dilucion (FD) y
por el volumen del agua peptonada usada (9ml), el mismo que se
dividié entre el area de la superficie hisopada (100cm?) para

superficies regulares (Aucancela et al., 2021).

Tabla b

Parametros para niveles de contaminacion de superficies hospitalarias y/o

quirofanos
Parédmetro Valor Clasificacion
Aerobios mesdfilos Hasta 10 UFC/cm? Optimo
Aerobios mesdfilos 10 a 29 UFC/cm? Tolerable
Aerobios mesofilos Mas de 29 UFC/cm? Intolerable

Nota: UFC: unidades formadoras de colonias, cm?% centimetros cuadrados

Fuente: Rosero (2020)
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3.4.1.3. Método de Tincién Gram

a. Técnica

Coloracién Gram

b. Fundamento

Es un tipo de tincion que se realiza sobre bacterias para
observar al microscopio. Segun la distribucion del peptidoglicano
de la pared celular es que se tifien de una forma u otra. Asi, las
bacterias que se tifien de color puarpura son Gram positivas y las
que lo hacen de color rosado o rojo son Gram negativas (Loaiza,

2017).

¢. Procedimiento

Para realizar la tincion se utilizé el cristal violeta, lugol,
alcohol acetona y safranina de la marca Diagtest (Loaiza, 2017).

Para ello se siguid los siguientes pasos:

— Se escogio la colonia a tefiir con ayuda del asa bacteriologica

y se extendid en un portaobjeto con una gota de agua destilada.

— Se pas6 por la flama del mechero para fijarla, para
posteriormente incorporar el cristal violeta por el periodo de 1

minuto.

— A continuacion, se lavo con abundante agua para eliminar el
exceso de colorante, seguido de ello se incorporo el lugol por

1 minuto.
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— Igualmente, pasado este tiempo se lavo con abundante agua,
tras ello se pasdé a decolorar con alcohol acetona por 30
segundos y con mucha rapidez se lavo el exceso de decolorante

para evitar problemas.

— Finalmente se utilizé la safranina como colorante de contraste
por 1 minuto, pasado ello se lavd con agua y dejo secar las
laminas a temperatura ambiente, para luego observar al
microscopio compuesto con el objetivo de 100X con ayuda del

aceite de inmersion (Aucancela et al., 2021; Loaiza, 2017).

Tras el reconocimiento de la clasificacion de bacterias
mediante tincion Gram, se observo la morfologia y caracteristicas
de cada colonia diferente y se otorgé una codificacion. Para
posteriormente identificar a las bacterias aisladas donde se uso
cultivos in vitro, pruebas bioguimicas y pruebas microbiologicas

(Aucancela et al., 2021).

3.4.1.4. Método de identificacion de Gram positivos

A. Aislamiento selectivo

a. Técnica

Siembra en Agar Manitol Salado (MSA)

b. Fundamento

El agar Manitol Salado es un medio enriquecido selectivo

para aislar estafilococos patdégenos y no patdégenos (Rosero, 2020).
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El extracto de carne y la peptona constituyen la fuente de carbono,
nitroégeno, vitaminas y minerales que estimulan el desarrollo
microbiano. El manitol es el carbohidrato fermentable, el NaCl
7.5% el agente que inhibe el desarrollo de la flora acompanante, y
el rojo fenol el indicador de pH el cual puede virar al amarillo. Los
estafilococos crecen en altas concentraciones de sal, y pueden o no

fermentar el manitol (Merck, 2005).

c¢. Procedimiento

Se sembrd por estriado una colonia en agar MSA (Marca
Merck) y se incubo la placa en posicién invertida durante 18-24

horas a 35+2 °C (Rosero, 2020).

Se interpret6 como manitol positivo el viraje de color del
medio ligeramente anaranjado a amarillo brillante y como manitol
negativo el viraje de color a rojo o fucsia intenso. Las cepas de
Staphylococcus saprophyticus presentaran un viraje variable, entre

amarillo y rojo (Rosero, 2020).
B. Reaccion de la catalasa
a. Técnica
Prueba de la catalasa
b. Fundamento
La catalasa es una enzima que tiene la mayoria de las

bacterias, cuya funcidn es catalizar la ruptura del agua oxigenada,
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liberando oxigeno al ambiente, por ende, esta prueba nos ayuda a

diferenciar distintas cepas de bacterias (Rosero, 2020).

¢. Procedimiento

En una placa portaobjetos se colocé una gota de peroxido
de hidrégeno (Marca Portugal) y, con la ayuda del asa previamente
esterilizada se homogenizo la colonia seleccionada. Se interpreto
como resultado positivo la formacion inmediata de burbujas al
haber contacto colonia con reactivo; y negativo, cuando no

(Aucancela et al., 2021).

Las bacterias del género Staphylococcus son catalasa
positiva y Streptococcus son catalasa negativa. Las cepas catalasa
positiva se sembraron por estriado en Agar Manitol Salado (MSA)
y se les realizo la prueba de la coagulasa. Las cepas catalasa
negativo se sembraron por estria en Agar Sangre, la que se incubo
en posicion invertida en una camara de anaerobiosis y se interpreto
como Streptococcus gamma hemolitico aquellas colonias que no
presentaron un halo alrededor tras la incubacién (Aucancela et al.,

2021).

B. Reaccion de la coagulasa

a. Técnica

Prueba de produccion de coagulasa

b. Fundamento
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La coagulasa se une a la protrombina y en conjunto se
vuelve enziméaticamente activa e inicia la polimerizacion de fibrina.
Se realiza para diferenciar S. aureus (coagulasa positiva) de otros

Staphylococcus (Uchuya, 2015).

c¢. Procedimiento

Se selecciond una colonia sospechosa de S. aureus, la que
se coloco en un tubo que contenia 250 pl de plasma de conejo
estéril y se incubo a 37+2°C por 24 h, luego de lo cual se procedio
a la observacion que dio positivo en el caso que se formd un

coagulo (Uchuya, 2015).

C. Prueba de susceptibilidad antibiotica

a. Técnica

Prueba de la Bacitracina y Novobiocina

b. Fundamento

Por el método de difusidn de discos en agar Mieller-Hinton
segun recomendaciones del Clinical Laboratory Standard Institute
(CLSI), se determind la susceptibilidad frente a Bacitracina Oxoid
0.04 pg (que inhibe el crecimiento de estreptococos beta
hemoliticos del grupo A de otros estreptococos beta hemoliticos,
asimismo estafilococos coagulasa negativa son resistentes) (Oxoid,
2024) y a Novobiocina Oxoid 5 ug (diferencia S. saprophyticus de
otros estafilococos coagulasa negativos), para diferenciar cepas

bacterianas Gram Positivas (Aucancela et al., 2021).
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¢. Procedimiento

Se prepard suspensiones bacterianas a escala 0.5 McFarland
en solucion salina estéril 0.9 %, de ahi se sembré cada suspension
en placas Petri mediante hisopado y se dejé reposar por 5 minutos
hasta la absorcion de la suspension. Transcurrido ese tiempo y
usando una pinza estéril se distribuyd los discos de antibiotico
sobre la superficie de agar, de manera que en cada division de la
placa Petri quedd un disco de Bacitracina y otro de Novobiocina
sin posibilidad de que se produzca superposicion de los halos de
inhibicidn. Se incubd las placas invertidas a 352 °C durante 16-
18 h. Se considerd los siguientes puntos de corte: halos de
inhibicion <15 mm correspondio a resistentes y halos de 30-35 mm

de diametro como sensibles (Aucancela et al., 2021)

3.4.1.5. Método de identificacion de Gram negativos

Aislamiento bacteriano

a. Técnica

Siembra en Agar Mac Conkey

b. Fundamento

El agar Mac Conkey es un medio selectivo el cual nos
permite aislar y diferenciar distintas cepas de bacterias Gram
negativas (Aucancela et al., 2021). Las peptonas proporcionan los
nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano; la lactosa

actia como carbohidrato fermentable, y la mezcla de sales biliares
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con el cristal violeta inhiben el desarrollo de la mayoria de bacterias
Gram positivas. Debido a la fermentacion de la lactosa, baja el pH
alrededor de la colonia, lo que vira el color del indicador de pH
(rojo neutro), la absorcidn en las colonias, y la precipitacion de las
sales biliares, en la que las bacterias no fermentadoras de lactosa

producen colonias incoloras (Merck, 2005).
c. Procedimiento

Se disolvié una proporcion de 50 g de agar Mac Conkey
(Marca Merck) por litro de agua destilada (pH 7.1+0.2), la que
luego de prepararla en condiciones estériles (autoclavado en el
equipo WiseClave a 121 °C x 15min a 1.2 kgf/cm?), se dispensd en
placas Petri. Posteriormente, se sembrd el hisopado de las
superficies por estriado en una placa Petri con Agar Mac Conkey y
se incubaron en posicion invertida a 35 °C por 24 h (Aucancela

et al., 2021; Merck, 2005).

Reacciones de diferenciacion bioguimica
a. Técnica

Pruebas de bioquimica

b. Fundamento

Las pruebas bioquimicas en bacterias Gram negativas nos
permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de bacterias
puestas a investigacion, la cual es de gran apoyo para identificar

diversos tipos de bacterias Gram negativas (Murray et al., 2021).
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¢. Procedimiento

Se identificé a las bacterias usando una bateria bioquimica,
la cual esta formada por medios de cultivo solidos como agar hierro
tres azlcares (TSI), agar lisina hierro (LIA), agar citrato de
Simmons, medio SIM (Hidrdgeno sulfurado, Indol y movilidad) y

prueba de Urea (Murray et al., 2021).
Cultivo en agar hierro tres azucares (TSI)
a. Técnica

Siembra en agar hierro tres azucares (TSI)
b. Fundamento

Se usa para determinar si la bacteria fermenta alguno de los
tres azlcares que estan presentes en este medio (sacarosa, lactosa
y/o glucosa), para asi, lograr identificar enterobacterias (Murray
etal., 2021). Especificamente el extracto de carne y la
pluripeptona, aportan los nutrientes para el crecimiento bacteriano,
mientras que la lactosa, sacarosa y glucosa son los carbohidratos
fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato para la generacion
de &cido sulfhidrico, el sulfato de hierro y amonio, es la fuente de
Fe®* que se combina con el H2S y producen sulfuro de hierro (color
negro). El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio

mantiene el balance osmotico (Merck, 2005).

Por fermentacion de azUcares, es que se genera acidos, que

se detectan con el rojo de fenol, que vira al color amarillo en medio
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acido. Asimismo, el tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de
hidrégeno que reacciona con una sal de hierro produciendo sulfuro

de hierro de color negro (Merck, 2005).
c. Procedimiento

Se disolvid una proporcion de 65 g de agar TSI (Marca
Merck) por litro de agua destilada (pH 7.4+0.2), la que luego de
prepararla en condiciones estériles (autoclavado en el equipo
WiseClave a 121 °C x 15min a 1.2 kgf/cm?), se dispensd en tubos
de ensayo. De ahi, con una aguja bacterioldgica se tomo la muestra
de la colonia bacteriana a identificar y se sembré en el medio de
cultivo inclinado, se realiz6 un piquete hasta el fondo, el medio y
luego estria en la superficie, posteriormente se llevé a incubacion
por 24 h a 37°C. Pasado este tiempo se observo si ocurrio el viraje
del medio de rojo (K) a amarillo (A) y la produccion de sulfuro de

hidrégeno (+, color negro) (Merck, 2005; Murray et al., 2021).
Cultivo en agar lisina hierro

a. Técnica

Siembra en agar lisina hierro (LIA)

b. Fundamento

La peptona y el extracto de levadura suministran los
nutrientes para el crecimiento bacteriano. La glucosa es el
carbohidrato fermentable y la lisina es el sustrato para detectar las

enzimas decarboxilasa y deaminasa, mientras que el citrato de
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hierro y amonio y el tiosulfato de sodio son los indicadores de la
produccién de acido sulfhidrico. El purpura de bromocresol, es el
indicador de pH (amarillo a pH <5.2 y violeta a pH > 6.8). Los
microorganismos fermentadores de glucosa acidifican el medio y
producen el viraje del color parpura al amarillo, el cual favorece la
actividad enzimética decarboxilasa metabolizando la lisina a

cadaverina elevando el pH y tornandolo a purpura (Merck, 2005).

De otro lado, los microorganismos fermentadores de
glucosa que no presentan actividad lisina decarboxilasa, producen
un viraje de la totalidad del medio al amarillo. A las 24 h de
incubacion se observa el fondo del tubo color amarillo y la
superficie de color violeta debido al consumo de peptonas que
generan alcalinidad. Y respecto a la produccién de H.S, se
visualiza por el ennegrecimiento del medio debido a la formacion
de sulfuro de hierro. Los géneros Proteus, Providencia y algunas
de Morganella, desaminan la lisina lo que produce &cido alfa-ceto-
carbénico, gque junto con la sal de hierro y bajo la influencia del
oxigeno forma un color rojizo en la superficie del medio (Merck,

2005; Murray et al., 2021).
c. Procedimiento

Se disolvié una proporcion de 32 g de agar LIA (Marca
Merck) por litro de agua destilada (pH 6.7£0.2), la que luego de
prepararla en condiciones estériles (autoclavado en el equipo

WiseClave a 121 °C x 15min a 1.2 kgf/cm?), se dispensé en tubos
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de ensayo. Se tomé con la aguja bacteriologica la muestra de
colonia a identificar y se sembro realizando 3 piquetes hasta el
fondo inclinado del agar y luego estria simple en la superficie,
luego se llevo a incubacion por 24 h a 37°C, pasando este tiempo
se observo las reacciones bioquimicas en el medio por el viraje de

color del medio de violeta (K) a amarillo (A) (Murray et al., 2021).

Cultivo en agar citrato de Simmons

a. Técnica

Siembra en agar citrato de Simmons (CS)

b. Fundamento

El fosfato monoaménico es la Unica fuente de nitrégeno y
el citrato de sodio la Unica fuente de carbono, los que son
necesarios para el crecimiento bacteriano generando alcalinidad.
Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el magnesio actla
como cofactor enzimatico, mientras que el cloruro de sodio
mantiene el balance osmotico, el azul de bromotimol es el
indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. El
metabolismo del citrato se realiza a través del citrato permeasa
mediante el ciclo del acido tricarboxilico lo que produce el
desdoblamiento del citrato a oxalacetato y piruvato, donde este
altimo, en presencia de un medio alcalino, da origen a &cidos
organicos que, al ser utilizados como fuente de carbono, producen
carbonatos y bicarbonatos alcalinos, virando el medio al azul

(Merck, 2005; Murray et al., 2021).
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¢. Procedimiento

Se disolvid una proporcion de 22.3 g de agar CS (Marca
Merck) por litro de agua destilada (pH 6.6+0.2), la que luego de
prepararla en condiciones estériles (autoclavado en el equipo
WiseClave a 121 °C x 15min a 1.2 kgf/cm?), se dispenso en tubos
de ensayo. Luego, se tomo con la aguja bacterioldgica una colonia
y se sembro sobre la superficie del medio inclinado por método de
estria simple, luego se llevo a incubacion por 24 h a 37°C, pasado
este tiempo se observo la reaccidon bioquimica en caso de ser
positiva el medio se torna azul y negativa mantiene su color verde

original (Murray et al., 2021).

Cultivo en medio motilidad indol sulfuro

a. Técnica

Cultivo SIM (Sulfuro de hidrigeno, Indol, Movilidad)
b. Fundamento

La caseina y la peptona aportan nutrientes para el
crecimiento microbiano. El triptéfano presente en las proteinas
puede ser metabolizado por algunas bacterias para formar indol
mediante la triptofanasa que se combina con el aldehido de
Kovac’s, para formar un compuesto de color rojo. A partir del
tiosulfato de sodio los microorganismos pueden generar acido
sulfhidrico que reacciona con el hierro formandose un compuesto

de color negro. El agar al estar en condicion semisdlida, permite
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detectar movilidad, que se manifiesta por el enturbiamiento del
medio (difusion mas alla de la linea de siembra) (Merck, 2005;

Murray et al., 2021).
¢. Procedimiento

Se disolvio una proporcion de 30.0 g de agar SIM (Marca
Merck) por litro de agua destilada (pH 7.3+0.2), la que luego de
prepararla en condiciones estériles (autoclavado en el equipo
WiseClave a 121 °C x 15min a 1.2 kgf/cm?), se dispensd en tubos
de ensayo. Posteriormente se tomo una colonia de bacterias con la
aguja bacterioldgica y se sembrd en el medio realizando una
punzada hasta la % partes del medio y se llevo a incubacién por 24
h a 37°C, pasado el tiempo se le incorporo el reactivo de Kovacs
para observar la presencia del indol en cuyo caso si se forma un
anillo rosado fue indol positivo, también se observo la movilidad y
la presencia de hidrogeno sulfurado si este se tornara negro

(Murray et al., 2021).
Cultivo en medio urea
a. Técnica

Cultivo Urea

b. Fundamento

La urea constituye una fuente de nitrogeno que permite la
deteccion de la hidrolisis de ésta, mientras que el extracto de

levadura aporta vitaminas para el desarrollo de microorganismos,
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los fosfatos mantienen el equilibrio osmotico y el rojo fenol es el

indicador de pH (Merck, 2005; Murray et al., 2021).

¢. Procedimiento

Se disolvio una proporcion de 38.5 g de agar Caldo Urea
(Marca Merck) por litro de agua destilada (pH 6.8+0.2), la que
luego de prepararla en condiciones estériles (60 °C x 5min), se
dispenso en tubos de ensayo. Luego, se selecciond una colonia e
inoculd, y se cultivo por 18 - 24 horas observando el viraje de color

(Merck, 2005; Murray et al., 2021).

Interpretacion:

Prueba positiva. Color rojo o rosado intenso en el pico de
flauta o todo el agar. Puede haber una reaccion positiva retardada
después de 24 h y hasta 6 dias de incubacion (algunas cepas de

Klebsiella, por ejemplo) (Murray et al., 2021).

Prueba negativa. No se produce cambio de color (control
negativo, Escherichia coli; control positivo, Klebsiella

pneumoniae) (Murray, et al., 2021).

Para determinar qué bacterias estdn presentes en ambientes se
utilizara las reacciones bioquimicas para enterobacterias vistas en la Tabla
6, la cual va acorde a la guia del Instituto Nacional de Salud (INS)

(Weinstein, 2020).
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Tabla 6

Guia de reacciones bioguimicas de Enterobacterias

GRUPO | HIDROGENO SULFURADO (H2S) POSITIVO ANAEROGENICOS (GAS

NEGATIVO)
TSI  GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV Enterobacterias
K/A - -0+ K/K - + - - Salmonella typhi

AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV Enterobacterias

K/A 2+ 4+ K/K - + - + Salmonella
KIAo 2+ 4+ K/IK - + - + Arizona
A/A
KIAo 2+ 4+ K/A - + - + Citrobacter
A/A
KIAo 2+ 4+ K/A -0+ D + + Proteus
A/A

GRUPO 11 HIDROGENO SULFUERADO (H2S) NEGATIVO ANAEROGENICOS
(GAS NEGATIVO)
TSI  GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV Enterobacterias

K/A - - K/A -0+ - - - Shigella
K/A o - - K/K + - - Vv Escherichia
A/A
K/A 0 - - K/A -0+ + D +oV Enterobacter
A/A

A/A - - K/IK - + - +oV Serratia
K/A - - R/A + D + + Proteus
A/A - - A/A0 -0+ - \V \V Yersinia

K/A

AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV  Enterobacterias

A/Ao 2+ - K/K o + - - \/ Escherichia
K/A K/A
A/A 4+ - K/K -0+ + + - Klebsiella
A/Ao 3+ - K/K 0o - + D +o0V Enterobacter
K/A K/A
KIAo 2+ - K/IK - + - +o0V Serratia
A/A
K/A + - K/A o + D + + Proteus
R/A
K/A + - K/A 0 - + - \ Paratyphi A
A/A

Nota: K: alcalino, R: rojo, D: diferentes reacciones, A: acido, N: neutro, V: variable

Fuente: Weinstein (2020).
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3.4.1.6. Método estadistico

Se utilizo distribucion de frecuencias para observar cuanto es el
porcentaje de especies encontradas en las diferentes superficies del

servicio de Laboratorio Clinico y los promedios de cada uno.
Distribucion de frecuencia

Una vez recolectados los datos, se determind los porcentajes de

mesofilos viables y de especies de bacterias aislados en superficies inertes

y equipos.

P=Xx100
n

Donde: p=Porcentaje, x=Informacion sobre agentes patdgenos,

n=Muestra de estudio (Larico, 2022).
Prueba de chi cuadrado de Pearson

Prueba no paramétrica para medir la relacion entre la distribucién

observada y la esperada:
k
2 _ Z (0; — Ep)?
i : E;
i=1

Donde: Oj son los eventos o valores observados, Ej: son los valores

esperados, x%: chi cuadrado.
Grados de libertad

gl=(k-1)*(-1)
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Donde: gl: grados de libertad, k: nimero de filas, r: nimero de

columnas (Charca, 2019).
3.4.2. Calidad bacteriologica de ambientes de laboratorio clinico
3.4.2.1. Método estatico o técnica de sedimentacién en placa
a. Técnica
Sedimentacion en placa
b. Fundamento

Para la deteccion de la presencia de bacterias patdgenas en
los ambientes de hospitalizacion se realiz6 la técnica de
sedimentacion en placa por gravedad exponiéndose en medios
solidos para el aislamiento de colonias, donde se observa e

identifica el crecimiento de bacterias (Pérez, 2016).
c. Procedimiento

En una placa Petri de 9 cm? se coloc el medio agar
Trypticasa Soya (TSA) el cual fue preparado como se describid
lineas arriba; el que fue expuesto durante 10, 15, 20 o0 30 minutos
en los ambientes a estudiar. Los resultados que se obtienen usando
este método se expresa en UFC/cm?/hora, no siendo aconsejable
que se exponga la placa durante mucho tiempo ya que esta puede

perder sus propiedades (Aucancela et al., 2021).

Para poder realizar una comparacion de los ambientes, las

placas se expusieron siempre en puntos iguales o similares y bajo
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las mismas condiciones para poder comparar los resultados

obtenidos (Aucancela et al., 2021).

3.4.2.2. Método de aislamiento e identificacion de bacterias en

muestras de aire

a. Técnica

Aislamiento de bacterias mesofilas viables

b. Fundamento

El término mesofilo se refiere a la temperatura de desarrollo
bacteriano, entre 20-42 °C, las que requieren de oxigeno. A este
grupo también se le conoce como cuenta total bacteriana, la que
proporciona informacion del nimero total de bacterias viables que
incluyen tanto patdgenas como no patégenas. La variedad de
especies y tipos diferenciales por sus diferentes necesidades
nutricionales, temperatura requerida para su crecimiento, oxigeno
disponible, hacen que el nimero de colonias contadas constituyan
una estimacion de la cifra realmente presente (Escobedo et al.,

2016).

¢. Procedimiento

Para aislar bacterias mesofilas viables se incubo la placa
con el agar TSA durante 48 h a 32.5£2.5°C donde cada colonia
representd una particula portadora de microorganismos que habria

caido sobre el agar.
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Tabla 7

Al término de la incubacion en este medio se realizo el
conteo de colonias y se informé como UFC por m® de aire de
acuerdo a la formula propuesta por Omeliansky (Rodriguez et al.,

2016) que es la siguiente:
N =5ax 10* (bt)™*

Donde N = nimero de microorganismos en el aire interno, a =
namero de colonias en la caja de Petri, b = superficie de la placa
Petri (> x m) expresado en cm? t = tiempo de exposicion

(Rodriguez et al., 2016).

Para la identificacion de bacterias Gram positivas como
Gram negativas se usé el mismo método descrito en la metodologia
anteriormente mencionada (tincion Gram, reacciones quimicas de
identificacion de Gram positivos y Gram negativos y tablas para

identificacion bioquimica).

Concentracion de bacterias mediante niveles de contaminacién

Nivel de contaminacion Concentracion de bacterias (UFC/m3en el aire)
Muy baja <50
Baja 50-100
Intermedia 100-500
Alta 500-2000
Muy alta >2000

Nota: UFC: unidades formadoras de colonias

Fuente: OMS en Tinoco et al. (2016)
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3.4.2.3. Método estadistico

Se utilizo distribucion de frecuencias para observar cuanto es el
porcentaje de especies encontradas en los diferentes ambientes del servicio

de Laboratorio Clinico, ademas de promedios de los recuentos bacterianos.
Distribucion de frecuencias
a. Método
Distribucion de frecuencias
b. Fundamento

El método de distribucion de frecuencias nos permitié
disponer las modalidades de las variables por filas, donde su
finalidad fue facilitar la obtencién de informacion a través de

agrupaciones de frecuencias.
c. Procedimiento

Una vez recolectados los datos, se determind los
porcentajes de mesofilos viables en muestras de aire y de especies
de bacterias aislados en cada area delimitada del laboratorio clinico

(Larico, 2022).
P =2x 100
n

Donde: p=Porcentaje, x=Informacion sobre agentes patdgenos,

n=Muestra de estudio (Larico, 2022).
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Distribucion Chi cuadrado
a. Método

Chi cuadrado

b. Fundamento

Prueba no paramétrica para medir la relacién entra la

distribucion observada y otra.

c. Procedimiento
k
- Z (0; — Ep)?
X . E;
i=1

Donde: Oj son los eventos o valores observados, Ei: son los valores

esperados, x%: chi cuadrado.
Grados de libertad
gl=(k-1)*(r-1)

Donde: gl: grados de libertad, k: nimero de filas, r: numero de

columnas (Charca, 2019).

3.4.3. Resistencia antimicrobiana de bacterias patégenas intrahospitalarias

aisladas de superficies y equipos del servicio de laboratorio clinico

Al finalizar la identificacion de bacterias como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus sp. se determind
si fueron resistentes a antibioticos, para lo cual se utilizaron muestras en donde se

logré aislar dichas bacterias patégenas.
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3.4.3.1. Método de difusion

a. Técnica

Difusién Kirby — Bauer

b. Fundamento

La susceptibilidad a los antimicrobianos o antibiograma, se
basa en el uso de una cantidad del antimicrobiano, que esta
impregnado en un reservorio de papel filtro, el cual al ser aplicado
sobre la superficie en el que se ha sembrado el microorganismo en
cuestion, forma por difusion un gradiente de concentracion del
antimicrobiano, cuya sensibilidad esta indicada por el tamafio del

halo de inhibicién de crecimiento alrededor del disco (Ledn, 2014).

¢. Procedimiento

- Se utiliz6 las cepas puras aisladas del medio TSI en caso de
Gram negativos y del MSA en caso de Gram positivos; de 3 a
5 colonias aisladas con la misma morfologia; transfiriéndolas
luego a un frasco de suero fisiologico estéril, donde se
estandarizo el inoculo con el patron de turbidez 0.5 Mc
Farland. Luego se introdujo un hisopo estéril en la suspension
haciendo rotar el hisopo, presionando en las paredes del tubo
para eliminar el excedente. Luego se realizd la siembra
suavemente sobre la superficie del medio Mueller Hinton en
tres direcciones, haciendo girar la placa Petri en cada siembra

en un angulo de 65° permitiendo una distribucion homogénea
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del inocul6 en agar. De ahi se realiz6 la distribucion de
antibioticos, para que estén en contacto con el medio
enriquecido de manera individual con ayuda de una pinza
esterilizada, de modo que estén separados 2.5 cm uno del otro
(segln la OMS es de 6 cm), no siendo recomendable distribuir

12 discos en una solo palca. (Larico, 2022).

- Finalmente, la medicion de los halos de inhibicion se realizé
con una regla sosteniendo la placa Petri en forma invertida

(Larico, 2022; MINSALUD, 2018).

Entre los antibidticos usados para determinar la
susceptibilidad in vitro segin la Tabla 8 sacada del manual de

procedimientos de disco difusion del INS estuvieron:

- Cefalosporinas: Son los antibiéticos mas comunmente
prescriptos en los hospitales, aproximadamente el 30-50% de
los antibiodticos prescriptos a pacientes hospitalizados son
cefalosporinas, (Estrella et al., 2020) que para el estudio fue la

ceftriaxona y cefalotina.

- Aminoglucésidos: Constituyen un grupo de antibidticos, que
actlian sobre enterobacterias y otras bacterias gramnegativas
(especialmente Pseudomonas), que son con frecuencia
resistentes a otros antibiéticos (Estrella et al., 2020), entre las
cuales para este proposito se empleo la amikacina vy

gentamicina.
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- Quinolonas: Tienen un espectro dirigido hacia bacilos
gramnegativos y se han utilizado preferentemente como
antisépticos urinarios, intestinales y biliares (Gémez et al.,

2015) que para este caso fue ciprofloxacina.

- Monobactamico: Para este estudio se emple6 aztreonam, cuya
indicacion principal es para el tratamiento empirico de la
sepsis grave en probable relacion con bacilos gramnegativos,
no tiene accion en cocos Gram positivos ni anaerobios; se usa
en pacientes con antecedentes de alergia tipo 11 a penicilina o
betalactamicos (Gomez etal., 2015). Ademas, se empled

amoxicilina-acido clavulanico.

- Carbapenémicos: Esté indicado en infecciones graves mixtas,
en situaciones de alta gravedad clinica inicial o en infecciones
refractarias a tratamientos previos, incluidas las causadas por
bacilos gramnegativos resistentes a cefalosporinas vy
aminoglucosidos. También en infecciones nosocomiales
graves (pertenece a antimicrobianos betalactdmicos de
espectro mas amplio, actividad y resistencia a las
betalactamasas, incluida BLEE) (Cervantes etal., 2014,

GOmez et al., 2015). Para este estudio se evalud el imipenem.

- Betalactdmicos: El anillo betalactdmico tiene como
mecanismo de accion la inhibicion de la sintesis de la pared
bacteriana (Cervantes et al., 2014). Para este trabajo se empled

la amoxicilina.
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- Penicilinas: Dentro del grupo de las penicilinas esta la
ampicilina, es una amino penicilina o penicilina semisintética;
se obtiene por acilacién del acido 6-aminopenicilanico; esta es
bactericida tanto para Gram positivos como Gram negativos
(Gomez et al., 2015). En este estudio se utiliz6 la ampicilina-

sulbactam y oxacilina.

- Cloranfenicol: Es de amplio espectro contra cocos y bacilos
Gram positivos y Gram negativos (incluidos anaerobios),
usualmente se trata la meningitis o endoftalmitis, e infecciones
graves debidas a unas pocas bacterias resistentes a diversos

antibidticos (MINSALUD, 2018).

- Sulfametoxazol y trimetoprim: Es una combinacion sinérgica,
inhibe tanto Gram positivos como Gram negativos; la
sulfonamida, es un bacteriostatico antagénico con el éacido
paraaminobenzoico un componente esencial en la sintesis de
acido folico; el trimetoprim es similar estructuralmente al
acido fdlico, inhibe el dihidrofolato reductasa bacteriana, el
cual evita la sintesis de la forma activa tetrahidro del &cido
félico, donde la combinacién causa bloqueo secuencial de la

sintesis de folato (MINSALUD, 2018; Rodriguez, 2013).
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Tabla 8

Discos de sensibilidad de antimicrobianos

DIAMETRO (mm)

ANTIMICROBIANO Cantidad R | S
PENICILINAS
Ampicilina 10 ug <13 14-16 >18
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30 pg <14 15-17 >18
Cefuroxima axetil (oral) 30 ug <14 15-22 >23
Cefuroxima sodium (parenteral) 30 ug <14 15-17 >18
Cefoxitina 30 ug <14 15-17 >18
Cefotaxima 30 pg <14 15-22 >23
Ceftriaxona 30 ug <13 14-20 >21
Ceftazidima 30 g <14 15-17 >18
Cefixima 5ug <15 16-18 >19
Cefpirome 30 g <14 15-17 >18
Cefepime 30 ug <14 15-17 >18
B LACTAMICO / INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
Ampicilina / sulbactam 10/10 g <11 12-14 >15
Amoxicilina / &cido clavulanico 20/10 pg <13 14-17 >18
Cefoperazona / sulbactam + 75 ug/30 ug <15 16-20 >21
MONOBACTAMS
Aztreonam 30 ug <15 16-21 >22
CARBAPENEMS
Imipenem 10 pg <13 14-15 >16
Meropenem 10 pg <13 14-15 >16
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 ug <12 13-14 >15
Amikacina 30 pg <14 15-16 >17
QUINOLONAS
Acido nalidixico 30 ug <13 14-18 >19
Norfloxacina 10 ug <12 13-16 >17
Ciprofloxacina 5 ug <15 16-20 >21
Ofloxacino 5 ug <12 13-15 >16
TETRACICLINA
TETRACICLINA 30 ug <14 15-18 >19
OTROS
Cloranfenicol 30 g <12 13-17 >18
Trimetoprim / sulfametoxazol 1.25/23.75 g <10 11-15 >16

Nota: pg: microgramos, mm: milimetros, S: sensible, I: intermedio, R: resistente

Fuente: Weinstein (2020)
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Criterios tomados para valores en antibiogramas

Resistente (R): Se da principalmente cuando las cepas estudiadas
demuestran una inhibicion escasa o0 nula, presumiblemente por
mecanismos de resistencia bacteriana.

Sensible (S): Se da cuando las cepas estudiadas, pueden ser tratadas
apropiadamente con las dosis del antibidtico recomendada para un tipo de
infeccion, demostrando una inhibicidn notable por un antibidtico frente a
una bacteria.

Intermedio (I): Son las cepas bacterianas, las cuales logran ser
inhibidas por concentraciones superiores a las recomendadas, lo cual no es
recomendable.

Distribucion de frecuencia

a. Técnica

Frecuencia porcentual

b. Fundamento

El método de distribucion de frecuencias nos permite
disponer las modalidades de las variables por filas, donde su
finalidad es facilitar la obtencion de informacion a través de
agrupaciones de frecuencias.

c. Procedimiento

Una vez recolectados los datos, se determind los
porcentajes de sensibles, intermedios y/o resistentes de especies de
bacterias aislados en superficies inertes y equipos de laboratorio

clinico.

P=%x100
n
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Donde: p=Porcentaje, x=Informacion sobre agentes patdgenos,
n=Muestra de estudio
Distribucion Chi cuadrado
a. Método
Chi cuadrado
b. Fundamento
Prueba no paramétrica para medir la relacion entra la
distribucion observada y la esperada.
c. Procedimiento
e i (0; — E)?
o L
Donde: O; son los eventos o valores observados, Ei: son los valores
esperados, x2: chi cuadrado.
Grados de libertad
gl=(k-1)(r-1)
Donde: gl: grados de libertad, k: namero de columnas, r: nimero

de filas (Charca, 2019).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41. CONTAMINACION BACTERIANA INTRAHOSPITALARIA EN

SUPERFICIES Y EQUIPOS

Tabla 9
Nivel de contaminacion hallados en pre y post desinfeccion en superficies inertes y

equipos del servicio de laboratorio clinico del Hospital Regional “Manuel Nuriez Butron

11-2”, Puno, 2022
; (@] T I Total
Area Desinfeccidn x% Valorp
N° % N° 9% N° % N° %
P 5 2083 1 417 18 75.00 24 100.00
Bioquimica e 0.540  0.760
Post 6 2500 2 833 16 66.67 24 100.00
Hematoloaia Pre 15 5556 12 4444 0 0.00 27 100.00 3710 0.160
g Post 20 7407 6 2222 1 370 27 100.00 '
Pre 9 3750 9 3750 6 2500 24 100.00
Microbiologia 1.250 0.530
g Post 11 4583 10 4167 3 1250 24 100.00
Pre 3 2000 3 20.00 9 6000 15 100.00
Toma de muestra 2.400 0.300
Post 7 4667 2 1333 6 40.00 15 100.00
Pre 32 3556 25 27.78 33 36.67 90 100.00
Global 3.280 0.190

Post 44 4889 20 2222 26 28.89 90 100.00
Nota: N°= numero, %= porcentaje; Optimo (0)= <10 UFC/cm?, Tolerable (T)= 10 a 29 UFC/cm?,

Intolerable (T)=>29 UFC/cm?

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 9 y Figura 1 se puede observar que en pre-desinfeccion (sin usar
ningun tipo de desinfectante) un 37% de las superficies y equipos tienen una calidad
intolerable, mientras que un 36 y 28% presentaban una condicidn éptima y tolerable,
respectivamente. Asimismo, se pudo observar que los ambientes con mayor
contaminacion de condicién intolerable fue el area de Bioquimica (18/33), mientras que
los ambientes con menor contaminacion correspondieron al area de hematologia con un
nivel 6ptimo (15/32) y tolerable (12/25).
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Figura 1
Analisis del nivel de contaminacion en pre y post desinfeccion en superficies inertes y
equipos del servicio de laboratorio clinico del Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron

1-2”, Puno, 2022

[ Pre desinfeccion [ Post desinfeccion

Biogquimica: Ybearson(2) = 0.54, p = 0.76, Viramer = 0.00, Clysy, [0.00, 0.26], nyp = 48
131 (2)=19.75, p=5.146-05, n=24 154(2) =13, p=1500-03, n =24

Hematologia: APearson(2) = 371, p = 0.16, Voramer = 0.18, Class; [0.00, 0.47], s = 54
Yoot (2)=14, p=0.120-04, n=27 ¥aer (2)=2156, p=2.09e-05, n=27

12
(44%) 15
(56%)

Microbiologia: xﬁearsnnﬂ) =125p= 0.53,‘%,?,,,,.3r =0.00, Clgse, [0.00, 0.35], ryps =48

13 (2)=0.75 p=069, n=24 15 (2)=4.75, p=009, n=24

Toma de muestra: x;‘;eamn(Z) =240,p= 0.20, Veyamer = 0.1, Clags, [0.00, 0.55], nyps = 30

sy (2)=4.8 p=009 n=15 1y (2)=28. p=025 n=15

3
(20%)

3 9
(20%) (60%)

Global: ZZearson(2) = 3.28, p = 0.19, Voramer = 0.08, Closs; [0.00, 0.25], rigps = 180
15 (2)=127, p=053, n=90 15 (2)=10.4, p=552e-03, n=90

33
28%
(28%) (37%)

32
(36%)

. Intolerable

Fuente: Elaboracion propia
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Por ello, lo hallado en pre-desinfeccion concuerda minimamente con Naranjo
(2015), quien hallo en habitaciones de quiréfanos en pre-desinfeccion un 62.5% (5/8) de
contaminacion intolerable y 27.5% (3/8) de contaminacion tolerable. Por otro lado, difiere
de lo hallado por Bonifacio y Huzco (2019), en Huancayo quienes hallaron en un 100%
de contaminacidn bacteriana intolerable en superficies antes de su desinfeccién, asimismo
Ccencho y Quispe (2018), también en Huancayo hallo un 100% de contaminacion

intolerable antes de su desinfeccion, de igual modo Ccencho y Quispe (2018), hallaron

una contaminacion de nivel intolerable del 100% por mesofilos aerobios antes de su

desinfeccion.

Estos resultados hallados en pre-desinfeccion se deben principalmente a que las
superficies muestreadas de laboratorio clinico, estan en constante contacto de personas,
material bioldgico y distintas cepas bacterianas; por ende la contaminacion bacteriana por
mesofilos aerobios en superficies sin desinfectar aumenta, por ende se convierte en una
fuente de transmisién bacteriana ya sea de contacto directo, contaminacion de fomites o
relacionada con infecciones nosocomiales (I11H), para tal caso las superficies estudiadas
solo el 37% tiene contaminacion bacteriana intolerable, por lo cual junto a la bibliografia
estudiada nos da como resultado que estas superficies evaluadas, si contarian con una
calidad adecuada para superficies en pre desinfeccion en recintos hospitalarios. Por otro
lado, esta contaminacidn, aunque sea minima, se puede prevenir usando desinfectante al
termino de cada procedimiento realizado y cumpliendo con los protocolos de limpieza y

desinfeccion.

En la post-desinfeccion (con hipoclorito de sodio al 0.5%) un 49% de las
superficies y equipos resultaron con una calidad 6ptima, mientras que un 29 y 22%

presentaban una condicion intolerable y tolerable respectivamente. Asimismo, se pudo
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observar que los ambientes con mayor contaminacion de condicidn intolerable fue el rea
de Bioquimica (16/26), mientras que los ambientes con menor contaminacion
correspondieron al area de hematologia con un nivel Optimo (20/44) y tolerable

microbiologia (10/20). Asimismo, estos resultados concuerdan con lo encontrado por

Ccencho y Quispe (2018), quienes hallaron superficies con un 50% de calidad optima

después de su desinfeccion, asimismo Gilbonio y Rodriguez (2018), hallaron una calidad

de nivel dptimo del 66.6% despues de su desinfeccion (desinfectante clorox al 0.5%), en
otro estudio similar Caisahuana y Zavala (2020), también en Huancayo frente al uso de
fenol la contaminacion bacteriana se redujo en un 67.1%, dando asi unos resultados

Optimos en superficies inertes luego de ser desinfectadas,

Por el contrario, en otros estudios hallaron un mayor reduccién de la
contaminacion bacteriana como el estudio realizado por Bonifacio y Huzco (2019),
quienes halalron una eficacia de la desinfeccion del 75% en areas de consultorios de
crecimiento y desarrollo, (88.6%) en escritorios, (68.9%) en salas de espera y (95%) en

areas de vacunacion; asimismo, Aguilar y Zajami (2020), en Huancayo ante el uso de

sapolio la contaminacion redujo un 90.8%, para lejia (clorox) (95.1%); mientras que con
el desinfectante Harpic (98.5%), en otro estudio se hallé una reduccidn significativa en la
carga bacteriana en un establecimiento farmacéutico, en donde en zonas sin desinfectar
se hall6 una contaminacién intolerable, luego de haber aplicado su protocolo de
desinfeccion + limpieza disminuyo hasta niveles 6ptimos y tolerables (Egoavil y Pérez,

2018); y muy por el contrario a los resultados obtenido en la presente investigacion y la

de otros autores, Naranjo (2015), en su estudio realizado en post-desinfeccion en

quiréfanos hall6 que el 100% (8/8) de sus muestras aun tenian contaminacion intolerable.
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Por lo cual, los resultados hallados en post-desinfeccion en las superficies
evaluadas, la desinfeccion no es completamente adecuada para recintos hospitalarios, lo
gue convierte a estas superficies una fuente de transmision bacteriana relacionada con
infecciones nosocomiales (I1H); asimismo, esta puede deberse factores asociados a la
desinfeccion (desinfectante, tiempo de uso, material de limpieza y manual de
desinfeccion), siendo prevenible mediante el uso prolongado del desinfectante, realizando

una desinfeccion permanente y cumpliendo con los protocolos de desinfeccion.

Asimismo, luego de realizar la prueba de chi cuadrado con un 95% de
confiabilidad, se puede confirmar de forma general que para todas las areas no existe una
diferencia estadistica significativa (p>0.05) en la calidad bacterioldgica de las superficies
evaluadas tanto en pre y post-desinfeccion, debido a que el valor resultante y?= 3.2808 es
menor al valor de la tabla de chi cuadrado (5.9915). Sin embargo, se puede observar que
el nivel de contaminacion optimo aumenta de 36 a 49% en post-desinfeccion, siendo datos
positivos para la calidad de estas superficies; el nivel tolerable disminuye de a 27 a 22%
en post-desinfeccion y el nivel intolerable también disminuye de 37% en pre-desinfeccidn
a 29% en post-desinfeccion, reduccion las cuales no son tan favorables para garantizar la
calidad bacteriologica de estas superficies. Tambien, se pudo observar que los ambientes
con mayor contaminacion de condicion intolerable fue el area de Bioquimica la cual
necesita de una mayor desinfeccion de sus superficies, mientras que los ambientes con
menor contaminacion correspondieron al area de hematologia con un nivel tolerable tanto
en pre y post-desinfeccion las cuales pese a los resultados si mantienen una calidad optima
para estas superficies estudiadas; por tal motivo la calidad bacterioldgica en laboratorio
clinico se mantiene dentro de lo hallado en otros estudios, pero la desinfeccion de estas

al no ser significativas, se sugiere usar otro metodo de desinfeccion y/o limpieza.
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Figura 2
Bacterias contaminantes intrahospitalarias de superficies inertes y equipos en pre y post

desinfeccion en el servicio de Laboratorio Clinico del Hospital Regional “Manuel Nufiez

Butron I1-2”, Puno, 2022
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Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 2 y Figura 3 se puede observar que en pre-desinfeccidn en superficies
y equipos se aislo a Staphylococcus epidermidis (41.3%), Staphylococcus sp. (17.3%),
Staphylococcus aureus (12.5%), a Escherichia coli (4.8%), Enterobacter sp (5.8%); a
Serratia sp (1.0%); Yersinia sp. (1.0%); Proteus sp. (1.0%), Bacillus sp (10.6%),

Enterococcus sp (3.8%) y a Klebsiella spp. (1%).

Figura 3
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Analisis de la presencia de bacterias contaminantes intrahospitalarias de superficies
inertes y equipos en pre y post desinfeccion en el servicio de Laboratorio Clinico del

Hospital Regional “Manuel Nusiez Butron II-2”, Puno, 2022

oaraon(11) = 10.78, p = 0.46, Vgramer = 0.00, Clags, [0.00, 0.14], fipps = 177

Bacterias:
| pre desinfeccién | | post desinfeccion Yersinia sp.
2 - - =
1% (11)=189.54, p=1.00e-34, n =104 g (11)=179.66, p=121e-32, n=73 Staphylococcus sp.
Serratia sp.

S. epidermidis

S. aureus

Enterobacter sp.

E. coli

Bacillus sp.

D Ausencia

Fuente: Elaboracién propia

Por otro lado, de las once distintas especies bacterianas aisladas en la presente
investigacién se encontrd6 que bacterias patdgenas como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus guarda relacién con lo encontrado por Larico (2022) quien hall6
un 13.88% de contaminacion por Staphylococcus aureus, Enterobacter sp. (8.33%),
Escherichia coli (5.55%) y Yersinia sp. (2.77%). Asimismo, en otro estudio Perez (2016),
en superficies y ambientes de areas quirdrgicas, aislo Staphylococcus spp. en un 64% del
total de cepas aisladas, Escherichia coli (25%), Hafnia alvei (3%), Citrobacter freundii
(4%) y Burkholderia pseudomallei (4%) del total de cepas aisladas (Perez et al., 2016),
en otro estudio Diaz et al. (2017), hallaron a Staphylococcus sp. (78%), Micrococcus sp.
(50%) y Bacillus sp. (22%) antes del uso de desinfectantes, asimismo Lorca (2018), hallo
un 77.7% de presencia de Staphylococcus coagulasa negativa, 11.1% E. coli y

Enterobacter sp. en 11.1% antes de realizar una desinfeccion.
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Por lo tanto, estos resultados hallados en pre-desinfeccion son los esperados
debido a que Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sp. son provenientes de la flora
normal de la piel de las personas y su presencia es inevitable en superficies las cuales
estan en constante contacto con pacientes y trabajadores de salud, mientras que la presecia
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella spp. alerta de una posible fuente

de contaminacion para infecciones intrahospitalarias.

Mientras que, en post-desinfeccion, en superficies y equipos se aislé a
Staphylococcus epidermidis (49.3%), Staphylococcus sp. (12.3%), Staphylococcus
aureus (11.0%), Escherichia coli (2.7%), Enterobacter sp. (6.8%), Serratia sp. (1.4%),
Bacillus sp (9.6%), Enterococcus sp. (1.4%) y en ausencia de bacterias 5.5%. Asimismo,
se pudo observar que se aislé a Staphylococcus epidermidis (9/20) en el primer muestreo
siendo la bacteria que mas veces se identifico, mientras que las bacterias menos halladas

fueron Serratia sp. y Enterococcus sp. (1/47) para ambas bacterias en el primer muestreo.

Resultados que concuerdan con Diaz etal. (2017), quienes hallaron a
Staphylococcus sp. (53%), Micrococcus sp. (32%) y Bacillus sp. (7%), en otro estudio
similar Lorca (2018), despues de realizar una desinfeccion solo se hallé 11.1% de cepas
de Staphylococcus coagulasa negativa, estos resultados demuestran que muchas de las
cepas aisladas también persisten en otros estudios, los cuales pertenecen a la flora normal
de la piel e intestinos. Por otro lado, la presencia de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli evidencia que estas superficies estan contaminadas y no es la adecuada para recintos
hospitalarios; asimismo el transporte de material bioldgico y patdgeno influye en la
calidad bacteriana de estas superficies, lo cual puede generar vehiculos de transmisién
bacteriana hacia pacientes y personal de salud, por lo cual se puede convertir en un foco

infeccioso asociado a infecciones intrahospitalarias mediante la transmision cruzada.
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Asimismo, luego de realizar la prueba de chi cuadrado con un 95% de
confiabilidad, se puede observar que no existe diferencia estadistica significativa (p>0.05)
en la frecuencia de cepas bacterianas aisladas de las superficies tanto en pre y post-
desinfeccion, debido a que el valor resultante y?= 10.7774 es menor al de la tabla de chi
cuadrado (19.6752). Sin embargo, se puede observar que Staphylococcus epidermidis fue
la bacteria que mas se aisld, aumentando su presencia de 41.3% a 49.3% en post-
desinfeccion; Staphylococcus sp. disminuyo de 17.3 a 12.3 % en post-desinfeccion;
Staphylococcus aureus disminuyo de 12.5 a 11% en post-desinfeccion; Bacillus sp.
disminuy0 en post desinfeccion de 10.6% a 9.6%; asimismo, solo en pre-desinfeccion se
hallé bacterias como: Yersinia sp., Proteus sp. y Klebsiella spp. en un 1% y en post-

desinfeccion un 5.5% de ausencia de bacterias.

Por otro lado, en diferentes estudios realizados en un &ambito normal sin considerar
una desinfeccion, Carhuachunchay y Sandoval (2018), aisl6 a Bacillus sp. (66.7%) como

principal contaminante de superficies, asimismo, Mansilla (2019), encontré en Tingo
Maria a Lactobacillus sp., Staphylococcus sp., Enterobacter sp. Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter hafnia y Proteus morganii, resultados similares a los de Charca (2019),
quien hallo cepas de Staphylococcus aureus (27.3%), Escherichia coli (22.7%) y
Klebsiella pneumoniae (13.6%) en superficies de estetoscopios; mientras que Aucancela
etal. (2021), en su investigacion hallo especialmente Bacillus spp. (26.1%),
Staphylococcus coagulasa negativo (23.1%) y Staphylococcus epidermidis y Bacillus
cereus (7.7%) en superficies de unidades de cuidados criticas, cepas bacterianas las cuales

también fueron aisladas en la presente investigacion.

Estos resultados demuestran que las superficies y equipos son estructuras las

cuales albergan una gran cantidad de cepas bacterianas, en donde la desinfeccion de estas
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no se diferencia de manera significativa a las que no se desinfectan, cabe recalcar que las
bacterias aisladas en su mayoria pertenecen a la flora normal de la piel e intestinal, pero
la presencia de cepas bacterianas patdgenas convierte a estas superficies en posibles
fuentes de transmision bacteriana hacia pacientes y personal de salud. Por tal motivo, la
falta de higiene y desinfeccion es perjudicial para estas superficies ya que puedan formar
focos infecciosos y por lo tanto provocar infecciones intrahospitalarias; ademas, la
presencia de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella spp. en estas
superficies implica un problema de salud publica por su capacidad patogénica; estas
alertas de salud se pueden prevenir usando desinfectantes de mayor calidad,
desinfectando por mas tiempo las superficies y siguiendo los protocolos de limpieza y/o

desinfeccion.

42. CONTAMINACION BACTERIANA INTRAHOSPITALARIA EN

AMBIENTES

Se sometieron a estudio a setenta y dos muestras que fueron tomadas durante el
turno diurno y otras setenta y dos al finalizar el turno diurno, los que se presentan a

continuacion en la Tabla 10.
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Tabla 10
Nivel de contaminacion de meséfilos aerobios hallada en el aire durante y al finalizar el
turno diurno en las diferentes areas del servicio de laboratorio clinico del Hospital

Regional “Manuel Nuiiez Butron II-2” Puno, 2022

i MB B | A MA Total
Area Turno X%c Valorp
N° 9% N° 9% N° 9% N° % N° % N° %
Durante 15 83.33 3 1667 0 0.00 0 000 O 0.00 18 100.00
Bioquimica 2480 0.290
Final 12 6667 4 2222 2 1111 0 0.00 0 0.00 18 100.00
~ Durante 18 100.00 0 000 0 0.00 0 000 0 0.00 18 100.00 7.29 x
Hematologia 7.200
Final 12 6667 6 3333 0 000 O 0.00 0 0.00 18 100.00 103
Durante 16 88.89 2 1111 0 0.00 0 000 O 0.00 18 100.00
Microbiologia 0.360 0.550
Final 17 9444 1 556 0 000 O 0.00 0 0.00 18 100.00
Toma Durante 7 4375 2 1250 7 4375 2 1250 0 0.00 16 112.50 390 0.150
de muestra Final 12 6667 0 000 6 3333 0 0.00 0 0.00 18 100.00 '
Durante 56 77.78 7 972 7 972 2 278 0 0.00 72 100.00

Global 3.040 0.390
Final 53 7361 11 1528 8 1111 O 0.00 O 0.00 72 100.00

Nota: N°= nlmero, %= porcentaje, MB=Muy baja (=<50 UFC/m?), B=Baja (50-100 UFC/m?),
I=Intermedia (100-500 UFC/m3), A=Alta (500-2000 UFC/m?), MA=Muy alta (=> 2000 UFC/m?)

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 10 y Figura 4, se puede observar que, durante el turno diurno, un 78%
de los ambientes tenian una contaminacién muy baja, mientras que intermedia un 10%,
baja en 9%, alta en 3% y 0% para muy alta. Asimismo, los ambientes con mayor
contaminacion de condicion alta fueron el area de toma de muestra (2/2), mientras que
donde hubo mayor contaminacién intermedia y baja fue el &rea de bioquimica (3/7) y de

contaminacion muy baja el ambiente de hematologia (18/56).
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Figura 4

Anélisis del nivel de contaminacion de mesotfilos aerobios hallada en el aire durante y al
finalizar el turno diurno en las diferentes areas del servicio de laboratorio clinico del

Hospital Regional “Manuel Nusiez Butron II-2”" Puno, 2022

| Durante | [ Final

Bioquimica: A earcon(2) =2.48, p =0.29, Viramer = 0.11, Clgse, [0.00, 0.50], nops = 36
1y (2)=21, p=2.75¢-05, n=18 1y (2)=9.33, p=9.40e-03, n=18

Hematologia: X&earson(1) = 7-20, p = 7.29€-03, Veramer = 0.42, Clasy, [0.00, 0.77], nype = 36

25 (1)=18, p=2.21e-05, n=18 %y (1)=2, p=0.16, n=18

Microbiologia: x2_, . ,n(1) = 0.36, p = 0.55, Viramer = 0.00, Clysg, [0.00, 0.40], nyps = 36
15 (1)=10.89, p=9.67e-04, n=18 %y (1)=14.22, p=162e-04, n=18

Toma de muestra: Zpearson(3) = 5.39, p = 0.15, Vramer = 0.26, Closy, [0.00, 0.60], nyps = 36
1% (3)=5.56, p=0.14, n=18 15 (3)=22, p=6.526-05, n=18

Global: xﬁemon(s) =3.04, p = 0.39, Voramer = 0.01, Clgsg, [0.00, 0.23], nps = 144
Ly (3)=107.89. p=3.12e-23. n=72 15 (3)=94.33, p=257e-20, n=72

53
(74%)

- Intermedia - Alta

- Muy baja . Baja

Fuente: Elaboracion propia
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Asimismo, estos resultados hallados durante el turno diurno difieren de lo
encontrado, por Tinoco et al. (2016) quienes hallaron un predominio de cuatro géneros
bacterianos, y de contaminacion intermedia un 100% de ambientes, por otro lado
Rodriguez et al. (2016), también hallaron contaminacién de nivel intermedio en 100%,
por lo tanto frente a los resultados obtenidos en el presente estudio, demuestra que la
calidad del aire del servicio de laboratorio clinico es adecuado para el entorno hospitalario
debido a que el mayor porcentaje (78%) resulto en una contaminacién muy baja, por ende,
se presume que estos ambientes cuentan con una ventilacion constante y adecuada, pese
a que durante la guardia diurna tanto el personal como los pacientes estan en constante
contacto con los ambientes; ademas, esta presencia escasa de bacterias aéreas debe
tomarse como una sefial de calidad bacteriologica adecuada dentro del servicio de

laboratorio clinico la cual no supone un problema de salud publica.

Por otro lado, al finalizar el turno diurno un 74% de areas resultaron en
contaminacion bacteriana muy baja, 15% contaminacion baja, 11% contaminacion
intermedia y 0% para alta y muy alta, dando como resultado que la concentracién
bacteriana en ambientes de laboratorio clinico se mantiene optima pese a algunos datos
elevados en el area de toma de muestras; por lo tanto, se pudo observar que los ambientes
con mayor contaminacién de condicion intermedia fue el area de toma de muestra (6/8),
mientras que el ambiente donde hubo contaminacién baja fue el area de hematologia

(6/11) y de contaminacion muy baja también esta Gltima area (17/53).

Asimismo, Pérez (2016), en un trabajo realizado en un laboratorio microbioldgico
hallé una contaminacion bacteriana intermedia (1/3) y baja (2/3), a la entrada de comedor
la contaminacion también fue intermedia (3/3), demostrando asi que la concurrencia tanto
de personal como de pacientes en el area de microbiologia alteraba la concentracion de

bacterias presentes en dichos ambientes; en otro estudio Montaluisa (2018), hall6 una
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contaminacion intermedia en las areas de terapia intensiva (5/5), area de utileria
intermedia (3/3) y area de lavado comun contaminacion baja (1/1), por tal motivo, estos
resultados demuestran que la calidad del aire al finalizar el turno diurno comparado con
la bibliografia hallada es adecuado para el entorno hospitalario ya que el mayor porcentaje
(74%) resulto en una contaminacion muy baja, ello se debe a que los ambientes de
laboratorio clinico cuentan con una ventilacion constante y adecuada, esto se debe a que
al finalizar la guardia diurna tanto el personal como los pacientes ya no estan en constante

contacto con los ambientes.

Ademas, luego de realizar la prueba de chi cuadrado con un 95% de confiabilidad,
se confirma que no existe diferencia estadistica significativa en la calidad bacteriolégica
presente en todos los ambientes evaluados tanto durante como al finalizar la guardia
diurna, debido a que el valor resultante %= 3.0381 es menor al de la tabla de chi cuadrado
(9.4877). Sin embargo, para el area de hematologia si existe una diferencia estadistica
significativa (p<0.05) en donde la contaminacidn no es similar en pre y post-desinfeccion;
ademas, se puede observar que el nivel de contaminacion bacteriana muy baja disminuy6
de 78 a 74% al finalizar el turno; el nivel bajo aumentd de 9 a 15%; el intermedio subid
ligeramente de 10 a 11% al finalizar el turno diurno; el alto disminuy6 de 3 al 0% al
finalizar el turno diurno y el nivel muy alto se mantuvo con un 0% de contaminacion
bacteriana tanto durante como al finalizar el turno diurno. De esta manera, se determina
que, la afluencia de personas en los ambientes sometidos a estudio no influye en el nivel

de contaminacion bacteriana hallada en la presente investigacion.

Por lo tanto, estos resultados demuestran que la calidad del aire del servicio de
laboratorio clinico es probablemente el adecuado para entornos hospitalarios, debido a
que los mayores porcentaje (78% Yy 74%) hallados tanto durante como al finalizar la

guardia diurna, resultaron en una contaminacién muy baja, por ello se presume que la
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ventilacion es constante y adecuada, ademaés la escasa presencia de estas bacterias aéreas
debe tomarse como una sefial de que la calidad bacteriana es dptimo y no supone un
problema de salud publica; por ende, los pacientes y personal de salud estan excentos a
sufrir una enfermedad asociada a fomites y particulas aéreas; por todo ello, es que la

calidad ambiental optima de los recintos hospitalarios es de suma importancia frente a las

infecciones intrahospitalarias (11H).

Figura 5
Bacterias contaminantes intrahospitalarias del aire aisladas durante y al finalizar la

guardia diurna del servicio de laboratorio clinico del Hospital Regional “Manuel Nuiiez

Butron [1-2”
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Fuente: Elaboracion propia
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Figura 6

Anélisis de la presencia de bacterias contaminantes intrahospitalarias del aire aisladas
durante y al finalizar la guardia diurna del servicio de laboratorio clinico del Hospital
Regional “Manuel Nusiez Butron II-2”

1 eareon(5) = 14.69, p = 0.01, Veramer = 0.2, Clogy, [0.00, 0.35], rppe = 196

| durante | | final |

1y (5)=7343, p=198e-14, n=98 1y (5)=45.14, p=1.36e-08, n=98
Bacteria:

Staphylococcus sp.

S. epidermidis

Fuente: Elaboracién propia

En la Figura 5 y Figura 6, se dan a conocer las bacterias aisladas en ambientes
durante la guardia diurna, en la que se logro identificar a Staphylococcus epidermidis
(48.0%), Staphylococcus sp (14.3%), Staphylococcus aureus (5.1%), Bacillus sp (9.2%),
Micrococcus sp (8.2%) y ausencia de bacterias (15.3%), siendo el de mayor presencia el
Staphylococcus epidermidis (20/43) en el primer muestreo, seguido de Staphylococcus
sp. (6/43), y Staphylococcus aureus con 2/32 en el segundo muestreo, Bacillus sp. (4/43),
Micrococcus sp. (6/43) y por ultimo cabe resaltar que hubo ausencia de bacterias (6/43)

en el primer muestreo.

Al respecto, Rodriguez (2016) en su estudio realizado en aire, hallo
principalmente Gram positivas en un 92.4% en el primer muestreo (79.8% de cocos y
12.6% de bacilos) y 100% en el segundo muestreo (71.25% de cocos y 28.74% de
bacilos), en otro estudio realizado por Romero et al. (2016), Serratia spp. y Escherichia
coli en un 17.14%, Streptococcus spp. (17.1%) y Streptococcus spp. (8.57%); estos
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resultados representan que las bacterias identificadas son las esperadas (Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus sp.) las cuales pertenecen a la flora normal bacteriana de la
piel, las cuales se desprende durante la actividad cotidiana en un laboratorio clinico, por
ende la presencia de estas bacterias no denotan una patologia completa, sin embargo la
presencia de Staphylococcus aureus y Bacillus sp. aungue sea en menor porcentaje puede

provocar a que el ambiente se contamine y sea una fuente de infeccion intrahospitalaria.

Por otro lado, las bacterias aisladas de ambientes al finalizar el turno diurno,
estuvieron representadas por Staphylococcus epidermidis (26.5%), Staphylococcus sp
(14.29%), Staphylococcus aureus (5.1%), Bacillus sp (9.18%), Micrococcus sp. (8.16%)
con una ausencia de bacterias (36.7%). Concerniente a lo encontrado aqui, Tinoco et al.
(2016), hallaron Staphylococcus aureus que guarda relacion con lo encontrado en la
presente investigacion, con 74.3 UFC/m® respectivamente, Bacillus con 95.5 UFC/m?,
Neisseria 63.7 UFC/m?, Pseudomonas 42.4 UFC/m® y otras cepas bacterianas con 31.8
UFC/m?3; en un estudio similar realizado por Montaluisa (2018), en un Hospital de las
Fuerzas Armadas se determin0, Staphylococcus coagulasa negativa en un 78.26%,
Micrococcus con 15.94% y Bacillus spp. con 5.79% de presencia en los cultivos
realizados, al respecto, Charca (2019) en su estudio hall6 Staphylococcus aureus en un
50%, Klebsiella pneumoniae (16.7%), Escherichia coli (8.3%) y 25% de cultivos
negativos, en muestras de estetoscopios del personal asistencial de medicina general, lo

cual concuerda con lo hallado en la presente investigacion.

Por lo tanto, luego de realizar la prueba de chi cuadrado con un 95% de
confiabilidad, se puede observar que existe diferencia estadistica significativa (p<0.05)
en las bacterias aisladas en los ambientes tanto durante como al finalizar el turno diurno,
debido a que el valor resultante x?>= 14.6881 es mayor al de la tabla de chi cuadrado

(11.0705). Sin embargo, se puede observar que Staphylococcus epidermidis la bacteria
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gue mas se aisld, disminuyo su presencia a 26.53% al finalizar el turno diurno;
Staphylococcus sp. disminuyo ligeramente de 14.30 a 14.29% al finalizar el turno diurno;
Staphylococcus aureus se mantuvo con 5.10%; Bacillus sp. y Micrococcus sp. se
mantuvieron con 9.00 y 8.20% respectivamente, variando por decimas sus resultados y
por ultimo en ausencia de patdgenos se hallé un 15.30% durante la guardia diurna 'y un

36.73% al finalizar la guardia diurna.

Esto resultados posiblemente indiquen que el transporte de muestras patdgenas, la
afluencia de pacientes y personal de laboratorio, influyen en las especies de bacterias
halladas en la presente investigacion, tanto durante como al finalizar el turno diurno, estas
cepas bacterianas aisladas en su mayoria pertenecen a la flora normal de la piel de las
personas, pero la presencia de Staphylococcus aureus aun siendo en menor porcentaje
indica una posible fuente de transmision bacteriana hacia pacientes y personal de salud;
sumado a esto la falta de higiene, ventilacion y desinfeccion inadecuada de estos
ambientes contribuiria a que se formen focos infecciosos para infecciones
intrahospitalarias; y por ello es que el estudio de estos ambientes es importante para la

salud publica.
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4.3. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS PATOGENAS
INTRAHOSPITALARIAS AISLADAS DE SUPERFICIES INERTES Y

EQUIPOS

4.3.1. Bacterias Gram positivas

Tabla 11
Susceptibilidad de Staphylococcus aureus frente a distintos tipos de antibioticos
aislados de superficies inertes y equipos del servicio de Laboratorio Clinico del

Hospital Regional “Manuel Nuiiez Butron II-2”, Puno, 2022

Susceptibilidad antibacteriana
Antibidticos S | R Total

N> % N° % N° % N° % re Velorp
Clindamicina 10 4762 7 3333 4 19.05 21 100.00 2.571 0.276
Cloranfenicol 20 9524 1 476 0 0.00 21 100.00 36.286 1.32x 10
Eritromicina 9 4286 5 2381 7 33.33 21 100.00 1.143 0.565
Gentamicina 20 9524 0 000 1 476 21 100.00 36.286 1.32x 10
Oxacilina 17 8095 3 1429 1 476 21 100.00 21.714 1.93x10%
Rifampicina 21 10000 O 0.00 O 0.00 21 100.00 42.000 7.58x 1010
Sulfametoxazol + trimetoprim 21 100.00 0 0.00 0 0.00 21 100.00 42.000 7.58 x 10
Vancomicina 21 10000 O 0.00 O 0.00 21 100.00 42.000 7.58x 10?0

v%c=64.4681 gl=14 p< 0.05
Nota: N°= numero, %= porcentaje, N°= numero, S=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 11 y Figura 7, se observa que luego de realizar la prueba de
chi cuadrado con un 95% de confiabilidad, existe diferencia estadistica
significativa en las sensibilidades a antibacterianos hallados para Staphylococcus
aureus, debido a que el valor resultante ¥°= 64.4681 es mayor al de la tabla de chi

cuadrado (23.6848). Sin embargo, se puede observar que estas cepas bacterianas
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de Staphylococcus aureus halladas son mas resistentes a eritromicina con hasta

33.3%, seguido de clindamicina 19.0%; oxacilina y gentamicina con 4.7%.

Figura7

Analisis de la susceptibilidad de Staphylococcus aureus frente a distintos tipos de
antibioticos aislados de superficies inertes y equipos del servicio de Laboratorio
Clinico del Hospital Regional “Manuel Nuriez Butron II-2”, Puno, 2022

(14) = 64.47, p = 1.90€-08, Visramer = 0.39, Closy, [0.19, 0.46], nyp, = 168

2
XPearson

| Clindamicina I | Cloranfenicol | | Eritromicina |

xgl(2)=2.57, p=0.28 xg‘(2)=36.29, p=132e-08 4 (2)=114 p=056

| Gentamicina | | Oxacilina Rifampicina

1y (2)=36.29, p=1.32e-08y I(2)=21 71, p=1.93e-05 x|(2)=42 p =7.58e-10

(100%)

Sulfametoxazol-
Trimetoprim

1q (2)=42, p=758e-10 xl(2) 42, p=7.58e-10

(100%) (100%

Fuente: Elaboracion propia

Vancomicina

Susceptibilidad:

. Sensible
. Intermedio
. Resistente

Asimismo, se puede observar que de 21 cepas de Staphylococcus aureus,
aisladas en superficies inertes y equipos se encontro frente a eritromicina un
42.8% de susceptibilidad sensible, 23.8% intermedio y 33.3 resistente; a

clindamicina fue un 47.6% sensible, 33.3% intermedio y 19% resistente; a
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oxacilina fue un 80.9% sensible, 14.2 intermedio y 4.7 resistentes; a cloranfenicol
fue un 95.2% sensible y 4.7 intermedio; mientras que 100% fueron sensibles a
rifampicina, sulfametoxazol + trimetoprim y vancomicina; siendo eritromicina el
antibidtico al cual Staphylococcus aureus fue mas resistente (7/13) seguido de
clindamicina (4/13) resistente, gentamicina y oxacilina (1/13) en ambos casos
resistentes, por otro lado rifampicina, sulfametoxazol + trimetoprim vy
vancomicina resultaron altamente eficaces para las cepas aisladas presentando una

susceptibilidad sensible.

De este modo, en la presente investigacion para Staphylococcus aureus
resistente a antibidticos, los resultados fueron similares a lo encontrado por Larico
(2022), en Puno, donde hallo un 40% de resistencia bacteriana de S. aureus hacia
eritromicina y clindamicina, oxacilina (20%) y sensibles al 100% a vancomicina,
gentamicina, cloranfenicol, sulfametoxazol + trimetoprima, y rifampicina, algo
similar a lo encontrado por Gamboa (2016), quien en su estudio realizado en
Chimbote, hall6 S. aureus sensible al 100% a vancomicina, rifampicina,
cotrimoxazol y resistencia al 100% para penicilina, clindamicina, eritromicina y

ampicilina (Gamboa, 2016).

Por el contrario, en otro estudio realizado por Caceres (2015), en
Ayacucho, para S. aureus encontr0 resistencia del 100% para oxacilina,
cefoxitina, gentamicina, cloranfenicol, eritromicina y ciprofloxacino; (66.67%)
resistente a clindamicina y sensible al 100% a vancomicina y teicoplamina, algo
similar hallo Villalobos (2019), encontrando a S. aureus resistente al 100% a
amoxicilina/ac. clavulanico, cefepime, ceftriaxona, aztreonam, nitrofurantoina,
penicilina, eritromicina, oxacilina, amikacina y &cido nalidixico; 75% a
cefotaxima; 87.5% para norfloxacino, 53.3% para gentamicina y 50 % para
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rifampicina, clindamicina, vancomicina y cloranfenicol indicando datos de
extrema resistencia frente a cepas de S. aureus aislados en hemocultivos de

pacientes hospitalizados.

Estos resultados se deben principalmente a que estas cepas aisladas pueden
poseer algun mecanismos de resistencia, tales como el fendmeno BORSA el cual
confiere resistencia a meticilina y oxacilina (penicilinas) en donde S. aureus crea
genes, tales como mecA el cual codifica PBP2a proteina que sintetiza
peptidoglucano aun en presencia de antibidtico; otro gen importante se da en el
fenotipo cMLSB del gen erm el cual impide que el medicamento llegue a su diana
por accion de metilasas, importante para los antibiéticos como clindamicina y
eritromicina (macrolidos), asimismo el mecanismo iMLSB se produce mediante
los genes msraA y mef, quienes mediante este mecanismo provocan una
resistencia cruzada de eritromicina hacia clindamicina es por ello que observamos
cepas resistentes a ambos antibidticos; por otro lado, otro mecanismo no muy
usual es el provocado por el fenotipo MSb el cual actiia mediante bombas de eflujo
y expulsion activa mediadas por el gen msrA, pero también estan asociados a los
genes mefA y mefE quien confieren resistencia hacia la eritromicina, pero no a la
clindamicina; asimismo S. aureus resistente a meticilina, puede convertirse
resistente a la gentamicina (aminoglucosido), mediante los mecanismos de
resistencia provocados por los genes aac (6°) y aph (2°") los cuales mediante
accion enzimatica alteran a los aminoglucosidos (Kenneth & Ray, 2021; Stearns

etal., 2019).

La presencia cepas de S. aureus resistente a antibioticos, las cuales fueron
aisladas de superficies de laboratorio clinico es un signo de alerta, debido a que

su sola presencia puede llegar a convertirse en parte de un foco infeccioso el cual
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lleva ser un problema de salud puablica; asimismo es importante saber estos
mecanismos de resistencia pueden afectar aun mas la calidad de vida de los
pacientes y trabajadores de salud que resulten contaminados con estas cepas
resistentes; todo ello se puede prevenir realizando una limpieza y desinfeccion

adecuados en las superficies de laboratorio clinico.

4.3.2. Bacterias Gram negativas

Tabla 12
Susceptibilidad de Escherichia coli frente a distintos tipos de antibioticos aislados
de superficies inertes y equipos del servicio de Laboratorio Clinico del Hospital

Regional “Manuel Nuriez Butron II-2”, Puno, 2022

Susceptibilidad antibacteriana
Antibidticos S | R Total
N° % N° % N° % N° %

x%  Valorp

Amikacina 7 10000 O 000 O 0.00 7 100.00 14.000 9.12x 10
Amoxicilina/ac. clavulanico 5 7143 0 000 2 2857 7 100.00 5.429 6.63x 10
Ampicilina/sulbactam 6 8571 0 000 1 1429 7 100.00 8.857 1.19x 10
Cefalotina 7 10000 O 000 O 0.00 7 100.00 14.000 9.12x 10
Ceftriaxona 6 8571 0 000 1 1429 7 100.00 8.857 1.19x10°
Cloranfenicol 7 10000 O 000 O 0.00 7 100.00 14.000 9.12x 10
Gentamicina 5 7143 1 1429 1 1429 7 10000 4571 1.02x10%
Sulfametoxazol + trimetoprim 4 57.14 1 1429 2 2857 7 100.00 2.000 3.68x10°%

1%=13.0820 gl=14 p>0.05
Nota: N°= numero, %= porcentaje, N°= numero, S=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 12 y Figura 8, luego de realizar la prueba de chi cuadrado con
un 95% de confiabilidad, se puede observar que no existe diferencia estadistica
significativa en las sensibilidades a antibacterianos hallados para Escherichia coli,
debido a que el valor resultante y“= 13.0820 es menor al de la tabla de chi —

cuadrado (23.6848). Sin embargo, se puede observar que estas cepas bacterianas
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de Escherichia coli halladas fueron mas resistentes a sulfametoxazol y
amoxicilina + acido clavulénico (28.5%), seguido de gentamicina, ampicilina +

sulbactam y ceftriaxona con una resistencia de 14.2%.

Figura 8

Analisis de la susceptibilidad de Escherichia coli frente a distintos tipos de
antibioticos aislados de superficies inertes y equipos del servicio de Laboratorio

Clinico del Hospital Regional “Manuel Nuriez Butron II-2”, Puno, 2022

x,iearsm(M) =13.08, p = 0.52, Visramer = 0.00, Clgss, [0.00, 0.06], s = 56

. Amoxicilina- .
Amikacina A I | Ampicilina-Sulbactam |
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14(2)=4.57, p=0.10 g(2)=2, p=0.37

Fuente: Elaboracion propia

Asimismo, se vio que estas cepas de Escherichia coli aisladas, todas fueron
sensibles ante amikacina, cefalotina y cloranfenicol. Por ello es que se determina
que, el uso de diferentes medicamentos antibacterianos usados para cepas de

Escherichia coli no influye en las sensibilidades obtenidas.
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En la presente investigacion, se hallo Escherichia coli resistente a
antibioticos, lo cual concuerda con Larico (2022), quien hallo Escherichia coli
resistente a amoxicilina/ac. clavulanico (50%) y a cefalotina una resistencia
intermedia (50%) (Larico, 2022); en otro estudio, Barreda (2022), encontr
resistencia del 100% a cefazolina y amoxicilina/ acido clavulanico, por otro lado,
Guajardo et al. (2009), en su estudio aisld Escherichia coli resistente a ampicilina
(67.2%), trimetoprim-sulfametoxazol (59.2%), cefazolina (35.6%) vy
ciprofloxacino (24.7%), asimismo, Huanca (2022), hall6 en muestras de orina a
Escherichia coli resistente a amikacina (100%), ceftriaxona, nitrofurantoina e

imipenem.

Estos resultados se deberian a que las cepas aisladas probablemente
disponen de algun tipo de mecanismo de resistencia, en donde para enterobacterias
como E. coli estas crean betalactamasas de clases A, B, C o D, en donde para
amoxicilina/ac. clavulanico y ampicilina/ sulbactam, la E. coli genera resistencia
clase A mediante los genes TEM-1, TEM-2 y SHV (Betalactamasas de amplio
espectro) a través de reacciones hidroliticas que alteran al antibiotico; para
cefalotina (cefalosporina de 1ra generacidén) su hidrélisis ocurre mediante
betalactamasas tipo AmpC (clase C), asimismo si este gen es hiperproducido,
genera resistencia a ceftriaxona (cefalosporina de tercera generacion) como lo
hallado en esta investigacion; para gentamicina (aminoglucosido) la resistencia
podria estar mediada por los genes aac-2", aac-3", aph2”, y ant-2" que inactivan
algunas enzimas. Por altimo, en el caso de sulfametoxazol + trimetoprim la
resistencia ocurriria mediante enzimas plasmidicas codificadas por los genes sull
y sul2 los cuales producen resistencia a sulfonamidas a través de formas mutantes

de la enzima blanco (las sulfonamidas no reconoce su sitio de accion) y para
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trimetoprim la hiperproduccion de enzimas codificadas producen formas mutantes

mediante el gen dfr (Riedel et al., 2019).

La presencia de cepas de E. coli resistentes a antibioticos, aislados en
superficies y ambiente son de suma importancia por los tipos de infecciones que
pueden provocar tanto en pacientes sanos como enfermos, asimismo, las cepas de
E. coli son de las bacterias mas aisladas en infecciones intrahospitalarias, por ello
es que el aumento de resistencia antibidtica de estas cepas son un problema de
salud publica el cual se puede prevenir con una adecuada desinfeccion y limpieza;

en superficies y ambientes en el servicio de laboratorio clinico (Larico, 2022).

Tabla 13
Susceptibilidad de Klebsiella spp. frente a distintos tipos de antibi6ticos aislados
de superficies inertes y equipos del servicio de Laboratorio Clinico del Hospital

Regional “Manuel Nuriez Butron II-2”, Puno, 2022

Susceptibilidad antibacteriana

Antibidticos S | R Total
v% Valorp

N % N° % N° % N° %
Amikacina 1 10000 O 000 O 000 1 10000 2.000 0.368
Amoxicilina/ac. clavulanico 1 10000 0 000 0 000 1 100.00 2.000 0.368
Ampicilina/Sulbactam 0 000 0 000 1 10000 1 100.00 2.000 0.368
Aztreonam 1 10000 0 000 O 000 1 10000 2.000 0.368
Ceftriaxona 1 10000 0 000 O 000 1 10000 2.000 0.368
Ciprofloxacino 1 10000 0 000 O 000 1 10000 2.000 0.368
Imipenem 1 10000 0O 000 O 000 1 10000 2.000 0.368
Sulfametoxasol * 0 000 1 10000 0 000 1 100.00 2.000 0.368

trlmetoprlm

%%=16.000 gl=14 p> 0.05
Nota: N°= niimero, %= porcentaje, N°= numero, S=Sensible, I=Intermedio, R=Resistente

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 13 y Figura 9, luego de realizar la prueba de chi cuadrado con
un 95% de confiabilidad, se puede observar que no existe diferencia estadistica
significativa (p>0.05) en las sensibilidades a antibacterianos hallados para
Klebsiella spp. debido a que el valor resultante ¥>= 16.0000 es menor al de la tabla
de chi — cuadrado (23.6848). Sin embargo, se puede observar que las cepas de
Klebsiella spp. evaluadas son resistentes a ampicilina + sulbactam en un 100%;

con sensibilidad intermedia a sulfametoxazol + trimetoprim en un 100%.

Figura 9

Analisis de la susceptibilidad de Klebsiella spp. frente a distintos tipos de
antibioticos aislados de superficies inertes y equipos del servicio de Laboratorio
Clinico del Hospital Regional “Manuel Nuriez Butron 11-2”, Puno, 2022

(14) = 16.00, p = 0.31, Veramer = INf, Closg, [NA, 1.00], lops = 8

X Pearson

. Amoxicilina-
Acido clavulanico

xg. (2)=2, p=0.37, n=1 xg| (2)=2, p=037, n=1 xg| (2)=2, p=0.37, n=1

1 00%) 1 00%) 1 00%)

Cefalotina Ceftriaxona Cloranfenicol

Amikacina || Ampicilina-Sulbactam |

xg. (2)=2, p=0.37, n=1 xg| (2)=2, p=037, n=1 xg. =2, p=037, n=1

1 00% 1 00% 1 00%

Sulfametoxazol
Trimetoprim

2 (2)=2, p=037, n=1 5} (2)=2, p=037, n=1

Susceptibilidad:

. Sensible

- Intermedio
100% 100% [ resisterte

Fuente: Elaboracion propia

Gentamicina
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Asimismo, se vio que estas cepas de Klebsiella spp. aisladas, fueron
completamente sensibles (100%) a la amoxicilina + acido clavulanico, aztreonam,
ceftriaxona, ciprofloxacino e imipenem. De esta manera, se determina que, el uso
de diferentes medicamentos antibacterianos usados para cepas de Klebsiella spp.

no influye en las sensibilidades obtenidas en la presente investigacion.

Lo encontrado en este estudio difiere de lo reportado por Gamboa (2016),
quien aislo Klebsiella pneumoniae con 100% de sensibilidad a cefalosporinas,
amikacina, imipenem, ertapenem y meropenem; asimismo, Zapata (2021) hallo
Klebsiella pneumoniae resistente a ampicilina (100%); trimetoprima/
sulfametoxazol (81%), norfloxacino (80%), ciprofloxacino (71%), cefuroxima
(70%), cefotaxima (64%) y ceftazidima (62%), caso similiar a Arias (2016), quien
aislo Klebsiella pneumoniae con un elevado porcentaje de resistencia a ampicilina
89.8% y trimetoprima/sulfametoxazol 61.7%, estos resultados se deben a que las
cepas de Klebsiella spp. al igual que las cepas aisladas de E. coli presentan
diversos mecanismos de resistencia antimicrobiana, en donde para ampicilina/
sulbactam (penicilina - betalactamico) estas cepas crean B-lactamasas de tipo
AmpC, los cuales ademas de hidrolizar la ampicilina también son capaces de
hidrolizar cefalosporinas de 1ra y 2da generacion, asimismo para sulfametoxazol
+ trimetoprim la resistencia se da mediante enzimas plasmidicas, quienes para la
resistencia a sulfonamidas estan codificadas por los genes sull y sul2 los cuales
mediante la creacion de formas mutantes de la enzima blanco es que crean
resistencia a este farmaco (las sulfonamidas no reconocen su sitio de accion) y
para trimetoprim el gen dfr producen formas mutantes mediante la

hiperproduccion de enzimas codificadas (Riedel et al., 2019).
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La presencia de cepas de Klebsiella spp. resistentes a antibioticos, aislados
en superficies y ambiente son de suma importancia por las infecciones que puede
causar dentro de un recinto hospitalario, asimismo estas cepas que cuentan con
una resistencia antibiotica elevada son un problema de salud pablica el cual se
puede prevenir realizando una adecuada desinfeccion y limpieza; en superficies y

ambientes en el servicio de laboratorio clinico.
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V. CONCLUSIONES

La calidad bacterioldgica de superficies inertes y en equipos de Laboratorio Clinico
del Hospital Regional “Manuel Nunez Butron I1-2” determinada mediante mesofilos
viables en pre desinfeccion indica un 37% de contaminacion intolerable, 28%
contaminacion tolerable y 35% a optimo (sin contaminacion); mientras que, en post
desinfeccion la ausencia de contaminacion fue de 49% (optimo), contaminacion
intolerable 29% y contaminacion tolerable 22%, siendo el area de bioquimica el de
mayor presencia de contaminacion bacteriana (pre 5.7*10? UFC/cm?, post 1.7*10?
UFC/cm?). Asimismo, no hubo diferencias significativas en la calidad bacteriol6gica
pre y post desinfeccion (x?=3.2808; p>0.05), por lo cual la desinfeccion realizada no
altera la calidad de las superficies, por lo que no es la adecuada; en cuanto a la
bacteria mas frecuente Staphylococcus epidermidis con 41.3% Yy 49.3% en pre y post-
desinfeccion respectivamente (x>=10.7774; p>0.05), es la cepa bacteriana esperada

para las superficies muestreadas.

La calidad bacterioldgica del aire en ambientes de Laboratorio Clinico del Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron I1-2” establecida mediante mesofilos viables indica
que el nivel de contaminacion bacteriana en la guardia diurna fue principalmente bajo
durante (78%) y al finalizar (74%) la misma, siendo toma de muestra el area con
mayor presencia de concentracion bacteriana (durante 6.28*102 UFC/m3, final
2.88*10% UFC/m®). Asimismo, no hubo diferencias significativas en la calidad
bacteriolégica del aire durante y al finalizar la guardia diurna (3?=3.0381; p>0.05),
por lo cual la calidad bacterioldgica es adecuada y no se altera, pero si en cuanto a la

bacteria mas aislada: Staphylococcus epidermidis (durante 48%, final 26.5%)
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(x*=14.6881; p<0.05), siendo también la cepa bacteriana esperada para estas

muestras de aire.

— La resistencia antimicrobiana de veintiun cepas de Staphylococcus aureus aisladas
de superficies inertes y equipos si mostré diferencias significativas (}?=64.4681;
p<0.05) principalmente a clindamicina 19.0% y eritromicina 33.3%, mientras que
fue sensible a rifampicina, sulfametoxazol + trimetoprim y vancomicina en un 100%;
concerniente a las siete cepas de Escherichia coli, no hubo diferencias estadisticas en
el porcentaje de resistencia antibiotica (x>=13.0820; p>0.05) no obstante presentd
resistencia especialmente a amoxicilina/acido Clavulanico y
sulfametoxazol/trimetoprima 28.5% Finalmente, en una cepa de Klebsiella spp.,
tampoco hubo diferencias significativas en la resistencia antibidtica (x?=16.0000;
p>0.05), sin embargo, presentd 100% de resistencia a ampicilina-sulbactam. Por
ende, en las superficies evaluadas si existen bacterias patégenas que cuentan con
mecanismos de resistencia antimicrobiana en las areas de laboratorio clinico, lo cual

es un problema de salud publica.
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V1. RECOMENDACIONES

— Ampliar las investigaciones acerca de contaminacion intrahospitalaria a otros

servicios entre ellos UCI y comparar el nivel de contaminacién bacteriana.

— Realizar investigaciones de contaminacion bacteriana en el aire de servicios de

hospitalizacion y correlacionar con infecciones intrahospitalarias.

— Evaluar la efectividad de los protocolos de limpieza y desinfeccion en el Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron II-2”, Puno, mediante los procedimientos
desarrollados en esta investigacion realizando una evaluacion longitudinal de varios

puntos en el tiempo.

129

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abad, K. J. (2016). Valoracion de la calidad microbiologica de los ambientes de las
areas de trabajo del laboratorio de aguas de proactiva de Monteria S.A. E.S.P.
[Tesis de pregrado, Universidad de Cordova].
https://www.studocu.com/co/document/universidad-de-los-
Ilanos/biologia/valoracion-de-la-calidad-microbiologica-de-los-ambientes-de-
las-areas-de-trabajo-del-laboratorio/56151075

Acosta, S. (2011). Manual de control de infecciones y epidemiologia hospitalaria. En
P. Ramon (Ed.), Organizacion Panamerica de la Salud (OPS, Vol. 1).
PALTEX.
https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/51545/ControlInfecHospitalaria
S_spa.pdf?sequence=1

Aguilar, M. P., & Zajami, S. K. (2020). Eficacia de tres desinfectantes sobre la
contaminacién microbiana en superficies de una botica de Chilca, Huancayo
2019 [Tesis de pregrado, Universidad Peruana los  Andes].
https://repositorio.upla.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12848/1935/TESIS%2
OFINAL.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Alados, J. C., Garcia, E. G., Leiva, J., Pérez, J., & Rojo, E. (2014). Procedimientos en
microbiologia clinica: seguridad en el laboratorio de microbiologia clinica (E.
Cercenado Mansilla & R. Canton Moreno, Eds.; SEIMC, Vol. 10). Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicr

obiologia/seimc-procedimientomicrobiologialOa.pdf

Altamirano, K. A. (2016). Toma de muestra bacteriol6gica en paciente con
enfermedad periodontal [Tesis de pregrado, Universidad de Guayaquil].
https://repositorio.ug.edu.ec/server/api/core/bitstreams/168e5c9b-1dda-492d-
91f5-a9e896fed7d1/content

Alvarado, M. J., Tuesta, M. N., & Zufiiga, M. A. (2018). Contaminacion bacteriana y

tipo de bacterias en teléfonos celulares del personal de salud en la unidad de

130

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

cuidados intensivos, Hospital Nacional 2017 [Tesis de pregrado, Universidad

Peruana Cayetano Heredia]. https://repositorio.upch.edu.pe

Arias, N. (2016). Resistencia antibiotica bacteriana en un Hospital en la ciudad de
Lima [Tesis de pregrado, Universidad Cientifica del  Sur].
https://repositorio.cientifica.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12805/211/TL -
Arias_Arias.pdf?sequence=2&isAllowed=y

Arias, R., Rosado, U., Vargas, A., & Grajales, C. (2016). Los microorganismos
causantes de infecciones nosocomiales en el Instituto Mexicano del Seguro
Social Microorganisms responsible of nosocomial infections in the Instituto
Mexicano del Seguro Social. Rev Med Inst Mex Seguro Soc, 54(1), 20-24.
https://www.medigraphic.com/pdfs/imss/im-2016/im161d.pdf

Arredondo, J. L., & Villicafa, R. J. (2013). Atlas Bacteriologico (S. Giono & M.
Rodriguez, Eds.; Comarketing). Bayer Health.
https://es.slideshare.net/slideshow/atlas-bacteriologico-bayerpdf/255266842

Aucancela, N. E., Mesa, I. C., Ramirez, A. A., Moyano, E. G., Ordofiez, D. M., &
Carchipulla, C. J. (2021). Microorganismos aislados en superficies de unidades
criticas en un hospital de segundo nivel. Pro Sciences. Pro Sciences: Revista de
Produccion, Ciencias e Investigacion, 5(40), 179-198.
https://doi.org/10.29018/issn.2588-1000vol5iss40.2021pp179-198

Barreda Calcina, N. D. (2022). Resistencia antimicrobiana de patdgenos
intrahospitalarios en ambientes de neonatologia del Hospital Regional Manuel
Nafiez Butron De Puno-2020 [Tesis de pregrado, Universidad Nacional del
Altiplano]. http://repositorio.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/18653

Bonifacio, M. G., & Huzco, C. (2019a). EFICACIA DE PROCEDIMIENTOS DE
LIMPIEZA Y DESINFECCION SOBRE LA CONTAMINACION
MICROBIOLOGICA EN SUPERFICIES DE UN CENTRO DE SALUD.

Bonifacio, M. G., & Huzco, C. (2019b). Eficacia de procedimientos de limpieza y
desinfeccién sobre la contaminacion microbioldgica en superficies de un
centro de salud [Tesis de pregrado, Universidad Peruana Los Andes].
https://repositorio.upla.edu.pe/handle/20.500.12848/1038

131

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Bush, L. M. (2022). Infecciones por Klebsiella, Enterobacter y Serratia. Charles E.
Schmidt College of Medicine, 1-8. https://www.msdmanuals.com/

Caceres, G. L. (2015). Infecciones bacterianas intrahospitalarias en neonatos y
sensibilidad a los antibidticos en el Hospital Regional de Ayacucho Miguel
Angel Mariscal Llerena, Ayacucho-2014 [Tesis de pregrado, Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga].
http://repositorio.unsch.edu.pe/handle/UNSCH/2243

Caisahuana, L., & Zavala, G. I. (2020). Eficacia de la desinfeccion sobre la
contaminacién microbiana en superficies hospitalarias, Huancayo 2019 [Tesis
de Pregrado, Universidad Peruana Los Andes].
https://repositorio.upla.edu.pe/handle/20.500.12848/1669

Carhuachunchay, M. E., & Sandoval, S. F. (2018). Contaminacion Microbiologica
de superficies de la unidad dental antes y después de una apertura cameral en
la Clinica Estomatoldgica de la Universidad César Vallejo, Piura 2018 [Tesis
de pregrado, Universidad Cesar Vallejo].
https://repositorio.ucv.edu.pe/handle/20.500.12692/26343

Castafieda, J. L., & Ordofiez, J. (2014). La supervivencia de los germenes
intrahospitalarios en superficies inanimadas. Rev. de enfermedades infecciosas
en pediatria, XXVII (107), 394-396.
https://www.medigraphic.com/pdfs/revenfinfped/eip-2014/eip141la.pdf

Castellano, M., Perozo, A., & Lela, J. (2018). Frecuencia y resistencia antimicrobiana
en Staphylococcus. Redalyc, 46(1), 25-29.

https://produccioncientificaluz.org/index.php/kasmera/article/view/24651

Ccencho, A. P., & Quispe, Y. G. (2018). Aplicacion de un protocolo de limpieza y
desinfeccion para disminuir la contaminacion microbiana en instrumentos y
equipos de rehabilitacion [Tesis de Pregrado, Universidad Peruana los Andes].
https://repositorio.upla.edu.pe/handle/20.500.12848/408

Cervantes, E., Garcia, R., & Salazar, P. (2014). Caracteristicas generales del
Staphylococcus aureus. Rev Latinoam Patol Clin Med Lab, 61(1), 28-40.

www.medigraphic.org.mx/patologiaclinica

132

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Charca, L. (2019). Staplylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
en estetoscopios del personal asistencial y en los ambientes de medicina
general del Hospital Regional Manuel Nufiez Butron [Tesis de pregrado,
Universidad Nacional del Altiplano].
http://tesis.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/11069

Chiong, M., Leisewitz, A., Marquez, F., Vironneae, L., Alvarez, M., Tischler, N.,
Pifiones, O., & Moreno, R. (2018). Manual de normas de bioseguridad y
riesgos asociados. https://www.conicyt.cl/fondecyt/files/2018/06/Manual-

_Bioseguridad-_junio_2018.pdf

Chura, Y. F. (2017). Contaminacion bacteriana en termémetros clinicos relacionados
a patdgenos causantes de infecciones intrahospitalarias en el servicio de
pediatria del Hospital Carlos Monge Medrano De Juliaca 2016 [Tesis de
pregrado, Universidad Nacional del Altiplano].
https://tesis.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/4068

Cisneros, S. N., Romero, D. A., Cacho, I., & Vargas, R. (2019). Microorganismos
aislados en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) del Hospital
Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia. Revista de Sanidad
Militar, 73(5-6), 269-276. https://doi.org/10.35366/93325

De la Rosa, M., Prieto, J., & Navarro, J. (2015). Microbiologia en ciencias de la salud.

En Elsevier (Tercera edicion). Elsevier.

Diaz, E., Mayo, O., Mir6, I., Pérez, Y., & Tsoraeva, A. (2017). Determinacion de la
eficacia de los desinfectantes empleados en las areas asépticas de un centro
productor de  biofarmacéuticos. = VacciMonitor,  26(2), 54-59.
http://scielo.sld.cu/pdf/vac/v26n2/vac02217.pdf

Diaz, K. C., Lopez, K. L., Vergara, M. A., Santamaria, O., Serquen, L. M., Bustamante,
0., Ledn, F. E., & Aguilar, F.-R. (2018). Patrdn de clonalidad mediante ERIC-
PCR y REP-PCR de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productores de
betalactamasas de espectro extendido, aisladas de pacientes con infeccion
urinaria intrahospitalariac del Hospital Regional Lambayeque, Peru. Horizonte
Médico (Lima), 18(2), 11-18.
https://doi.org/10.24265/horizmed.2018.v18n2.03

133

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Egoavil, H. M., & Perez, B. J. (2018). Efecto de un protocolo de limpieza y
desinfeccion sobre la contaminacion microbiana al interior de un
establecimiento farmacéutico [Tesis de pregrado, Universidad Peruana los
Andes]. https://repositorio.upla.edu.pe/handle/20.500.12848/759

Engleberg, N. Cary., Dirita, V., & Dermody, T. (2013). Schaechter Mecanismos de las
enfermedades microbianas (W. Lippincott & Wilins, Eds.; 5ta edicion).
Wolters Kluwer Health.

Escobedo, A. B., Meneses, M. de la C., & Castro, A. (2016). Estudio microbiologico
(cualitativo y cuantitativo) de superficies inertes que estan en contacto con la
preparacion de alimentos en cafeterias de una universidad puablica. Rev.
electronica sobre Cuerpos Academicos y Grupos de Investigacion en
Iberoamerica, 3(6), 1-29.
https://www.cagi.org.mx/index.php/CAGI/article/view/112/168

Espinoza, A. E. (2017). Contaminacion de bacterias patdgenas en teléfonos celulares
del personal de salud del Hospital Daniel Alcides Carrion - Huancayo [Tesis
de pregrado, Universidad Peruana Los Andes].
https://repositorio.upla.edu.pe/handle/20.500.12848/153

Estrella, J. M., Luna, K. Y., & Rodriguez, G. A. (2020). Evaluacion del uso de
antibioticos betalactamicos en los servicios de uci neonatal e intermedia de la
clinica materno infantil casa del nifio de Monteria [Tesis de pregrado,

Universidad de Cordoba]. https://repositorio.unicordoba.edu.co

Flores, J. (2015). Contaminacion bacteriana en piezas de mano de alta velocidad
utilizadas en la Clinica Estomatologica de la Universidad Sefior de Sipan,
Lambayeque — Peru, 2015 [Tesis de pregrado, Universidad Sefior de Sipan].
https://repositorio.uss.edu.pe/handle/20.500.12802/75

Fredes, R. H. (2020). Nivel de contaminacion microbiolégica de las piezas de mano de
alta velocidad en tres cursos clinicos de los laboratorios odontolégicos de la
Universidad Nacional Del Altiplano Puno - 2018 [Tesis de pregrado,
Universidad Nacional del Altiplano].
http://tesis.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/13774

134

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Gamboa, V. (2016). Frecuencia y susceptibilidad de agentes bacterianos en
hemocultivos de pacientes del Hospital 111 Essalud, Chimbote 2015 [Tesis de
pregrado, Universidad San Pedro].
https://renati.sunedu.gob.pe/handle/sunedu/2676595

Garro, G. M., & Quispe, Z. E. (2014). Protocolo: estudio prevalencia de infecciones
intrahospitalarias Lima-Peru (M. Yagui, Ed.; DGE). Biblioteca Nacional del
Per. www.dge.gob.pe

Gilbonio, J., & Rodriguez, M. (2018). Efecto de un programa de limpieza y
desinfeccion sobre la contaminacion microbiana en consultorios odontolégicos
al interior de un centro de salud, EI Tambo — 2018 [Tesis de pregrado,
Universidad Peruana los Andes].
https://repositorio.upla.edu.pe/handle/20.500.12848/728

Gobmez, J., Garcia, E., & Hernandez, A. (2015). Los betalactdmicos en la préactica
clinica.  Rev  Esp  Quimioter, 28(1), 1-9.  https://seq.es/wp-
content/uploads/2015/02/seq_0214-3429 28 1 gomez.pdf

Gonzales, S. L., Lozada, M., & Santiago, |. (2014). Anélisis bacterioldgico de
superficies inertes Bacteriological analysis of inert surfaces. Revista Cubana de

Higiene y Epidemiologia, 52(3), 314-320. http://scielo.sld.cu/scielo.php

Guajardo, C. E., Gonzélez, P., Ayala, J., & Ayala, G. (2009). Resistencia
antimicrobiana en la infeccion urinaria por Escherichia coli adquiridaen la
comunidad. ¢Cudl antibiotico voy a wusar? Scielo, 51(2), 155-159.

https://www.scielo.org.mx/scielo.php

Herrero, 1. (2020). Deteccion de factores de virulencia en cepas de Staphylococcus spp.
de origen nasal y epidérmico: estafilotoxinas, resistencia a antibidticos y
fagoterapia [Tesis de pregrado, Universidad de Almeria]. En Universidad de
Almeria. https://repositorio.ual.es/handle/10835/9898?show=full

Huanca, R. (2022). Uropatdgenos y susceptibilidad antibacteriana en pacientes
menores de 5 afios del servicio de pediatria del Hospital Carlos Monge
Medrano San Roman-2019 [Tesis de pregrado, Universidad Nacional del
Altiplano].

135

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

https://tesis.unap.edu.pe/bitstream/handle/20.500.14082/18145/Huanca_Chipa
na_Rosi.pdf

Huarcaya, F., Calle, S., Siuce, J., Sedano, A., Huamani, Jhonatan., Garcia, A., Alvarez,
L., & Gonzales, S. (2022). Serotipificacion y deteccion genética de Salmonella
spp de origen aviar. Revista de Investigaciones Veterinarias del Peru, 33(3).
https://doi.org/10.15381/RIVEP.V3313.22893

Janampa, C. E. (2019). Infecciones intrahospitalarias en las unidades de cuidados
intensivos de neonatologia y pediatria del Hospital Manuel Nufiez Butron De
Puno - 2018 [Tesis de pregrado, Universidad Nacional del Altiplano].
https://tesis.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/10385

Kenneth, R., & Ray, G. (2021). Microbiologia médica Sherris (Quinta Edicion, Vol.
5). Mc. Graw-Hill.

Larico, R. G. (2022). Bacterias patdgenas intrahospitalarias y su resistencia a
antibioticos en teléfonos méviles del personal de salud del departamento de
patologia clinica y anatomia patoldgica del Hospital Regional Manuel Nufiez
Butron — Puno 2020 [Tesis de pregrado, Universidad Nacional del Altiplano].
https://repositorio.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/18669

Leiva, J., Fernandez, M., Rubio, M., & Ruiz, A. (2018). Infecciones por Salmonella y
Yersinia. Dialnet, 12(50), 2941-2951. https://www.sciencedirect.com

Leon, L. J. (2014). Multirresistencia antimicrobiana de cepas de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) aislados en
urocultivo del hospital regional «Manuel Nufiez Butron» Puno — 2012 [Tesis
de pregrado, Universidad Nacional del Altiplano].

https://repositorioslatinoamericanos.uchile.cl/handle/2250/3274797

Lizarzaburu, E. (2016). La gestion de la calidad en Peru: un estudio de la norma ISO
9001, sus beneficios y los principales cambios en la version 2015. Universidad
& Empresa, 18(30), 33-54.
https://doi.org/10.12804/rev.univ.empresa.30.2016.02

136

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Llop, Valdes, & Zuazo. (2001). Microbiologia y Parasitologia Médicas: Vol. Il (C.
Aguirre, Ed.; Ciencias Medicas). Centro Nacional de Informacion de Ciencias

Medicas.

Loaiza, D. S. (2017). Bacterias celuloliticas con caracteristicas probioticas del
intestino de termitas y su evaluacion como potenciales degradadoras de totora
(Schoenoplectus tatora) [Tesis de pregrado, Universidad Nacional del
Altiplano]. https://repositorio.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/6165

Lopardo, H., & Garrahan, J. P. (2016). Cocos Gram positivos catalasa negativos.
Asociacion Argentina de Microbiologia, 2(2), 1-295.

https://www.aam.org.ar/descarga-archivos/Partell.pdf

Lopardo, H., Predari, S., & Vay, C. (2017). Bacterias de importancia clinica.
Asociacion Argentina de Microbiologia, 1(2), 1-62.

https://ri.conicet.gov.ar/bitstream

Lorca, C. (2018). Proceso de limpieza y desinfeccion en un hospital de Tucuman.

Universidad Nacional de Tucuman, 28, 1-10.

Macias, A., Mera, L. A., Espinoza, M. R., Vite, F. A, Vallejo, P. A., Mendoza, L. M.,
Cedefio Dolores Mirella, Casanova, M. L., Medina, F. R., Piguave, J. M., Velez,
M. F., Cevallos, B. A., Ubillus, S. P., Ipiales, J. P., Arteaga, C. L., Escobar, C.
A., Vera, M. C., & Teran, M. J. (2019). Microbiologia y salud. Medicina y

Salud, 3ciencias, 1-150. https://dialnet.unirioja.es

Madigan, M., Martinko, J., Bender, K., Buckley, D., & Stahl, D. (2015). Brock
Biologia de los Microorganismos (14a ed.). Pearson Educacion.

Mansilla, L. M. (2019). Calidad microbiologica del aire y superficies en interiores del
comedor de la Universidad Nacional Agraria De La Selva— Tingo Maria [Tesis
de pregrado, Universidad Nacional Agraria de la Selva].
https://repositorio.unas.edu.pe/items/57a11351-1f55-4403-a50e-
43b75295ae08

Marin, E. (2018). Fiebre tifoidea y factores de virulencia de Salmonella enterica
serotipo Typhi. http://147.96.70.122/Web

137

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Merck. (2005). Microbiology Manual (12th ed.). Laboguimia. www.laboquimia.es

MINAM. (2017, junio 7). Aprueban Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para
Agua y establecen Disposiciones Complementarias. Decreto Supremo N° 004-
2017-MINAM,  10-19.  https://www.minam.gob.pe/disposiciones/decreto-

supremo-n-004-2017-minam/

MINSA. (2007). Guia tecnica para el Analisis Microbiologico de Superficies en
contacto con Alimentos y bebidas. En Normas Legales (pp. 1-14). N° 461-
2007/MINSA. https://www.sanipes.gob.pe/normativas

MINSA. (2019). Guia para la implementacion de vigilancia epidemiologica con
posterioridad a desastres. Ministerio de Salud, 1-25.

MINSALUD. (2018). Manual de medidas basicas para el control de infecciones en IPS.
Gobierno de Colombia, 1-92.

Montaluisa, M. (2018). Analisis de la microbiota del aire en terapia intensiva del
Hospital de Especialidades Fuerzas Armadas [Tesis de pregrado, Universidad
Central de Ecuador]. En Universidad Central de Ecuador - Quito.
http://www.dspace.uce.edu.ec/handle/25000/16822

Murray, P., Rosenthal, K., & Pfaller, M. (2021). Microbiologia Médica (9na ed.).

Elsevier.

Naranjo, M. de L. (2015). Andlisis de superficies con identificacion de cepas nativas
de quiréfano, cuartos de recuperacion y bafios, mediante la técnica de
hisopado de superficies, antes y después del uso de desinfectantes en la clinica
de unidades médicas de la ciudad de Quito [Tesis de pregrado, Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador].
https://repositorio.puce.edu.ec/items/c4e04aa5-2e68-464-86a8-5dce06a8f7ab

Nau, C., & Metzgar, M. (2020). Microbiologia LIR - Harvey (5ta ed.). Wolters Kluwer.

Noriega, C., Valera, E., Vargas, I., & Vela, J. M. (2020). Sepsis por Escherichia coli
de inicio infrecuente en paciente con linfoma de celulas T y NK. Scielo, 20(4),
714-719. https://doi.org/10.25176/rfmh.v20i4.3221

138

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

OMS. (2013). Laestrategia de la OMS sobre higiene de las manos demuestra ser viable

y sostenible en entornos asistenciales de todo el mundo. UNICEF, 1-88.

OMS. (2020). Resistencia a los antibioticos: alcance del problema, prevencion y

control. Organizacion Mundial de la Salud, 1-8.

OPS. (2017). Programa de vigilancia de los seroptipos y resistencia antimicrobiana de
Streptococcus  pneunoniae 'y Haemophilus influenzae. Organizacion

Panamericana de la Salud, 1-177.
Oxoid. (2024). Thermo Fisher scientific. Microbiology. http://www.oxoid.com

Pasachova, J., Ramirez, S., & Mufioz, L. (2019). Staphylococcus aureus:
generalidades, mecanismos de patogenicidad y colonizacion celular. Scielo,
17(32), 25-38. http://www.scielo.org.co

Perez, G. M. (2016). Evaluacion microbiol6gica del aire y las superficies de las areas
de quirofanos del hospital del instituto ecuatoriano de seguridad social de
Riobamba [Tesis de pregrado, Escuela Superior Politecnica de Chiborazo].
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/5743

Perez, L. H., Zurita, . M., Perez, N., Patifio, N., & Rafael, O. (2010). Evaluacién
microbioldgica del aire y las superficies de las areas de quiréfanos del Hospital
Del Instituto Ecuatoriano De Seguridad Social De Riobamba [Tesis de
pregrado, Escuela Superior Politecnica de Chimborazo]. En Rev. Cient. Cienc.
Med. (Vol. 13, Namero 2). http://dspace.espoch.edu.ec

Procop, G., Church, D., Hall, G., Janda, W., & Koneman, E. (2017). Koneman
Diagnostico microbiologico: Texto y atlas en color (7ma ed.).

www.medicapanamericana.com

Quishpe, J. P. (2021). Evaluacion microbioldgica de la calidad del aire en las areas
del Laboratorio de Microbiologia del Hospital de Especialidades de las
Fuerzas Armadas N°l1. [Tesis de pregrado, Universidad de las Fuerzas
Armadas]. https://repositorio.espe.edu.ec/xmlui/handle/21000/26241

Quispe, E. R. (2020). Factores de riesgo asociados a la resistencia de Escherichia coli

productoras de beta-lactamasas de espectro extendido en pacientes con

139

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

infeccion del tracto urinario en el “Hospital Regional Manuel Nuiiez Butron”
[Tesis de  pregrado, Universidad Nacional del  Altiplano].
http://tesis.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/14140

Quizhpe, A., Encalada, L., Sacoto, A., Andrade, D., & Mufioz, G. (2014). Evaluacion
microbiologica del aire y las superficies de las areas de quirofanos [Tesis de

pregrado]. En React. Latinoamericana. Universidad Central de Ecuador.

Ramos, A., Diaz, C., Escasi, C., Roman, E., Salas, J., Lucerna, A., & Fuentes, V.
(2016). Recomendaciones para la monitorizacion de la calidad microbiologica
del aire (bioseguridad ambiental) en zonas hospitalarias de riesgo. En
Bioseguridad Ambiental (I, Vol. 1, pp. 1-35). Sociedad Andaluza de Medicina

Preventiva y Salud Publica. https://www.sociedadandaluzapreventiva.com

Ramos, F. E. (2017). Infecciones intrahospitalarias, resistencia antimicrobiana y
factores de riesgo en pacientes de la unidad de cuidados intensivos del Hospital
Goyeneche 111-1 de Arequipa [Tesis de pregrado, Universidad Nacional del
Altiplano]. http://tesis.unap.edu.pe/handle/20.500.14082/5362

Reyes, C., De Leon, J., Valdez, J., & Mendoza, L. (2020). Microorganismos mas
frecuentes aislados en la pipa de agua o hookah en cinco establecimientos
nocturnos de Santo Domingo. Rev. Utesiana de la Facultad Ciencias de la
Salud, 5(5), 48-58. https://www.utesa.edu

Riedel, S., Hobden, J., Miller, S., Morse, S., Mietzner, T., Detrick, B., & Mejia, R.
(2019). Jawetz, Melnick y Adelberg microbiologia médica (28vaed.). McGraw-
Hill.

Ripodas, A., Fernandez, D., & Macho, M. (2017). Investigacion de Escherichia Coli
productor de toxinas Shiga (STEC) en carnes y derivados carnicos. Sanidad
Militar, 73(3), 147-152. https://doi.org/10.4321/S1887-85712017000300002

Rodriguez, C. (2013). Fichero Farmacologico. En Editorial. McGraw Hill. (1.2 ed.).
McGraw Hill.

Rodriguez, E. A., Ruiz, A., Sanchez, L. M., Garcia, N., & Jiménez, J. N. (2016).
Diseminacion de cepas Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM)

relacionadas genéticamente, pertenecientes al CC45, entre portadores nasales

140

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

sanos de hogares infantiles de Medellin, Colombia. Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica, 34(3), 159-165.
https://doi.org/10.1016/j.eimc.2015.04.008

Rodriguez, J. C. (2016). Evaluacion aeromicrobioldgica del depdsito del Centro de
Documentacion del Museo Nacional de la Mdusica de Cuba. Rev. Ge-
Conservacion, 117-126. https://ge-
iic.com/ojs/index.php/revista/article/view/289

Romero, C. A., Castafieda, D. F., & Acosta, G. S. (2016a). Determinacion de la calidad
bacterioldgica del aire en un laboratorio de microbiologia en la Universidad
Distrital Francisco José de Caldas en Bogota , Colombia. Universidad Distrital

Francisco José de Caldas en Bogota, 57(1), 9.

Romero, C. A., Castafieda, D. F., & Acosta, G. S. (2016b). Determinacion de la calidad
bacterioldgica del aire en un laboratorio de microbiologia en la Universidad
Distrital Francisco José de Caldas en Bogota, Colombia. Scielo, 13(26), 129-
137. http://www.scielo.org.co/pdf/nova/v14n26/v14n26al2.pdf

Romero, R., & Romero, R. (2018). Microbiologia y parasitologia humana: Bases
etiologia de las enfermedades infecciosas y parasitarias. En Editorial Medica
Panamericana (Medica Panamericana, Vol. 15). Biblioteca Nacional de

Mexico.

Rosero, M. (2020). Monitoreo microbioldgico del aire, supeficcies y personal del
hospital del Dia la Universidad Central del Ecuador [Tesis de pregrado,

Universidad Central de Ecuador]. http://www.dspace.uce.edu.ec

Rosero, M. P. (2020). Monitoreo microbiologico del aire, superficies y personal del

Hospital del Dia de la Universidad Central del Ecuador.

Samaniego, G., & Choez, K. (2021). Staphylococcus aureus: factores asociados a su
hipervirulencia y adhesién y formacién de biopeliculas. Dialnet, 6(9), 1826-
1860. https://doi.org/10.23857/pc.v6i9.3143

Sandoval, J. A. (2018). Andlisis microbiol6gico de los celulares de estudiantes de la

facultad de ciencias quimicas que trabajan en laboratorios donde se manipulan

141

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

muestras bioldgicas y microorganismos [Tesis de pregrado, Universidad

Central de Ecuador]. https://www.dspace.uce.edu.ec

Silva, J. (2018). Determinacion de la calidad microbioldgica en los ambientes de los

laboratorios de La Universidad De Santander campus Cucuta en el afio 2018

[Tesis de pregrado, Universidad de Santander].
https://repositorio.udes.edu.co/entities/publication/0401a7db-8580-43e6-a2f2-
e8b8e49b6baa

Silva, P. S. (2019). Analisis bacterioldgico de billetes y monedas que circulan entre
estudiantes que manejan muestras bioldgicas en laboratorios de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador [Tesis de

pregrado, Universidad Central del Ecuador]. https://www.dspace.uce.edu.ec

Soria, C., Delgado, M., Serrano, M. L., Lépez, 1., Navarro, J. M., & Gutiérrez, J.
(2021). Infecciones en pacientes colonizados con bacterias gramnegativas
resistentes a carbapenémicos en una ciudad media espafiola. Revista Espanola
de Quimioterapia, 34(5), 450-458. https://doi.org/10.37201/req/021.2021

Stearns, J., Surette, M., & Kaiser, J. (2019). Microbiologia médica (Elsevier, Vol. 1).

https://www.berri.es

Tartara, S. (2013). Patdgenos emergentes-tercera parte «Klebsiella pneumoniae
productora de carbapenemasas (KPN-KPC)». Revista renal, 33(2), 103-109.

www.renal.org.ar

Tinoco, J. E., Carhuaz, M. R., Flores, D., & Alvarez, J. (2016). Determinacion del
crecimiento microbioldgico por factores ambientales y su repercusion en la
salud de la comunidad estudiantil en la biblioteca de la Universidad Peruana
Unidén. Revista Ciencia, tecnologia y desarrollo, 2(1), 1-16.

https://revistas.upeu.edu.pe/index.php/ri_ctd/article/view/629

Tortora, G. J., Funke, B. R., & Case, C. L. (2017). Introduccién a la Microbiologia
(9na ed.). Editorial Medica Panamericana.

Uchuya, H. R. (2015). Presencia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina en
crianza porcina de traspatio del departamento de Tumbes [Tesis de pregrado,

142

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Universidad Nacional Mayor de San Marcos].
https://cybertesis.unmsm.edu.pe/handle/20.500.12672/4611?show=full

Vargas, C. M. (2016). Infecciones nosocomiales. Acta Medica Peruana, 33(3), 175-
182. http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1728-
59172016000300001

Villalobos, M. (2019). Susceptibilidad antimicrobiana en hemocultivos de pacientes
internados en el Hospital Regional de Tarapoto, abril-julio 2019 [Laboratorio
Clinico y Anatomia Patologica, Universidad Nacional del Jaen].
http://repositorio.unj.edu.pe/handle/UNJ/353

Weinstein, M. P. (2020). Performance standards for antimicrobial susceptibility
testing (P. A. Wayne, Ed.; 30th ed., VVol. 30). Clinical and Laboratory Standards
Institute. https://www.nih.org.pk

Yupanqui, S. R. (2017). prevalencia de Escherichia coli BLEE en urocultivos del
Hospital Central FAP en el periodo enero-junio 2016 [Tesis de pregrado,
Universidad Ricardo Palma].
https://repositorio.urp.edu.pe/handle/20.500.14138/5410

Zapata, K. L. (2021). Trabajo académico realizado en el laboratorio de microbiologia
del Hospital Maria Auxiliadora De Lima, sobre frecuencia y susceptibilidad de
los principales agentes patogenos de urocultivos de enero a junio del 2019
[Tesis de  pregrado, Universidad  Nacional  San  Agustin].
https://repositorio.unsa.edu.pe/items/6236949a-61b2-4cd3-86e2-
2199157b7aa3

Zendejas, G., Avalos, H., & Soto, M. (2014). Microbiologia general de Staphylococcus
aureus: Generalidades, patogenicidad y métodos de identificacion. Rev.

Biomedica, 25(3), 129-143. https://www.revistabiomedica.mx

143

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



alee

g UNIVERSIDAD
W NACIONAL DEL ALTIPLANO
= J Repositorio Institucional

ANEXOS

Figura 10
Croquis del servicio de laboratorio clinico, zonas tomadas como puntos de muestreo para

andlisis bacterioldgico de superficies

ZONAS DE MUESTREQ REALIZADOS EN LAS AREAS DE

MICROBIOLOGIA

Nota: Abreviaturas, AL: Area de limpieza (lavatorio), E1: Equipo 01 (hematologia: analizador
hematoldégico Mindray 5800, microbiologia: incubadora, bioquimica: centrifugadora, toma de muestra:
maletin para extraccién de sangre), E2: Equipo 02 (hematologia: analizador automatizado, microbiologia:
autoclave, bioquimica: analizador automatizado BS-230), EO: Escritorio de oficina, M1: Mesa de trabajo
01, M2: Mesa de trabajo 02, ME: Manijas de equipos (hematologia: coagulometro, microbiologia:
refrigeradora de cultivos, bioguimica: equipo automatizado BS-230), PA: Puerta de acceso, SC: Superficie

de computadora

Fuente: Elaboracién propia

144

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Figura 11
Croquis del servicio de laboratorio clinico, zonas tomadas como puntos de muestreo para

andlisis bacteriolégico de ambientes

ZOMNAS DE MUESTREQ REALIFADOS EM LAS AREAS DE LABORATORIO \

MICROBIDLOGIA

Nota: Abreviaturas, AE= Area de entrada; AV= Area de ventilacion; A1l= Area | (hematologia: cerca al
analizador automatizado, microbiologia: mesa central, bioquimica: mesa de trabajo principal: toma de
muestra: mesa de toma de muestra); A2= Area Il (hematologia: mesa de computadora, microbiologia: mesa
de urologia y parasitologia, bioquimica: mesa de computadora, toma de muestra: mesa de personal que
toma muestra); A3= Area Ill (hematologia: mesa de trabajo del coagulémetro, microbiologia: area de
almacenamiento de placas Petri, bioquimica: mesa para reacciones inmunolégicas: toma de muestra: mesa
de ventanilla); A4= Area IV (hematologia: area de lavado, microbiologia: mesa de computadora,

bioguimica: mesa de limpieza, toma de muestra: mesa de computadora)

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 12
Ambientes de laboratorio clinico del servicio de patologia clinica del Hospital Regional

Manuel Nufiez Butron 11-2

Nota: A. Ambiente de microbiologia de laboratorio clinico, B. Ambiente de microbiologia de laboratorio

clinico
Fuente: Banco de iméagenes
Figura 13

Superficies y equipos de laboratorio clinico del servicio de patologia clinica del Hospital

Regional Manuel Nufiez Butron 11-2

Nota: A. Equipo semi automatico de hematologia, B. Equipo semiautomaético de bioquimica

Fuente: Banco de imagenes
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Figura 14

Preparacion de medios de cultivo en material de vidrio y autoclavado

Nota: A. medios de cultivo en matraces para esterilizar, B. medios de cultivo en control de calidad durante

24h, C. Pruebas bioquimicas en control de calidad durante 24h

Fuente: Banco de imagenes

Figura 15

Toma de muestra en superficies inertes del servicio de laboratorio clinico del Hospital

Regional “Manuel Nuiiez Butron II-2”

Nota: A. toma de muestra de superficie realizada en el &rea de microbiologia, B. toma de muestra de

superficie tomada del area de toma de muestra

Fuente: Banco de imagenes
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Figura 16

Toma de muestra en superficies de equipos del servicio de laboratorio clinico del

Hospital Regional “Manuel Nuiiez Butron 11-2”

Nota: Toma de muestra de superficie, tomada de la autoclave de microbiologia, B. Toma de muestra de
superficie, tomada del coagulémetro de hematologia

Fuente: Banco de imagenes

Figura 17

Inoculacion de muestreo de superficies y equipos, en placas Petri con agar TSA

Nota: A. Tubos de ensayo puestos con suero fisiologico, B. Inoculacion de muestreo de superficies en agar

TSA, C. Tubos de ensayo con agua peptonada e hisopos sometidas a muestreo de superficies

Fuente: Banco de imagenes
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Figura 18
Muestreo mediante el método de sedimentacion en palca de ambientes de laboratorio

clinico del Hospital Regional “Manuel Nusiez Butron II-2”

Nota: A. Muestreo por sedimentacion en placa en el ambiente de microbiologia, B. Muestreo por

sedimentacion en placa en el ambiente de bioquimica

Fuente: Banco de imagenes

Figura 19

Recuento de colonias halladas luego de la incubacién

Nota: A. Recuento de bacterias aisladas en ambientes de laboratorio clinico en contador de colonias, B.

Bacterias aisladas en medio de cultivo TSA mediante sedimentacion en placa

Fuente: Banco de imagenes
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Figura 20

Bacterias Gram positivos y negativos aisladas y vistas en microscopia a 100x

A
i

N

»
-t
i

KRE

Nota: A. Bacterias Gram negativas vistas en microscopio a 100x, B. Bacterias Gram positivas vistas en

microscopio a 100x

Fuente: Banco de imagenes

Figura 21

Crecimiento bacteriano en Agar Sangre

Nota: A. Crecimiento bacteriano de bacterias alfa hemoliticos, B. Crecimiento bacteriano beta hemolitico

Fuente: Banco de imagenes
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Figura 22

Crecimiento bacteriano en Agar MacConkey

A B e

Nota: A. Crecimiento bacteriano de bacterias Gram negativas, B. Crecimiento de bacterias Gram negativas

Fuente: Banco de imagenes

Figura 23

Crecimiento bacteriano en Agar manitol salado

Nota: A. Crecimiento bacteriano de bacterias Gram positivas, B. Crecimiento bacteriano de Staphylococcus

aureus caracteristico por su coloracion amarilla en agar manitol salado

Fuente: Banco de imagenes
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Figura 24

Pruebas bioquimicas para Gram negativos (enterobacterias)

Nota: A. Imagen de bateria bioquimica donde se ve los medios TSI= A/A (+) (-), LIA= K/K, Citrato=
positivo, SIM= Hidrdgeno sulfurado (-), indol (-), movilidad (+ o v), resultados caracteristicos de las cepas

bacterianas del género Serratia

Fuente: Banco de imagene
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UNIVERSIDAD NACIOMNAL DEL ALTIPLAND
Facullad de Ciencias Biolégicas
Unidad de investigacidn

01-2024

CONSTANCIA

La que suscribe es Directora de la unidad de investigacién de la Escuela
Profesional de Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional del Altiplane — Pung

HACE CONSTAR:

Que, el Sr. José Carlos Ganzalo Aliaga, identificado con DI M* TO340597, ha
realizado la ejecucién del proyecto de lesis tiulada: CALIDAD BACTERIOLOGICA DE
SUPERFICIES, EQUIPOS, AIRE ¥ RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE PATOGENDS GRAM
POSITIVOS ¥ NEGATIVOS DEL SERVICID DE LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL REGIONAL
MANUEL NUREZ BUTROM 1I-2, PUND = 2021, duranle lres meses a parlir del 01 de
diciembre del 2021 al 28 de febrero del 2022 En referencia a la Constancia VB
MN"04 24560 emitida por el Director del Hospital Regional "MNB"-Puna.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines qua estimea

por convenienie,

Puna, 09 de abril del 2024,

a - "'I-'I,
Lipsi ...-\..l|'|-'- af il ]
oo - L'I'LE
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Repositorio
Instvtuconal

- | Universidad Nacional Vicerreciorado
§ L | del Altiplano Puna de Investigacion

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por ¢l presente documento, Yo José Carlos Gonzalo Aliaga Hanco X
identificado con DNI___ TO340697 _en mi condicion de egresado de:

X Escuela Profesional, [ Programa de Segunda Especialidad, U Programa de Maestria o Doctorado

De Biclogia [
informo que he elaborxdo el/la O Tesis 0 O Trabajo de Investigacion denominada:

“CALIDAD BACTERIOLOGICA DE SUPERFICIES, EQUIPOS, AIRE Y RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA DE PATOGENOS GRAM POSITIVOS Y NEGATIVOS DEL SERVICIO
DE LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL REGIONAL "MANUEL NUNEZ BUTRON I1-
27, PUNO - 20217

para la obtencidn de UGrade, & Titulo Profesional o [ Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afinmo y garantizo ser el legitimo, tnico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante. los “Contenidos™) que serdn incluidos en ¢l repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno

También, doy seguridad de que los contemidos entregudos se¢ encuentran libres de toda contrasefia,
restriceion o medida tecnoldgica de proteccion. con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, impeimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia. Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N¥ 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias v conexas, ¥ de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacidn con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial

En consecuencia, la Universidad tendrd la posibilidad de divulgar y difundir Jos Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que fa Universidad y/o ¢l Estado de la Repiblica del Peni
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geogrifica alguna ¥ de manera indefimda, pudiendo crear vio
extraer los metadatos sobre Jos Contenidos, ¢ incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del pablico a través de la siguiente licenci:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Intemacional. Para ver una copan de
esta licencia, visita: hitps; creativecommensore licemnses by <ne-sa'd |

En seital de conformidad, suscribo ¢l presente documento.

Puno, 22 de mayo del 2024

)
7

FIRMA (obligatoria)
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Repositorio
Institucional

| Universidad Nacional V Vicerrectorado
3 . | del Altiplano Puno » de Investigacion

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo José Carlos Gonzalo Aliaga Hanco
identificado con DNI 70340697 en mi condicion de egresado de:

X Escuela Profesional, (J Programa de Segunda Especialidad, [J Programa de Maestria o Doctorado

De Biologia

informo que he elaborado el/la & Tesis o [ Trabajo de Investigacién denominada:

“CALIDAD BACTERIOLOGICA DE SUPERFICIES, EQUIPOS. AIRE Y RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA DE PATOGENOS GRAM POSITIVOS Y NEGATIVOS DEL. SERVICIO
DE LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL REGIONAL “MANUEL NUNEZ BUTRON II-
2”, PUNO - 2021~

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza. en especial de otro documento de investigacion (lesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de investigacion
o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos. digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la responsabilidad
de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Coddigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Puno, 22 de mayo del 2024

FIRMA (obligatoria) Huella
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