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SINOPSIS

Las mascarillas durante muchos afios fueron utilizados como medio de
proteccién, para profesionales de salud, sin embargo durante la pandemia la
poblacion mundial se vio obligada a utilizarla como medio de proteccion algunos
dandole un uso inadecuado que conllevo su cauto infecciéon o contaminaciéon por
otros microorganismos, es por eso que en el presente libro comprende una
investigacion que buscO determinar los microorganismos presentes en las
mascarillas de los pobladores de Pucallpa (Pert) para la proteccion de la COVID
— 19, para ello se recolecto mascarillas quirargicas, KN95 y tela, utilizadas por los
pobladores de los distritos de Campoverde, Yarinacocha, Manantay y Calleria,
obteniendo 15 mascarillas por distrito. La identificacién de micoorganismos se
realiz6 a través de pruebas bioquimicas (método tradicional) y automatizado
(Vitex). Se aislo 12 especies de bacterias En el caso de hongos se encontr6 dos
familias Trichocomaceae (Aspergillus spp) y Saccharomycetaceae (Candida
famata y Candida parapsiliosis). No fue posible encontrar el virus del COVID-19
en las mascarillas, puesto que no se evidencio presencia del Gen N, Gen ORF1ab.
El mayor numero de especies de bacterias corresponde a la familia
Enterobacteriaceae, registrado en el distrito de Campoverde y Yarinacocha,
mientras el hongo que méas se encontr6 fue Aspergillus spp registrado en los
cuatro distritos.

Palabras clave: bacterias, hongos, micoorganismos, virus, mascarillas.



ABSTRACT

Masks for many years were used as a means of protection, for health
professionals, however during the pandemic the world population was forced to
use it as a means of protection, some giving it inappropriate use that led to its
cautious infection or contamination by other microorganisms, That is why this
book includes an investigation that sought to determine the microorganisms
present in the masks of the residents of Pucallpa (Peru) for the protection of
COVID - 19, for this, surgical masks, KN95 and cloth, used by the residents of the
districts of Campoverde, Yarinacocha, Manantay and Calleria, obtaining 15 masks
per district. The identification of microorganisms was carried out through
biochemical tests (traditional method) and automated (Vitex). 12 species of
bacteria were isolated. In the case of fungi, two families were found:
Trichocomaceae (Aspergillus spp) and Saccharomycetaceae (Candida famata and
Candida parapsiliosis). It was not possible to find the COVID-19 virus in the
masks, since the presence of Gen N, Gen ORF1ab, was not evidenced. The largest
number of bacterial species corresponds to the Enterobacteriaceae family,
registered in the Campoverde and Yarinacocha districts, while the fungus that
was found the most was Aspergillus spp registered in the four districts.

Keywords: bacteria, fungi, mycoorganisms, viruses, masks.
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INTRODUCCION

Un nuevo brote de coronavirus surgio el pasado 31 de diciembre del 2019 en
Wuhan, China, causando conmocion entre la comunidad médica y el resto del
mundo (Palacios Cruz et al., 2020). Actualmente viviendo una crisis de salud
publica a nivel mundial, debido a la pandemia ocasionada por la COVID-19. Este
virus fue detectado por primera vez en la ciudad de Wuhan, China y pertenece a
la familia de los coronavirus. En Pert, el primer caso de COVID-19 fue
identificado el 6 de marzo del 2020, mientras que las dos primeras muertes por
esta enfermedad se dieron trece dias después (Angulo-Bazan et al., 2021), a la
fecha el Ministerio de Salud del Pert reporta mas de 2 606 126 mil casos de

COVID-19 confirmados con un aumento progresivo.

La presencia de la COVID-19 en las diferentes regiones del Pera trajo como
consecuencia un masivo contagio de persona a persona conllevando a la muerte
en algunos casos. El contagio del virus fue tal que muchos Centros de Salud
colapsaron, a tal punto que el mismo personal de salud resulto afectado debiendo
permanecer en cuarentena para su recuperacion en vista que no existe una

vacuna contra el virus.

Para que los contagios no prosperen de persona a persona se tomaron tres
medidas importantes 1) Uso correcto de la mascarilla, 2) el distanciamiento de
persona a persona (de 1,5 a 2 metros de distancia) y 3) el lavado permanente de
las manos. Estas Medidas se vienen aplicando por la poblacion a fin de evitar el

contagio masivo.

Por lo tanto, usar mascarilla es una de las medidas de prevenciéon que puede
limitar la propagacion de ciertas enfermedades virales respiratorias, incluido el
COVID-19, por constituir una barrera (Ministerio de Salud de Per, 2020). Por
tal motivo el uso de la mascarilla es obligatorio, razén por la cual toda persona
debe usar para evitar el contagio; sin embargo, la demanda de mascarilla fue tal
que en las farmacias y boticas se agotaron, obligando a las personas elaborar sus
propias mascarillas. Sin embargo, se ha observado que muchas personas usan sus
mascarillas mas de dos dias ello probablemente a la falta de disponibilidad y costo
de los mismos, lo que conllevo a la reutilizacion de las mascarillas y a una mayor
contaminacion por la acumulacion de microorganismos y otros agentes.

11



Asimismo, Ucayali fue una de las regiones con una alta tasa de infecciéon cuyos
casos superan los 32 mil, siendo una de las provincias més afectadas por la
COVID-19 coronel Portillo (Calleria con 16 174 casos, seguido por Yarinacocha
con 6 998 y Manantay con 5806 casos aproximadamente), esto se debe a que la
mayor poblacién de la regiéon Ucayali se concentra en la provincia de coronel
Portillo, seguido de la provincia de Padre Abad y Atalaya segtn la sala situacional
de COVID-19 de Ucayali.

Razoén por la cual el Ministerio de Salud recomiendo el uso de los diferentes tipos
de mascarillas como la Nog5, la quirdrgica o simple y la de tela SISO (SISOL
SALUD, 2020). Sin embargo, en nuestra region cada una de las mascarillas son
utilizadas de manera indiscriminada y de manera prolongada y hasta a veces
inadecuada, dando lugar al desarrollo de diferentes microorganismos (bacterias,
hongos, parasitos), poniendo aiin mas en riesgo su salud, razén por la cual se aislé
los microorganismos patogenos se encuentran en las mascarillas usadas por la

poblacion.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

1.1 Bases teoéricas

1.1.1 Mascarillas

Las mascarillas son equipos de proteccion individual (EPI) cuya funcion es
proteger al usuario de la exposiciéon a contaminantes a través de las vias
respiratorias (Company Sancho et al., 2021a) convirtiéndose en un equipo de
proteccion indispensable y obligatorio en nuestra vida cotidiana(Andrade
Carrera et al., 2021; Yuanqgioang et al., 2021) ayudando a reducir la transmision
del virus COVID-19 (Babaahmadi et al., 2021; Chowdhury et al., 2021; Das et al.,
2021; Mojica-Crespo & Morales-Crespo, 2021; Patricio et al., 2021). Su eficacia
depende de la combinacion de varios factores: la capacidad del material con que
son disefiados para bloquear la entrada y salida de particulas, la cantidad de fuga
que hay alrededor y el buen uso del que lo porta (De Labry -Lima et al., 2021;
Ramirez-Guerrero, 2021). Sin embargo, el uso de mascarillas no ha sido bien
adoptado por muchos ciudadanos (Liao et al., 2021), puesto que la a escasez de
estos ha llevado a buscar métodos para descontaminarlos con peroxido de
hidrogeno vaporizado, irradiaciéon germicida ultravioleta e incubacién con calor
humedo para eliminar eficazmente los patogenos y reutilizarlos, de esta manera

asegurando su disponibilidad (Santos-Lopez et al., 2020).

Sin embargo, muchos profesionales de la salud han presentado lesiones de piel
en sus rostros debido al uso prolongado de equipos de protecciéon personal, hasta
la fecha se han descrito cinco formas o presentaciones clinicas de lesiones
faciales: pseudo-sabafiones, brotes vesiculares, lesiones urticariales, brote
maculopapular y necrosis o livedo (Gonzalez-Payares et al., 2020). Puesto que en
argentina el uso de mascarillas presenta altas probabilidades de efectos
enfermantes por exposicion a varios factores ambientales con relacién a los
posibles beneficios no se recomienda el uso coercitivo y masivo de las mismas
(Shinder et al., 2012), de esta manera se recomienda el uso de las mascarillas a la
poblacion general, pero este uso debe venir acompafiado de un plan de formaciéon
para mejorar el cumplimiento, ya que su uso inadecuado puede favorecer la

infeccion (De Labry -Lima et al., 2021).
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Por lo tanto, la reutilizacion de las mascarillas no esta recomendada por los
organismos oficia- les ni los fabricantes, sdlo se acepta en casos extraordinarios,

como las pandemias (Company Sancho et al., 2021b).
Tipos de mascarillas

Existen diferentes tipos de mascarillas, las quirargicas, que filtran las particulas
emitidas por quien la usa impidiendo que lleguen al paciente, y las de alta eficacia
(Filtering Face Piece, FFP/Filtro Proteccion Personal, FPP), disenadas para
filtrar particulas, aerosoles liquidos y patégenos presentes en el medio ambiente,

impidiendo ser inhaladas por el usuario (Company Sancho et al., 2021a).

Ademas, existen otros tipos de mascarillas como las de tela, de tela con lazo para
la cabeza, plegable de tipo K95 sin respirador con lazo para la cabeza, plegable
tipo No5 con respirador y lazo para la cabeza, copia tipo N95 con respirador y
lazo para la cabeza y mascarilla completa; siendo las de tela las méas baratas y esta
hecha de un tejido de algodén cotidiano que se coloca sobre la boca y la nariz,

pero dentro las mascarillas tenemos a las quirdrgicas, de tela (Das et al., 2021)

Las mascarillas quirargicas son de tres capas que estan hechas de un polimero
fundido, m4s comtinmente polipropileno, colocado entre tela no tejida. No estan
disefiados para proteger al usuario de la inhalaciéon de bacterias en el aire o
particulas de virus y son menos efectivos que los respiradores, como las méscaras
No5 o FFP, que proporcionan mejor proteccién debido a su material, forma y
sellado hermético (Ramirez-Guerrero, 2021) y ralentizan las diferentes

enfermedades infecciosas (Grinshpun et al., 2021).

1.1.2 Microorganismos

Los microorganismos son organismos microscopicos capaces de llevar a cabo
todas las funciones vitales, con organizacion unicelular y capacidad de formar
agrupaciones simples de células, estdn distribuidos en tres Reinos (Monera,
Protistas y Hongos)(Barbara Astorga et al., 2015) y dos categoria procariontes
(archaeas y bacterias) y eucariontes (hongos, algas y protozoos(Carmona-Lorduy
et al., 2017; Ramos Perfecto & Brafez, 2016); pueden ser de vida libre o patégena,
la penetracion de un microorganismo patogeno en el organismo es una condiciéon
indispensable para que tenga lugar la infeccion y el posible desarrollo posterior

de una enfermedad (Liendo Uzcategui, 2019), se conocen unas 9,000 especies de
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parasitos que atacan células humanas y que alteran la salud del humano, como
ejemplo de ellos estan los protozoarios que habitan en el intestino y las bacterias
patogenas que tienen alta virulencia ya sea en heridas superficiales o en 6rganos

internos del cuerpo humano (Ministerio de Salud de Per, 2020).

Los microorganismos dependiendo del tipo de enfermedad que generan pueden
ser agrupados en grupos de riesgos bioldgicos (Organizacién Mundial de la Salud,

2005).

Microorganismos de la cavidad oral

El microbiota oral es una parte importante de la microbiota humano, puede ser
colonizada en el intestino de varias maneras y esta asociada a una serie de
enfermedades orales; asimismo se ha demostrado que estd estrechamente
relacionada con el estado fisico de los seres humanos, como la diabetes, la

obesidad y el cancer (Lu et al., 2019).

La cavidad oral presenta una flora variable y cambiante debido a un proceso
denominado sucesién microbiana ya sea por cambios en el habitat no microbiano
(cambios alogénicos) o por sustitucion de unos organismos por otros (Escobar
Arregocés et al., 2017) esto debido a que cuenta con diferentes tipos de nichos
ecologicos como lo son mejillas, paladar, lengua, superficie de los dientes, encias
y saliva contando cada uno con su propio ecosistema, ademas la composicion de
la microbiota oral varia segun el tipo de superficie especifica, lo que demuestra
que las pequenas diferencias en el habitat pueden afectar a la capacidad de

especies individuales para colonizar y dominar (Hernandez Ayala et al., 2017).

Es decir, la diversidad y complejidad de la microbiota oral en humanos sanos es
mayor que en cualquier otro sitio del cuerpo representado principalmente por los
reinos bacteriano y fangico. Aunque todavia no esta completamente establecido,
se ha asumido durante mucho tiempo que los hongos son un componente menor
de la microbiota oral, en comparacién con los procariotas (Xu & Dongari-

Bagtzoglou, 2016)

Bacterias

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares o que forman
agrupaciones o filamentos. Presentan un metabolismo muy diverso: una misma

especie puede incluso utilizar distintas fuentes de energia o carbono. Se
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encuentran ampliamente distribuidas en todo tipo de ambientes (Ideas Claras,

2019).

Donde las caracteristicas especiales de la cavidad bucal determinan la
composicion de la microflora que habita en ella. Caben destacar diversas especies
anaerobias pertenecientes a los géneros Peptostreptococcus, Prevotella,
Fusobacterium, Gemella y Porphyromonas, asi como especies aerobias de
Streptococcus, Staphylococcus y Corynebacterium. Cada uno de estos
microorganismos ocupa un micronicho diferente de la cavidad bucal, y el
equilibrio imperante se ve alterado cuando se modifican las condiciones debido a
una enfermedad o a la intervencion odontolégica. En estas condiciones pueden
desarrollarse bacterias patogénicas u oportunistas como  Actinomyces,
Prevotella intermedia, Moraxella spp, Klebsiella spp, Pseudomona spp,
Enterobacter spp, Acitenobacter spp y Escherichoa coli (Prieto & Calvo, 2004;

Torres Ramos et al., 2006).

Esta colonizacion de bacterias inicia en el recién nacido donde se encontré que
los primeros micoorganismos que colonizan en la cavidad oral son Escherichia
coli (coco gram negativo) y Staphilococos epidermidis ( coco gram positivo)

(Minaya-Flores & Figueroa-Banda, 2020).

Por otro lado en Colombia Gonzalez et al. (Gonzalez Norma et al., 2020)
encontraron bacilos entéricos en la cavidad oral donde el mayor namero de
aislamientos correspondi6é a Escherichia coli con el 32,2% (19/59), seguido por
Klebsiella oxytoca con el 22% (13/59) y Klebsiella pneumoniae con el 15,3%
(9/59). También se aisldé Enterobacter claocae, Citrobacter freundii,

Enterobacter aerogenes y Proteus mirabilis en menor proporcion.

Mientras que Hernandez en el 2018 (Hernandez Ayala et al., 2017) cultivo e
identifico microorganismos en el BIOFILM en &pices radiculares encontrando
cocos y bacilos gram positivos y gram negativos como Enterococcus faecium,
Streptococcus intermedius, Listeria spp, Enterococcus faecalis, Streptococcus
sobrinus, Aerococcus viridans, Streptococcus costellatus, Veillonella atypica,
Lactoccocus lactis, Aerococcus urinae, Enterococcus avium, Bifidobacterium,
Aerococcus viridans, Actinomyces naesiundi, Actinemocyces israelii. Asi como
Streptococcus sanguinis y Actinomyces viscosus (Ramos Perfecto & Brafez,
2016), Streptococcus mutans (Barbara Astorga et al., 2015), son bacterias
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colonizadoras de la cavidad oral y son formadores primarios del BIOFILM que
se encuentran dentro de los géneros Estrpetococcus, Actinomyces, Veillonella,
Fusobacterium, Neisseria, Porphyromonas,Rothia, Selenomonas, Centipeda,

Leptotrichia, Gemella, Corynebacteriun (Harris-Ricardo et al., 2019).

Sin embargo, las especies frecuentes en pacientes con periodontitis y edéntulos
son Capnocytophaga sp, Bacterorides fragilis, Actinomyces israelii,
Streptococcus intermedius, Parabacteroides distasonis, Porphyromonas spp,
Bacteroides thetaiotaomicron, Actinomyces naeslundii (Escobar Arregocés et
al., 2017). Ademas de Porphyromonas gingyvalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella nigresscens, Parviromonas micra,

Synergistetes, Filifactor alocis (Talavera Mendoza et al., 2018).

Estudios realizados sobre la composicion bacteriana de la saliva, en una
comunidad japonesa mayores a 40 anos, encontraron las siguientes bacterias
como Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius, Granulicatella adiacens,
Neisseria flavescens, Rothia mucilaginosa y Prevotella melaninogenica, en
personas sanas; Fusobacterium nucleatum en la placa dental;
periodontopatégenos como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia, Treponema denticola y Filifactor alocis; asi como
patogenos cariogénicos como el Streptococcus mutans (Cruz Quintana et al.,

2017)

Hongos

Los hongos son microorganismos eucariotas de organizacion unicelular
(levaduras) o filamentosa, que presentan nutricién absortiva (Ideas Claras,
2019), con presencia en los mas variados ambientes y sustratos. Han sido parte
de la historia del hombre y su desarrollo, siendo ttiles tanto en la alimentacién
como en la medicina, produccion de enzimas, actividad industrial y silvicultura.
Sin embargo, también tienen la capacidad de producir infecciones superficiales y

profundas en humanos (Ocara et al., 2019).

Las especies del género Candida forman parte del microbiota normal en la piel,
cavidad oral, tracto digestivo y vagina. Diferentes especies se han descrito como
patogenos oportunistas involucrados en infecciones superficiales y sistémicas,
especialmente en pacientes con inmunosupresion asi se tiene a Candida albicans

(Torres Ramos et al., 2006), Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
18



glabatra Candida dunliniensis, Candida parapsilosis, Candida lusitaniae,
Candida guilliermondi y Candida spp (Cruz Quintana et al., 2017; Llanos
Gonzalez et al., 2017; Torrealba Camacho et al., 2016), siendo la candidiasis la
micosis oral méas frecuente en el ser humano (Bengel, 2010; Castillo-Martinez et
al., 2020; Ibafiez Mancera et al., 2017; Lazo et al., 2018; Mariel-Carballo, 2019);
ademas es posible encontrar, Histoplasma capsulatum(Prieto & Calvo, 2004),
Paracoccidioides brasilensis (De Barros et al., 2018), Cladosporium, Davidiella,
Alternaria, Lewia, Aspergillus, Emericella, Eurotium, Fusarum, Pichia,

Gibberella, Cryptococcus, Filobasidiella (Xu & Dongari-Bagtzoglou, 2016).

Protozoarios

Son protistas moviles mediante flagelos, cilios, pseudépodos o movimientos de
torsiébn o deslizamiento. Incluyen organismos fotosintéticos y quimiorgano
hetero6trofos. Experimentan procesos sexuales y, en condiciones favorables, se
dividen asexualmente. Algunos forman quistes de resistencia o esporas. Algunos
son de vida libre y otros causan enfermedades en el ser humano y los animales.
Los grupos principales son: flagelados, sarcodinos, esporozoos y ciliados (Ideas
Claras, 2019). Sin embargo en la cavidad oral con frecuencia se puede encontrar
protozoarios como Entamoeba gingivalis, Trichomonas tenax (Acurero Osorio

et al., 2009; Bernaola-Paredes et al., 2012; Prieto & Calvo, 2004).

Virus

En la cavidad bucal los virus son los mas abundantes en el microbioma bucal, sin
embargo, son poco los estudios referidos acerca de su biodiversidad y su
importancia en los procesos de salud y enfermedad. En este contexto, estudios
sefialan que el viroma bucal podria estar asociado con enfermedades bucales
como la leucoplasia verrugosa proliferativa (LVP) que es una forma maligna de
leucoplasia bucal (LO) que con el tiempo las LVP derivan en un tipo de cancer
bucal agresivo como el carcinoma de células escamosas (COCE). Asi se
encontraron virus como Herpesvirus, Epstein-Barr, Polvomavirus vy

Papilomavirus(Fernandez et al., 2020; Prieto & Calvo, 2004).

1.1.3. Enfermedades ocasionadas por microorganismos de la cavidad bucal

Las enfermedades infecciosas son aquellas que estdn causadas por
microorganismos patégenos como virus, hongos, bacterias y parasitos, las
enfermedades méas frecuentes que se encuentran en la cavidad oral son: la
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escarlatina, la mononucleosis infecciosa, rubéola, sarampidén, varicela, la
gingivoestomatitis herpética y el herpes labial (Altuna Martin et al., 2018). Sin
embargo los aspectos principales que caracterizan las diversas micosis son la
Candidiasis (Otero Rey, Pefilamaria Mallén, Rodriguez Pifi6n, et al., 2015),
Estomatitis Sub-protésica y Paracoccidioidomicosis (Pardi C. et al., 2013).
Asimismo, la candidiasis, es la infeccion mas comun de la boca con excepciéon de
la caries y la enfermedad periodonta (estrada Pereira et al., 2015), ocasionando el
crecimiento de las colonias de Candida spp y la penetracion de las mismas en los
tejidos orales cuando las barreras fisicas y las defensas del huésped se encuentran
alteradas (Otero Rey, Penamaria Mallon, Rodriguéz Pifion, et al., 2015) como los
pacientes diabéticos que les provoca lesiones bucales clinicas sugestivas, asi como
en pacientes con cancer (Stasiewicz & Karpi, 2021) y obesidad (Lu et al., 20109;

Torrealba Camacho et al., 2016).
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CAPITULO II
MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de estudio

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en la region de Ucayali donde
se recolecto las mascarillas en la Provincia de Coronel Portillo, distritos de

Calleria, Campoverde, Yarinacocha y Manantay.
2.2 Tipo y nivel de investigacion

El tipo de investigacion fue aplicada cientifica y explicativo (Molina, 2021),
orientado al aislamiento de microorganismos que se encontraron en las
mascarillas utilizados por los pobladores de Pucallpa, para ello se aplico los
conocimientos basicos para realizar la identificacion adecuada de los

microorganismos presentes.
2.3 Diseno de investigacion

El diseno de investigacion fue analitico explicativo, debido a que se identifico los
microorganismos que se encentran en las mascarillas de diferentes tipos de

materiales y el tiempo de uso.
2.4 Poblacion y muestra

La poblacion para la recoleccion de mascarillas estuvo representada por los 382
089 habitantes que se encuentran en la provincia de Coronel Portillo que
estuvieron distribuidos en los distritos de Calleria, Yarinacocha, Manatay, Campo

Verde, Masisea, Iparia y Nueva requena.

Para determinar el tamano de muestra se trabajé con un muestreo no

probabilistico intencional tal como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1

Tamaiio de muestra de la poblacion de los distritos de Calleria, Yarinacocha y

Manantay de la provincia de Coronel Portillo

Distrito Poblacién Tamano de muestra

Calleria 149999 15
Yarinacocha 105875 15
Manantay 87525 15
Campo verde 17215 15

Es decir, se tomo en cuenta 15 pobladores de cada distrito siendo un total de 60
que usaban mascarillas de tela, KN95 y Quiruargica, que a partir de ello se aisl6 los

microorganismos.

2.5 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se trabajo con la técnica de la observacién y encuesta, los instrumentos utilizados
fueron las fichas de observacion para el trabajo de laboratorio y cuestionario para
el trabajo de campo, asimismo se utilizo las diferentes técnicas para la
identificacion de los microrganismos aislado de las mascarillas usadas por los

pobladores.
2.6 Procedimientos

2.6.1 Recoleccion de mascarillas

Para realizar la recoleccion de mascarillas en los cuatro distritos (Campo Verde,
Calleria, Manatay y Yarinacocha), en primer lugar, se realizé un cuestionario de
16 preguntas cerradas de manera an6nima que nos permito obtener los datos
generales de las personas, esta encuesta se aplico a un total de 40 personas (10
personas por distrito) (figura 1), en segundo lugar, a las personas entrevistadas
se hizo un canje de mascarillas del que usaba por una nueva del mismos. Dicha
mascarilla fue colocada en una bolsa y cerrada herméticamente con su debida
codificacion para luego ser trasladado al laboratorio de Microbiologia y

Parasitologia para el aislamiento de los microorganismos (figura 2).
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Figura 1

Entrevista y recoleccion de mascarillas

Figura 2

Mascarillas recolectadas y codificadas en el laboratorio de Microbiologia y

parasitologia
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2.6.2 Preparacion de materiales de laboratorio

Para poder realizar el aislamiento de microrganismos presentes en las mascarillas
usadas por los pobladores de Pucallpa para la protecciéon de la COVID - 19, se
preparé los materiales de vidrio (placas petri, matraz Erlenmeyer, tubos de
ensayo, pipetas, baguetas), donde se realiz6 el lavado, y esterilizado a calor seco

y hiimedo (figura 3y 4).
Figura 3

Preparacion de los materiales de vidrio

Figura 4

Esterilizaciéon de materiales de vidrio
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2.6.3 Preparacion del medio de cultivo

Para poder aislar los microrganismos presentes en las mascarillas se preparado
el caldo nutritivo que sirvi6 como medio de aislamiento primario de los
microorganismos para que luego sean aislados, para ello se realiz6 el pesado del
medio de cultivo (figura 5) y se diluyo en agua destilada, para que posteriormente
sea esterilizado en la autoclave por 15 minutos a una atmosfera de presiéon a 121
°C (figura 6 y 7). y posteriormente se distribuy6 de manera uniforme (50 ml de
caldo nutritivo) a los matraces Erlenmeyer para poder aislar los

microorganismos.
Figura 5

Pesado del medio de cultivo (caldo nutritivo)

Figura 6

Diluciéon del medio de cultivo (Caldo nutritivo)
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Figura 7

Esterilizacion del medio de cultivo (caldo nutritivo) en autoclave

2.6.4 Aislamiento de microorganismos de las mascarillas

Primero se realiz6 el cultivo primario de los microorganismos de las mascarillas
(quirargica, KNo5, tela) en caldo nutritivo, para ello se utilizO matraces
Erlenmeyer de una capacidad de 250 ml, en cada uno de ellos se coloc6 50 ml de
caldo nutritivo y en el interior de ello se coloc6 un trozo de la mascarilla
recolectada (Figura 8), para ello se realizO un corte de la mascarilla
especificamente la zona que se encuentra en contacto con las fosas nasales y boca,
luego llevando a incubacion por 24 horas (figura 9) para que puedan aislarse las
bacterias y hongos a partir del caldo nutritivo en el Agar sangre y McConkey
(bacterias) y Saboraud (hongos y levaduras), principalmente se aislé los

microorganismos de importancia clinica (figura 10).
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Figura 8

Aislamiento primario de los microorganismos de las mascarillas quirurgicas,

KNos5 y tela.

Figura 9
Incubacién de las mascarillas para el crecimiento microbiano (bacterias y

hongos)
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Figura 10

Aislamiento de microorganismos en Agar MacConkey, Agar Sangre y Saboraud

2.6.5 Toma de muestra para aislamiento del virus del COVID - 19

Se realiz6 un hisopado de la mascarilla del area que se encuentra en contacto con
las fosas nasales y cavidad oral, este hisopo fue colocado en medio de transporte
UTM (Universal Transport Medium) (Figura 11), que es un medio de transporte
viral estable a temperatura ambiente para la recoleccion, transporte,
mantenimiento y almacenamiento a largo plazo de virus y sellado en una bolsa de
bioseguridad; luego fue trasladado a través de una cadena de frio a la ciudad de
Lima al laboratorio de virologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

(Figura 12).
Figura 11

Hisopado de la mascarilla para aislamiento de virus del COVID — 19
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Figura 12

Cadena de frio y embalaje de muestras en medio de transporte universal
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2.6.6 Técnicas de identificacion de bacterias y hongos

La identificaciéon de las bacterias de importancia clinica que se encuentran en las
mascarillas, se realizado a través de los diversos método fenotipicos(Bou et al.,
2011; Cercenado & Cantén, 2010; De Vizcarrondo & Gutierrez de Gamboa, 2009)
que son métodos convencionales, donde se utiliz6 una bateria de pruebas que nos
permitio identificar las bacterias a nivel de género y especie, dentro de las pruebas
utilizadas son las caracteristicas microscopicas (Tincion diferencial Gram) donde
se identifico las bacterias grampositivas y gramnegativas (figura 13) y
macroscopicas (cultivo) a través de la identificacion de tipos de colonias que se
presentan (figura 14) y las pruebas bioquimicas de reaccién enzimatica y el

sistema comercial automatizado (Vitex) (Figura 15y 16).
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Figura 13

Caracteristicas microscopicas basados en tincion diferencial (bacterias

grampositivas y gramnegativas)
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Figura 14

Caracteristicas macroscopicas basado en los cultivos (Agar MacConkey, Agar

Sangre) para la identificacién de colonias




Figura 15

Identificacion bioquimica por reaccién enzimdtica (identificacién tradicional)

.
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Figura 16

Identificacion de microorganismos a través del sistema automatizado Vitex

Por otro lado para la identificacion de hongos (levaduras) que se encuentran en
la cavidad oral se realiz6 el examen directo microscopico (figura 19) y se realizé
el cultivo en agar Sabouraud (figura 17) (Guevara Robles et al., 2007; Guevara
Roblles et al., 2010) cumpliendo los protocolos establecidos por el Instituto
Nacional de Salud, asimismo, también se utilizO el sistema comercial

automatizado (Vitex) (Figura 16).
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Figura 17

Examen directo de identificacién de hongos y levaduras

Figura 18

Cultivo de hongos y levaduras en agar Sabouraud para aislamiento

identificaciéon
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2.6.7 Técnicas de identificacion de virus

Para la identificacion del virus se realiz6 la prueba molecular de amplificaciéon de
acidos nucleicos (AAN) PCR, es decir se utiliz6 la prueba de deteccion del virus
planteado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Aguilar et al., 2020;
World Health Organization, 2020) , la identificacion se realizo en el laboratorio

de virologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
2.7 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se elaboro una base de datos en la hoja de calculo de Excel, posterior a ello se

realiz6 un analisis exploratorio de los datos obtenidos con el programa R.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y CONCLUSIONES

3.1 Analisis descriptivo

Los microorganismos son organismos microscopicos capaces de llevar a cabo
todas las funciones vitales, con organizaciéon unicelular y capacidad de formar
agrupaciones simples de células, estdn distribuidos en tres Reinos (Monera,
Protistas y Hongos)(Barbara Astorga et al., 2015) y dos categoria procariontes
(archaeas y bacterias) y eucariontes (hongos, algas y protozoos(Carmona-Lorduy
et al., 2017; Ramos Perfecto & Brafez, 2016); pueden ser de vida libre o patégena,
la penetracion de un microorganismo patogeno en el organismo es una condicion
indispensable para que tenga lugar la infeccion y el posible desarrollo posterior

de una enfermedad (Liendo Uzcategui, 2019).
Figura 19

Género de los pobladores encuestados para la recoleccion de mascarillas
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La presencia de micoorganismos en la cavidad oral esta supeditado diversos
factores como la edad, tipo de alimentacion, entre otros y esto permite encontrar
una diversidad de micoorganismos como bacterias, hongos protozoos, sin

embargo, es importante conoce los aspectos sociales.
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Figura 20

Edad de los pobladores que intercambiaron mascarillas para aislar los

microorganismos.
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Para la obtencion de datos se aplico un total de 60 encuestas de corte transversal
a los pobladores de Campo Verde, Yarinacocha, Manantay y Calleria, con la
finalidad de obtener informacion general. Asi, se puede observar el género de los
pobladores encuestados, donde el 63.3% son del sexo femenino y solo el 36.7%
son masculino. Es decir, existi6 mas la predisposicion del intercambiar

mascarillas de mujeres que de varones.
Figura 21

Nivel de educacién de los pobladores
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La edad de los pobladores encuestados que accedieron a intercambiar mascarillas
fue de 18 a 70 anos cuyo promedio fue 42.9 anos, esto resultados nos muestran

que participaron pobladores de diferentes edades.
Figura 22

Nivel de educacion de los pobladores que intercambiaron mascarillas de los

diferentes distritos para el aislamiento de microorganismos
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El nivel de educaciéon es muy importante para cada uno de los habitantes, puesto
que esto permite mejorar sus conocimientos y poder tomar una decision
adecuada de un determinado tema, sin embargo, los resultados muestran que el
18.33% de los pobladores con un nivel de educacién de nivel primario, seguido
por un 65% de nivel secundario y el 8,33% para superior no universitario, siendo
el mismo valor para superior universitario. Por lo tanto, todos los pobladores
encuestados cuentan con un determinado nivel de educaciéon, donde el nivel

secundario predomina.

Analizando el nivel de educacién y el género de cada uno de los pobladores se
encontré que el 10%, 43.33%, 5%, y 5% del género femenino encuestados
presentan el nivel de educacion primaria, secundaria, superior no universitaria,

superior universitaria respectivamente, mientras que el género masculino el
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porcentaje es inferior, esto quiere decir que son los pobladores del sexo femenino

que tuvieron mejores oportunidades para estudiar que los varones.
Figura 23

Porcentaje de pobladores que intercambiaron mascarillas para el aislamiento

de micoorganismos que tuvieron COVID 19 por distrito
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Muchos de los pobladores estuvieron propensos a ser afectados por el COVID —
19, para ello el gobierno dicto una serie de medidas sanitarias, sin embargo,
muchas personas a pesar de acatar las normas sanitarias se infectaron por el
virus, por este motivo se consulto al os pobladores si tuvieron COVID - 19 de las
cuales el 20%, 18.33%, 13.33%, 18,33% de los distritos de Campo verde,
Manantay, Yarinacocha y Calleria respectivamente manifestaron que no tuvieron
COVID - 19.
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Figura 24

Uso correcto de la mascarilla de los pobladores que intercambiaron mascarillas

para el aislamiento de microorganismos
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Asimismo, también se observo el uso de las mascarillas quirargicas, KN9s5, y tela,
donde se pudo evidenciar que el 73.33% de los pobladores cubren la bosa y nariz
con la mascarilla es decir el 20% de Campo verde, 20% de Manantay, 18.33% de
Yarinacocha y el 15% de Calleria, el 13.33% cubre solo el menton y el 13.33% solo

cubre la boca dandole un uso inadecuado de la mascarilla.
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Figura 25

Tiempo de uso de la mascarilla por los pobladores que intercambiaron

mascarillas para el aislamiento de microorganismos
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Las mascarillas son medios de proteccién fisicas que evitan el paso de
micoorganismos, particulas en suspension, gases entre otros, el tiempo de su uso
dependera del tipo y material, en el presente trabajo el 35% de los pobladores
manifestaron que las mascarilla que utilizan solo lo hacen por un dia sin embargo
al observar las mascarillas en el momento de recoleccién se observo un grado de
deterioro, estaban sucios, lo que evidenciaba que no necesariamente le daban un
solo uso, asimismo se encontrd que el 11.66% manifestaron que utilizaban sus
mascarillas dos dias, sin embargo el 21.67% utilizaban la misma mascarilla por
mas de una semana, siendo los pobladores de Manantay (8.33%), seguido por

Campo verde (6.67%), los que utilizaban sus mascarillas por mayor tiempo.

41



3.1.1 Identificacion de bacterias que se encuentran en las mascarillas usadas por
la poblacién de Pucallpa para la proteccion de la COVID-19

La cavidad oral presenta una flora variable y cambiante debido a un proceso
denominado sucesién microbiana ya sea por cambios en el habitat no microbiano
(cambios alogénicos) o por sustitucion de unos organismos por otros (Escobar
Arregocés et al., 2017) esto debido a que cuenta con diferentes tipos de nichos
ecoldgicos como lo son mejillas, paladar, lengua, superficie de los dientes, encias
y saliva contando cada uno con su propio ecosistema, ademas la composicion de
la microbiota oral varia segtin el tipo de superficie especifica, lo que demuestra
que las pequenas diferencias en el habitat pueden afectar a la capacidad de

especies individuales para colonizar y dominar (Hernandez Ayala et al., 2017).

Enla tabla 02, 03y 04, figura 26 se puede observar las bacterias aisladas a partir
de las mascarillas quirargicas, KN95 y de tela donde se encontré un total de 12
especies de bacterias (Eneterobacter cloacae ssp cloacae, Entererobacter
aerogenes, Escherichia coli, Klebsiell pneumoniae ssp pneunoniae, Raoltella
ornithinolytica, Kocuria kristinae, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
cacoacetocus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida y Staphylococcus epidermidis) distribuidas en 6 familias
como Eneterobateriaceae. Micrococcaceae, Moraxellaceae, Morganellaceae,

Pseudomonadaceae y Staphylococcaceae.

La familia Enterobacteriaceae agrupa a bacteria de forma bacilar gramanegativos
que en conjunto conforman las coliformes dentro de las especies identificadas
tenemos Enterobacter cloacae ssp cloacae en mascarillas quirargica utilizadas
por los pobladores del distrito de Calleria y mascarilla KN95 del distrito de
Yarinacocha, esta bacteria se caracteriza por ser patdégena y causan infecciéon
oportunista, puesto que se han descrito en infecciones del tracto urinario, al
encontrar esta especie en las mascarillas, nos indica que probablemente las
personas se llevan muy seguido la mano hacia el rostro tocando la mascarilla que

llevan puesto.

Enterobacter aerogenes, es una bacteria anaerobia facultativa de forma bacilar
gramnegativa, patdgena causante de infecciones oportunistas y nosocomiales, fue
encontrado en mascarillas quirtargicas del distrito de Calleria y KN95 de Campo

verde.
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Tabla 2

Bacterias presentes en las mascarillas usadas por los pobladores de Pucallpa para la proteccion de la Covid — 19

Tincion

Tipo de

N° Familia Especie Morfologia Respiracion G Movilidad Metabolismo 3 Distrito
ram mascarilla

1 Staphylococcaceae  Staphylococcus  Coco Anaerobia + - Catalasa positiva  Quirargica Campoverde
epidermidis facultativa

2  Pseudomonadaceae Pseudomonas Bacilo Aerobia - + Catalasa y oxidasa Quirtirgica Campoverde
aeruginosa positivo

3 NR NR NR NR NR NR NR Quirtrgica Campoverde

4 NR NR NR NR NR NR NR Quirtrgica Manantay

5 NR NR NR NR NR NR NR Quirtirgica Manantay

6 NR NR NR NR NR NR NR Quirtrgica Manantay

7 Enterobacteriaceae  Enterobacter Bacilos Anaerobio - + oxidasa negativa/ Quirdrgica Calleria
cloacae facultativo catalasa positiva
cloacae

8  Moraxellaceae Acinetobacter Cocobacilo Aerobio - - oxidasa negativa Quirtargica Calleria
baumanii

9  Enterobacteriaceae  Klebsiella Bacilo Anaerobio - - oxidasa negativa  Quirargica Calleria
pneumoniae SSp facultativo
pneumoniae

10 Enterobacteriaceae = Enterobacter Bacilo Anaerobia - + oxidasa negativa / Quirargica Calleria
aerogenes facultativa catalasa positiva

11 Moraxellaceae Acinetobacter Cocobacilo Aerobio - - oxidasa negativa Quirdrgica Yarinacocha
baumannii

12 Enterobacteriaceae Raoultella Bacilo Aerobias/anaerobios - + Oxidasa negativa ~ Quirtrgica Yarinacocha
ornithinolytica facultativos

13 Pseudomonadaceae Pseudomonas Bacilo Aerobia - + catalasa y oxidasa Nos5 Campoverde
putida positivo

14 Enterobacteriaceae = Enterobacter Bacilo Anaerobia - + oxidasa negativa/ Nos5 Campoverde
aerogenes facultativa catalasa positiva

15 NR NR NR NR NR NR NR Nos Campoverde

16 NR NR NR NR NR NR NR Nos Manantay
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17
18
19
20
21
22

23

24
25

26

27

28
29

30

31
32
33
34
35
36
37

NR
NR
NR
NR
NR
Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae

NR
Moraxellaceae

Moraxellaceae

Enterobacteriaceae

NR
Morganellaceae

Micrococcaceae

NR
NR
NR
NR
NR
NR
Enterobacteriaceae

NR
NR
NR
NR
NR

Enterobacter
cloacae Ssp
cloacae
Escherichia coli

NR
Acinetobacter
calcoacetocus
Acitenobacter
baumannii
Klebsiella
pneumoniae SSp
pneumoniae

NR
Proteus
mirabilis
Kocuria
kristinae

NR
NR
NR
NR
NR
NR

Klebsiella
pneumoniae SSp
neumoniae

NR
NR
NR
NR
NR
Bacilos

Bacilo

NR
Cocobacilo

Cocobacilo

Bacilo

NR
Bacilo

Coco

NR
NR
NR
NR
NR
NR
Bacilo

NR
NR
NR
NR
NR

Anaerobias
facultativas

Anaerobio
facultativo
NR

Aerobio
Aerobio

Anaerobias
facultativas

NR
Anaerobio

Aerobias

NR
NR
NR
NR
NR
NR

Anaerobias
facultativas

NR
NR
NR
NR
NR

NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR

Oxidasa negativa/
catalasa positiva

Oxidasa negativa/
catalasa positiva
NR

Oxidasa negativa
Oxidasa negativa

Oxidasa negativa

NR
Catalasa positiva

Catalasa
positiva/coagulasa
negativa

NR

NR
NR
NR
NR
NR
Oxidasa negativa

No5
No5
No5
No5
No5
No5

No95

Nos5
Tela

Tela

Tela

Tela
Tela

Tela

Tela
Tela
Tela
Tela
Tela
Tela
Tela

Manantay
Manantay
Calleria
Calleria
Calleria
Yarinacocha

Yarinacocha

Yarinacocha
Campoverde

Campoverde

Campoverde

Campoverde
Manantay

Manantay

Manantay
Manantay
Calleria
Calleria
Calleria
Calleria
Yarinacocha
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38 Moraxellaceae Acinetobacter Cocobacilo Aerobio - - Oxidasa negativa  Tela Yarinacocha
baumanni
39 NR NR NR NR NR NR NR Tela Yarinacocha
40 NR NR NR NR NR NR NR Tela Yarinacocha
Tabla 3
Bacterias identificadas por pruebas bioquimicas tradicionales
N° Familia Especie Morfologia Respiracion Jiinsicn Movilidad  Metabolismo Tipo q i Distrito
Gram mascarilla
Enterobacteriaceae  Klebsiella pneunoniae Bacilo Anaero‘plo - - Ox1de'1s.a Campoverde
facultativo negativa N
1 . Quirtrgica
Staphylococcaceae  Stafilococcus spp Coco Anaeroblo + - catalasa +
facultativo
Anaerobio Oxidasa Campoverde
2  Enterobacteriaceae  Escherichia coli Bacilo . - + negativa/
facultativo " N
catalasa positiva Quirargica
3  Morganellaceae Proteus vulgaris Bacilo Anaerobio - + gg;?tliavs: Campoverde
4 NR NR NR NR NR NR NR KNo5 Campoverde
5  Enterobacteriaceae = Klebsiella pneunoniae Bacilo Anaeroblo - - Ode:flsa Tela Campoverde
facultativo negativa
6  Morganellaceae Proteus vulgaris Bacilo Anaerobio - + gg;?tliavs; Quirargica  Yarinacocha
Morganellaceae Proteus vulgaris Bacilo Anaerobio - + Cg;?tliavss
7 . OS] Quirtrgica  Yarinacocha
. . . . Anaerobio Oxidasa
Enterobacteriaceae  Klebsiella pneunoniae Bacilo - - - .
facultativo negativa
. . Anaerobio Oxidgsa .
8 Enterobacteriaceae = Enterobacter cloacae  Bacilos . - + negativa/ KNog5 Yarinacocha
facultativo e
catalasa positiva
o NR NR NR NR NR NR NE KNos Yarinacocha
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Oxidasa

10 Enterobacteriaceae  Escherichia coli Bacilo Anaerol?lo - + negativa/ Tela Yarinacocha
facultativo ..
catalasa positiva
. . . . Anaerobio Oxidasa c .
11 Enterobacteriaceae  Klebsiella pneunoniae Bacilo . - - . Quirdrgica  Calleria
facultativo negativa
12 Enterobacteriaceae  Klebsiella pneunoniae Bacilo Anaerol?lo - - Ox1dgsa Quirdrgica  Calleria
facultativo negativa
Anaerobio Oxidasa
13 Enterobacteriaceae  Escherichia coli Bacilo . - + negativa/ KNog5 Calleria
facultativo ..
catalasa positiva
14 NR NR NR NR NR NR NR KNos5 Calleria
15 Enterobacteriaceae  Klebsiella pneunoniae Bacilo aerol?lo - - Ox1dz}sa Tela Calleria
facultativo negativa
16 Moraxellaceae ?cmetobagter Cocobacilo Aerobio - - Ox1da.sa Quirtrgica  Manantay
aumannii negativa
17 Moraxellaceae llﬁ)lcmetoba.c'ter Cocobacilo Aerobio - - Ox1da'sa Quirtrgica  Manantay
aumannit negativa
10 NR NR NR NR NR NR NR KNo5 Manantay
. Lo . . Anaerobio Oxida'sa
19 Enterobacteriaceae  Escherichia coli Bacilo . - + negativa/ KNos5 Manantay
facultativo ..
catalasa positiva
20 NR NR NR NR NR NR NR Tela Manantay
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Por otro lado, se tiene a Escherichia coli es una especie de la familia de la

enterobacteriaceae, de forma bacilar gramnegativo, que forma parte del

microbiota del tracto gastrointestinal se caracteriza por ser una bacteria

comensal, probablemente por ser parte del microbiota intestinal pueden llegar la

cavidad oral y queda impregnada en las mascarillas. Esta bacteria fue aislada de

mascarillas quirtrgicas del distrito de Campoverde, en mascarillas KN95 de los

distritos de Campoverde, Calleria y Manantay y en mascarillas de Tela

recolectado en el distrito de Yarinacocha. Por lo tanto, es una bacteria que se

puede encontrar en los diferentes tipos de mascarilla.

Tabla 4
Familia y especie de bacterias registradas en las diferentes mascarillas
utilizadas, por los pobladores de Pucallpa
Tipo de
Familia Especie mascarilla Distrito
Enterobacter cloacae ssp cloacae Quirargica Call'erla
KNo5 Yarinacocha
Enterobacter aerogenes Quirtrgica  Calleria
KNog5 Campoverde
Enterobacteriaceae Quirtrgica ~ Campoverde
KNog5 Campoverde
Eschericia coli KNo5 Calleria
KNog5 Manantay
Tela Yarinacocha
Quirargica  Campoverde
Quirargica  Calleria
Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae  Quirtrgica  Yarinacocha
Tela Campoverde
Tela Yarinacocha
Raoultella ornithinolytica Quirtirgica  Yarinacocha
Micrococcaceae Kocuria kristinae Tela Manantay
Quirdrgica  Calleria
Moraxellaceae Quirtrgica  Manantay
Acinetobacter baumannii Quirtrgica  Yarinacocha
Tela Campoverde
Tela Yarinacocha
Acinetobacter calcoacetocus Tela Campoverde
Proteus mirabilis Tela Manantay
Mor 11 . irargi
ganellaceae Proteus vulgaris Qu}rl,lrcha Ca@poverde
Quirtrgica  Yarinacocha
Pseudomonadaceae Pseudomonas aerl.zginosa Quirtrgica  Campoverde
Pseudomonas putida KNo5 Campoverde
Staphylococcaceae Staphylococcus epidermidis Quirtrgica  Campoverde

47



Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae es una bacteria gramnegativa,
encapsulado, anaerobio facultativo de gran importancia clinica, debido a que
causa diferentes enfermedades infecciosas, infecciones del tracto urinario,
neumonias y sepsis, puede llegar a provocar sepsis o sindrome de normalidades
patologicas fisioldgicas y bioquimicas potencialmente mortales. Esta especie se
encontr6 en mascarillas quirdrgicas de los distritos de campo verde, Calleria y
Yarinacocha y en mascarillas de tela en el distrito de Campoverde y Yarinacocha,

no fue posible encontrar en mascarillas KN9g5.

Raoultella ornithinolytica es una enterobacteria gramnegativa de forma bacilar
de gran importancia clinica, se puede encontrar en diversos ecosistemas y en los
hospitales, razéon por la cual se les conoce como nosocomiales, ocasiona
infecciones en el tracto biliar, urinario y bacteriemias, generalmente ocasiona
infecciones urinarias asintomaticas, esta bacteria fue aislado de una mascarilla

quirargica del distrito de Yarinacocha.

Otra de las familias bacterianas encontradas fue Micrococcaceae con su especie
Kocuria kristinae que se caracteriza por ser coco grampositivo, que forma parte
del microbiota de la piel, mucosas y la orofaringe del hombre, esta bacteria fue
encontrada en una mascarilla de Tela recolectada en el distrito de Manantay,
probablemente la persona que usaba sea inmunodepresivo, esto debido a que esta

especie por lo general afecta este tipo de personas.

La familia Moraxellaceae agrupa a las proteobacterias, sin embargo, también
agrupa a algunas especies patogenas dentro de esta familia se encuentra
Acinetobacter baumannii, que es un cocobacilo gramnegativo, no formador de
esporas , aerobio estricto, inmovil catalasa positivo y oxidasa negativo, se
caracteriza por causar una multitud de infecciones como neumonia e infecciones
del tracto urinario (ITU) esta bacteria patogena, fue aislada en mascarillas
quirdrgicas del distrito de Manantay, Calleria y Yarinacocha y mascarillas de tela
recolectadas de los distritos de Campoverde y Yarinacocha, probablemente los

pobladores que utilizaban estas mascarillas sufrian de algan tipo de infeccion.

Por otro lado, se tiene a Acinetobacter calcoacetocus, esta bacteria forma parte
del microbiota del cuerpo humano, puede llegar a ser patégeno de infecciones
oportunistas en aquellos pacientes que presentan multiples enfermedades
subyacentes.

48



La familia Morganellaceae agrupa bacterias gramnegativas, oxidasas negativas,
dentro de esta familia se aislo a Proteus mirabilis, en mascarilla de tela
recolectada en el distrito de Manantay, se caracteriza por ser un bacilo
gramnegativo, anaerobio facultativo, tienen la habilidad de producir grandes
niveles de ureasa, se puede encontrar formando célculos. Por otro lado, se tiene
a Proteus vulgaris, que fue aislado de mascarillas quirtargicas de los distritos de
Campoverde y Manantay. Esta bacteria es gramnegativa anaerobia facultativa de
forma bacilar que habita el tracto intestinal de otros de muchos animales y es un
patogeno oportunista de en humanos que causa infecciones urinarias, esto nos
indica que probablemente la persona quien nos cedi6 la mascarilla sufria de

infeccion urinaria.

La Familia Pseudomonadaceae agrupa a bacterias de forma bacilar
gramnegativos, oxidasa positivos, aerobios estrictos, dentro de esta familia se
aislo Pseudomonas aeruginosa en mascarilla quirargica recolectada en el distrito
de Campoverde, es una bacteria aerobia, gramnegativa de forma bacilar. Es un
patégeno oportunista, afectando a las personas inmunocomprometidos, donde
infecta a los pulmones, vias respiratorias, vias urinarias, también puede llegar a
producir sepsis. Generalmente se encuentra en lugares no estériles como la boca
y la mascarilla al estar en contacto con la parte oral hizo posible su aislamiento
de esta bacteria esta bacteria; sin embargo, si esta bacteria se encuentra en fluidos
externos como la sangre se debe de tomar en cuenta, puesto que puede ser muy
peligroso donde urge el tratamiento. También se pudo aislar Pseudomonas
putida es un bacilo gramnegativo aerobio, se caracteriza por ser un patogeno

oportunista.

Finalmente tenemos a la Familia Staphylococcaceae, agrupa a bacterias
grampositivas dentro de ellos se encuentra a especie Staphylococcus epidermidis
es un coco grampositivo, coagulasa negativa se encuentra en la piel y mucosa

humana y se caracteriza por ser un importante patégeno nosocomial.
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Figura 26

Familia de bacterias presentes en las mascarillas
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Dentro del aislamiento de bacterias de importancia clinica se puedo encontrar 6
familias como la Enterobacteriaceae, con 5 especies (Enterobacter cloacae ssp
cloacae, Enterobacter aerogenes, Eschericia coli, Klebsiella pneumoniae ssp
pneumoniae y Raoultella ornithinolytica) que fueron aisladas de las mascarillas
quirurgicas, KN59 y tela de los distritos de Campoverde, Manantay, Yarinacocha
y Calleria, siendo la familia con mayor namero de especies, seguido por las
familias Moraxellaceae (Acinetobacter baumannii 'y Acinetobacter
calcoacetcus), Morganellaceae (Proteus mirabilis y Proteus vulgaris) y
Pseudomonadaceae (Pseudomonas aureaginosa y Pseudomonas putida) cada
una de ellas con dos especies encontrando las bacteria en mascarillas de
quirurgicas y de tela en los distritos de Campoverde, Calleria, Manantay y
Yarinacocha. Las familias con menor cantidad de especies de bacterias
encontradas son Micrococcaceae (Kocuria kristinae) y Staphylococcaceae
(Staphylococcus epidermidis) cada una con una sola especie (figura 29, tabla 3).
Como se puede observar fue posible encontrar una mayor cantidad de
enterobacterias en los tres tipos de mascarillas (quirargica, KN95 y Tela), en los
cuatro distritos, siendo el distrito de campo verde donde se encontré la mayor
cantidad de especies de bacterias, esto se debe que este distrito se encuentra
alejado de la ciudad, tienen como principal actividad a la agricultura y ganaderia,

tienen deficiencia en los servicios basicos de saneamiento y los pobladores
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reutilizan sus mascarillas con frecuencia, llevando con ellos a una reinfeccién o

auto contaminacion por bacterias.

Sin embargo, muchas de las bacterias encontradas concuerdan con los reportados
en Colombia por Gonzilez et al. (Gonzilez Norma et al., 2020) quienes
encontraron bacilos entéricos en la cavidad oral donde el mayor ntimero de
aislamientos correspondi6 a Escherichia coli con el 32,2% (19/59), seguido por
Klebsiella oxytoca con el 22% (13/59) y Klebsiella pneumoniae con el 15,3%
(9/59). También se aislé Enterobacter claocae, Citrobacter freundii,
Enterobacter aerogenesy Proteus mirabilis en menor proporcion, estas especies

también fueron aislada en las mascarillas en estudio.

Asimismo, cabe destacar que la colonizacion de las bacterias inicia en el recién
nacido donde se encontraron que los primeros micoorganismos que colonizan en
la cavidad oral son Escherichia coli (coco gramnegativo) y Staphilococos
epidermidis (coco grampositivo) (Minaya-Flores & Figueroa-Banda, 2020).
Encontrandose también en adultos de que utilizaban mascarillas debido a que
son enterobacterias (Escherichia coli) y estafilococos (Staphylococcus

epidermidis).

Por lo tanto, podemos indicar que no existe diferencia significativa de la presencia
de bacterias en las mascarillas de los diferentes distritos.

3.1.2 Identificacion de hongos (levaduras) que se encuentran en las mascarillas
usadas por la poblacion de Pucallpa para la COVID-19.

Los hongos son microorganismos eucariotas de organizacién unicelular
(levaduras) o filamentosa, que presentan nutricion absortiva (Ideas Claras,
2019), con presencia en los més variados ambientes y sustratos. Han sido parte
de la historia del hombre y su desarrollo, siendo ttiles tanto en la alimentacion
como en la medicina, produccion de enzimas, actividad industrial y silvicultura.
Sin embargo, también tienen la capacidad de producir infecciones superficiales y

profundas en humanos (Ocara et al., 2019).

Dentro de las especies que coloniza la cavidad oral con frecuencia se tiene a
Candida albicans que se caracteriza por ser oportunista y puede ocasionar
diversas infecciones, asimismo se puede encontrar otras especies de Candida. Sin

embrago en el presente estudio se trabajé con el aislamiento de hongos de

51



importancia clinica aisladas a partir de las diversas mascarillas utilizadas por los

pobladores de los distritos de Campoverde, Manantay, Calleria y Yarinacocha.
Tabla 5

Hongos y levaduras registradas en las diferentes mascarillas utilizadas, por los

pobladores de Pucallpa para la proteccién de la COVID - 19

Tipo de
N° Familia Especie mascarilla Distrito
1 NR NR Quirdrgica Campo Verde
2 NR NR Quirdrgica Campo Verde
3 NR NR Quirdrgica Campo Verde
4 NR NR Quirdrgica Manantay
5 NR NR Quirtrgica Manantay
6 NR NR Quirdrgica Manantay
7 NR NR Quirtrgica Calleria
8 NR NR Quirtrgica Calleria
9 NR NR Quirtrgica Calleria
10 NR NR Quirdrgica Yarinacocha
11 NR NR Quirtrgica Yarinacocha
12 NR NR Quirdrgica Yarinacocha
13 NR NR Quirtrgica Campo Verde
14 NR NR Nos Campo Verde
15 NR NR Nos Campo Verde
16 Trichocomaceae Aspergillus spp Nos Manantay
17 Trichocomaceae Aspergillus spp Nos Manantay
18 NR NR Nos Manantay
19 NR NR Nos Calleria
20 NR NR Nos Calleria
21 NR NR Nos Calleria
22 Saccharomycetaceae Candida famata Nos Yarinacocha
23 NR NR Nos Yarinacocha
24 NR NR Nos Yarinacocha
25 Trichocomaceae Asergillus spp No5 Campo Verde
26 NR NR Tela Campo Verde
27 NR NR Tela Campo verde
28 NR NR tela Campo verde
29 Saccharomycetaceae Candida parapsilosis Tela Manantay
30 NR NR Tela Manantay
31 NR NR Tela Manantay
32 NR NR Tela Manantay
33 Trichocomaceae Aspergillus spp Tela Calleria
34 Trichocomaceae Aspergillus spp Tela Calleria
35 NR NR Tela Calleria
36 NR NR Tela Calleria
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37 Trichocomaceae Aspergillus spp Tela Yarinacocha

38 NR NR Tela Yarinacocha
39 NR NR Tela Yarinacocha
40 NR NR Tela Yarinacocha

En la tabla 4 y 5 podemos observar los hongos y levaduras aisladas a partir de las
mascarillas quirargicas, KN95 y de tela de los distritos de Campoverde,
Manantay, Calleria y Yarinacocha donde se encontr6 dos familias a
Trichocomaceae (Aspergillus sp) y Saccharomycetaceae (Candida famata y
Candida parapsiliosis). Por lo tanto, podemos indicar que existe una diferencia

significativa de la presencia de hongos y levaduras por distritos y mascarillas.
Tabla 6

Familia y especie de hongos y levaduras registradas en las diferentes

mascarillas utilizadas, por los pobladores de Pucallpa

Familia Especie Tipo d.e Distrito
mascarilla
Nos Manantay
. . Nos Campo Verde
Trichocomaceae Aspergillus spp Tela Calleria

Tela Yarinacocha

Saccharomycetaceae Candida famata Nos Yarinacocha
Candida parapsilosis Tela Manantay

La familia Trichocomaceae agrupa a hongos saprofitos, dentro de ellos se
encuentra Aspergillus spp que se caracteriza por ser un hongo filamentoso
hialino, es u patogeno oportunista que causa infecciones locales y superficiales
como las micosis dentro de ellos tenemos a otomicosis, onicomicosis, queratitis y
el aspergiloma que se desarrolla en una cavidad como en una lesién pulmonar, su
via de ingreso es a través de las vias respiratorias; esta especie fue aislada de

mascarillas KNg5 (Campoverde y Manantay) y tela (Calleria y Yarinacocha).

Por otro lado, se tienen a la familia Saccharomycetaceae, que agrupa a levaduras
que se reproducen por gemacion, dentro de esta familia se encontré al género
Candida que agrupa a hongos unicelulares (levaduras). Candida famata es un
hongo levaduriforme que causa la candidiasis oral, las dentaduras postizas, esto
significa que la persona que intercambio la mascarilla o mas probable sea que

usaba dentadura postiza.
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Por otro lado, se tienen a Candida parapsilosis, es un hongo levaduriforme,
aislado frecuentemente de la piel y uiias, en este caso se aislé de las mascarillas

de tela utilizadas por los pobladores de Manantay.

Las especies del género Candida forman parte del microbiota normal en la piel,
cavidad oral, tracto digestivo y vagina. Diferentes especies se han descrito como
patogenos oportunistas involucrados en infecciones superficiales y sistémicas,
especialmente en pacientes con inmunosupresion asi se tiene a Candida albicans
(Torres Ramos et al., 2006), Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
glabatra Candida dunliniensis, Candida parapsilosis, Candida lusitaniae,
Candida guilliermondi y Candida spp (Cruz Quintana et al., 2017; Llanos
Gonzalez et al., 2017; Torrealba Camacho et al., 2016), siendo la candidiasis la
micosis oral méas frecuente en el ser humano (Bengel, 2010; Castillo-Martinez et
al., 2020; Ibanez Mancera et al., 2017; Lazo et al., 2018; Mariel-Carballo, 2019).
3.1.3 Determinacion la presencia de la COVID-19 en las mascarillas usadas por la
poblacion de Pucallpa para su proteccion.

Los virus son los mas abundantes en el microbioma bucal, sin embargo, son poco
los estudios referidos acerca de su biodiversidad y su importancia en los procesos
de salud y enfermedad. En este contexto, estudios sefialan que el viroma bucal
podria estar asociado con enfermedades bucales como la leucoplasia verrugosa
proliferativa (LVP) que es una forma maligna de leucoplasia bucal (LO) que con
el tiempo las LVP derivan en un tipo de cancer bucal agresivo como el carcinoma

de células escamosas (COCE).
Tabla 7

Virus del COVID — 19 presente en las mascarillas usadas por los pobladores de

Pucallpa.

COVID COVID - 19
RNaseP  Resultado Tipo de

N° Gen(N) ORF 1ab Final mascarilla Distrito
Green Orange Yellow
1 - - 37.94 Negativo Quirargica Campo Verde
2 - - - Negativo Quirargica  Campo Verde
3 - - 38.88 Negativo Quirdrgica Campo Verde
4 - - 29.56 Negativo Quirargica  Campo Verde
5 - - - Negativo Quirtargica  Manantay
6 - - 36.53 Negativo Quirdrgica Manantay
7 - - - Negativo Quirtirgica  Manantay
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8 - B - Negativo Quirdargica  Manantay

9 - - - Negativo Quirdrgica  Calleria

10 - - 29.32 Negativo Quirargica Calleria

1 - - 29.52 Negativo Quirdrgica Calleria

12 - - 29.11 Negativo Quirdrgica  Calleria

13 - - 37.49 Negativo Quirtrgica  Yarinacocha
14 - - 36.29 Negativo Quirdrgica  Yarinacocha
15 - - - Negativo Quirdrgica  Yarinacocha
16 - - - Negativo Quirdrgica  Yarinacocha
17 - - - Negativo Nos Campo Verde
18 - - - Negativo Nos Campo Verde
19 - - 36.32 Negativo Nos Campo Verde
20 - - - Negativo No6 Campo Verde
21 - - 37.44 Negativo Nos Manantay
22 - - 37.43 Negativo Nos Manantay
23 - - 38.55 Negativo Nos Manantay
24 - - 38.97 Negativo No6 Manantay
25 - - 38.56 Negativo Nos Calleria

26 - - 36.67 Negativo Nos Calleria

27 - - 37.98 Negativo Nos Calleria

28 - - 35.33 Negativo Nob6 Calleria

29 - - - Negativo Nos Yarinacocha
30 - - 38.82 Negativo Nos Yarinacocha
31 - - 38.77 Negativo Nos Yarinacocha
32 - - 39.19 Negativo No6 Yarinacocha
33 - - 39.01 Negativo Tela Campo Verde
34 - - - Negativo Tela Campo Verde
35 - - - Negativo Tela Campo verde
36 - - 37.41 Negativo Tela Campo verde
37 - - 36.65 Negativo Tela Manantay
38 - - 37.31 Negativo Tela Manantay
39 - - 37.42 Negativo Tela Manantay
40 - - - Negativo Tela Manantay
41 - - 37.99 Negativo Tela Calleria

42 - - 37.06 Negativo Tela Calleria

43 - - - Negativo Tela Calleria

44 - - 35.94 Negativo Tela Calleria

45 - - - Negativo Tela Yarinacocha
46 - - - Negativo Tela Yarinacocha
39 - - 36.74 Negativo Tela Yarinacocha
40 - - 34.5 Negativo Tela Yarinacocha

En la tabla 7 se puede observar la presencia o ausencia del virus COVID — 19 en
las mascarillas usadas por los pobladores de Pucallpa, donde se utiliz6 3 dianas
especificas en genes comunes a todos los betacoronavirus como el Gen ORF1ab
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que codifica la mayoria de las proteinas enzimaticas, Gen N que codifica la
nucleocapside del virus que informa como detectado y no detectado y el gen
RNase P que codifica la ribonucleasa P humana, de esta manera se puede indicar
que no fue posible encontrar el virus del COVID — 19 en las mascarillas, puesto
que no fue posible detectar al Gen N (nucleocipside), Gen ORF1ab (proteinas
enzimaticas), pero los valores de RNase P (ribonucleasa P humana), oscilan entre
20.11 a 39.19, es decir estan por debajo de 37 que es valido, pero es negativo a la
presencia de COVID — 19 debido a que no se encontro6 presencia del Gen N, ni del
Gen ORF1ab, asimismo también se encontro valores superiores del Gen RNase P
a 37, pero ausencia del Gen N y Gen ORF1ab, siendo invalido, es decir al realizar
el hisopado de las mascarillas que se encontraban en contacto con la cavidad oral

no se pudo encontrar el virus del COVID — 19.

Esto, se debe a que los virus no son seres vivos, son complejos supramoleculares,
que necesitan de células vivas para su proceso de multiplicacién, sin embargo,
existen estudios donde reportaron que el virus del COVID-9 puede sobrevivir
hasta 7 dias sobre las mascarillas, esto dependiendo de la carga virica del
paciente. Por lo tanto, en las mascarillas utilizadas por los pobladores de Pucallpa
hubo ausencia del virus o la carga virica fue menor, debido que el estudio se
realizo cuando bajo el hola de contagios o nimero de casos de infeccion por el
virus del COVID — 19, asimismo podria deberse también a la cadena de frio

durante el transporte al laboratorio para el anélisis.
3.2 Conclusiones

Se aisl6 12 especies de bacterias (Eneterobacter cloacae ssp cloacae,
Entererobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiell pneumoniae ssp
pneunoniae, Raoltella ornithinolytica, Kocuria kristinae, Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter cacoacetocus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida y Staphylococcus epidermidis)
distribuidas en 6 familias como Eneterobateriaceae. Micrococcaceae,
Moraxellaceae, Morganellaceae, Pseudomonadaceae y Staphylococcaceae, en las
diferentes mascarillas (quirargica, KN95 y Tela) utilizadas por los pobladores de
los distritos de Manantay, Campoverde, Calleria y Yarinacocha para la proteccion
de la COVID - 19. siendo la familia mas numerosa la Enterobacteriaceae con 5

especies que se encontraban en los tres tipos de mascarillas.
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En el caso de hongos se encontr6 dos familias Trichocomaceae (Aspergillus sp) y

Saccharomycetaceae (Candida famata y Candida parapsiliosis).

Finalmente, no fue posible encontrar el virus del COVID-19 en las mascarillas,
puesto que no se evidencio presencia del Gen N, Gen ORF1ab y los valores del

Gen RNasaP oscilaron entre 29.11 hasta 39.19.

3.3 Recomendaciones

Seguir con la investigacion sobre bacterias de importancia clinica en las

mascarillas y determinar la resistencia de cada una de ellas.

Realizar investigaciones sobre las levaduras en las mascarillas y determinar el

grado de resistencia y diferenciar con el microbiota normal.

Realizar investigaciones sobre virus, pero realizar un mejor manejo de la cadena

de frio a emplear en el transporte tomando todas las precauciones.
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ANEXOS

Anexo 1. Tablas de frecuencia

Género de los pobladores

Género Frecuencia Porcentaje
Femenino 38 63.33
Masculino 22 36.67

Estadisticas descriptivas de la edad de los encuestados
Min 1st Qu Median Mean 3rd Qu Max
18.0 33.0 42.5 42.9 53.0 70.0
Nivel de educacién de los encuestados
Nivel de educacion Frecuencia Porcentaje
Primaria 11 18.33
Secundaria 39 65.00
Superior no universitaria 5 8.33
Superior universitario 5 8.33
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Nivel de educacion y genero

Nivel de educacion
. . Secundari Superior no Superior
Genero | Primaria . or e . oy
a universitaria universitario
N° % N° % N° % N° %
Femenin 6 | 10.00 26 | 43.33 3 5.00 3 5.00
o}
Masculin 5| 8.33 13 | 21.67 2 3.33 2 3.33
o
Pobladores que indican que tuvieron COVID - 19
Distritos
COIVgID- Campo Verde Manantay Yarm:tcoch Calleria
N° % N° % N° % N° %
No 12| 20.00 11 18.33 8 13.33 | 11 18.33
Si 3 5.00 4 6.67 7 11.67 | 4 6.67

Uso de mascarilla por los pobladores que intercambiaron mascarillas

Distritos
COVID-19 Campo Mananta | Yarinacoch Calleria
Verde y a
N° % N° % N° % | N° %
Cubre la boca y nariz 12| 20.00| 12| 20.0 11| 18.33| 9| 15.00
0
Cubre solo el ment6n 0 0 1| 167 2| 3.33 5| 8.33
Cubre solo la boca 3 5.00 2| 3.33 2| 3.33 1| 167
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Tiempo de uso de las mascarillas por los pobladores

Distritos

COVID-19 Campo Verde | Manantay | Yarinacocha | Calleria

N° % N° % N° % | N° %
Un dia 6.67 5| 8.33 5| 8.33 71 11.67
Dos dias 0.00 3| 5.00 2| 3.33 2| 3.33
Tres dias 3.33 1| 1.67 1| 1.67 2 3.33
Cuatro dias 0.00 0| 0.00 1| 1.67 1 1.67
Cinco dias 0.00 0| 0.00 1| 1.67 o| 0.00
Seis dias 0.00 0 | 0.00 o| 1.67 1 1.67
Siete dias 8.33 1| 1.67 2| 3.33 1 1.67
Mas de una semana 6.67 5| 8.33 3| 5.00 1 1.67
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