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RESUMEN

En la actualidad el campo de la biotecnoldgica estd ganando su espacio y postura, pues
cada vez se utiliza méas aplicaciones tecnologicas que se los emplean en diferentes procesos para
la obtencidn de productos, siguiendo sus respectivos protocolos de bioseguridad en los laboratorios

y evitar un riesgo de contaminacion por microorganismos.

El presente estudio tiene como finalidad el aislamiento de los microorganismos circulantes
dentro del Laboratorio de Investigacion de FICA, para su muestreo se seleccionaron dos medios
de cultivos para bacterias (Agar Nutritivo) y hongos (Agar Sabouraud) en placas Petri, se
realizaron caracterizaciones cualitativas con las técnicas de identificacion como: pruebas
bioguimicas, morfologicas, fenotipicas, MALDI- TOF, obteniendo como resultados positivos 14
bacterias distintas; PCR, secuenciacion Sanger y el BLAST, dando como resultado positivo para

4 hongos distintos.

Estos microorganismos son considerados como organismos no patdgenos, oportunistas,
ambientales, humanos y parte de la flora, su identificacion nos ayuda a la toma de decisiones para
mejorar los laboratorios con adecuaciones en su estructura y crear un programa de desinfeccion,
evitando con estas medidas de prevencion posibles riesgos a la salud de quienes ocupan el

laboratorio con fines investigativos tanto como el alumnado y la docencia.

Palabras clave: PCR, MALDI-TOF, identificacion, morfologia, cuantificacion, genotipo,

fenotipo, medio de cultivo.
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ABSTRACT

Currently, the field of biotechnology is gaining its space and position, since more and more
technological applications are used in different processes to obtain products, following their
respective biosafety protocols in laboratories and avoiding the risk of contamination.

contamination by microorganisms.

The purpose of this study is to isolate the circulating microorganisms within the FICA
Research Laboratory, for sampling two culture media for bacteria (Nutritive Agar) and fungi
(Sabouraud Agar) were selected in Petri dishes, qualitative characterizations were carried out with
techniques of identification such as: biochemical, morphological, phenotypic, MALDI-TOF tests,
obtaining 14 different bacteria as positive results; PCR, Sanger sequencing and BLAST, giving

positive results for 4 different fungi.

These microorganisms are considered as non-pathogenic, opportunistic, environmental,
human organisms and part of the flora, their identification helps us make decisions to improve
laboratories with adjustments in their structure and create a disinfection program, avoiding
possible prevention measures with these risks. to the health of those who occupy the laboratory for

research purposes, as well as students and teachers.

Keywords: PCR, MALDI-TOF, identification, morphology, quantification, genotype,

phenotype, culture medium.
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1. INTRODUCCION

El riesgo se define como la funciéon de la probabilidad de un evento adverso y las
consecuencias que ese evento adverso tuviera (riesgo = probabilidad x consecuencia). En el caso
concreto del riesgo microbioldgico, éste se define como la probabilidad de que un microorganismo
no deseado contamine un area exclusiva de interés (FAO, 2006; Vazquez et al., 2019) afectando
a procesos (productivos, investigativos, diagnosticos, etc.) o al personal al cargo de los mismos en

el caso de microorganismos infecciosos.

La evaluacién del riesgo microbiolégico comienza por la identificacion de los
microorganismos susceptibles de producir la contaminacion del espacio o el personal y la
identificacion de los procesos o actividades mas susceptibles de verse afectados por los mismos
(Vazquez et al., 2019). Tras este paso, se evaluan escenarios donde se consideran actividades
especificas y la involucracion de microorganismos especificos (entre aquellos identificados como
posible riesgo) en los mismos. Después de esto, se evalla el riesgo propiamente dicho, es decir, la
probabilidad de cada uno de los escenarios analizados y sus posibles consecuencias. En este paso
también se determina si el riesgo se considera aceptable o inaceptable (en el caso que nos ocupa,
no es lo mismo, por ejemplo, que se contamine un cultivo celular, a que se produzca una
enfermedad grave en los estudiantes o investigadores/docentes de la UISEK) y se trata de priorizar
los distintos riesgos asociados a los escenarios. Finalmente, se disefian estrategias de mitigacion
de los riesgos mediante implementacion de barreras primarias (fisicas, como mascarillas, guantes,

campanas de flujo, etc.) y secundarias (disefio de espacios separados para actividades concretas,
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sistemas de ventilacion, entradas restringidas, etc.). En este dltimo paso, también pueden

redisefiarse las actividades y procesos para minimizar el riesgo.

Actualmente la vigilancia de los laboratorios es una tarea planificada que se ejecuta
periddicamente por profesionales capacitados, a menudo mediante subcontrata con una empresa
acreditada, al igual que se hace con la gestidn de residuos en los laboratorios (Raquel Terragno et.
alt, 2013). Los laboratorios son catalogados como sistemas complejos que implican multiplicidad
de procesos y actividades, asi como de personal. Por ese motivo, en ellos existe un alto riesgo de
exposicion a agentes nocivos, ya sean éstos quimicos o bioldgicos (Bolafio et al., 2019). La
complejidad exige una buena integracion de las partes y una planificacion imbricada en un sistema
de gestion de la calidad que examine todo el sistema. Esto ultimo es importante, porque si el disefio
de todos los procesos no es el adecuado, serd muy dificil minimizar los riesgos por mucha

vigilancia que se realice (Manual de Gestion de Calidad en el Laboratorio, OMS, 2016)

Uno de los métodos de caracterizacion microbiologica (primer paso en la evaluacion del
riesgo) para la deteccién de microorganismos susceptibles de afectar a los procesos y actividades,
o al personal que trabaja en el laboratorio, es el muestreo programado (Carlos et al., n.d.) empleado
en la presente investigacion. Para ello, pueden colocarse placas Petri con medios de cultivo sélidos
apropiados para el crecimiento de los distintos microorganismos (bacterias y hongos en el caso
gue nos ocupa) en lugares estratégicos del laboratorio de manera que se pueda tener una idea de
los que circulan en el ambiente. Otra estrategia empleada es el analisis periodico de los filtros de
los sistemas de ventilacion ya que, al estar disefiados para atrapar microorganismos, son un buen

referente para la identificacion del riesgo microbiol6gico. También pueden realizarse frotis de
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superficies antes y después de aplicar métodos de limpieza y/o desinfeccion, lo que permite,

ademas, evaluar la efectividad de estos ultimos.

La caracterizacion de los microorganismos puede ser de tipo cualitativo, en el que
Unicamente se identifican los microorganismos o puede ser de tipo cuantitativo, donde ademas se
intenta establecer cual es el nimero o concentracion de los microorganismos circulantes (Carlos

etal., n.d.).

Para la identificacion de microorganismos se pueden emplear métodos fenotipicos
(caracteristicas metabolicas o microscépicas)  (Christopher P. Austin, 2022) o métodos
moleculares o genotipicos basados en el analisis del ADN. Las bacterias pueden ser facilmente
identificadas en base a su fenotipo mediante una bateria de pruebas bioquimicas (Antonio & Nieto,
n.d.) que pueden realizarse mediante sistemas automatizados como Vitek®, o de manera manual
realizando las pruebas de una en una. En la FICA de la UISEK no disponemos de sistemas
automatizados por lo que Unicamente podemos recurrir a sistemas manuales. Sin embargo, realizar
manualmente todas las pruebas que requiere la identificacién fenotipica de una bacteria a nivel de
género y especie es muy laborioso y para un laboratorio docente muy costoso en medios y

reactivos, que siempre deben ser frescos si se quiere obtener resultados confiables.

Ademas, de las clésicas pruebas bioquimicas, existen pruebas fenotipicas para la
identificacion de bacterias basadas en el analisis comparativo del proteoma de las mismas. Los
perfiles de proteina obtenidos mediante espectrometria de masas MALDI — TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization — Time of Flight) se pueden comparar con los de las bases de datos

de las plataformas comerciales que ofrecen estos equipamientos. Es muy répido y barato y ofrece
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muy buenos resultados si el microorganismo en cuestion esta en las bases de datos (N. Maldonado

etal., 2018).

La diversidad metabdlica de los hongos es mucho menor que la de las bacterias, por lo
que identificarlos mediante pruebas bioguimicas es mas dificil. La identificacidn fenotipica de los
mismos se suele realizar a través del analisis macroscépico del micelio y microscépico de sus
estructuras reproductivas (conidios, basidios, etc.) esto requiere de una gran experticia y esta lejos

del alcance de un estudiante en biotecnologia adquirirla durante su trabajo de titulacion.

Una alternativa, tanto para bacterias como hongos, para cuando las identificaciones
fenotipicas no pueden implementarse, o la identificacion por este método no es concluyente, es el
analisis genotipico de los microorganismos. Estos se basan en la amplificacion por PCR de ciertos
genes (tipicamente 16 S ADNr en bacterias) y su posterior secuenciacion para la comparacion de
la secuencia con las bases de datos publicas mediante herramientas como el BLAST (Basic Local
alignment Search Tool) (Asuar, n.d.). Aunque es una técnica que ofrece muy buenos resultados
resulta laboriosa y costosa como método estandar de identificacion de macroorganismos. Sin
embargo, resulta util para superar las limitaciones de la aplicacion de métodos fenotipicos para la

identificacién de hongos en la FICA de la UISEK.

Con estos antecedentes, el presente trabajo se plante6 el primer paso en la evaluacion del
riesgo microbioldgico del Laboratorio de Investigacion de la UISEK, es decir, la caracterizacion
de las especies de microorganismos presentes en el mismo. Para ello se plante6 una metodologia
sencilla en tres pasos: primero, en el muestreo con Placas Petri, abiertas en lugares estratégicos del

Laboratorio de Investigacion de la UISEK durante 24 h; segundo, la obtencion de cultivos axénicos

7
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a partir del muestreo; y tercero, la identificacion fenotipica de bacterias y la identificacion
genotipica de los hongos. Esto permitira continuar con la evaluacion del riesgo, disefiando
escenarios especificos y, sobre todo, determinar si los riesgos son aceptables o no (por ejemplo, si
se identificara un microorganismo infeccioso que pudiera comprometer la salud del personal
UISEK o de los estudiantes) y por ultimo disefiar e implementar medidas de prevencion y

mitigacion de los riesgos.

1.1.HIPOTESIS

En el Laboratorio de Investigacion de la FICA - UISEK circulan microorganismos
(bacterias y hongos) que podrian afectar a los procesos que se realizan en el mismo como pueden
ser las pruebas moleculares basadas en PCR (cualquiera que sea su objetivo o aplicacion) o los
cultivos celulares. Por otro lado, dada la naturaleza de los trabajos desarrollados hasta la fecha, no
se estima que circulen patdgenos que pudieran afectar a la salud del personal que trabaja en el

Laboratorio de Investigacion.

1.2.0BJETIVOS

Caracterizar los microorganismos circulantes en el Laboratorio de Investigacion de la FICA —

UISEK.

Especificos

- ldentificar las bacterias circulantes en el Laboratorio de Investigacion de la FICA — UISEK

- ldentificar los hongos circulantes en el laboratorio de Investigacion de la FICA — UISEK
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2. MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

1)) :SER AREA DE ESTUDIO

B SER MEJORES

779880 779940 780180 + + + ry +
REPUBLICA DE ECUADOR

+ o+ o+ o+ +-i

3 .‘H\Y 3

9929720 992397¢0

780120 780180 780240

000178.035 0.07 0.105 0.14
I W
2.1. Equipos y Reactivos

Tabla 1. Equipos para bacterias

Nombre Modelo Marca

Balanza analitica BAS 31 plus BOECO Germany
Plancha de calentamiento HP88854105 Thermo SCIENTIFIC
Autoclave WAC-80 DAIHAN Scientific
Incubadora B12 Heraeus INSTRUMENTS
Refrigeradora 1 - Durex

Microscopio CH20BIMF110 OLYMPUS
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Tabla 2. Equipos para hongos

Nombre Modelo Marca
Balanza analitica BAS 31 plus BOECO Germany
Plancha de calentamiento HP88854105 Thermo SCIENTIFIC
Autoclave WAC-80 DAIHAN Scientific
Incubadora B12 Heraeus INSTRUMENTS
Refrigeradora 1 - Durex
Refrigeradora 2 WRIS1IAKTWW Whirlpool
Votex - -
Centrifuga CF-10 DAIHAN Scientific
Microondas MS-72ML LG
Incubadora de tubos epp. HB-96D DAIHAN Scientific
Céamara de luz UV 441203 uvitec
Camara de electroforesis - Thermo SCIENTIFIC
Qubit - -
Transiluminador UV - -

Tabla 3. Reactivos para bacterias
Nombre Formula Casa comercial
Perdxido de hidrogeno H202 BioGENA
Reactivo de KOVAC - MERCK
Fucsina Bésica C20H20CIN3 Panreac
Cristal violeta C24H28N3ClI -
Reactivo de Lugol - HR Representaciones
Alcohol-Cetona C2HsO*C3HsO -

Aceite de inmersién

BioGENE

10
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Tabla 4. Reactivos para Hongos

Nombre Casa comercial

Fast DNA Spin Kit Mpbio

Primer: ITS3 & ITS4 Invitrogen

SyberSafe Invitrogen

TAE 50X

Agarosa Invitrogen

PureLink Quick PCR Purification kit Invitrogen

10x Dream Taq Buffer Thermo Scientific
2.2. Métodos

2.2.1. Aislamiento de los microorganismos

2.2.1.1. Muestreo de bacterias y hongos

Se realizd un muestreo en 8 puntos diferentes dentro del Laboratorio de Investigacion de
la Facultad de Ingenieria y Ciencias Aplicadas “FICA”, durante 24 h mediante placas Petri abiertas
con medios de cultivo para bacterias y hongos. Los puntos estratégicos escogidos para el muestreo
fueron: 1, parte superior de la estufa; 2, parte superior de la mesa de trabajo, encima de la balda;
3, parte superior del anaquel de madera de los reactivos; 4, parte superior de la campana de flujo
laminar; 5, parte superior del anaquel del cuartito de biologia molecular y serologia; 6, en la parte
superior de la nevera; 7, sobre la ventana situada encima del autoclave; y 8, encimera donde se

encuentran las placas agitadoras y la balanza de precision.

11
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2.2.1.2.  Preparacion de los medios de cultivo

Tabla 5. Medio de cultivo para bacterias

No. Medio de cultivo Composicion por litro
1 Agar Nutritivo Extracto de res 3g; Peptona 5g; Agar 15g.
2  Medio SIM Digerido pancreético de caseina 20g; Digerido péptico de

tejido animal 6,1g; (NH4)2Fe(S0O4)2*6H20 0,2g; Na2S203
0,2g; Agar 3,5¢.

3 Agar Citrato de Simmons Agar 15g; NaCl 5g; NasCeHs07 2g; K2HPO4 1g;
(NH4)H2PO: 1g; MgSO04 0,2g; C27H28Br20sS 0,08g.

Tabla 6. Medio de cultivo para hongos

No. Medio de cultivo Composicién por litro

1  Agar Glucosa Sabouraud D (+)-Glucosa 40g; Mezcla de Peptonas 10g; Agar 15g.

En la Tabla 5 y 6 se muestran todos los medios de cultivos que se utilizaron para el
aislamiento de bacterias y hongos. Estos se prepararon de la siguiente manera: primero, se
realizaron los calculos para un nimero determinado de puntos de muestreo y placas a emplear
dentro del Laboratorio de Investigacion de FICA; después se prepararon los medios de cultivo de
acuerdo a las cantidades establecidas en las mencionadas tablas; una vez ya disueltos los medios,
se procedid a autoclavar a 121°C por 20m y se enfriaron a temperatura ambiente; por Gltimo se
distribuyeron en las placas a utilizar. No se realizo el ajuste del pH porque se pretendia recoger

todos los microorganismos que se encuentran dentro del ambiente del Laboratorio.

12
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2.2.1.3.  Obtencion de cultivos puros de bacterias y hongos

Bacterias

Tras 24 h de muestreo, se procedid a incubar las placas a 30°C por 72 h para obtener el
mayor numero de microorganismos. Las placas mostraron una variedad de colonias que fueron
diferenciadas por su forma y color para proceder a su aislamiento en placas Petri con sus
respectivos medios de cultivo mediante estriado con asa de siembra. El repique de las colonias

aisladas se repitio hasta obtener cultivos axénicos.

Hongos

El repique de los hongos se Ilevo a cabo cuando el crecimiento del micelio fue visible en
el medio sélido. Las diferentes colonias de hongos se tomaron con un asa de cultivo esterilizada y
se las sembraron en cajas Petri con el medio Sabouraud. Todo el procedimiento se lo repiti6 hasta

obtener cultivos axénicos.

2.2.2. ldentificacion de los microorganismos aislados

2.2.2.1. ldentificacion morfoldgica de bacterias

Para la tincion Gram (Akter et al., 2016), mediante el asa de siembra, se tomo una colonia
del cultivo puro y se extendid en una gota de agua destilada estéril colocado sobre un portaobjetos
estéril. Se dejo secar a temperatura ambiente y se fijé utilizando el mechero. Luego se agrego6 una
solucién de cristal violeta al 0,5% durante 1 minuto y se lavd delicadamente sin verter el agua
destilada directamente sobre la muestra. A continuacion, se colocd solucién de Lugol como
mordiente durante 1 min. Luego, se afiadio la solucidn de alcohol - acetona para decolorar durante

13
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5-30 segundos y se lavd con agua. Se afiadid solucion de fucsina basica al 2% se esperd durante 1
minuto y se lavo delicadamente con agua. Finalmente, el portaobjetos se examind con un

microscopio 6ptico con objetivo 100X utilizando aceite de inmersion.

2.2.2.2. ldentificacidon bioquimica y fenotipica

Prueba de Catalasa

Esta prueba sirve para identificar los microorganismos que expresan la enzima catalasa,
presente en la mayoria de microorganismos que poseen citocromo. Las bacterias que sintetizan
catalasa hidrolizan el peréxido de hidrdgeno (H20.) en agua y oxigeno gaseoso que se libera en

forma de burbujas (Figura 1) (Reiner, 2016).

Figura 1. Prueba catalasa. (A) Catalasa (-): Microbacterium oleivorans y (B) Catalasa (+):
Microbacterium esteraromaticum.

Mediante asa de siembra se dispersd una colonia del cultivo puro de 18 a 24 h de
incubacion sobre una gota de H20- al 3% colocada en un portaobjetos con cuidado de no recoger
agar que pudiera provocar falsos positivos. Se observo la formacion inmediata de burbujas, lo que

se considero catalasa (+).

14
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Prueba de Motilidad

Esta prueba sirve para identificar si un microorganismo es movil o inmovil,
principalmente en un medio de agar semisélido. Este medio tiene una consistencia muy suave que
permite que las bacterias moviles migren facilmente a través de ellos causando enturbiamiento
(Figura 2). Las bacterias tienen movilidad por sus flagelos que se encuentra mayormente entre los

bacilos aunque hay cocos flagelados (Silva-vega et al., 2020)

M 'W_\

-~ .

(A) Motilidad ') (B) Motilidad ()

Figura 2. Prueba de motilidad. (A) Motilidad (-): Microbacterium esteraromaticum y (B) Motilidad (+):
Lysinibacillus fusiformis

Mediante un punzén se tomo una colonia de cultivo puro de 18 a 24 h de incubacion y se
realiz6 una picadura sobre el medio SIM de 1,5 cm aproximadamente. Los tubos se incubaron
entre 35y 37°C y se examinaron a las 24 h. La movilidad bacteriana se determind cualitativamente:
la motilidad (+) se percibié como turbidez difusa o total en el medio, y la motilidad (-) como

ausencia de crecimiento o crecimiento limitado Unicamente al lugar de la picadura.
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Prueba de Indol

Esta prueba sirve para identificar microorganismos que degradan el aminoacido
triptéfano en indol. La presencia de la enzima triptofanasa en las bacterias provoca la hidrdlisis
del aminoacido y su desaminacién, produciendo indol. La figura 3 muestra la reaccion de
desaminacion catalizada por triptofanasa, durante la cual se elimina el grupo amino (-NH>) de la
molécula de triptéfano. Los productos finales de la reaccion son indol, acido pirGvico, amonio

(NH4 +) y energia. Se requiere fosfato de piridoxal como coenzima.

[ECEEN

(A) Indol ()

Figura 3. Prueba indol. (A) Indol (-): Kocuria marina
Cuando el indol reacciona con el reactivo de Kovac (que contiene acido clorhidrico y p-
dimetilaminobenzaldehido en alcohol amilico), la solucion cambia de amarillo a rojo cereza.
Debido a que el alcohol amilico no es soluble en agua, la coloracion roja se formara en una capa

aceitosa en la parte superior del caldo (Figura 3) (MacWilliams, 2009).
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Luego de interpretar el resultado de la motilidad, se agregaron 2 o 3 gotas de reactivo
Kovacs en los tubos y se observé el cambio de color a rojo en el caso de bacterias indol (+). Las

colonias que no provocaron cambio de color en el reactivo de Kovacs se consideraron indol (-).

Prueba de Citrato

El agar citrato se utiliza para probar la capacidad de un organismo para utilizar el citrato
como fuente de energia. EI medio contiene citrato como Unica fuente de carbono y sales
inorgénicas de amonio (NH4H2PO4) como Unica fuente de nitrogeno. Las bacterias que pueden
crecer en este medio producen una enzima, citrato-permeasa, capaz de convertir el citrato en
piruvato (Figura 4). Cuando las bacterias metabolizan el citrato, las sales de amonio se
descomponen en amoniaco, lo que aumenta la alcalinidad. EI cambio de pH convierte el indicador
de bromotimol verde en azul intenso por encima de un pH de 7,6 (Figura 5) (V. Benvenutto,

2017).

citrate permease
(to bring citrate inside cell)

HC—COOH (o]

| citrase g
HO—C—COOH ——» —COOH + CH:COOH
HL L —COOH HC—COOH acetic acid

citric acid oxaloace tic acid |

|
HC—OH
o, 2003 &-13 CHs
acetomn é
COOH Ww HI—OH
alkalive pH Heiic
CH;000H + CHOOH d=o \ai B CHoooH + COOH

acetic acid  forraic acid él—b & aceticacid  lactic acid
2

pymvic acid

Figura 4. Degradacion el citrato en piruvato
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(A) Citrato () (B) C

Figura 5. (A) Citrato (-): Bacillus weihenstephanensis y (B) Citrato (+): Staphylococcus xylosus
4 mL de medio agar citrato de Simmons estéril se vertieron en tubos de 10 mL esteériles
inclinados y se dejaron solidificar. Una colonia de del cultivo puro de 18 a 24 h de incubacion, se
sembro en la superficie inclinada del medio de cultivo y los tubos se incubaron a 37 °C durante 24
h. A continuacion, se observo el cambio de color: las muestras citrato (+) provocaron un cambio
de color a azul intenso, mientras que las muestras citrato (-) mantuvieron el color verde del medio

citrato de Simmones.

2.2.2.3. ldentificacion protedmica por espectrofotometria de masas MALDI-TOF

Extraccién

Para la identificacion por espectrometria de masas MALDI — TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of Flight) por sus siglas en Ingles, se emple6 el siguiente método de
preparacion de las muestras a partir de las colonias cultivadas 24 h en agar nutritivo: una de las
colonias crecidas en agar nutritivo se coloco sobre la placa metalica del espectrometro de masas

empleando un palillo de madera estéril y se dejo secar al aire tras afiadirle 1ul de 4cido férmico al
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100%. Tras este paso, se afiadio 1pl de solucion saturada de la matriz de acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico y se dejé secar al aire. Esta solucion se prepardé disolviendo 2,5 mg de matriz en
una mezcla de 23 acetonitrilo, acido férmico, H20O ultra pura en proporcion 475:25:500 v/v/v. Tras

este paso se procedio a la lectura.
Lectura e interpretacién de resultados en MALDI - TOF

Una vez secas las colonias con la matriz, en la placa metalica del MALDI - TOF, se
procedid a la identificacion proteémica de las bacterias. Siguiendo el INST-TEC-N°030 del
laboratorio Centro de Investigacion Microbioldgica (CIM), se esperd a que se alcanzar el vacio en
el equipo, y se procedio a la lectura de los pocillos de la placa metalica. Cada pocillo recibio 240
disparos de laser, los cuales permitieron elevar las proteinas y acelerarlas en sistema TOF: segln
el tiempo de vuelo de cada proteina se determind su masa molecular y el espectro obtenido se
comparé con la base de datos (Sofware flexcontrol 3.1). Se consideraron como identificaciones

Optimas todas aquellas con un score mayor de 1.999.

2.2.2.4. ldentificacion fangica por secuenciacién Sanger

Tabla 7. Cebadores utilizados para la amplificacion de hongos

Tamafio  Temperatura

Primer Secuencia Direccion del de Referencia
amplicon  hibridacion
ITS; GCATCGATGAAGAACGCAGC  Forward White et
330pb 43-55°C
ITS,y TCCTCCGCTTATTGATATGC Reverse al., 1990
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El proceso de extraccion de ADN se partio de cultivo de hongos puro en medio Sabouraud
conservado a 5°C, con la finalidad de mantener sus estructuras y evitar que se contaminen hasta

continuar con el proceso, para ello se realizo el protocolo FastDNA Spin Kit.

Utilizando palillos esterilizados, se tomaron aproximadamente 1cm? de cultivo puro de hongo que
presentaba micelio evitando tomar la menor cantidad posible de medio agar, se colocaron en tubos
de Lysing Matrix con agua destilada y se realizé el protocolo para su extraccion de ADN, después

se almacenaron a -20°C.

La amplificacion de la region hipervariable del ADNr de 5.8S se la realiz6 con un
volumen final de 25uL, afiadiendo Dream taq para su reaccion y con una concentracion de 1uM
para los cebadores. Posteriormente se programé el equipo de Termociclador de la siguiente
manera: 35 ciclos, para la desnaturalizacion inicial a 95°C por 3min, seguidamente de una
desnaturalizacion a 94°C por 1min, con hibridacién a 55°C por 1min, la extension a 72°C por 1.5
miny la extension final a 72°C por 3 min. A demas, se realiz6 una reaccién sin ADN como control
negativo, mientras que todas las reacciones fueron afiadidas el ADN de las diferentes muestras de

hongos aislados utilizando los respectivos cebadores como se muestran en la tabla 7.

A todos los productos de amplificacion se los realiz6 una electroforesis utilizando gel
agarosa al 1,5% tefiido de Syber Safe (1 pl/ml) por 1h a 100 v. Con el uso de una micropipeta se
realiz6 la mezcla de 6 pL de producto de PCR, més 3 pL. de buffer de carga y en los pocillos
laterales 4 uL. de marcador para determinar el tamafio de los amplicones, una vez culminada la
electroforesis se visualizé mediante una camara de luz UV. Para su purificacion de los productos

de PCR, se utilizo el Kit de Invitrogen PureLink Quick Gel Extraction con su respectivo protocolo.
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Posteriormente se midio la concentracion de ADN con el Kit de Termo-Fisher (Qubit™ dsDNA
BR Assay Kit) segln sus instrucciones del protocolo, esto con la finalidad de calcular si su

concentracion de ADN era la requerida para su proceso de secuenciacion.

Los productos de PCR positivos fueron enviados a Corea a la empresa MacroGen para su
secuenciacion, el cual utilizaron el método de secuenciacidn por Didesoxi Sanger. Al tener los
resultados de secuenciacion se utilizé el BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y para
comparar estos resultados se utiliz6 como un segundo programa el MEGA X, el cual nos permite
la identificacion de los organismos mediante un arbol filogenético con sus respectivos marcadores

ITS (internal transcribedspacer).

3. RESULTADOS
3.1. Aislamiento de cultivos puros de bacterias y hongos

Bacterias

A partir de las placas empleadas para el muestreo en el Laboratorio de Investigacion de a

UISEK se obtuvieron 14 cultivos axénicos, tal y como se muestra en la tabla 8.

En la figura 6, se observan los 14 cultivos axénicos obtenidos. Estas bacterias aisladas
crecieron a una temperatura entre 30 y 37°C, un rango de temperatura propio de microorganismos

mesofilos, en un tiempo de 24 - 48h en medio nutritivo.
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Figura 6. Cultivos axénicoé, vista superior en cajas Petri. Todos los cultivos son a partir de muestras
ambientales dentro del laboratorio de Investigacion de la UISEK cultivas en medio de Agar Nutritivo.
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3.1.1. Caracterizacion microscopica de bacterias aisladas

Con el uso del microscopio Optico y tincion Gram se realizé la identificacion
morfoldgica de las bacterias como se muestran en la tabla 8. Tal y como se puede observar, la

mayoria de las formas celulares correspondieron a cocos Gram +.

Tabla 8. Caracterizacion microscopica

Cepa Morfologia Tinciéon de Gram
2.2 Cocos +
3.2 Bacilos en forma de bastén -

3.21 Bacilos en forma de baston +
4.2 Cocos +
4.3 Bacilos en forma de baston +
5.1 Cocos +
7.1 Bacilos en forma de bastén +
7.2 Cocos +
7.3 Cocos +
7.4 Bacilos en forma de baston +
8.1 Bacilos en forma de bastén +
8.2 Cocos +
8.3 Bacilos en forma de baston +
8.4 Cocos +

3.1.2. Caracterizacion bioquimica de bacterias aisladas
Se realizaron 3 pruebas bioquimicas y una fenotipica para la identificacion de las bacterias
aisladas dentro del laboratorio. Como se muestra en la tabla 9, 11/12 fueron catalasa (+); ninguna

de las bacterias fue indol (+); 2/12 fueron bacterias maviles; y 2/12 fueron citrato (+).
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Tabla 9: Caracterizacion bioquimica

Cepa Catalasa Motilidad Indol Citrato
2.2 + -

3.2 + -

321 + + - +
4.2 + -

4.3 + -

5.1 + -

7.1 - -

7.2 + -

7.3 + -

7.4 + -

8.1 + +

8.2 + -

8.3 + -

8.4 + - - +

3.1.3. ldentificacion por MALDI-TOF de bacterias aisladas

Por ultimo, se realiz6 otra prueba fenotipica que se basa en la comparacién de perfiles
proteémicos mediante MALDI — TOF. Esta técnica, barata y muy rapida en comparacién con las
tiras API, los sistemas automatizados VITEK® o la identificacion molecular por secuenciacion de
16S ADNIr, permite la identificacion a nivel de género y especie, e incluso a nivel de subespecie.
Su limitacion reside en el hecho de que, aunque las bacterias de interés clinico estan bien
representadas en las bases de datos de la plataforma del MALDI — TOF, no siempre se encuentran
todas las bacterias ambientales. Para una identificacion positiva a nivel de género y especie se

requieren scores superiores o iguales a 1.999.
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En la tabla 10, podemos observar los resultados obtenidos mediante MALDI — TOF. Como
puede observarse, todos los scores superan el 2.0, por lo que las identificaciones se consideran

positivas y de calidad.

Tabla 10. Cepas bacterianas identificadas en el proceso de muestreo

N° Cepa Fuente de in6culo Identificacion por MALDI-TOF Score
1 2.2 Staphylococcus cohnii 2.082
2 3.2 Sphingomonas desiccabilis 2.214
3 3.2.1 Lysinibacillus fusiformis 2.120
4 4.2 Staphylococcus equorum 2.196
5 4.3 Bacillus weihenstephanensis 2.010
6 5.1 Muestreo ambiental Macrococcus caseolyticus 2.475
7 7.1 dentro del laboratorio de  Deinococcus ficus 2.079
8 7.2 Investigacion de la Kocuria marina 2.161
9 7.3 UISEK Staphylococcus warnerii 2.182
10 7.4 Microbacterium esteraromaticum 2.331
11 8.1 Curtobacterium albidum 2.062
12 8.2 Staphylococcus hominis 2.394
13 8.3 Microbacterium oleivorans 2.001
14 8.4 Staphylococcus xylosus 2.003

Finalmente, la tabla 11 nos muestra el resumen de todos los datos relativos a la
identificacién de nuestros cultivos axénicos y se indica la concordancia de los resultados
bioguimicos con la bibliografia para las especies identificadas mediante MALDI - TOF. Como se
puede observar, la concordancia entre las pruebas morfoldgicas, bioquimicas y proteémicas es
total para todas las bacterias aisladas menos para Microbacterium esteraromaticum. Esto nos

indica que las identificaciones por MALDI — TOF son Utiles para los objetivos del presente trabajo.
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Tabla 11. Cepas bacterianas identificadas en el proceso de muestreo

e ., Concordancia de

- Fuente de = § § — S Identificacion por

o Morfologia @ < = 3 © resultados con

@ P o [T = oS s

O inéculo o = B £ 5 MALDI-TOF o §

o S bibliografia
2.2 Cocos + + - - - Staphylococcus cohnii Total
3.2 Cocos - + - - Sphingomonas desiccabilis Total
3.2.1 Bacilos en forma de baston + + + - + Lysinibacillus fusiformis Total
4.2 Cocos + + - - - Staphylococcus equorum Total
4.3 Bacilos en forma de baston + + - - - Bacillus weihenstephanensis Total
5.1 Muestreo Cocos + + - - - Macrococcus caseolyticus Total
7.1 ambiental dentro  Bacteria en forma de varilla ~ + - - - - Deinococcus ficus Total
7.2 del laboratorio de Cocos + + - - - Kocuria marina Total
7.3 Investigacion de Cocos + + - - - Staphylococcus warnerii Total
la UISEK . ] Microbacterium
7.4 Bacilos en forma de baston + + +a - - ] Parcial
esteraromaticum

8.1 Cocos + + + - - Curtobacterium albidum Total
8.2 Cocos + + - - - Staphylococcus hominis Total
8.3 Bacteria en forma de bacilo + + - - - Microbacterium oleivorans Total
8.4 Cocos + + - - + Staphylococcus xylosus Total
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IDENTIFICACION MACROSCOPICA
3.2. ldentificacion macroscépica de los hongos aislados
A partir de las placas empleadas para el muestreo en el Laboratorio de Investigacion de a
UISEK se obtuvieron 11 cultivos axénicos en agar Sabouraud, tal y como se muestra en la figura

7.

Basandonos en el aspecto macroscépico de los micelios, se pudieron identificar al menos
4 especies: la primera, correspondiente a las placas (2.2), (3.1.1), (4.2), (4.3), (7.1), presenta una
textura de las colonias aterciopelada, afelpada, vellosa o algo plegada, con margen blanquecino o
beige. El color inicialmente es blanco virando en aproximadamente siete dias a un verde azulado
por la produccion de conidias y el reverso de la colonia es incoloro; la segunda, correspondiente a
las placas (1.1), (1.3) presenta una textura de color blanco, algodonado con vellosidades que
mantiene su color hasta su vejez; la tercera, correspondiente a las placas (2.1), (2.1.2), (2.1.2.1)
presenta una textura de color blanco, con una superficie algodonada, siendo sus micelios de color
amarillo, y cambia a color verde al llevar a la etapa adulta; y la cuarta, correspondiente a las placas
(3.1.2) presenta una textura de color blanco con porosidades, no presenta superficie ni
vellosidades, empieza de color blanco y se extiende por toda la placa para aprovechar el medio
para su crecimiento. Hay que tener en cuenta que en la Facultad de Ingenierias y Ciencias
Aplicadas no contamos con personal experto en micologia, por lo que estos resultados deben ser
puestos en cuarentena hasta confirmarlos por medio de las pruebas moleculares basadas en PCR y

secuenciacion.
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Figura 7. Cultivos axénicos. Vista

macroscopica del aislamiento de hongos en el laboratorio de
Investigacion de la SEK

3.2.1. Identificacion fangica por secuenciacion Sanger
Para la identificacion de los hongos aislados (Fig. 7) se procedio a amplificar las regiones
hipervariables de ITS del ADNr mediante los primers ITS3y 4 (Tabla 7 de materiales y métodos)

para su posterior secuenciacion por el método Sanger.

En la figura 8 se muestran electroforesis en agarosa representativas de los productos de
PCR (300 — 400 pb) de los hongos aislados. Tal y como puede observarse, se logr6 una

amplificacion positiva para todos ellos. Tras enviar los productos a secuenciar, se obtuvieron

28



EVALUACION DEL RIESGO MICROBIOLOGICO EN LOS LABORATORIOS DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

cuatro secuencias distintas, confirmando que se trataba efectivamente de cuatro especies de
hongos. Las diferencias morfologicas entre placas con la misma especie pueden deberse, por tanto,

a distintas fases 0 momentos del crecimiento fungico.

Marcador Marcador
100phb 100pb

Control 3.1.1
O] v

Marcador
100pb

Control 1.1
(OIS

=]

Figura 7. Electroforesis de los productos de amplificacién por PCR. (a)1.1: Trametes hirsuta, 2.1:
Fusarium solani, (b) 3.1.2: Aspergillus flavus, 4.2: Aspergillus fumigatus, (c)amplificacién mas definida
de los productos de PCR con menor cantidad de ADN de ay b.
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Para la identificacion de los hongos a partir de las secuencias obtenidas se empleé la
herramienta BLAST. En la tabla 12 se muestra la identificacion de los hongos y el porcentaje de

identidad arrojado por la herramienta BLAST.

Tabla 12. Identificacion de los hongos mediante las secuencias de productos PCR en el BLAST

Hongo Especie % de identidad
1 Trametes hirsuta 97.12%
2 Fusarium solani 99.68%
3 Aspergillus flavus 99.36%
4 Aspergillus fumigatus 99.68%

Los porcentajes de identidad superiores a 99% se consideraron identificaciones positivas
sin mas, pero para Trametes hirsuta este porcentaje fue de 97.12%, por lo que ademés del BLAST
de las secuencias, se procedio a realizar el &rbol filogenético con el programa MEGA X mediante
el método de sustitucion nucleotidica Maximun likelihood. Los resultados se muestran en la figura
9. Tal y como puede observarse en el arbol a), la muestra problema esta estrechamente relacionada
con otras secuencias de Trametes hirsuta, por lo que esta identificacion también se considera

positiva.
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H210906-008 MOS 11hongo ITS3.8b1352

a)

L KC461301.1 Trametes hirsuta isolate 29 infernal transcrived soacer 1 artial seauence 5,85 ribosomal RNA gene and internal
ranscribed spacer 2 complete sequence and 288 ribosomal RNA gene partal sequence
— MK829389.1 Trametes hirsuta strain S internal transcribed spacer 1 partial sequence 5,85 ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MKB30074.1 Trametes hirsuta strain ZJLD 004 Intemal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8 ribosomal RNA gene and inteal transcribed
2 complete sequence and large subunitribosomal RNA gene partial sequence
OK184580.1 Trametes hirsuta strain MFFC14 internal transcrived spacer 1 partial sequence 5,85 ribosomal RNA gene and Interal transcrived
spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partal sequence
MT085752.1 Tr-mms hirsuta Isolate CLOS internal transcribed spacer 1 partial sequence 5,85 ribosomal RNA gene and interal transcribed
or 2 complete sequence and large subunit ibosomal RNA gene partial sequence
—— MK838874.1 Yrum(n hirsuta voucher SWFC 001905 intemal transcrived specer 1 partal sequence 585 ribosomal RNA gene and internal transcribed
‘spacer 2 complete sequence and large subunitribosomal RNA gene partial uquon«
MK269219.1 Trametes hirsuta voucher CLZhao 3471 interal 1 parta o
acer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial soqm:o
[— MH114898.1 Trametes hirsuta voucher CLZhao 1592 185 ribosomal RNA aene partial seauence internal transcrived spacer 1 5,85 ribosomal RNA gene
| and internal transcribed spacer 2 complete sequence and 28 ribosomal RNA gene partial sequence

| RNA gene and internal transcribed

MF687399.1 Trametes sp. strain MA-XO1 small subunitribosomal RNA gene partal sequence interal transcrived spacer 1 5.8S ribosomal RNA gene
and intemal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence

MT138540.1 Trametes hirsuta strain BBNS small subunt ribosomal RNA gene partal sequence intermal transcribed spacer 15,85 ribosomal RNA gene
and intemnal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partal sequence

C) MH511139.1 Aspergillus flavus strain S.F-4 interal transcribed spacer 1 partial sequence 5,85 ribosomal RNA gene and
transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
L MT447477.1 Aspergillus flavus strain GFRSS intemal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8 ribosomal RNA gene and
transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
L MT447474.1 Aspergilus flavus strain GFRS06 intemal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8S ribosomal RNA gene and
transcribed spacer 2 complete sequence and large subunitribosomal RNA gene partial sequence
MT533930.1 Aspergilus flavus isolate NGA1-FL 5,85 ribosomal RNA gene partial sequence intemal transcribed spacer 2
complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
KP167632.1 Uncultured fungus clone ASPER1 5.8S ribosomal RNA gene partial sequence intemal transcribed spacer 2 complete
sequence and 285 ribosomal RNA gene partial sequence
MT410698.1 Peniciium chrysogenum isolate 2C-3 intemal transcrived spacer 1 partal sequence 5,85 ribosomal RNA gene and
internal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MT645322.1 Asp:maus flavus isolate LUOHE small subunt ribosomal RNA ene partal sequence internal transcribed spaces
ibosomal RNA gene and intemal transcrived spacer 2 complete sequence and large subunit ibosomal RNA pene partal sequence
— MT447493,1 Aspevgﬂus sp. strain GFRS25 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence interal transcribed spacer
15.88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 complete sequence and large suburit ribosomal RNA gene partial sequence
- MTA46132.1 Aspergaus laws Stran XKL/ Small uDun 100SOmal KNA gene partal sequence lermal anscroed spacer
Y 15,88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
L MT509808.1 Aspergilus flavus strain KSKC | -1-MS5 small subunit nbosomal KNA gene partial sequence internal transcribed
15,88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
H210906-008 CO7 312hongo ITS3.ab1335

KC917366.1 Fusarium solani strain CDB21 5,85 ribosomal RNA gene partial sequence intemnal transcribed spacer 2
b complete sequence and 288 ribosomal RNA gene partial sequence

) KC917421.1 Fusarium solani strain CDB76 5.8 ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 2
complete sequence and 288 ribosomal RNA gene partial sequence

KC917419.1 Fusarium solani strain CDB74 5.8S ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 2
complete sequence and 28S ribosomal RNA gene partial sequence

KC917390.1 Fusarium solani strain CDB45 5.8S ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 2
complete sequence and 28S ribosomal RNA gene partial sequence

KC917407.1 Fusarium solani strain CDB62 5.8S ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 2
complete sequence and 28S ribosomal RNA gene partial sequence

KC917372.1 Fusarium solani strain CDB27 5.8S ribosomal RNA gene partial sequence intemal transcribed spacer 2
complete sequence and 28S ribosomal RNA gene partial sequence

KC917348.1 Fusarium solani strain CDB3 5.85 ribosomal RNA gene partial sequence Internal transcribed spacer 2
complete sequence and 28S ribosomal RNA gene partial sequence

KP167632.1 Uncultured fungus clone ASPER1 5.85 ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed
complete sequence and 285 ribosomal RNA gene partial sequence

KC917367.1 Fusarium solani strain CDB22 5.8 ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 2
complete sequence and 285 ribosomal RNA gene partial sequence

0L437274.1 Aspergillus flavus strain HO1-C8-P| 5.8S ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed
spacer 2 complete sequence and large subunit rivosomal RNA gene partial sequence

H210906-008 005 21hongo ITS3.ab1332

MT558940.1 Aspergillus fumigatus isolate 2011F6 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 1 5.85
ribosomal RNA gene and interal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
- MT446134.1 Aspergilus sp. strain ZMXR29 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 1 5.8 ribosomal RNA
| gene and nteral transcribed spacer 2 complete sequence and large subunt rbosomal RNA gene partl sequence
L MT297629.1 Aspergilus fumigatus isolate UZ4 small subunit ibosomal RNA gene partial sequence interal transcribed spacer 1 5.8 ribosomal

RNA gene and intemal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
L MT316338.1 Aspergilus fumigatus strain DTO 402-H1 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence intemal transcribed spacer 1 5.85

ribosomal RNA gene and intenal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence

— MT297633.1 Aspergillus fumigatus isolate UZ8 small subunit ribosomal RNA gene partial sequence internal transcribed spacer 1 5,85 ribosomal
RNA gene and intemal transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MT267796.1 Aspergilus fumigatus strain 16FB internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.85 ribosomal RNA gene and intemal transcribed
spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
MT410897.1 Penicillum chermesinum isolate ZC-2 interal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8 ribosomal RNA gene and intemal transcribed
spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence

| MT102708.1 Aspergilus sp. isolate 76 internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2

complete sequence and large subunit ibosomal RNA gene partal sequence
MT102708.1 Aspergillus sp. isolate 75 internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8S ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2

‘ complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
| — MT487775.1 Aspergillus fumigatus isolate ZSY-5-4 internal transcribed spacer 1 partial sequence 5.8 ribosomal RNA gene and internal
‘ transcribed spacer 2 complete sequence and large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
——— H210906-008 E07 42hongo ITS3.ab1335

()

Figura 9. Arbol Filogenético (Maximium likelihood) basado en secuencias ITS. a, Trametes hirsuta; b,
Fusarium solani; c, Aspergillus flavus; y d, Aspergillus fumigatus.

4. DISCUSION
En este trabajo, mediante el muestreo con Placas Petri abiertas durante 24 h en los lugares
indicados en materiales y métodos, se identificaron un total de 14 bacterias distintas y 4 especies

de hongos.

Staphylococcus cohnii  forma parte de la flora de la piel humana y de ciertas mucosas
(Alvarez Posadilla et al., 2006). Su peligrosidad no es alta y solo se han registrado algunos casos
de infeccidn. Sin embargo, en estudiantes o docentes que estén inmunodeprimidos puede generar
fiebre y vomito. La particularidad de este microorganismo es que se adhiere facilmente a
superficies como vidrio y plasticos, mismos que estan presentes en el laboratorio. Su eliminacion
no es compleja y varios estudios realizados han demostrado que una solucién de NaClO
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(hipoclorito de sodio) puede reducir en un 100% el crecimiento de este organismo (Dolores et al.,

2013).

Sphingomonas desiccabilis: su origen es dificil de descifrar puesto que por lo general esta
especie se encuentra en entornos muy especificos, por lo general poco acogedores. Se han hecho
estudios incluso sobre su existencia en planetas extraterrestres. En la tierra se aislé en la Meseta
de Colorado (Reddy, 2007). Su aparicion en Laboratorio de Investigacion puede haberse
originado por algin estudio realizado con anterioridad en el que no se siguié con el protocolo

correcto de desinfeccion.

Lysinibacillus fusiformis es una bacteria Gram positiva que por lo general se encuentra en
el suelo. La temperatura en la cual se desarrolla es entre los 17° y 37° C por lo que no es una
sorpresa haberla encontrado en el laboratorio ya que tienes las condiciones para desarrollarse. En
el afio 2020 fueron recogidas y aisladas por Joselyn S. quien realizé su investigacion en un lugar
muy remoto del Ecuador llamado cueva de los Tallos. Su investigacion sirvio para caracterizar el
microrganismo que produce enzimas quitinoliticas , lo cual puede ser un remedio en la lucha

contra patdégenos como hongos segun (LI1U, 2020).

Staphylococcus equorum: es muy comun encontrarlo en lugares como la piel, mocosas,
gandulas cutaneas de los mamiferos. La importancia de su control radica en su virulencia que,
aungue es baja, se ha demostrado que ha infectado a humanos y animales. Ademas tiene una gran

resistencia a los antibidticos (Novékova et al., 2006).
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Bacillus weihenstephanensis pertenece al género Bacillus conocido por resistir varios
procesos de esterilizacién como la pasteurizacion. El problema con estos microorganismos en

especifico reside en su capacidad de generar toxinas (Correa, 2016).

Micrococos caseolyticus es una de las bacterias que por sus caracteristicas no se considera
patdgena y su peligrosidad es baja o nula, ya que hasta el dia de hoy no se han registrado
infecciones en humanos o mamiferos. Sin embargo, en China se ha demostrado que produce altas
tasas de mortalidad en pollos de engorde en los que provoca hemorragia seguido de la exudacion

en cavidades del cerebro. También provocé la necrosis de los 6rganos internos (Oren, 2018).

Deinococcus ficus es una bacteria grampostiva, no movil que no esporula. Forma colonias
de color rosa palido en forma circular y con bordes completos y crece correctamente a los 37°

C enun rango amplio de pH (5.5 — 10) (Lai et al., 2006).

Kocuria marina: su origen esta en la piel, es decir, forma parte del microbiota natural
ademas de otros entornos como suelo, agua y carne animal. La bacteria tiene un peligrosidad baja

ya que los casos de infeccion en humanos son escasos (Microbiol et al., 2012).

Staphylococcus warnerii: esta especie suele ser una de las habituales en la familia de los
estafilococos y por lo general se encuentra en la piel humana, salivay mucosas. Su infeccion puede
suponer graves problemas de salud: varios casos clinicos han presentado complicaciones como
meningitis, endocarditis e infecciones de las vias urinarias. Dentro de los laboratorios este
patdgeno puede incluso infectar protesis y, aunque no es muy comun, se han encontrado en

implantes y catéteres. Se estima que el 50% de los individuos son portadores (Ja et al., 2018).
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Microbacterium esteraromaticum se puede aislar de procesos relacionados con la
biorremedacion de hidrocarburos. Las principales caracteristicas son la capacidad para soportar
alteraciones de la salinidad y rangos de temperatura extremos por lo que se considera que es un
microrganismo con una gran adaptacion ambiental. Este rasgo unico se debe a la membrana que
posee, y por lo general se halla en los suelos de la Patagonia donde utiliza los compuestos
aromaticos como fuente de carbono para producir energia. Su eliminacion requiere de desinfeccidn
intensa y especializada (Bosco, 2006). Es posible que su presencia en laboratorio se deba a estudios
relacionados con la eliminacién bioldgica de hidrocarburos realizada con anterioridad en la

UISEK.

Curtobacterium albidum es conocida por ser un agente usado en la industria de la
agricultura, ya que es un biocontrolador contra microorganismos como Xanthomonas Campestris
(Juan & Reparaz, n.d.). Este microrganismo mavil es una de las especies mas dificiles de encontrar
pues la familia es demasiado heterogenea. Se logra aislar de cultivos de arroz y plantas y, a
diferencia de otras especies analizadas anteriormente, estas bacterias no se presentan en el

organismo humano. Sin embargo, puede provocar enfermedades (Funke et al., 2005).

Staphylococcus hominis, se encentra en el cuerpo humano y puede ser causante de
bacteriemia. No se han descrito enfermedades graves y tiene tratamiento, no obstante, se ha visto
coémo van adquiriendo resistencia a los antibioticos por su gran habilidad de adaptacion (M1 &,
Aparicio Egea C2, 2007). Daniel Bawdon y Gavin Thomas demostraron como este
microorganismo es el causante del mal olor que se genera en las axilas al liberar tioalcoholes

cuando se nutren del sudor (Thomas, 2015).
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Microbacterium oleivorans es una bacteria Gram-positiva cuya caracteristica mas
relevante es la capacidad para degradar el petroleo. Usan el crudo como fuente de carbono para
generar energia y, por lo general, es identificada fenotipicamente por sus rasgos morfolégicos y
fisiologia (Schippers et al., 2005). En este caso también, su presencia puede deberse a estudios de

biorremediacion realizados por tesistas de Ing. Ambiental.

Staphylococcus xylosus es conocida como una bacteria de tipo emergente y ha sido
causante de infecciones en humanos, si bien es cierto que no se conocen muchos casos clinicos.
Sin embargo, los pocos casos que se han registrado han sido graves en las que los pacientes han
tenido que ser derivados a terapia intensiva por la fuerte inflamacion sistémica. Se not6 que los
pacientes estaban inmunodeprimidos y mal nutridos por lo que se deduce que en pacientes con
VIH este podria llegar a ser mortal. También se demostr6 que infecta a pacientes mayores puesto

que todos tenian de 56 afios en adelante (Esper et al., 2000).

Trametes hirsuta, es un hongo sapréfito que se alimenta de madera en descomposicion. Se
ha encontrado que puede ayudar a la biorremedacién y en el sector de la construccion puesto que

reduce la toxicidad en un 80% de los colorantes llamados antraquinonicos (Carolina, 2016).

Fusarium solani puede provocar infeccion debido a que sus esporas pueden transportarse
en el aire que respiramos y, una vez inhalado, causa infecciones a cualquier persona aunque las
inmunodeprimidas estan mas expuestas. Su riesgo de contagio crece puesto que la distribucion de
esta especie es mundial. Se debe tener cuidado con heridas abiertas o0 mal curadas ya que se sabe
que ademas de por inhalacion entran al organismo por heridas provocando infecciones cutaneas

(Monz et al., 1973).
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Aspergillus flavus es un hongo filamentoso de distribucion mundial. Es un
microorganismo oportunista por lo que, al igual que el anterior hongo, este también se aprovecha
de humanos que estdn con las defensas bajas. Atacan principalmente a los pulmones y vias
respiratorias, se acopla facilmente a la temperatura corporal humana (37°C ) y, una vez que ha
infectado, empieza la secrecion de toxinas como fumigatoxina y elastasa perjudiciales para los

mamiferos (Alcala et al., n.d.).

Aspergillus fumigatus es uno de los hongos encontrados que son extremofilos, pues
soportan temperaturas que van desde los 12°C hasta 57°C. Su distribucion es principalmente en el
suelo y en vegetales que estan en descomposicion. La infeccion por esta especie puede alcanzar a
los humanos y algunos animales de granja, aunque también se han visto casos en ceticeos.
Principalmente entran al organismo por las vias respiratorias y mucosas y gracias a la produccion

de gliotoxina provoca temblores del cuerpo (Trabajo, 2012).

Entre los microorganismos encontrados tenemos algunos de origen humano, formando
parte de la flora, y otros que tienen su origen en trabajos realizados en la UISEK. Aunque no
encontramos ningun patégeno propiamente dicho, si encontramos oportunistas que pueden
ocasionar problemas de salud en individuos inmunosuprimidos. Por este motivo, se recomienda la
implementacion de protocolos de desinfeccion periddicos para reducir la probabilidad de
infecciones en el personal que trabaja en la UISEK. Recientemente se ha acondicionado el
laboratorio con sistemas independientes de ventilacion que esperamos contribuyan a disminuir la

presencia de estos y otros microorganismos.
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CONCLUSIONES

La mayoria de los microorganismos encontrados son de origen ambiental o forman parte
de la flora humana. La presencia de alguno de ellos solo se explica por investigaciones
realizadas en el pasado.

En general el riesgo microbioldgico no se considera alto. No se encontraron patégenos,
pero si microorganismos oportunistas que pueden provocar problemas de salud en

determinados individuos con caracteristicas especiales.

RECOMENDACIONES

Prescindir de las pruebas fenotipicas bioquimicas manuales para la identificacién
bacteriana que consumen tiempo y dinero. En cambio, recurrir de manera mas rutinaria al

MALDI - TOF.

Después de haber realizado la investigacion, se deben implementar protocolos de limpieza
y desinfeccion acordes a los microorganismos empleados. Se recomienda tener en cuenta
los protocolos de bioseguridad y sanidad dentro de los laboratorios, ademas de realizar
inspecciones periodicas para comprobar que la inocuidad se mantiene y al menos bajar la
probabilidad de riesgo microbiolégico.

Capacitar a los estudiantes sobre los procedimientos y medidas de bioseguridad, ademas
de en los procedimientos de descontaminacidn, en concreto de los microorganismos que
estan empleando en cada una de las investigaciones. No todos pueden ser tratados de la

misma manera.
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