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Resumen

En el estudio de la biotecnologia, se entiende que se vincula directamente con la
aplicacion o investigacion cientifica de organismos, abarcando su estilo de vida,
evolucion e influencia en el entorno en el que prosperan.

A partir de este punto, surge la presente investigacion que se centra en el analisis
microbioldgico del aire para determinar sus condiciones ambientales y calidad. Es
fundamental destacar que las condiciones ambientales en un laboratorio de analisis
microbioldgico deben ser cuidadosamente planificadas y distribuidas con el objetivo de
establecer un entorno seguro y altamente estéril o aséptico. Esto es especialmente
crucial debido a que, en muchas ocasiones, la contaminacion resultante de las tareas y
responsabilidades asignadas al personal puede indicar la necesidad de desarrollar un
programa de control de patdgenos presentes en dicho entorno. De esta manera, se busca
asegurar la seguridad en relacidén con los resultados obtenidos de las pruebas realizadas
en los diversos ambientes de este departamento hospitalario.

Este estudio se destaca por ser de naturaleza observacional y se llevara a cabo mediante
la recoleccion de diversas muestras de bioaerosoles, con el proposito de determinar
cualitativamente su nivel de contaminacion. Esto nos permitira identificar bacterias y
hongos que son tipicamente contaminantes en entornos hospitalarios, especificamente
en las instalaciones del Laboratorio de Analisis Clinico-Microbioldgico de la Direccion
Hospitalaria Guayaquil N.2 2. Es crucial subrayar que, para llevar a cabo esta evaluacion
microbioldgica, es imperativo implementar un plan de control y monitoreo ambiental en
una institucién que ofrece servicios de salud.

Se empleo el método pasivo o de placa de sedimentacion de Koch, utilizando medios de
cultivo especificos para este tipo de investigaciones. Estos medios fueron expuestos al
ambiente para llevar a cabo el analisis y recuento total de microorganismos por volumen
de aire (UFC/m3), calculado mediante la féormula de Omeliansky. El objetivo principal de
este estudio es determinar no solo la cantidad de microorganismos presentes en el aire,
sino también identificar su naturaleza. De esta manera, se busca correlacionar los
resultados de estas mediciones con los estandares internacionalmente reconocidos.

Una vez que se recojan y cuantifiquen los hallazgos de esta investigacidn, sera prioritario
implementar una serie de medidas correctivas y preventivas. Estas acciones tienen como
objetivo reducir la concentracion de microorganismos, con la finalidad de prevenir la
aparicion de infecciones consideradas nosocomiales y transmitidas a través del
ambiente.

Palabras claves: Asepsia, contaminacion, monitoreo, muestreo, patégenos.
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Abstract

In the study of biotechnology, it is understood to be directly linked to the scientific
application or research of organisms, encompassing their lifestyle, evolution, and
influence on the environment in which they thrive.

From this point, the present research arises, which focuses on the microbiological
analysis of air to determine its environmental conditions and quality. It is essential to
highlight that the environmental conditions in a microbiological analysis laboratory must
be carefully planned and distributed with the objective of establishing a safe and highly
sterile or aseptic environment. This is especially crucial because, in many cases,
contamination resulting from the tasks and responsibilities assigned to personnel may
indicate the need to develop a program to control pathogens present in said environment.
In this way, we seek to ensure safety in relation to the results obtained from the tests
carried out in the various environments of this hospital department.

This study stands out for being observational in nature and will be carried out by collecting
various bioaerosol samples, with the purpose of qualitatively determining their level of
contamination. This will allow us to identify bacteria and fungi that are typically
contaminants in hospital environments, specifically in the facilities of the Clinical-
Microbiological Analysis Laboratory of the Guayaquil Hospital Directorate No. 2. It is
crucial to emphasize that, to carry out this microbiological evaluation, it is It is imperative
to implement an environmental control and monitoring plan in an institution that offers
health services.

The passive or Koch sedimentation plate method was used, using specific culture media
for this type of research. These media were exposed to the environment to carry out the
analysis and total count of microorganisms per volume of air (CFU/m?), calculated using
the Omeliansky formula. The main objective of this study is to determine not only the
number of microorganisms present in the air, but also to identify their nature. In this way,
we seek to correlate the results of these measurements with internationally recognized
standards.

Once the findings of this investigation are collected and quantified, it will be a priority to
implement a series of corrective and preventive measures. These actions aim to reduce
the concentration of microorganisms, with the aim of preventing the appearance of
infections considered nosocomial and transmitted through the environment.

Keywords: Asepsis, contamination, monitoring, sampling, pathogens.
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Introduccion

La biotecnologia se describe como la aplicacion cientifica y tecnoldgica dirigida a
organismos vivos, sus componentes, productos y modelos, con el propdsito de alterar
organismos vivos y/o materiales, con aplicaciones en la generaciéon de conocimientos,
bienes y servicios. Esta tecnologia se fundamenta en un conjunto de principios cientificos
y técnicos generales, acompafiados por una extensa lista de especificidades técnicas

gue se aplican a desarrollos particulares.

Del mismo modo, en la actualidad, los laboratorios, ya sean clinicos o microbioldgicos,
representan espacios destinados a la ejecucion de labores practicas por parte de
profesionales. En el contexto de nuestro estudio, nos enfocaremos en el Laboratorio de
Analisis Clinico-Microbiolégico del Hospital de la Policia Guayaquil N.2 2. Su relevancia
a nivel territorial lo ha posicionado como un referente nacional en la atencion a pacientes,
destacandose por su papel fundamental en la deteccion de microorganismos
responsables de infecciones asociadas a la atencién médica; estos casos emblematicos

tienen una considerable importancia desde el punto de vista cientifico.

Es crucial destacar que, en las condiciones ambientales de un laboratorio clinico, se debe
poner especial énfasis en garantizar la calidad microbiologica del entorno. Esto se debe
a que, en conformidad con las normativas de calidad, estas instalaciones deben estar
disefiadas para ofrecer un ambiente seguro y condiciones de asepsia (Hayleeyesus &
Manaye, 2014).

En ocasiones, la contaminacion en departamentos que deberian cumplir con estrictas
normas de asepsia se origina por las funciones realizadas en estos lugares. Al realizar
un analisis detallado de estas funciones, se comprende la necesidad de establecer y
contribuir a rigurosos mecanismos de control de patdégenos presentes en el entorno
hospitalario. Estos controles son esenciales para prevenir contaminaciones cruzadas, no

solo en el ambiente, sino también en las muestras procesadas en el laboratorio, evitando

asi resultados incorrectos o falsos positivos (Brusina, Chezganova, & Drozdova, 2020).




La evaluacion de la calidad del aire se realiza al determinar la cantidad total de
microorganismos presentes en él. Aunque este recuento global de gérmenes en el aire
es bastante abarcador, proporciona una comprensioén de las condiciones sanitarias de
una habitacién, las cuales impactan en la propagacién de infecciones transmitidas por el

aire (Cernei, Maxim, Mavru, & Indrei, 2013).

La finalidad de esta investigacion es analizar la concentracion de microorganismos en el
entorno aéreo y comparar los resultados obtenidos con los estandares aceptados segun
las normativas internacionalmente reconocidas. De este modo, se busca determinar el

grado o nivel de contaminacion microbiana en el aire y identificar los microorganismos

aislados.




CAPITULO I: El problema de la investigacion

1.1 Planteamiento del Problema

El término "microorganismos" engloba diversos agentes infecciosos como bacterias,
virus, hongos, entre otros, que no son perceptibles a simple vista. Estas entidades se
encuentran en el entorno y pueden ser responsables de numerosas enfermedades
humanas, algunas de las cuales tienen consecuencias irreversibles e incluso mortales.
Evaluar el grado de contaminacién microbiolégica se considera una practica fundamental
para mantener la seguridad y la asepsia, requisitos que estan establecidos en diversas
normativas de calidad. Ademas, es crucial identificar organismos que podrian ser
patogenos para los seres humanos, especialmente en lugares que deben cumplir con
niveles estrictos y rigurosos de esterilidad, como los laboratorios de analisis clinicos-

microbioldgicos hospitalarios.

La Organizacion Mundial de la Salud advierte que la seguridad, especialmente en lo que
respecta a la bioseguridad, es una preocupacién importante en los centros de atencion
meédica (Ministerio de Salud Publica - MSP, 2018). A nivel global, el Manual de
Bioseguridad en Laboratorios insta a los paises a mantener, supervisar y controlar
niveles adecuados de bioseguridad en estos entornos. Esto se debe a que muchos
microorganismos pueden subsistir e incluso proliferar en el aire de los laboratorios, lo
qgue podria resultar en posibles contaminaciones no solo de las muestras procesadas en
estos laboratorios, sino también de los pacientes que acuden diariamente en busca de

servicios médicos.

De esta manera, es posible comprender que las personas y las muestras utilizadas en el
proceso de cada estudio o andlisis, como la sangre, heces, esputo, orina, entre otros,
podrian representar potenciales fuentes de contaminacion. Por esta razoén, surge la

necesidad actual de unir esfuerzos entre diversos organismos de control de la salud para

implementar procedimientos de laboratorio que se centren en prevenir o reducir los




niveles de infecciones nosocomiales; en la actualidad, este enfoque se ha convertido en
una prioridad en términos de seguridad y calidad.

Es fundamental subrayar que, en estos entornos, los microorganismos pueden
diseminarse a través de materiales e incluso debido a una manipulacion inadecuada de
las muestras que se analizan en ellos. Identificar posibles patégenos en este tipo de
ambientes y tratar de mantener niveles aceptables de asepsia de acuerdo con
estandares internacionales se convierte en un verdadero desafio. Esto es aun mas critico
dado que la demanda de estos servicios se considera una de las mas frecuentes en

comparacién con otros servicios de salud.

De este modo, podemos identificar la problematica en nuestro actual estudio, el cual
respalda la importancia de llevar a cabo analisis microbianos de manera constante en el
aire de los entornos de laboratorio en los centros de salud, ya sean de caracter publico
o privado. Es relevante destacar que estos ambientes pueden presentar diversos riesgos
0 amenazas bioldgicas, especificamente factores biolégicos que pueden provocar o
contribuir a problemas de salud, especialmente en pacientes, personal médico y
trabajadores de laboratorio. Por ende, surge la necesidad de supervisar estos aspectos,
especialmente dado que en estos lugares se lleva a cabo la deteccion e identificacién de
microorganismos. Una vez completados estos pasos esenciales, se buscara prevenir
contagios entre los diferentes usuarios y proponer estrategias que contribuyan a evitar y

reducir al maximo estos riesgos.

En este estudio actual, se examind el grado de contaminacion microbiana presente en el
laboratorio de la Direccidon Hospitalaria Guayaquil, con el objetivo de identificar y
cuantificar la presencia de microorganismos en este entorno. Se busca determinar si
bacterias, hongos o virus transmitidos por el aire en los laboratorios podrian estar
vinculados, incluso, con enfermedades nosocomiales. Para llevar a cabo este estudio de
manera adecuada, se emplearon métodos basicos, descriptivos y cualitativos, lo que

resultd en la identificacion de numerosas bacterias, incluyendo patégenos y otros

géneros bacterianos no patégenos.
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Basandonos en estudios comparativos realizados en otros paises de Latinoamérica,
hemos recopilado informacién que servira como fundamento para nuestro analisis sobre
cdmo muchos de estos microorganismos podrian llevar, en algunos casos, al cierre o
clausura de centros de salud a gran escala. Entre los microorganismos que buscamos
identificar, se pueden distinguir dos formas principales, aunque con notables diferencias:
bacterias, tanto cocos como bacilos, se destacan como los principales agentes causantes
de enfermedades especificas en seres humanos, como conjuntivitis, dermatitis,
linfadenitis, amigdalitis y neumonias, especialmente aquellas de origen diarreico e
infecciones respiratorias, incluyendo las pulmonares. En este sentido, enfermedades
comunmente asociadas a especies bacterianas como Micrococcus, Streptococcus y

Bacillus (Cernei, Maxim, Mavru, & Indrei, 2013).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019), virus, bacterias y hongos son
considerados agentes biolégicos capaces de causar enfermedades en individuos
expuestos a ambientes contaminados. Esto se vuelve especialmente relevante en
ambientes nosocomiales, como los laboratorios y entornos cercanos a ellos, que es el
caso especifico de nuestro estudio. Utilizamos estos estudios como punto de partida, no
solo para tener una base bibliografica en relacion con contaminaciones ambientales en
general, sino también para orientar nuestro enfoque en un entorno especifico: el
laboratorio clinico-microbiolégico de la Direccion Hospitalaria Guayaquil dentro de un
centro de salud (Ministerio de Salud Publica - MSP, 2018).

1.2 Delimitacién del problema
Espacio

Basandonos en el contexto de la investigacion, este estudio tiene como objetivo evaluar

si el laboratorio de analisis clinico-microbioldgico de la Direccidon Hospitalaria Guayaquil,

un hospital de nivel regional Il ubicado en la ciudad de Guayaquil, cumple de manera
integral con los estdndares de aceptacién de contaminacion microbiologica. Esta

evaluacion se fundamenta en la premisa de que estos departamentos hospitalarios

deben cumplir completamente, e incluso con mayor rigurosidad, con los parametros y
5
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especificaciones estrictamente definidos. Estos requisitos buscan contribuir a la asepsia
y esterilidad tanto de las muestras manipuladas como de las areas en si, asegurando asi

la seguridad y calidad en los servicios proporcionados a los pacientes.

Tiempo

La informacion bibliografica y las referencias en linea utilizadas para la investigacion se
centraran en los ultimos cinco afnos.

1.3 Formulacion del problema

¢ El analisis de la calidad microbiologica incide en el aire de las instalaciones del servicio
de laboratorio clinico de la Direccidén Hospitalaria Guayaquil?

1.4 Pregunta de investigacion

¢ El aire de las instalaciones del servicio de laboratorio clinico de la Direccién Hospitalaria

Guayaquil cumple con estandares de calidad?

¢ Qué microorganismos se lograron detectar en el aire de las instalaciones del servicio
de laboratorio clinico de la Direccion Hospitalaria Guayaquil?

1.5 Objetivo general

Evaluar microbiolégicamente la calidad del aire en las instalaciones del servicio de
laboratorio clinico de la Direccion Hospitalaria Guayaquil

1.6 Objetivos especificos

¢ |dentificar bacterias, hongos y cualquier patdgeno recuperado del ambiente aéreo

de las instalaciones del servicio de laboratorio clinico de la Direccién Hospitalaria

Guayaquil.




e Cuantificar el nivel de contaminacién microbiano por m3 de aire de las
instalaciones del servicio de laboratorio clinico de la Direccién Hospitalaria
Guayaquil mediante la formula de Omeliansky.

e Disefar un plan de control ambiental que contribuya en la evaluacién de la calidad
microbioldgica del aire mediante el empleo de técnicas actualizadas y validadas

aplicables en una unidad médica hospitalaria.

1.7 Hipotesis

Considerando la revision critica de la literatura cientifica sobre la calidad microbioldgica
del aire en los ambientes del servicio de laboratorio clinico, se formula la hipétesis: ¢ El
analisis de la calidad microbiologica del aire en las instalaciones del servicio de
laboratorio clinico de la Direccidon Hospitalaria Guayaquil revelara la presencia de
microorganismos patdgenos en niveles que exceden los estandares aceptables, lo que

sugiere un riesgo potencial para la salud del personal y de los pacientes?.

1.8 Declaracién de las variables (operacionalizacién)

Para el presente estudio, podemos distinguir la variable dependiente, que se centra en
la identificacion de bacterias y hongos considerados patdgenos, los cuales coexisten y
se desplazan a través del aire. Se buscara determinar su concentracion en estos
entornos. Por otro lado, en cuanto a la variable independiente, consideraremos
parametros ambientales, como los fisicos de las areas objeto de analisis, que incluiran la
humedad relativa y la temperatura. Asimismo, se incluira una variable de respuesta: el
crecimiento del microorganismo en unidades formadoras de colonias por metro cubico
del area analizada. A través de mediciones y la aplicacion de estandares internacionales
normalizados en la actualidad, el objetivo es identificar el nivel de contaminacion

microbiana especificamente en el laboratorio clinico-microbiolégico de la Direccion

Hospitalaria Guayaquil.




Tabla 1 de Operacionalizacion de variables

Variable Definicion conceptual Definicion Valores unidades Naturaleza Escala de
operativa medicion
Escherichia coli
Tipo de | Los microorganismos | Gérmenes Klebsiella Cualitativa | Nominal
. . . penumoniae G
patdégenos o0 agentes descritos | Patdgenos Proteus mirabilis Politémica
como patdgenos son | identificados Enterobacter
| bacteri | it Pseudomonas
as acterias, 0S | COMO POSItivOS | (~jyr b e
protozoos, los hongos, | luego de | Staphylococcus
los virus, etc realizar | epidermidis
S ealiza a Staphylococcus
respectiva saprophyticus
técni ge | @ureus
ecnica e Streptococcus del
muestreo y | grupo B
dient Enterococcus spp
correspondiente | 4 berculosis
analisis Chlamydia
trachomatis
Candida spp Otro
Parametros Son aquellos que | Aspectos fisicos | Humedad, Cualitativa | Nominal
ambientales refieren a ciertas | de las areas | temperatura, Politédmica
condiciones objeto de | porcentaje de luz solar
particulares que deben | analisis, que | o iluminacion, PH de
lograrse y mantenerse | incluiran la | areas de trabajo, etc
en un ambiente para humedad
cumplir con los | relativa y la
estandares de calidad | temperatura
Crecimiento  de Es el resultado de la | Se tomara en | UFC/m3 Cuantitativa | Discreta

colonias/numero

multiplicacion de un
microorganismo sobre
la superficie de un

medio solido.

consideracion el
numero de
colonias de
acuerdo a la
técnica
empleada vy el
tiempo de

cultivo

Realizado por: autores




1.9 Justificacion

En la vida cotidiana, las personas suelen ocupar la mayor parte de su tiempo en
situaciones donde hay aglomeracidén, especialmente en ambientes cerrados. Esta
circunstancia podria propiciar la interaccidon entre individuos que podrian ser portadores
de ciertos patdgenos. Estos patdégenos, en condiciones ambientales favorables, tienen la
capacidad de transportarse e incluso multiplicarse, dando lugar a la contaminacion del
aire interior mediante bioaerosoles. Esta situacion representa un riesgo real para la salud
humana debido a la exposicion a los contaminantes atmosféricos presentes en el aire
(Ferguson, y otros, 2020). Por lo tanto, se comprende que las personas destinan
aproximadamente el 80% de su tiempo a lugares con aglomeracion, como bancos,
parques, escuelas, universidades, lugares de trabajo e incluso al organizar reuniones en

sus propios hogares.

Precisamente en este tipo de entornos es donde las bacterias, hongos y virus, en
particular, representan posibles fuentes de contaminacién biologica del aire circundante
(Badea, Chirita, Androne, & Olaru, 2015). Es importante destacar que, segun
investigaciones médicas, una persona promedio en su vida diaria inhala y exhala
aproximadamente entre 7 a 10 litros por minuto, lo que implica una necesidad de 4 a 6
metros cubicos de aire diarios. Por lo tanto, resulta esencial estudiar y evaluar la calidad
del aire desde una perspectiva microbiologica para deducir los posibles riesgos a los que

una persona podria estar expuesta a diario (Dang, Vuong, Nguyen, & Phan, 2020).

La mejora de la calidad del aire interior (IAQ, por sus siglas en inglés, Indoor Air Quality)
tiene un impacto directo en la calidad de vida, la salud y el bienestar de las personas que
ocupan un espacio determinado. Este aspecto cobra aun mas relevancia en el contexto
actual, marcado por una pandemia que ha afectado a aproximadamente el 90% de los
paises a nivel mundial, generando una atencién especial hacia los entornos educativos
y laborales. El andlisis de estos ambientes se convierte en crucial para determinar si la

contaminacioén en estos medios podria ser responsable de reacciones toxicas o alérgicas

(Bragoszewska & Biedron, 2018).
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Es importante destacar que, tras la experiencia de la pandemia de COVID-19, se ha
convertido en una necesidad imperante analizar la calidad del aire en diversos niveles de
centros de salud, especialmente en hospitales de nivel Il y Ill. Dado que estos centros
tienen la capacidad de hospitalizar pacientes, sus entornos son mas susceptibles a la
contaminaciéon, lo que podria hacerlos propicios para albergar microorganismos
oportunistas capaces de causar infecciones, particularmente del tipo nosocomial,

algunas de las cuales podrian tener consecuencias letales (USP, 2012).

Este contexto y las evidencias resultantes han impulsado el resurgimiento del interés en
unir esfuerzos para garantizar la seguridad epidemiologica del aire, especialmente en
preparacion para enfrentar epidemias de infecciones respiratorias causadas por virus
como el SARS y el MERS, |la pandemia de COVID-19 (SARS-CoV-2), brotes de influenza
y también por bacterias como Klebsiella o las responsables de la tuberculosis, como el
bacilo de Koch. Este renovado interés busca prevenir el origen o la propagacion a nivel

mundial de bacterias multirresistentes (Brusina, Chezganova, & Drozdova, 2020).

El aire sirve como un medio propicio para la propagacion o dispersion de diversos
microorganismos, lo que genera un interés significativo en establecer estandares de
calidad del aire, especialmente en el caso especifico del laboratorio clinico y de
microbiologia de la Direccién Hospitalaria Guayaquil. Este laboratorio se distingue por su
alta productividad diaria debido a los servicios que ofrece, asi como por los multiples

riesgos bioldgicos que podria conllevar un entorno contaminado.

A pesar de que, en teoria, se espera que el laboratorio de un hospital sea uno de los
lugares de trabajo con mayores niveles de asepsia y seguridad, este enfoque no siempre
se implementa en la practica. El propdsito de este estudio es demostrar que estas areas
a menudo son las que mantienen mayores niveles de exposicion a la contaminacién, con
una amplia variedad de peligros y riesgos bioldgicos asociados a las tareas y funciones

llevadas a cabo en dichos espacios (Romero, Castafiedas, & Acosta, 2016).

Es importante destacar que los hospitales y los laboratorios de microbiologia representan

dos entornos interiores con posiblemente el mayor potencial para la aerosolizacion de
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microorganismos patogenos (Pepper & Gerba). En este contexto, en lo que respecta a la
investigacion sobre la calidad del aire en un laboratorio, especificamente en el caso del
laboratorio de microbiologia de la Direccion Hospitalaria Guayaquil perteneciente a la

Policia Nacional del Ecuador, este estudio se presenta como innovador.

Existen pocos estudios de esta naturaleza en la regidn, y este se configura como el primer

analisis que evalua la calidad microbiologica del aire en el laboratorio microbiologico de

un centro de salud en la region costera de Ecuador.




CAPITULO II: Marco teérico referencial

2.1 Contaminacion y calidad de aire intramural

El término "aire interior" generalmente se refiere a entornos interiores no industriales,
como edificios de oficinas, instalaciones publicas (colegios, hospitales, teatros,
restaurantes, etc.) y viviendas particulares. Las concentraciones de contaminantes en el
aire interior de estas estructuras suelen ser comparables a las encontradas comunmente
en el aire exterior y significativamente menores que las presentes en entornos
industriales, donde se aplican hormas ampliamente conocidas para evaluar la calidad del
aire. A pesar de esto, muchos ocupantes de edificios expresan preocupaciones sobre la
calidad del aire que respiran, lo que subraya la necesidad de investigar y prevenir la

problematica de los llamados "edificios enfermos" (Hazan, Que, Maura, & Rahme, 2012).

Comunmente, los lugares que experimentan problemas de calidad del aire interior suelen
albergar microorganismos que provocan molestias frecuentes, como irritaciones
oculares, problemas respiratorios de naturaleza alérgica y afecciones cutaneas. La
calidad del aire en estos entornos esta influenciada por diversas variables, como
emisiones derivadas del hacinamiento, presencia de animales, tabaquismo, uso de
combustibles y otros productos domésticos. Ademas, factores como el intercambio de
aire con el exterior (influenciado por la ventilacidn, aislamiento térmico e infiltracion), la
eliminacion de contaminantes mediante filtros de aire y adsorcion, la dilucién de
contaminantes y el disefio de la construccion, contribuyen a determinar la calidad general
del aire. En términos de su origen, los contaminantes intradomiciliarios pueden
clasificarse en tres categorias: aquellos derivados de la combustion, los de origen

biologico y otros de naturaleza miscelanea (Prathab & Lalitha, 2012).

La situacién descrita convierte al aire en uno de los principales portadores de infecciones
para las personas, ya que representa un impacto creciente en la salud humana desde
tres perspectivas: alergias, infecciones e intoxicaciones. Por esta razon, es esencial
conocer la calidad microbiana del aire confinado, ya que constituye el mecanismo mas

fundamental para la prevencion de enfermedades (llies, y otros, 2018).
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2.2 Microorganismos en el aire

La atmésfera no alberga un microbiota autdctono, pero funciona como un medio para la
dispersion de diversos tipos de microorganismos como bacterias, virus y hongos,
provenientes de otros entornos. Algunos de estos microorganismos han desarrollado
adaptaciones especializadas que favorecen su supervivencia y permanencia en este
medio. La dispersion de microorganismos a traveés del aire es de gran importancia tanto
biologica como econdmicamente, ya que pueden ocasionar enfermedades en plantas,
animales y seres humanos, generar alteraciones en alimentos y materiales organicos,

asi como contribuir al deterioro y corrosiéon de monumentos y metales (Damit, 2013).

Los microorganismos tienen la capacidad de ser transportados de manera rapida en
forma de bioaerosoles, a través de distancias considerablemente extensas,
aprovechando el movimiento del aire como la via principal de dispersion. Algunos de
estos microorganismos han desarrollado adaptaciones especializadas que facilitan su
supervivencia y esparcimiento en la atmdsfera. Este transporte se lleva a cabo mediante
particulas de polvo, fragmentos de hojas secas, piel, fibras de la ropa, gotas de agua, o
incluso gotas de saliva expulsadas al toser, estornudar o hablar (Becker, Heilmann, &
Peters, 2014).

2.3 Tipos de microorganismos en el aire

El aire en suspension alberga diversos tipos de microorganismos, principalmente
bacterias y hongos. La presencia de uno u otro depende del origen de las particulas, la
direccién e intensidad de las corrientes de aire, asi como de la capacidad de
supervivencia del microorganismo en cuestion. Aunque el aire interior cuenta con una
variada gama de particulas de origen biologico (bioparticulas), la presencia de
microorganismos, como virus, bacterias, hongos y protozoos, es de gran relevancia para

la salud. Ademas de estos microorganismos, el aire puede contener granos de polen,

detritus animal, fragmentos de insectos y acaros junto con sus productos de excrecion

(Romero, Castafnedas, & Acosta, 2016).




Entre las bacterias identificadas en el aire, es comun hallar bacilos pleomdrficos Gram
positivos, como Corynebacterium, asi como cocos Gram positivos, entre los cuales se
encuentran Micrococcus y Staphylococcus. Ademas, se pueden encontrar bacilos Gram
negativos, como Flavobacterium y Alcaligenes, aunque en menor proporcién segun las
investigaciones de De La Rosa (2002) (SAMPSP, 2016).

En cuanto a los hongos, Cladosporium es la especie predominante en el aire, tanto en
ambientes terrestres como marinos. No obstante, también es frecuente encontrar otros
tipos de mohos, como Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Mucor, junto con la levadura
Rhodotorula. Es relevante sefalar que los virus también pueden estar presentes en el
aire y ser transportados por él. Diversos virus humanos, como Orto y Paramixovirus,
Poxvirus y Picornavirus, tienen la capacidad de transmitirse principalmente a través de
la via respiratoria, especialmente en entornos cerrados (Awad & Mawla, 2012; Villamar,
2009).

2.4 Numero y distribucion de microorganismos

La cantidad de microorganismos presentes en la atmdsfera varia segun la altitud, siendo
mas elevada cerca del suelo, especialmente en los dos metros inferiores que constituyen
el microclima cercano al hombre. A medida que la altitud aumenta, la concentracién de
microorganismos disminuye hasta alcanzar altitudes de 200 metros, volviéendose mas
escasos hasta llegar a los 5.000 metros. Su presencia es rara en la troposfera y no se
encuentran en la estratosfera. El numero de microorganismos en el aire en areas
pobladas esta influenciado por la actividad industrial y agricola, asi como por la presencia

de seres vivos y la cantidad de polvo en la zona (Pepper & Gerba).

La concentracién de microorganismos es mas alta en zonas pobladas y en areas
cercanas al mar, especialmente cerca de las costas. En regiones desérticas, la presencia
de microorganismos se limita a los aportados por los vientos provenientes de zonas
habitables cercanas, mientras que en los casquetes polares no se encuentran. En zonas

con climas secos, el aire contiene numerosos microorganismos, y la concentracidon
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disminuye después de la lluvia, ya que esta arrastra los microorganismos mediante el

lavado del aire (Berman, 2018).

2.5 Permanenciay supervivencia

El tiempo durante el cual los microorganismos permanecen en el aire esta condicionado
por su forma, tamafio y peso, asi como por la presencia y la fuerza de las corrientes de
aire que los mantienen suspendidos y los elevan. Obstaculos como la resistencia al
viento pueden reducir la velocidad y la capacidad de arrastre de los microorganismos,
mientras que las precipitaciones pueden llevar las particulas suspendidas hasta el suelo.
Ademas, factores como la temperatura, la humedad, las corrientes de aire y la exposicion
a la luz también influyen en la adaptacion de las bacterias a distintos entornos, lo que
puede favorecer o desfavorecer su reproduccion y presencia en el aire, afectando la

dindmica de diferentes microorganismos (Botet, 2006).

En términos generales, las bajas temperaturas tienen un efecto inhibitorio en el
crecimiento de numerosos microorganismos. Sin embargo, ciertas especies, como
mohos y levaduras, prosperan en entornos frios. Por otro lado, hay microorganismos,
como Aspergillus sp, Legionella pneumophila o Thermoactinomyces vulgaris, que
alcanzan su desarrollo 6ptimo a temperaturas elevadas (Borrego, Lavin, Perdomo,
Gomez, & Guiamet, 2012).

Las condiciones de alta humedad en el ambiente promueven el desarrollo de hongos,
bacterias y acaros del polvo doméstico. La circulacion del aire desempefa un papel
importante en el transporte, mantenimiento y liberacion de contaminantes bioldgicos, ya
sea desde el exterior o desde fuentes internas. Asimismo, el tipo y la intensidad de la luz
pueden tener efectos tanto beneficiosos como inhibidores en el crecimiento de los

microorganismos. Por ejemplo, la luz ultravioleta tiene propiedades inhibitorias, mientras

que la falta de luz impide la formacion de esporas en algunos hongos (Heitzmann, 2015).




2.6 Floranormal de los seres humanos

Se refiere al conjunto de microorganismos que coexisten de manera normal con un
huésped sin provocarle enfermedad. Desde varias perspectivas, la flora microbiana
normal del cuerpo humano desempefia un papel crucial como mecanismo defensivo del
huésped. Contribuye al desarrollo de la respuesta inmunolégica, como se ha evidenciado
en modelos animales que nacen y se crian en condiciones de esterilidad (individuos
axeénicos), los cuales muestran un desarrollo deficiente de los distintos componentes de
su sistema inmunolégico. Ademas, la flora ayuda a prevenir la colonizacion de la piel o
las mucosas por bacterias potencialmente patdégenas, ya que, para iniciar una infeccion,
los gérmenes suelen competir con los miembros de la flora por factores como receptores

celulares y nutrientes en los epitelios (Villamar, 2009).

2.7 Floratransitoria

La composicion de la flora microbiana es variable de una persona a otra y esta formada
por microorganismos que colonizan un area especifica de manera intermitente. Esta flora
temporal puede contener bacterias que podrian ser potencialmente patdgenas para el

individuo mismo o para otras personas que entren en contacto con él (Jara, 2018).

2.8 Efecto de las infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales aumentan la discapacidad funcional y el estrés emocional
del paciente, y en ocasiones pueden resultar en trastornos incapacitantes que
disminuyen la calidad de vida. También son una de las principales causas de mortalidad.
Los costos economicos asociados a la atencibn de estas enfermedades son

considerablemente elevados (Ministerio de Salud Publica - MSP, 2018).

2.9 Factores influyentes en la manifestacion de las infecciones nosocomiales:

Durante la hospitalizacion, el paciente se encuentra expuesto a diversos

microorganismos. Es importante destacar que el simple contacto entre el paciente y un
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microorganismo no siempre resulta en una enfermedad clinica, ya que existen otros
factores, mencionados a continuacion, que influyen en la naturaleza y frecuencia de las

infecciones nosocomiales (GMP, 2009).

2.10 El agente microbiano

Diversos microorganismos, como bacterias, virus, hongos y parasitos, pueden ser
responsables de las infecciones nosocomiales. Estas infecciones pueden originarse por
la transmision de microorganismos de persona a persona en el entorno hospitalario
(infeccidn cruzada) o por la propia flora del paciente (infeccidon enddgena). Ademas,
algunos microorganismos pueden propagarse a través de objetos inanimados o
sustancias recién contaminadas, provenientes de otros focos de infeccion humana en el

entorno hospitalario (infeccién ambiental) (Ministerio de Salud Publica - MSP, 2018).

2.11 Adaptacion bacteriana

La resistencia a los antimicrobianos se atribuye principalmente al uso generalizado de
estos agentes para el tratamiento o la profilaxis, incluso en aplicaciones tépicas. En
muchos casos, la eficacia de estos productos se ve comprometida debido a la resistencia.
El aumento significativo en el uso continuo de un antimicrobiano puede dar lugar, con el
tiempo, al desarrollo de cepas bacterianas resistentes, las cuales pueden propagarse
dentro de entornos de atencion médica. Actualmente, numerosas cepas de
microorganismos, como nheumococos, estafilococos, enterococos y bacilos de la
tuberculosis, presentan resistencia a la mayoria o la totalidad de los antimicrobianos que

antes eran efectivos contra ellas.

En muchos hospitales, las cepas de Klebsiella y Pseudomonas aeruginosa con
resistencia a multiples farmacos son prevalentes. Este problema adquiere una
importancia critica, especialmente en paises en desarrollo, donde puede que no se
disponga de antibioticos de segunda linea o, si estan disponibles, su costo resulta
inaccesible. Una posible estrategia para abordar estos fenomenos adaptativos es la

rotacion entre diferentes desinfectantes. En esencia, esta practica implica cambiar
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periodicamente, dependiendo de la empresa, el tipo de contaminacidn y su extension, el
desinfectante utilizado, creando un ciclo que involucra dos o preferiblemente tres

productos de desinfeccion distintos (Condair, 2017).

Sin embargo, en afos recientes, se ha identificado un problema adicional, aparentemente
significativo. Este problema implica la aparicion de fendmenos de adaptacion cruzada
entre distintos desinfectantes, lo que resulta en un aumento de la supervivencia de los
microorganismos. Esta adaptacidon cruzada no parece ser el resultado de respuestas
genéticas especificas, sino de cambios celulares inespecificos. Actualmente, hay escasa
informacion sobre cOmo estas respuestas podrian afectar a la rotacion. No obstante, este
enfoque de desinfeccion sigue siendo el que proporciona la mejor respuesta para
prevenir la formacién de biofilms, su progresién y los aumentos significativos en los

riesgos alimentarios (Blevis & Bronze, 2009).

2.12 Ventilacion en los hospitales

Conforme a la normativa técnica de prevencion (NTP) 859, que establece que en los
entornos hospitalarios, la ventilacion debe satisfacer las exigencias clinicas y asegurar
condiciones sanitarias apropiadas para proteger tanto a los pacientes como a los
profesionales que desempefian sus labores en este contexto. Simultaneamente, busca

realizar el tratamiento térmico adecuado del entorno (Botet, 2006).

Desde la perspectiva de la prevencion de riesgos laborales, la ventilacion en los lugares
de trabajo representa una medida de proteccion colectiva destinada a eliminar o reducir
la presencia de agentes contaminantes en el ambiente laboral. Esta Nota Técnica de

Prevencion (NTP) aborda los criterios establecidos en diversas normativas aplicables con

el objetivo de asegurar una calidad del aire 6ptima (Ambrose, Nweke, Umeh, & Braide,
2015).




2.13 Salud del huésped

Aquellas personas con defensas inmunoldgicas disminuidas son mas susceptibles a
contraer enfermedades nosocomiales. Este debilitamiento del sistema inmunoldgico
puede deberse a diversas razones, como padecer una enfermedad autoinmune como el
VIH/SIDA, someterse a tratamientos de radioterapia, experimentar quemaduras
extensas, haberse sometido recientemente a una cirugia, o estar afectado por una

infeccion viral que comprometa la eficacia del sistema inmunoldégico.

2.14 La calidad del aire interior IAQ (Indoor Air Quality)

La exposicion a contaminantes transportados por el aire se produce principalmente a
través del aire interior, ya que las personas pasan la mayor parte de su tiempo en
entornos cerrados (Xu, 2014). La calidad del aire interior (IAQ, por sus siglas en inglés)
es un concepto que aborda la pureza del aire dentro de edificaciones y puede estar
influenciada por diversos factores, entre ellos, los contaminantes microbianos
(Heitzmann, 2015).

La mejora de la IAQ ha cobrado mayor relevancia en la investigacion cientifica con el
objetivo de optimizar la comodidad, la salud y el bienestar de los individuos que ocupan
un edificio (Cincinelli & Martellini, 2017).

La polucién del aire en espacios cerrados constituye un desafio significativo, ya que las
personas inhalan entre 6 y 10 litros de aire por minuto, sumando un total de 15,000 litros
diarios (Bragoszewska & Biedron, 2018).En cada inspiracion, no solo se ingiere el
oxigeno esencial para la vida, sino también los contaminantes presentes en el aire. La

baja calidad del aire en ambientes cerrados puede tener repercusiones en la salud

individual y, en términos mas generales, en la salud publica y la productividad nacional
(SAMPSP, 2016).




2.15 Salud y Bienestar

El tercer objetivo de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda de
Desarrollo Sostenible 2030 establece la importancia de garantizar una vida sana y
promover el bienestar para todos (Ferguson, y otros, 2020). El bienestar esta
influenciado por diversos factores, siendo la calidad del aire uno de ellos. Por ende,

es fundamental conocer la composicién real del aire que respiramos.

La calidad del aire interior (IAQ) se ha convertido en un motivo de preocupacion
publica, especialmente teniendo en cuenta que, en los paises desarrollados,
alrededor del 80% del tiempo se pasa en ambientes cerrados (llies, y otros, 2018).
Por lo tanto, los problemas relacionados con la IAQ constituyen un riesgo significativo
para la salud humana y representan un asunto considerable de salud publica,
asociado a alergias y enfermedades respiratorias (Caldeira, Franca, Lage, &
Fernandes, 2012). En este contexto, este estudio se presenta como una herramienta
valiosa para abogar por la implementacion de estrategias de control ambiental
efectivas con el objetivo de minimizar los impactos adversos en la salud causados por

agentes bioldgicos presentes en el aire en lugares cerrados.

2.16 La “nube microbiana” humana en el ambiente

El microbioma humano contribuye a la presencia de genomas bacterianos en el aire
interior. Las bacterias vinculadas a los seres humanos se dispersan a través del
contacto con superficies, la emisién de bioaerosoles al exhalar, la presencia en la
ropa, la piel, el cabello y la re suspension del polvo en espacios cerrados. Se estima
que las personas emiten alrededor de 1 millébn de particulas con un didmetro mayor
a 0,5 um por hora, y muchas de estas particulas posiblemente contienen bacterias.
Por lo tanto, las personas que residen en ambientes cerrados son una fuente
significativa de contaminacién microbiologica tanto para el aire como para las
superficies. Estudios demuestran de manera concluyente que los individuos en
entornos controlados, incluso cuando se visten con precaucion y adecuadamente,

liberan constantemente microorganismos al entorno (Hospodsky, y otros, 2012).
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En promedio, una persona libera alrededor de 800 particulas por minuto al hablar,
mientras que, al estornudar, la cifra puede llegar hasta 40,000, e incluso mas en el
caso de una persona enferma (Awad & Mawla, 2012). La reciente pandemia de
COVID-19, asociada al sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-
CoV-2), ha resaltado la importancia de comprender la dindmica de las gotas
generadas al toser y estornudar. Se estima que una tos produce aproximadamente
3,000 gotas, y un estornudo, alrededor de 40,000. La transmision del SARS-CoV-2 a
través del aire, mediante gotas o bioaerosoles, es la causa de la enfermedad COVID-
19. Ademas, la pandemia de gripe de 2009, causada por el virus de la influenza A
H1N1, también aumentd la conciencia sobre los bioaerosoles (Delikhoon, Guzman,
Nabizadeh, & Baghani, 2021).

2.17 La micro aeroflora, bioaerosoles y sus efectos bioloégicos

La composicion de la microflora del aire se puede clasificar en dos grupos principales:
"permanente”, que abarca microorganismos resistentes a condiciones adversas como
la luz y el secado; y "variables", que son aquellos que, al ingresar al aire, no logran
sobrevivir debido a dichos factores desfavorables. La aeromicrobiologia se dedica al
estudio del material biolégico presente en el aire 0 en la atmdsfera. Aunque la
microflora del aire es extremadamente diversa, con cientos de especies, destacan las

bacterias saprofitas, espordgenas y pigmentadas (Pepper & Gerba).

La porcién bioldgica presente en la atmosfera recibe el nombre de bioaerosol, que
engloba todas las particulas, moléculas y compuestos en el aire derivados de
organismos vivos. Esto comprende bacterias, virus, hongos como mohos y levaduras,
protozoos, y moléculas biolégicamente activas como toxinas o antigenos, incluyendo
endotoxinas. Ademas, en el aire interior, es posible encontrar alérgenos, un grupo de
agentes que provocan respuestas inmunologicas mediadas por la inmunoglobulina
IgE en los humanos. Las particulas de origen bioldgico transportadas por el aire, o
bioaerosoles, incorporan fragmentos de ADN y también se definen como aerosoles
con trazas biologicas. Es relevante sefialar que los virus no se consideran organismos
vivos (Forterre, 2020).
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Las bacterias y hongos presentes en el aire representan posibles desencadenantes
de efectos infecciosos, alergénicos e inmunotoxicos. Los mohos, en particular,
pueden tener impactos en la salud, manifestandose en sintomas como dolores de
cabeza, dificultades para respirar, irritacidn cutanea y agravamiento de los sintomas
del asma. Cabe destacar que los hongos contaminantes son especialmente
preocupantes debido a su capacidad para producir micotoxinas y alérgenos

(Ferguson, y otros, 2020).

El sindrome del edificio enfermo (SBS) se refiere a un conjunto de sintomas
vinculados con la disminucion de la comodidad o la salud debido a las condiciones
atmosféricas interiores. Estos sintomas incluyen irritacién ocular y cutanea, dolores
de cabeza, somnolencia, estrés, nauseas, sequedad en la garganta, tos, secrecion
nasal, entre otros. Entre los factores asociados con el SBS se encuentran los
aerodispersoides (como fibras y polvo) y bioaerosoles (como bacterias, hongos y

virus), entre otros (llies, y otros, 2018).

2.18 Fuentes comunes de bioaerosoles

Las actividades humanas, como hablar, estornudar, toser, caminar y lavarse, tienen
el potencial de generar polvo bioldgico en forma de bioaerosoles en el aire. Bacterias
y hongos también pueden provenir de fuentes externas, como el suelo o las plantas,

transportandose al interior a través del polvo llevado por el viento.

Ademas, los microorganismos ingresan al aire mediante el desprendimiento de
epitelios de la piel, a partir de alimentos, heces o0 polvo proveniente de objetos
contaminados, como ropa y mantas. Las fuentes de aerosoles también pueden incluir
sistemas de ventilacion, procedimientos de limpieza o desinfeccién. El proceso
aeromicrobioldgico involucra el lanzamiento de bioaerosoles al aire, su transporte
subsiguiente por difusion y dispersion, y finalmente su deposiciéon (Dang, Vuong,
Nguyen, & Phan, 2020).

2.19 Los bioaerosoles en el entorno hospitalario
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El entorno del aire interior en un hospital presenta potencialmente mayores riesgos
para los pacientes en comparacion con el entorno exterior, ya que los espacios
cerrados pueden contener aerosoles que representan un riesgo de infecciones
nosocomiales. La contaminacién aerogénica se origina en agentes patdgenos
procedentes de pacientes o individuos portadores sanos presentes en la flora
nasal/faringea, cavidad oral y/o secrecion bronquial, asi como de la piel y el tracto

digestivo (Cernei, Maxim, Mavru, & Indrei, 2013).

Los bioaerosoles presentes en el entorno hospitalario se generan a través de diversas
actividades como hablar, toser, estornudar, procedimientos de ventilacion manual
previos a la intubacidon, ventilacion mecanica, desbridamiento del arbol
traqueobronquial, traqueotomia, oxigenoterapia de alto flujo, BiPAP, broncoscopia,
insercidn de sonda nasogastrica, succion de fluidos bioldégicos, compresion toracica,
sistemas de ventilacion, uso de duchas, descarga de agua en el inodoro, recoleccion
de esputo, manejo de instrumentos de alta energia enfriados con agua, nebulizacion,

entre otras (Brusina, Chezganova, & Drozdova, 2020).

Los microorganismos indicadores de la calidad sanitaria del aire reflejan el estado de
salubridad del mismo, ya que son liberados por animales, incluyendo a los humanos,
y poseen propiedades patégenas. Ejemplos de estos indicadores son representantes
de las familias Streptococcaceae o Micrococcaceae. La presencia de agentes
patégenos como los estreptococos hemoliticos senala la contaminacion del aire con

la flora nasal/faringea y oral (Cernei, Maxim, Mavru, & Indrei, 2013).

Los estafilococos, presentes tanto en las vias respiratorias superiores como en la
superficie de la piel humana, junto con los gérmenes del grupo de los coliformes,
indican un alto grado de insalubridad del aire. Los enterococos, aunque son bacterias
comensales en el microbiota humano, pueden actuar como agentes infecciosos en

pacientes inmunodeprimidos (Jara, 2018).

Staphylococcus aureus tiene la capacidad de resistir la desecacion y permanecer

viable durante meses en el entorno. Se identificd un cultivo multirresistente de

Staphylococcus aureus en muestras de aire de una unidad de cuidados intensivos
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(UCI), que estaba estrechamente relacionado con un cultivo aislado de un paciente
de la misma UCI. Se infiere que esta bacteria podria haberse diseminado a través del
aire. Ademas, se ha demostrado una estrecha correlacion entre los recuentos
bacterianos obtenidos del lavado de heridas y las placas de sedimentacion en la

herida (Pasquarella, Pitzurra, & Savino, 2000).

Esto evidencia de manera inequivoca que una herida expuesta es esencialmente
analoga a una placa de sedimentacion. Por ende, el entorno hospitalario complejo
demanda una atencion especial para asegurar una calidad del aire interior saludable
y un sistema de control eficaz, con el objetivo de resguardar a los pacientes y al
personal médico de posibles infecciones hospitalarias y enfermedades profesionales
(Prathab & Lalitha, 2012).

2.20 El desafio de la supervivencia microbiana en el aire

En el aire coexisten numerosos microorganismos, aunque no constituye su habitat
ideal, ya que se deshidratan y perecen debido a factores como la exposicidn al sol,
variaciones de temperatura, escasez de nutrientes, entre otros. No obstante, aquellos
mas resistentes pueden mantenerse con vida durante periodos prolongados en el
aire, especialmente bacterias formadoras de esporas, hongos y protozoos
formadores de quistes que poseen mecanismos especificos de supervivencia en

ambientes gaseosos.

El aire se revela como un entorno adverso para la vida microbiana, ya que presenta
bajos niveles de sustancias organicas y humedad. Por ello, la composicién de la
microflora del aire no es constante, y muchos microorganismos, al no encontrar
recursos alimenticios y enfrentarse a la desecacion, tienden a fallecer. Se reconoce
que las bacterias Gram negativas reaccionan negativamente al estrés por
desecacion; en cambio, las bacterias Gram positivas muestran una mayor tolerancia.
A pesar de este escenario inhospito, la breve permanencia de los microbios en el aire
es suficiente para facilitar la transmisidn de bacterias y virus patégenos, dando lugar

a la propagacion de enfermedades, como la gripe, en la poblacion (Pepper & Gerba).
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En el periodo estival, el aire tiende a presentar una mayor contaminacién debido a la
incorporacion masiva de microorganismos junto con particulas de polvo del suelo.
Contrariamente, las temperaturas mas bajas se vinculan con un aumento de la
presencia de bacterias, siendo las lluvias un estimulo para la diversidad bacteriana, y
la humedad propicia la supervivencia de las bacterias en el entorno atmosférico. Una
sola gota de lluvia tiene la capacidad de generar mas de 100 gotas de bioaerosol,
cada una con un diametro inferior a 10 um (Borrego, Lavin, Perdomo, Gomez, &
Guiamet, 2012).

La sedimentacion de esporas y el aumento de la concentracion de microorganismos
viables se ven facilitados por el incremento de la humedad relativa del aire, ya que
las particulas experimentan hinchazoén y la precipitacion se produce de manera mas
rapida (Ambrose, Nweke, Umeh, & Braide, 2015).

La humedad relativa guarda una relacion inversa con la temperatura del aire, segun
lo sefalado por Tichy et al. (2017). Para mantener condiciones internas optimas en
un entorno hospitalario, es esencial establecer tanto la temperatura adecuada como
un nivel de humedad relativa comprendido entre el 40 % y el 60 %. Estas condiciones
contribuyen a reducir la transmisién e infectividad de los patégenos presentes en el

aire.

La Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) recomienda que los niveles de humedad
relativa en los hogares se mantengan por debajo del 60 %, preferiblemente entre el
30 % vy el 50 %, con el fin de prevenir el desarrollo de moho (Dhand & Li, 2020). Para
el crecimiento de los microorganismos, se requieren tres condiciones basicas: una
fuente de alimento, temperatura y humedad. Por tanto, el monitoreo ambiental de
microbios mediante el empleo de medios solidos de cultivo crea condiciones propicias

gue respaldan su crecimiento 6ptimo y la formacion de colonias visibles.

El comportamiento dinamico de un aerosol se ve afectado por diversos factores, tanto
fisicos (como el movimiento browniano, gradientes eléctricos, radiacion

electromagnética, campo gravitacional, densidad de particulas, gradientes térmicos,

humedad y ventilacién) como bioldgicos (nutrientes y compuestos antimicrobianos).
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El numero de colonias que se desarrollan en un plato de Petri mediante el método de
sedimentacién se ve considerablemente influido por el movimiento browniano, el cual
impide la sedimentacidon de esporas de hongos pequefios como Penicillium y

Aspergillus (Pasquarella, Pitzurra, & Savino, 2000).

Para prevenir o reducir los posibles impactos adversos para la salud derivados de los
bioaerosoles, resulta fundamental implementar de manera inmediata un mecanismo
de control que abarque la inactivacion, eliminacidon o recoleccién en ubicaciones
especificas. Los bioaerosoles presentan un comportamiento fisico similar al de
particulas no biolégicas de tamano y composicidn aerodinamica equivalentes,

permitiendo asi la aplicacion de sistemas de control similares.

Los métodos empleados para gestionar los bioaerosoles abarcan la ventilacion, la
filtracion (mediante filtros HEPA), la ozonizacion, el tratamiento con UV (ultravioleta),
el aislamiento fisico (mediante presion positiva o negativa) (Pepper & Gerba, 2015),
el tratamiento térmico (calor humedo o seco), la fotocatalisis inducida por irradiacion
UV de TiO2 o la emisién de iones (Blevis & Bronze, 2009).

La técnica de filtracion de aire de particulas de alta eficiencia (HEPA) se emplea con
éxito para reducir los bioaerosoles en entornos como laboratorios y hospitales (J. Lee
et al., 2019). Estos filtros poseen una eficiencia minima de recoleccion de particulas
del 99.97% para particulas mayores a 0.3 um y funcionan de manera mecanica al
forzar (mediante un ventilador) el paso del aire a través de una malla especial. Es
crucial seguir procedimientos de limpieza y mantenimiento, ya que la carga del filtro
puede disminuir su rendimiento, generando una falsa sensacion de seguridad.
Ademas, se recomienda someterlos a pruebas de fugas segun la norma ISO 14644-
3 cada seis meses (WHO, 2012).

2.21 Robert Heinrich Hermann Koch

R. Koch (1843 - 1910), médico originario de Prusia, es reconocido principalmente por

su identificacion de Mycobacterium tuberculosis. Destaco en diversas investigaciones

relacionadas con la salud publica y la bacteriologia (Blevis & Bronze, 2009). Los
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postulados de Koch, una serie de observaciones y requisitos experimentales
disefiados para demostrar la relacidon causal entre un organismo especifico y una

enfermedad infecciosa particular, son parte integral de su legado (Berman, 2018).

Desde la época de Louis Pasteur (1822-1895), quien evidencid, utilizando un medio
nutritivo liquido expuesto al aire, que este contiene microorganismos vivos y refuto la
teoria de la generacion espontanea, hasta los dias en que Robert Koch utilizé placas
de sedimentacion para evaluar la contaminacién microbiana del aire en entornos

cerrados, la microbiologia del aire ha experimentado un notable avance (Botet, 2006).

Richard Julius Petri (1852 - 1921), microbidlogo aleman y asistente de R. Koch,
propuso la innovadora idea de utilizar una tapa de vidrio ligeramente mas grande en
lugar de la campana tradicional en los platos de cultivo, dando origen a las famosas
placas de Petri. Esta tapa podia permanecer colocada de forma continua, facilitando
la observacion de colonias y limitando la contaminacion (Borrego, Lavin, Perdomo,
Gomez, & Guiamet, 2012).

2.22 El método o técnica de sedimentacién de Koch

La manera mas simple de evaluar la poblacién microbiana viable en el aire implica la
exposicion de placas de Petri que contienen un medio nutriente solido, seguido de un
periodo de incubacion. Este método, originalmente propuesto por R. Koch en 1881,
se basa en la capacidad de los microorganismos, influenciados por la gravedad y el
movimiento del aire junto con particulas de polvo y aerosoles, para asentarse en la
superficie del medio nutriente en las placas de Petri abiertas (Borisovich, 2018). Esta
técnica, utilizada para investigar cuantitativamente el aire, se fundamenta en la
precipitacion natural de microorganismos bajo la influencia de la fuerza de gravedad

(Grechaninova et al., 2016).

El procedimiento implica dejar las placas de Petri abiertas con un medio solidificado,
seguido de un periodo de incubacion, contando luego el numero de colonias

desarrolladas y recalculando este numero por metro cubico de aire (Plekhanov, 2012).

Este método se emplea para evaluar la pureza del aire en entornos como fabricas
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farmacéuticas, areas de procesamiento de alimentos y salas hospitalarias (Whittet et
al., 1965). Actualmente, el método de sedimentacion se considera uno de los
controles establecidos por las normas de Buenas Practicas de Manufactura (GMP)

para monitorear procesos en entornos limpios de Grado A (Rodriguez et al., 2017).

Las placas de sedimentacion tipicamente constan de placas de Petri de 9 cm de
diametro llenas con 20 a 30 ml de un medio de cultivo como agar triptona soja (TSA)
o agar digerido de caseina de soja (USP(1116), 2012). Existen diversas formas de
realizar el muestreo del aire para su uso en métodos de cultivo, como el método de
sedimentacion de Koch o muestreo pasivo, métodos de impacto o muestreo activo, y
meétodo de filtracidn y centrifugaciéon (Badea, Chirita, Androne, & Olaru, 2015).
Cuando se sigue un protocolo riguroso, los resultados de los métodos de muestreo

activo y pasivo pueden correlacionarse (Napoli et al., 2012).

El método estatico o de sedimentacion pasiva implica dejar las placas abiertas
durante un tiempo determinado, permitiendo que los microorganismos o particulas
portadoras de bacterias se asienten directamente en el medio de cultivo (Haas et al.,
2017). Aunque se sigue utilizando ampliamente como una técnica sencilla y
econdmica para evaluar cualitativamente entornos durante exposiciones
prolongadas, su aplicacion puede ser particularmente beneficiosa en areas criticas
donde el muestreo activo podria resultar intrusivo y representar un riesgo para
operaciones asépticas (USP(1116), 2012). En conformidad con las buenas practicas
de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), las placas de sedimentacion se
emplean para el monitoreo ambiental en laboratorios de microbiologia farmacéutica,

estableciendo limites de alerta y accion (RedPARF, 2013).
Ventajas del método de Koch

Las fortalezas del método de Koch radican en su rapidez para obtener resultados y
su capacidad para identificar entre el 30% y el 60% de los microorganismos. Este
meétodo, siendo uno de los mas antiguos, es ampliamente utilizado debido a su

simplicidad y accesibilidad (Bhangar, y otros, 2015).
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Ademas, no requiere equipamiento costoso y se caracteriza por su rapidez y
simplicidad, proporcionando una aproximacion efectiva de la concentracion de
bacterias y hongos. Este método, que esta bien estandarizado, ofrece resultados
comparativos valiosos para analizar la variacidon relativa de la contaminacion entre

diferentes puntos dentro de una habitacién (Blevis & Bronze, 2009).
Desventajas del método de Koch

Las limitaciones del método de Koch incluyen su consideracion como no cuantitativo,
ya que la recoleccion se ve influenciada por la atmésfera circundante, asi como por
el tamano y la forma de las particulas. En otras palabras, su fiabilidad se ve afectada
por factores como el tamano de particula y el movimiento del aire en el entorno
circundante. Ademas, solo las fracciones gruesas de aerosol se depositan en la
superficie del medio; con frecuencia, las colonias no se originan a partir de una sola
célula, sino de una acumulacién de microorganismos, y solo una parte de la microflora
del aire puede crecer en los medios nutritivos utilizados. Aunque no es
completamente preciso, este método resulta util para comparar datos dentro de un

mismo estudio (Pasquarella, Pitzurra, & Savino, 2000).

Lamentablemente, las placas de sedimentacion se utilizan de manera muy dispar en
términos de diametro de las placas, tiempos de exposicion, composicién de los
medios nutritivos, temperaturas y tiempos de incubacion, lo que dificulta la
comparaciéon de los datos obtenidos por diferentes operadores. Aunque se intentd
estandarizar el método en la década de 1970 con el esquema 1/1/1 de Fisher, esta

estandarizacién no ha sido universalmente adoptada (llies, y otros, 2018).

2.23 Vasily Leonidovich Omeliansky (B.J1. OmensiHckoro)

V. L. Omelyansky (1867-1928), un microbiologo soviético y discipulo de Vinogradsky,
quien se gradu6 de la Universidad de San Petersburgo y contribuyé con varios
trabajos fundamentales, resalté caracteristicas clave de los microorganismos, como

su alta especificidad de accion y notable sensibilidad. Omelyansky propuso el método

de sedimentacion para el muestreo microbiol6gico ambiental, el cual ha sido utilizado
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y reconocido en la investigacion cientifica (Borrego, Lavin, Perdomo, Gomez, &
Guiamet, 2012).

Aunque la concentracion de microorganismos se calcula mediante la férmula de
Omelyansky al emplear la técnica de sedimentacion, se reconoce la necesidad de
investigaciones adicionales bajo diversas condiciones de. La formula de V. L.
Omelyansky se utiliza para recalcular y estimar aproximadamente la cantidad de

microorganismos presentes en 1 m3 de aire (Botet, 2006).

Las placas de Petri han perdurado en el tiempo con escasas modificaciones y
continuan siendo fundamentales en la investigacion cientifica. Las reglas para la
preparacion de placas de Petri, el método de sedimentacion de Koch y la formula de
Omelyansky no han experimentado cambios sustanciales a lo largo del tiempo. Estos
meétodos han sido utilizados por mas de una generacién de cientificos y, aunque no
han evolucionado, es posible que métodos mas avanzados los sucedan en el futuro
(Blevis & Bronze, 2009).

Pardmetros referenciales para evaluar el grado o nivel de contaminacion

microbioldgica del aire.

Existe una falta de normativas y pautas globales para evaluar la calidad del aire, tanto
en términos generales como en lo que respecta a su calidad microbiologica.
Actualmente, no hay estandares ni directrices universales para la evaluacion de la
calidad microbioldgica del aire en interiores, ya que cada pais establece sus propias

regulaciones y recomendaciones especificas (Awad & Mawla, 2012).

El analisis de la aeromicroflora se presenta como una herramienta valiosa para
caracterizar el potencial ambiental y evaluar la efectividad de practicas como limpieza,
desinfeccion y ventilacion (Cernei, Maxim, Mavru, & Indrei, 2013). La monitorizacion
del aire implica el uso de instrumentos de lectura directa con datos en tiempo real,

mientras que el muestreo de aire se refiere a técnicas de muestreo que no

proporcionan resultados inmediatos.




El monitoreo de entornos controlados se lleva a cabo mediante la aplicacion de un
programa de control ambiental, que incluye puntos de muestreo, métodos de
muestreo, planificacidon de muestreo, establecimiento de limites y planes de accion
(Botet, 2006). Una "sala limpia" se define como un espacio donde se controla la
concentracion de particulas en el aire para minimizar la introduccion, generacion y
retencion de particulas, y donde otros parametros, como temperatura, humedad y

presidn, se controlan segun sea necesario.

La norma ISO 14698 establece principios y metodologias para el control formal de la
biocontaminacion en salas blancas o entornos controlados. Aunque ofrece
orientacién en sus anexos A y B para evaluar y controlar la biocontaminacion en
muestras de aire, esta norma no ha sido ampliamente adoptada en comparacion con
la ISO 14644, ni se menciona en las guias de Buenas Practicas de Manufactura
(GMP) de la Unién Europea (GMP, 2009).

La biocontaminacion es de especial preocupacion en entornos no clasificados como
salas blancas, como quiréfanos, unidades de cuidados intensivos y salas de
aislamiento en hospitales, que ahora se consideran entornos controlados limpios
segun la norma europea EN 17141. En biotecnologia y medicina, las salas blancas
se emplean para garantizar ambientes libres de bacterias, virus y otros patégenos
(Badea, Chirita, Androne, & Olaru, 2015).

Tabla 1 Documentos de normas ISO para salas blancas

DocumentolSO Titulo

ISO 14644-1 Clasificacién de la limpieza del aire

ISO 14644-2 Pruebas de cumplimiento en salas blancas
ISO 14644-3 Métodos para evaluar y medir salas blancas y entornos controlados asociados
ISO 14644-4 Disefio y construccion de salas blancas

I1ISO 14644-5 Operaciones de sala limpia




ISO 14644-6 Términos, definiciones y unidades

ISO 14644-7 Dispositivos limpios mejorados

ISO 14644-8 Contaminacion molecular

I1ISO 14698-1 Biocontaminacion: Principios generales de control

ISO 14698-2 Biocontaminacion: evaluacion e interpretacion de datos

ISO 14698-3 Biocontaminacion: metodologia para medir la eficiencia de la limpieza de superficies

Nota: Documentos de las normas ISO para salas blancas o limpias (TUI, 2012).

Las salas blancas y sus entornos controlados correspondientes ofrecen un control
preciso de la contaminacion del aire y de las superficies, manteniendo niveles
adecuados para llevar a cabo actividades altamente sensibles a la contaminacion.
Estas actividades se encuentran comunmente en sectores como la industria
aeroespacial, microelectréonica, farmacéutica, dispositivos médicos, salud vy
alimentos. La norma ISO 14644 proporciona un marco para la clasificacion de salas
blancas o areas limpias, que varia de la clase ISO 1 a la ISO 9 (Blevis & Bronze,
2009).

Esta clasificacion se realiza segun la limpieza del aire, evaluando la cantidad de
particulas de determinados tamafios por metro cubico de aire mediante un método
estandar (Tabla 1). Los contadores de particulas de dispersion de luz en el aire
(LSAPC) son comunmente empleados para llevar a cabo la clasificacidon de limpieza
del aire (Ingelyt., 2015).

Tabla 2 Categorias de limpieza en el aire para las salas blancas y zonas limpias, ISO 14644

ISO Clase 20.1uym 20.2um 20.3um 20.5um 21.0pum 25.0pum
ClaselSO1 10 2

Clase1SO2 100 24 10 4

ClaseISO3 1,000 237 102 35 8

Clase1SO 4 10,000 2,370 1,020 352 83

ClaseISO5 100,000 23,700 10,200 3,520 832 29
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ClaseISO6 1,000,000 237,000 102,000 35,200 8,320 293

Clase ISO 7 352,000 83,200 2,930
Clase ISO 8 3,520,000 832,000 29,300
Clase ISO 9 35,200,000 8,320,000 293,000

Nota: Limites maximos de concentracién para las particulas por m? de aire en funcién de su cantidad y
tamafio para salas blancas y entornos controlados asociados (Ingelyt., 2015).
Una sala limpia ISO 1 exhibe los niveles mas bajos de contaminacion, mientras que
una sala limpia ISO 9 permite el nivel mas alto permitido. Como referencia, el aire en
un entorno urbano comun puede contener hasta 35,000,000 particulas por metro
cubico, con un diametro de 0.5 um o mas, situandose en la categoria de sala limpia
ISO clase 9 (Botet, 2006).

El estandar federal 209 (FS209E), que comprende seis clases (clase 1 a 100,000),
designa la sala limpia "mas limpia" como clase 1, y la sala limpia "mas sucia" como
clase 100,000 (Tabla 5) (TUI, 2012). Este estandar fue descontinuado en 2001 y
reemplazado por la norma ISO (Ingelyt, 2015). En el FS209E, el numero de clase
indicaba la cantidad maxima de particulas de 0.5 um permitidas en un pie cubico de
aire. Por ejemplo, en una clase ISO 5, se permiten menos de 3,520 particulas de 0.5
pKm por metro cubico, lo que equivale a 100 particulas (clase 100) por pie cubico segun
el FS209E (Tabla 2) (Borrego, Lavin, Perdomo, Gomez, & Guiamet, 2012).

Tabla 3 Clasificacion de sala limpia de acuerdo con la Norma Federal 209

Clase 0O1lpym O02pm O03pum O5puym 5S5pym
1 35 7 3 1

10 350 75 30 10

100 3500 750 300 100

1,000 1,000 7
10,000 10,000 70
100,000 100,000 700

Nota: Maximo numero de particulas en el aire (particulas por ft3 de aire) para salas limpiassegun
el Estandar Federal 209 (Blevis & Bronze, 2009).
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El Anexo de las Buenas Practicas de Fabricacion de la Unién Europea (EU GMP) y
la guia de la FDA proporcionan orientacion global y detalles sobre los controles
necesarios para la fabricacion de productos farmacéuticos. Esto se debe a la
necesidad de requisitos especificos para minimizar los riesgos de contaminacion
microbioldgica por particulas y pirégenos en productos estériles (Dannemiller,
Weschler, & Peccia, 2016).

Segun la guia EU GMP, las salas blancas se dividen en cuatro grados (A - D) de
acuerdo con la clase de limpieza ISO 14644 que cumplen (Tabla 3). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) también establece grados de limpieza recomendados para
salas blancas, especialmente en la fabricacién de vacunas (WHO, 2012). Aunque las
directrices de la UE y la OMS se basan en los mismos principios, pueden diferir en
ciertos detalles (Forterre, 2020).

Tabla 4 Clasificacion de salas limpias y dispositivos de aire limpio segun GMP EU

En reposo En funcionamiento
Grado 0,5um 5um 0,5 pm 5 pm
A 3.520 20 3.520 20
B 3.520 29 352.000 2.900
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
D 3.520.000 29.000 Sin definir  Sin definir

Nota: La clasificacion se realiza segun la GMP EU en funcion de la norma ISO 14644-1. Numero

maximo de particulas de tamafo igual o superior al indicado en la tabla permitido porm3 (GMP, 2009).

Tabla 5 Equivalencias 1SO 14644-1, grado GMP y Estandar Federal 209

GMP(UE) ISO 14644-1 Estandar Federal 209 (EEUU)
(Internacional) 209D (imperial) 209E (métrico)
- Clase I1ISO 1 - -
- Clase ISO 2 - -
- Clase ISO 3 Clase 1 M 1.5
- Clase ISO 4 Clase 10 M 2.5
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Grado A/B Clase ISO 5 Clase 100 M 3.5

- Clase ISO 6 Clase 1000 M 4.5
Grado C Clase ISO 7 Clase 10000 M 5.5
Grado D Clase ISO 8 Clase 100000 M 6.5
- Clase ISO 9 - -

Nota: Equivalencias ISO 14644-1: 2015 y su grado GMP y Estandar Federal, para la

clasificacion de salas blancas o limpias (Bhangar, y otros, 2015).

Para supervisar la limpieza microbiolégica de los grados A - D durante las
operaciones, es esencial llevar a cabo un monitoreo regular de las areas limpias.
Durante las operaciones asépticas, este monitoreo debe realizarse con frecuencia
utilizando métodos como placas de sedimentacion, muestreo volumétrico de aire y
técnicas de muestreo de superficies, como hisopos y placas de contacto. Ademas, es
crucial establecer niveles de deteccion de contaminacion microbiana para definir

limites de alerta y accion (WHO, 2011).

La Tabla 5 presenta los valores recomendados para la carga microbiana en salas
limpias en funcionamiento (GMP, 2017; GMP, 2009). Se ha producido un cambio en
el limite para el grado A segun las Buenas Practicas de Fabricacion de la Unién

Europea, que ha pasado de 1 UFC a "sin crecimiento"

Tabla 6 Limites microbiolégicos recomendados segin la EU GMP Anexo 1.2

Grado Muestra de aire Platos de sedimentacion Placas de contacto
(diametro 90 mm) (UFC /4  (diametro 55 mm)
(UFC / m?®) horas) ® (UFC/ placa)
AX* <1 <1 <1
B 10 5 5
100 50 25
D 200 100 50

Nota: Limites recomendados y expresados en unidades formadoras de colonias (UFC) para cada grado

para el monitoreo microbioldgico de la contaminacion microbiana del aire de salas limpias en operacion.

La Farmacopea de los Estados Unidos (USP) <1116> orientada al control

microbioldgico y monitoreo de entornos de procesamiento aséptico propone medir la
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contaminacidon microbiana basandose en tasas de recuperacion en lugar de la
tradicional enumeracion de unidades formadoras de colonias (UFC) (Blevis & Bronze,
2009). Este enfoque busca establecer una armonizacién entre las autoridades
estadounidenses, europeas y japonesas para evitar discrepancias en los limites
microbianos (PDA, 2015).

La USP adopta la frecuencia de deteccidn de contaminacion en lugar de centrarse en
los numeros absolutos de UFC encontrados en una sola muestra. Ademas, se
destaca que una UFC no proporciona una enumeracion directa de los
microorganismos presentes, ya que puede originarse a partir de un grupo de
organismos. Se espera que, dentro de la zona critica ISO 5, los métodos actuales
permitan alcanzar tasas de recuperacion de contaminacion del aire y de las
superficies del 1 % o menos (Tabla 6). La tasa de incidentes se refiere a la frecuencia
con la que se detecta contaminacion microbiana en las muestras ambientales. Por
ejemplo, una tasa de incidentes del 1 % indica que solo el 1 % de las muestras
contiene alguna contaminacion, independientemente del numero de colonias. En
otras palabras, el 99 % de las muestras tomadas esta completamente libre de
contaminacién (USP, 2012).

Tabla 7 Tasas de recuperacion de contaminacion inicial sugeridas en entornos asépticos

Clasificaciéon de sala muestra de Placa de sedimentacion Placas de
aire activa (9cm) exposicién 4 h contacto
(%) (%) (%)

Aislado (ISO 5 o mejor) <0.1 <0.1 <0.1

ISO5 <1 <1 <1

ISO6 <3 <3 <3

1ISO7 <5 <5 <5

ISO8 <10 <10 <10

Nota: Estas recomendaciones se aplican en entornos clasificados donde operadores se visten o usan

batas asépticas. Deberia ser necesaria una accion cuando la tasa de recuperacion de lacontaminacion

esta por encima de estas recomendaciones durante un tiempo significativo.




Segun el manual NHB 5340 de la NASA, aproximadamente 1 de cada 1000 particulas
con un tamano = 0.5 ym lleva consigo 1 UFC. Ademas, los cientificos suecos Bengt
Lungquist y Berit Reinmiiller han demostrado que la proporcidon de particulas con
tamanos = 0.5 um en relacion con la concentracion de UFC es de aproximadamente

1500 £ 500, cifra similar a la proporcionada por la NASA (Berman, 2018).

Sin embargo, al comparar estos datos con las normas de Buenas Practicas de
Manufactura (GMP) de la Union Europea (UE), se observa que el limite establecido
para el grado A (ISO 5) es de 3520 particulas/m3 = 0,5 pm. En consecuencia, se
espera una concentracion de microorganismos en el aire de 3520 / 1000 = 3,5
UFC/m3. Asimismo, el limite ISO clase 4 para particulas es de 352 particulas/m3 =
0,5 pum, con una estimacion de UFC de 352 /1000 = 0,35 UFC/m3 (Dhand & Li, 2020).

Capitulo Ill: Marco metodoldgico
3.1 Tipo y disefio de investigacion

El laboratorio de analisis clinico-microbiolégico de la Direccion Hospitalaria de la
Policia Guayaquil N°2 es un espacio donde se llevan a cabo diversos procedimientos,
incluyendo el procesamiento, exdmenes y analisis de muestras bioldgicas
provenientes de distintas areas del hospital. Estas muestras son recolectadas
previamente de pacientes que visitan el hospital a diario. El servicio opera de manera
continua, atendiendo de lunes a domingo. Ademas, cuenta con personal de limpieza
cuyos horarios abarcan las 24 horas del dia, asegurando la limpieza en todas las

areas del laboratorio.

El laboratorio estda compuesto por seis cubiculos que abarcan diversas areas, desde
la atencion a pacientes y toma de muestras hasta la siembra y manejo de las mismas.
Ademas, incluye una oficina exterior para funciones administrativas, como la jefatura
y la secretaria. También cuenta con un espacio interno destinado a la preparacion de

medios de cultivo, una zona para el aseo, la recoleccion de desechos y la limpieza
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general, asi como areas especificas para la cadena de frio, camerino y servicio

higiénico.

Es importante destacar que ningun plan de control y muestreo puede garantizar con
total precision la presencia o ausencia de contaminacion microbiana, incluso en
presencia de una contaminacion considerable. La falta de crecimiento simplemente
indica que no se detectd un crecimiento especifico esperado, pero no asegura que el
ambiente muestreado esté completamente libre de contaminaciéon (USP, 2012). Para
evaluar el nivel de contaminacidn microbiana del aire y los entornos estudiados, se
empleara el muestreo pasivo, también conocido como técnica de sedimentacion por
gravedad o, en algunos casos, referido como el método de placa abierta o

sedimentacién de Koch.

Por ende, basandonos en estos principios de seguridad y asepsia, es imperativo
contribuir a la formacion del personal en conocimientos relacionados con los
principios de microbiologia. Esto se fundamenta en la obligacion de trabajar en
entornos controlados, también conocidos como salas blancas, cuyo proposito es
garantizar un nivel adecuado de calidad ambiental. Esto no solo proporciona
seguridad a quienes trabajan en estos espacios fisicos, sino que también asegura la
confiabilidad de los resultados obtenidos a partir de las muestras analizadas en dichos
entornos. Para este estudio en particular, se utilizara un disefio observacional, que es

un tipo de diseno cuantitativo no experimental.

A diferencia de otros disefos de investigacidon experimental, en ocasiones el
investigador tiene la posibilidad de manipular una o varias variables, especialmente
las independientes, para observar los posibles efectos que se produzcan. En este
caso, el investigador que lleva a cabo el estudio observacional analiza tanto las

variables independientes como las dependientes, registrando como resultado los

efectos que se generan durante su desarrollo (USP, 2012).




3.2 Lapoblacion y la muestra
3.2.1 Caracteristicas de la poblacion

En relacion con la investigacion de las condiciones ambientales que debe cumplir, en
nuestro caso de estudio, el servicio de laboratorio clinico microbiolégico de la
Direccion Hospitalaria Guayaquil, se busca verificar si dichas instalaciones se
encuentran en condiciones adecuadas, especialmente en términos de iluminacion,
temperatura y humedad oOptimas. Ademas, se busca confirmar las condiciones de
asepsia en cada una de las secciones que conforman el laboratorio, abarcando asi

toda el area de este nosocomio.

Ademas de esto, se llevara a cabo un analisis de la ventilacién interior, la cual forma
parte de las condiciones medioambientales, y se buscara determinar la eficiencia de
su sistema de climatizacidén y extraccidon de aire. A través de la gestidon observacional
in situ, se observa que los extractores de aire ubicados en el techo y a los laterales
de las instalaciones departamentales extraen y filtran el aire antes de desecharlo al

ambiente externo.

Sin embargo, es importante sefalar que el actual sistema de extraccion de aire carece
de filtros especializados, lo que hace que su sistema de climatizacion expulse el aire
a través de difusores de aire simples hacia el ambiente externo. Es relevante
mencionar que no se identifica una generacion limpia de aire ni ozonificacion, lo que

lleva a que el aire interno simplemente recircule de un area a otra (Villamar, 2009).

3.2.2 Delimitacion de la poblacion

Segun la recopilacion y analisis de la informacidn relacionada con la distribucion del
area y todo lo referente al espacio fisico del laboratorio de analisis clinico
microbioldégico de esta unidad hospitalaria, se llevara a cabo el respectivo

levantamiento con el respaldo del departamento de infraestructuras.

Este proceso permitira la creacion de un plano dimensional que nos posibilitara

establecer los puntos de muestreo mas apropiados, de acuerdo con los parametros
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definidos por la Norma ISO 14644. Especificamente, a partir de este plano se
delinearan los puntos mas adecuados para el muestreo y se estableceran las

condiciones particulares que se consideraran al tomar las respectivas muestras.

3.2.3 Tipo de muestra

En el contexto de un analisis medioambiental para determinar la presencia de
microorganismos como bacterias y hongos, la eleccion del medio de cultivo juega un
papel crucial. Se pueden utilizar medios de cultivo selectivos y no selectivos, cada
uno disefiado con la finalidad de recuperar tipos especificos de microorganismos. Es
importante destacar que antes de la toma de muestras, se debe analizar la idoneidad
de cada medio para respaldar el crecimiento de los microorganismos que se aislaran.
Dado que estos microorganismos son desconocidos para los investigadores, se
requiere un cuidadoso proceso de seleccion del medio mas adecuado que garantice

un aislamiento eficaz durante la toma de muestras.

La preparacion de los medios de cultivo debe llevarse a cabo en condiciones de
seguridad y asepsia, cumpliendo con las normativas ISO para la calidad de
laboratorios de analisis clinico. Esto implica contar con un area especifica para la
preparacion de medios. Se recomienda el uso de medios de cultivo comunes, como
el agar soya tripticasa (agar a base de soya y caseina), asi como el agar dextrosa
Sabouraud, que actua como un medio no selectivo para el aislamiento de bacterias y

hongos, respectivamente.

3.2.4 Tamano de la muestra

Con el objetivo de establecer un protocolo objetivo para el adecuado muestreo de aire
y las condiciones medioambientales en un entorno que debe mantenerse estéril o
libre de microorganismos, especialmente aquellos considerados patdégenos, este
estudio busca, de manera independiente y de acuerdo con su dimension fisica,
identificar y distribuir los puntos de muestreo mas apropiados. De esta manera, se

pretende evaluar de manera efectiva la calidad del aire. La definicion de estos puntos
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se llevd a cabo considerando los criterios establecidos en la norma ISO 14644-1,
centrandose especificamente en el método de "sobre o envolvente", tal como se

describe en dicha norma.

La determinacién del numero de puntos de muestreo y su ubicacidn seguira los
criterios establecidos en la Norma ISO. En consecuencia, se identificaran un total de
9 puntos especificos que aseguren un muestreo Optimo y abarquen la mayor

dimension fisica del departamento bajo estudio (Quiroz, 2012).

3.2.5 Proceso de seleccion de la muestra

Dado que el laboratorio de analisis clinico-microbiolégico abarca una superficie de
aproximadamente 140 m2, se considera apropiado llevar a cabo el muestreo en cada
una de las secciones que conforman este departamento, asignandoles una

numeracion para orientacion y reconocimiento.

Asimismo, se mide el area de cada seccion, segun se detalla en las tablas adjuntas,
para establecer un numero 6ptimo de puntos de muestreo conforme a los estandares

internacionales estipulados en la Normativa 1SO.

La recoleccidon de muestras se realizara en horarios predeterminados, considerando
los momentos de mayor afluencia de personal (07:00 am - 11:00 am). Ademas, se
registraran ciertos parametros ambientales, como la humedad relativa interior (RH) y
la temperatura ambiental, en cada seccidon muestreada. Para estas mediciones, se
empleara un termo higrometro especializado, garantizando asi el cumplimiento de las

normativas de calidad de laboratorios.

Cada procedimiento y sus registros correspondientes especificaran los puntos de
muestreo, la hora del muestreo, la duracion del proceso, el método de muestreo, la

frecuencia y cualquier observacioén relevante (Jara, 2018).

No se dispone de literatura que respalde técnicas de muestreo capaces de demostrar
con precision la ausencia de contaminacién microbiana, ya que la falta de crecimiento

solo indica que no se detectd dicho crecimiento, no garantizando la ausencia total de
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contaminacion en el entorno analizado (USP, 2012). Para evaluar la presencia de
contaminacién microbiana en el ambiente, se optara por la técnica de sedimentacion
por gravedad, también conocida como método de sedimentacidon de Koch, como se

detalld anteriormente.

3.2.6 Los métodos y las técnicas

De acuerdo con la determinacion basada en el area fisica que engloba el laboratorio
clinico microbiolégico en esta unidad hospitalaria, se ha establecido que el numero
de muestras a recopilar sera equivalente a los 9 puntos identificados, coincidiendo
con las ubicaciones de los 9 cubiculos que integran dicho departamento. Esto facilita
un mejor control durante el estudio y simplifica la toma de muestras para el analista.
Para obtener valores preliminares, se sugiere el empleo de un contador de particulas,
aunque no sea un método especifico para evaluar la calidad del aire. Estos resultados

preliminares se consideraran como puntos de referencia durante el muestreo real.

Es relevante destacar que existen pocos estudios, especialmente de caracter
internacional, que proporcionan una guia detallada sobre una metodologia
estandarizada para determinar el numero exacto de muestras y la frecuencia de
muestreo ambiental o de aire. Esto se debe a que cada estudio puede presentar
variaciones no solo debido a sus dimensiones fisicas o secciones dentro de los
departamentos, sino también por las condiciones medioambientales especificas y la

cantidad diaria de muestras analizadas en esos entornos (Quiroz, 2012).

Para este estudio, se utilizara la técnica de analisis conocida como el método de Koch,
el cual implica la exposicion de placas de Petri, previamente cargadas con un agar
nutritivo especifico, para evaluar la presencia microbiana y asi respaldar la presunta

contaminacion del area que debe mantenerse estéril.

Los microorganismos presentes en el aire se depositan en las placas de Petri debido
a la accion gravitacional. Al emplear esta técnica de analisis, se puede determinar e

identificar los microorganismos presentes, ya sean bacterias o hongos.
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En caso de que se observe algun tipo de crecimiento de microorganismos en las
placas, se utilizara el recuento de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) como
unidad de medida. Esto permitira cuantificar los microorganismos vivos presentes y
estimar su capacidad de crecimiento y reproduccion. Es esencial sefalar que una
UFC puede consistir en un solo microorganismo, un par o varios de ellos agrupados,
representando estadisticamente un microorganismo o varios microorganismos, pero

contabilizados como una sola UFC.

El Estandar de Procedimientos Operativos de los Estados Unidos (SOP) aborda la
necesidad de definir los supuestos 0 escenarios relacionados con el muestreo de aire,
considerando si este se llevé a cabo con una frecuencia tipica, en el peor caso posible
0 en una unica ocasion. En el contexto de este estudio, las condiciones de muestreo
se ajustaron al escenario de "peor caso", ya que las muestras se recopilaron durante
el periodo de mayor dinamica e intensidad laboral, que abarcé desde las 07:00 am
hasta las 11:00 pm. Ademas, se consideraron condiciones de "una sola vez", ya que
se presento la oportunidad de realizar la toma de muestras en un unico periodo corto
(WHO, 2012).

El periodo planificado para la recoleccion de muestras, especificamente de los 9
puntos de muestreo seleccionados, fue distribuido a lo largo de tres dias consecutivos,
realizando la toma de muestras una vez al dia. En consecuencia, el total de muestras
recopiladas durante los tres dias programados fue:

3 dias x 1 periodo x 9 puntos de muestreo = 27 muestras;

La estrategia consiste en identificar y analizar tanto bacterias como hongos utilizando
diferentes placas de Petri con distintos medios de cultivo. Este enfoque resulta en un
tamano de muestra considerablemente mayor al llevar a cabo los analisis de manera
individual, generando un total de 54 muestras (27 para bacterias y 27 para hongos).
Aunque las normativas ISO sugieren una exposicion al ambiente de 50-60 minutos,
en este estudio las placas se expondran durante el doble de tiempo, es decir, entre
100 a 120 minutos.

Este prolongado periodo tiene como objetivo maximizar la captura de unidades
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formadoras de colonias (UFC). Las placas se ubicaran estratégicamente en los puntos

de muestreo, especialmente en superficies planas (USP, 2012).

Comparando con las directrices de las Buenas Practicas de Manufactura (GMP) de la
Union Europea (UE), se sugiere que las placas de sedimentacidon podrian exponerse
durante un periodo de hasta cuatro horas, basandose en la experiencia que indica
que periodos prolongados de exposicion contribuyen a capturar un mayor numero de
microorganismos. Se ha observado que cuando se exponen durante cuatro a cinco
horas, estas placas proporcionan niveles mas aceptables para evaluar si un objeto de

analisis esta seguro y libre de microorganismos (USP, 2012).

Para realizar adecuadamente la toma de muestras, se aconseja etiquetar las placas
de Petri con numeros arabigos, indicar el lugar donde se llevé a cabo el muestreo,
diferenciar el medio de cultivo utilizado y registrar el periodo de exposicion de cada
muestra. Siguiendo los criterios de muestreo establecidos, que en este caso
involucran nueve puntos especificos, una vez que las cajas de Petri se han expuesto
durante aproximadamente cuatro horas, se deben tapar cuidadosamente y colocar en
una incubadora en condiciones aerdbicas a una temperatura de 35,4°C durante un
periodo de 48 a 72 horas, preferiblemente. Posteriormente, se realiza el conteo de las

unidades formadoras de colonias, y se emite un resultado en términos de UFC totales.

Para calcular el numero total de microorganismos presentes en el aire 0 en el entorno
de interés utilizando el método de sedimentacion de Koch, se realiza la determinacion
exclusiva de las colonias que han crecido en las placas de Petri, y el célculo se lleva
a cabo conforme a la regla de L.V (RedPARF, 2013).

3.2.7 Procesamiento estadistico de la informacion

Después de recuperar y cuantificar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en
la superficie de los medios de cultivo de las placas de Petri, incubadas a 35,4 °C
durante 48 horas, se lleva a cabo la identificacion de las bacterias y hongos presentes

en dichos medios. En el caso de las bacterias, se inicid6 observando las caracteristicas

macroscopicas de todas las colonias, seguido por el examen de las caracteristicas
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microscopicas mediante la tincidon de Gram (Villamar, 2009).

Se llevaron a cabo analisis bioquimicos para identificar los tipos de bacterias
recolectadas. Respecto a los hongos, se observaron las caracteristicas
macroscopicas y fenotipicas de las colonias, y se aplicd una tincion de azul de
lactofenol junto con claves de identificacion para examinar sus caracteristicas

microscoépicas y lograr su identificacion, es importante destacar que, en el proceso de

identificacion, se considerd inicialmente la patogenicidad clinica (Jara, 2018).




CAPITULO IV: Anélisis e interpretacion de resultados

4.1 Andlisis de los resultados

Luego de incubar las placas Petri, se procedi6 a realizar lecturas a las 24 y 72 horas,
observando las diversas colonias desarrolladas en los medios de cultivo tripticasa y
Sabouraud, utilizados en esta investigacion. Al analizar la recopilaciéon de unidades
formadoras de colonias obtenidas durante los dias de muestreo, se observé que tanto
la concentracion de UFC/plato recuperado de bacterias como de hongos fue
significativamente mayor en las areas de limpieza y trabajo. Los resultados
consolidados se presentaron como el numero total de microorganismos en UFC/plato.

Tabla 8 NUmero de UFC de bacterias obtenidas en cada dia de muestreo por habitacion

N° Habitacién Bacterias (UFC / plato)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Media
1  Area administrative 33 26 25 28
2 Areade 14 11 8 11
preparacionde
medios
3 Areade limpieza 100 36 30 55,3
4 Areafria 0 0 0 0
5 Area de trabajo 243 204 210 219
6 Area Vitek2 6 4 5 5
7  Area de biologia 24 17 19 20
molecular
Total 420 298 297 338,3

Realizado por: autores




Tabla 9 NUmero de UFC de hongos obtenidas en cada dia de muestreo por habitacién

N° Habitacion Hongos (UFC / plato)
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Media
1  Area administrative 3 4 3 3,33
2 Areade 2 2 0 1,33
preparacionde
medios
3 Areade limpieza 6 5 7 6
4  Areafria 0 0 0 0
5 Area de trabajo 15 17 1 14,33
6 Area Vitek2 0 0 1 0,33
7 Area de biologia 0 0 0 0
molecular
Total 26 28 22 25,32

Realizado por: autores
Nota: Los hongos también se desarrollaron en el agar tripticasa (medio de cultivo para

bacterias).

Tabla 10 Namero de microorganismos totales expresados en UFC /4 horas o UFC/ plato.

N° Habitacion Bacterias Hongos Microorganismo
stotales
UFC / plato UFC / plato UFC / plato
UFC/4 UFC/4 UFC/4
horas horas horas
1  Areaadministrative 28 3,33 31,33
2 Areade preparacion 11 1,33 12,33
demedios
3 Areade limpieza 55,3 6 61,3
4  Areafria 0 0 0
5 Area de trabajo 219 14,33 233,33
6 Area Vitek2 5 0,33 5,33
7 Area de biologia 20 0 20
molecular

Realizado por: autores
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Recalculo de Omeliansky en volumen de aire

Se puede medir la cantidad de bacterias y hongos presentes en el aire mediante la
cuantificacion de colonias, expresandolas en unidades formadoras de colonias por
metro cubico (UFC/m?3) utilizando la formula de Omeliansky. Los resultados revelaron
que las habitaciones designadas como area de trabajo y area de limpieza contienen
la mayor concentracion de UFC, tanto de bacterias como de hongos, por cada metro

cubico de aire.

Tabla 11 Calculo del nuUmero de bacterias y hongos por m3 segln la regla de V.L

Omeliansky
N° Habitacion Bacterias Hongo
s
UFC/ UFC/ UFC/ UFC/
plato m?3 plato m3
1 Area administrativa 28 92 3,33 11
2 Area de preparacion 11 36 1,33 4
demedios
3 Areade limpieza 55,3 181 6 20
4  Areafria 0 0 0 0
5 Area de trabajo 219 717 14,33 47
6 Area Vitek2 5 16 0,33 1
7  Areade 20 65 0 0
biologia
molecular

Realizado por: autores

Nota: Los calculos se realizaron para un tiempo de exposicion de 4 h o0 240 min y un diametro
de placa Petri de 90 mm. Ademas, se tomaron valores enteros para el resultado de UFC / m3.

Recuento microbiano total de UFC por m3 de aire.

La comparacién del recuento total de microorganismos entre las areas analizadas
indica que la mayor concentracién de hongos y bacterias recolectados durante el

estudio se encuentra en las zonas designadas como area de trabajo y area de

limpieza. Para evaluar el grado de contaminacion ambiental de acuerdo con las
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normativas vigentes, se inicialmente determino el recuento microbiano total en el aire.

Se observo que el area de trabajo presenta la carga microbiana mas elevada.

Tabla 12 Namero total microbiano o recuento microbiano total de UFC por m3 de aire

N° Habitacion Numero total  Numero total  Numero total
Bacterias Hongos de microbios
UFC/m?® UFC/m3 UFC/m?
1 Areaadministrativa 92 11 103
2 Areade preparacion de 36 4 40
medios
3 Areade limpieza 181 20 201
4  Areafria 0 0 0
5  Areade trabajo 717 47 764
6  Area Vitek2 16 1 17
7 Area de biologia 65 0 65
molecular
Total 1107 83 1190

Realizado por: autores

Al contrastar la cantidad total de microorganismos en UFC/plato con el recuento
microbiano total en UFC/m3, se evidencia que la distribucion de la concentracion
microbiana inicial en UFC/plato permanece inalterada al realizar el calculo en m3
mediante la formula de Omelyansky. En este contexto, el area de trabajo continua
siendo la mas contaminada, seguida por el area de limpieza, area administrativa, area
de biologia molecular, area de preparacion de medios, area Vitek2 y area fria, segun

se ilustra en la tabla. Es decir, el recalculo amplifico y correlacioné los valores iniciales.
Expresion de latasa de incidencia de contaminacion microbiana del aire

También se examinod la contaminacion microbiana conforme a los criterios de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP), la cual se centra en la frecuencia de
deteccion de contaminacion microbiana en lugar de la cuantificacion de UFC en cada
muestra. Es decir, la tasa de incidencia se evalua independientemente del numero de

colonias. Se registro una tasa de incidencia del 90,91% para bacterias, lo que significa
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que el 90,91% de las muestras recolectadas presentan algun grado de contaminacion

bacteriana.

Es relevante sefnalar que en este contexto no se cuentan las colonias obtenidas por
plato, sino los platos Petri con colonias bacterianas. En este escenario, el 9,09% de
las muestras recopiladas estuvieron completamente libres de contaminacién
bacteriana. Asimismo, en el caso de los hongos, la tasa de incidencia fue del 72,73%,
menor que la tasa de incidencia bacteriana, lo que indica que el 27,27% de las

muestras en Sabouraud no presentaron contaminacion fungica.

Tabla 13 Tasa de incidencia de contaminacion microbiana

Microorganism Placas Tasa de
o] contaminadas incidencia
/ placas totales (%)
Bacterias 30/33 90,91
Hongos 24/33 72.73

Realizado por: autores

La tasa global de incidencia para hongos se situa en un 62,12%, indicada por la
proporcion 41/66. Esto se debe a que numerosos hongos también se desarrollaron
en el medio de cultivo tripticasa originalmente disefiado para bacterias. En contraste,
en el caso de las bacterias y el medio Sabouraud, la tasa general de incidencia seria
del 45,45%, equivalente a 30/66.

Microaeroflora identificada en los ambientes interiores

Las identificaciones microbianas abarcaron dos conjuntos de bacterias y seis de
hongos que estuvieron presentes en la mayoria de las habitaciones sujetas a
muestreo. Se observaron diversas morfologias bacterianas, como cocos y bacilos.
Ademas, todas las bacterias identificadas fueron mesofilas aerobias Gram positivas,
coagulasa negativas y manitol negativas. Para continuar con el proceso de

identificacion, se evalu6 en primer lugar si cumplian con los requisitos clinicos

patégenos como, por ejemplo, los estafilococos coagulasa negativos (CoNS).
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Tabla 14 Microorganismos identificados en el laboratorio clinico microbiolégico

Microorganismo Identificacion

Bacterias Bacillus spp.

Estafilococos coagulasa negativos.

Hongos Aspergillus fumigatus.
Aspergillus flavus.
Aspergillus sp.
Alternaria sp.
Scopulariopsis sp.
Paecilomyces sp.
Penicillium sp.
Candida sp.

Realizado por: autores

Figura 1 Observacion macroscopica de UFC de bacterias y hongos recolectados

Realizado por: autores

Nota: a) Colonias bacterianas desarrolladas en agar tripticasa de soja, b) Colonias de
hongos filamentosos o0 mohos crecidos en agar dextrosa Sabouraud (SDA). Cabe
destacar que también hubo hongos presentes en el agar destinado al cultivo de bacterias.
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4.2 Interpretacion de los resultados

De acuerdo con Xu (2014), la formula de Omeliansky para la recalibracion de la
concentracion de microorganismos en volumen de aire no es precisa. No obstante,
cabe destacar que esta recalibracion no modificé los recuentos de UFC/plato; por el
contrario, los amplific al convertirlos matematicamente en UFC/m3. Ademas, el orden
de la carga o contaminacion microbiana de las areas analizadas, de mayor a menor,

no experimenté cambios, es decir, se correlacionado.

La cantidad total de bacterias y hongos registrada en las areas del Laboratorio de
Microbiologia de la Direccién Hospitalaria Guayaquil fue de 1107 UFC/m3®y 83 UFC/m?
respectivamente. La mayor concentracion de microorganismos se encontré en el area
de trabajo, con un total de 764 UFC/m?.

Este fendbmeno se explica principalmente en los seres humanos emiten bioaerosoles
a través de la respiracion, la ropa, la piel, ademas de un operador correctamente
vestido en un entorno controlado libera constantemente microorganismos al aire
(USP, 2012).

Prussin & Marr (2015) sostienen que la resuspensidon de polvo sedimentado, como la
que ocurre al caminar, constituye una fuente significativa de microorganismos. Este
efecto podria haberse magnificado en el area de trabajo, dado que es la de mayor
tamano, lo que implica una mayor superficie de contacto entre el suelo y las personas
que transitan por ese espacio. Ademas, de acuerdo con las pautas de la USP(1116)
(2012), RedPARF (2013) e ISO-14698 (2003), el muestreo se llevé a cabo durante
periodos de alta actividad laboral en el laboratorio, donde el personal estaba en

constante movimiento.

Es relevante destacar que el area de trabajo desempena un papel crucial y
convergente con otras areas, ya que en este lugar se procesan las muestras
biolégicas recibidas de diversas secciones del hospital. También incluye tres
subdareas no delimitadas: el area de diagnostico, el area de microscopia y el area de

tincion. En contraste, el area fria, el area Vitek2 y el area de preparacion de medios

exhibieron la menor concentracién de microorganismos totales, con menos de 40
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UFC/m3. Aunque Dang et al. (2020) sefalan que las actividades humanas generan
bioaerosoles, esta menor concentracion podria deberse a que estos son espacios
mas reducidos con funciones especificas y donde la permanencia del personal es

temporal.

Las normas internacionales que ofrecen pautas para la evaluaciéon microbiolégica del
aire mediante el método de sedimentacion son escasas y no se adaptan precisamente
a una variedad de entornos a evaluar. Sin embargo, estas normas sirven como puntos

de referencia que permiten objetivar el presente estudio.

Algunas de ellas incluyen las Buenas Practicas de Manufactura (GMP) de la Unién
Europea (UE), USP <1116>, FDA, EUR 14988 EN y SAMPSP, las cuales
generalmente se centran en salas limpias o areas controladas, entornos estériles y
procesos de fabricacidn aséptica. Aunque un entorno hospitalario no necesariamente
se opone a una sala limpia, Murray & Durner (2020) indican que, en las nuevas
normas, como la EN 17141, ciertos entornos hospitalarios se consideran como
entornos controlados. Por lo tanto, estas normas mencionadas sirven como buenos

puntos de referencia.

Los estandares de la Agencia Europea de Proteccion - EUR 14988 EN, segun la ECA
(1993), establecen categorias de contaminacién de particulas biologicas en el aire.
Aunque no abordan especificamente entornos hospitalarios, sirven como referencia

para ambientes interiores.

A partir de esta norma, se determinaron los niveles de contaminacién microbiolégica,
donde se observa que el area de trabajo se clasifica como de contaminacion alta,
mientras que el area de limpieza y el area administrativa se ubican en la categoria de

contaminacion intermedia.

Estos niveles de contaminacion microbiolégica concuerdan con los establecidos por
las directrices de la SAMPSP (2016) para la calidad del aire en entornos hospitalarios.
En este contexto, tanto el area de trabajo como el area de limpieza sobrepasan los
limites permitidos para ser considerados ambientes aceptables, superando también

el nivel de accion. Incluso el area administrativa, clasificada como un ambiente
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aceptable, se encuentra dentro del rango del nivel de alerta, indicando la necesidad
de tomar medidas preventivas para evitar alcanzar el nivel de accién. Las demas
areas fueron calificadas como de contaminacion baja, contaminacidon muy baja,

ambientes limpios 0 ambientes muy limpios segun las pautas de la norma.

Es esencial senalar que, segun Gottlieb (2015), el nivel de accion representa un nivel
de alerta que requiere intervencion inmediata, investigacion y acciones correctivas
cuando se supera. Asimismo, el nivel de alerta actua como una advertencia temprana

de desviaciones de las condiciones normales.

De acuerdo con Pepper & Gerba (2015), las bacterias Gram positivas demuestran
una mayor tolerancia al estrés por desecacion en comparacion con las bacterias Gram
negativas, las cuales tienden a reaccionar de manera desfavorable ante dicho estrés.
Esto podria explicar por qué, en los resultados obtenidos en este estudio, todas las

bacterias identificadas fueron Gram positivas.

Se registraron estafilococos coagulasa negativos (CoNS), y segun Becker et al.
(2014), la definicién de CoNS se basa en procedimientos de diagndstico que cumplen
con la necesidad clinica de diferenciar entre Staphylococcus aureus y aquellos

estafilococos clasificados como menos o no patdgenos.

Ademas, segun Michels et al. (2021), los CoNS son bacterias que se recuperan con
frecuencia en la atencion clinica de rutina, siendo a menudo consideradas como
contaminantes en lugar de agentes causantes de infeccion. El estudio también
identificd Bacillus spp., y de acuerdo con Okamoto et al. (2020), las bacterias del
género Bacillus son conocidas por formar esporas y son comunes en el entorno

ambiental.

Conforme a Gu et al. (2019), la mayoria de las especies de Bacillus no son patégenas
y muchas de ellas se han empleado en aplicaciones biotecnoldgicas e industriales.
En este contexto, es relevante recordar la observacion de Riley (1972): "la atmdsfera
cerrada del edificio del hospital y sus ocupantes humanos constituyen una unidad

ecologica".




Segun Popikhina (2013), las esporas fungicas de Penicillium y Aspergillus, debido a
su tamano, estan influenciadas por el movimiento Browniano, evitando su rapida
sedimentacién. Sin embargo, en la mayoria de las areas del laboratorio
microbioldgico, se identifico la presencia de estos dos géneros de hongos después
de exponer las placas de Petri durante cuatro horas. Se reconocié también la
presencia del hongo Alternaria spp., en concordancia con Nunes (2005), quien a

menudo detecto este género en el aire de instalaciones hospitalarias.

Ademas, en el presente estudio se identificd Aspergillus fumigatus, coincidiendo con
Fernandez et al. (2013), quienes informan su presencia en entornos hospitalarios y
sefalan que puede causar infecciones nosocomiales, principalmente en pacientes
inmunodeprimidos. El género Penicilium fue encontrado con frecuencia en el
laboratorio, y segun Reboux et al. (2019), Penicillium es uno de los géneros mas
comunes de hongos de moho identificados en muestras de aire interior, siendo un

agente etioldgico de rinitis y asma en nifos.

Segun Senthilkumar et al. (2020), Paecilomyces es un hongo filamentoso sapréfito
ampliamente distribuido que suele aislarse comunmente como contaminante en el
aire de laboratorio y puede ser una fuente de infecciones en seres humanos; este

hongo también fue identificado en el presente estudio.

En cuanto a la levadura Candida spp., también encontrada en el laboratorio, es
importante sefalar que estas levaduras unicelulares se aislan con mayor frecuencia
en muestras como secrecion vaginal, seguido en menor proporcion por orina,

secrecion traqueal y uias de las manos, y ocasionalmente en sangre.

Es relevante resaltar la afirmacion de Tong et al. (2017), quienes destacan que los
hongos transmitidos por el aire en entornos hospitalarios se consideran patdgenos
criticos en las infecciones asociadas a hospitales, lo que podria amenazar la vida de
los pacientes.

Una vez conocidos los resultados de este estudio, se llevd a cabo una revision

detallada de las areas examinadas, identificAandose inconvenientes como extractores

de aire fuera de servicio y difusores de aire con rendijas cerradas debido a la
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preocupacion del personal del laboratorio por la incomodidad causada por la entrada

de aire relativamente frio.

Ademas, se inspeccionaron las superficies superiores de equipos y muebles,
encontrandose una acumulacién significativa de polvo, posiblemente debido a la
dificultad de acceso que llevaba a que el personal de limpieza pasara por alto estas
areas. El polvo también se observo en paredes, marcos, relieves y vidrios de las
ventanas, y el cielo raso mostraba signos de suciedad. Estos hallazgos evidencian la
necesidad de un mayor control del ambiente y de la calidad del aire interior en

entornos laborales.

Basandose en los resultados obtenidos, asi como en los niveles de alerta identificados
y las inspecciones llevadas a cabo en las areas examinadas, el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Militar ha implementado las primeras medidas correctivas

con el objetivo de reducir la carga microbioldgica en el aire.

Estas medidas correctivas comprenden la apertura de las rendijas previamente
cerradas de los difusores de aire, la disminucién de la ventilacion natural mediante el
cierre de ventanas, el mantenimiento de puertas cerradas, la solicitud al departamento
de mantenimiento de este nosocomio para impermeabilizar las paredes, una limpieza
detallada del laboratorio microbiolégico con la colaboracion de la empresa de limpieza
y la comunicacion con la empresa responsable del mantenimiento del sistema de
climatizacion y extraccion de aire. Realizando una evaluacion y mantenimiento del

sistema, encargandose de desmontar y reemplazar el cielo raso de las habitaciones

que integran el laboratorio microbioldgico.




CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los resultados cuantitativos obtenidos del estudio donde mencionan que la
tasa general de incidencia de contaminacion microbiana seria del 45,45%,
equivalente a 30/66 ademas que la cantidad total de bacterias y hongos
registrada en las areas del Laboratorio de Microbiologia de la Direccion
Hospitalaria Guayaquil fue de 1107 UFC/m?y 83 UFC/m? respectivamente. La
mayor concentracion de microorganismos se encontro en el area de trabajo,
con un total de 764 UFC/m?3; revelan que las areas de trabajo y de limpieza del
Laboratorio de Microbiologia de la Direccidon Hospitalaria Guayaquil presentan
una carga microbiolégica significativamente mayor en comparacién con otras
areas, con una concentracion promedio de bacterias y hongos por metro cubico

de aire que supera los estandares aceptables.

La aplicacién de la formula de Omeliansky para cuantificar la contaminacion
microbiana por metro cubico de aire ha permitido identificar claramente que el
area de trabajo es la mas contaminada, seguida por el area de limpieza y el
area administrativa, lo que sugiere una distribucion desigual de la

contaminaciéon microbiolégica dentro del laboratorio.

Los resultados también muestran una alta tasa de incidencia de contaminacion
microbiana, especialmente de bacterias, en la mayoria de las areas analizadas.
Esto subraya la necesidad urgente de tomar medidas correctivas para reducir
la carga microbiana en el aire y asi mitigar el riesgo de infecciones

nosocomiales.

La identificacion de microorganismos especificos, como Bacillus spp.,
estafilococos coagulasa negativos, Aspergillus fumigatus y Penicillium spp.,
confirma la presencia de potenciales patdgenos nosocomiales en el ambiente

del laboratorio, lo que enfatiza aun mas la importancia de abordar la

contaminacion microbiolégica.



Se han identificado condiciones ambientales adversas, como extractores de
aire fuera de servicio y rendijas cerradas en difusores de aire, que podrian
contribuir al aumento de la carga microbiana en el aire. Estos hallazgos

resaltan la necesidad de mejorar el mantenimiento de las instalaciones para

garantizar un ambiente de trabajo seguro y saludable.




5.2 Recomendaciones

e Basandose en los resultados cuantitativos, se recomienda implementar
medidas correctivas inmediatas para reducir la carga microbiologica en el aire,
como la reparacion de extractores de aire y la limpieza exhaustiva de todas las

areas del laboratorio.

e Se sugiere establecer un programa de monitoreo continuo de la calidad del aire
en todas las areas del laboratorio, utilizando técnicas de muestreo adecuadas
y realizando analisis microbiolégicos periddicos para evaluar la efectividad de

las medidas correctivas implementadas.

e Es fundamental capacitar al personal del laboratorio en practicas de higiene y
control de infecciones para minimizar la dispersion de microorganismos vy

reducir el riesgo de infecciones nosocomiales.

e Se recomienda realizar evaluaciones regulares de la calidad del aire y revisar
las medidas correctivas implementadas para garantizar su eficacia a largo

plazo y realizar ajustes segun sea necesario.

e Considerando los resultados cuantitativos, se debe evaluar la posibilidad de
realizar cambios estructurales en el disefio del laboratorio para mejorar la

circulacion del aire y facilitar la limpieza de todas las superficies, con el fin de

mantener un ambiente de trabajo limpio y seguro para todo el personal.
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