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l.  Titulo

RESISTENCIA BACTERIANA DE PATOGENOS EN MASCARILLAS DEL PERSONAL
QUE ASISTE EN PANDEMIA COVID-19 A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL
ALTIPLANO — PUNO.

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis

La pandemia COVID-19 ha impuesto que la poblacion lleve como minimo mascarilla quirdrgica
desechable incluidas las quirirgicas N-95 que se desarrollaron originalmente para filtrar las
gotas que contienen microorganismos expulsados por la boca y la nariz, los cuales reutilizan
frecuentemente creando un problema de salud publica ,razén por la cual el objetivo es
determinar la resistencia bacteriana de patégenos de mascarillas del personal que asiste en
pandemia por la COVID-19 a la Universidad Nacional del Altiplano (UNA), la metodologia a
seguir para lIdentificar bacterias patdgenas en mascarillas de personal se tomara el
consentimiento informado previa aprobacion del comité de ética de la UNA y la técnica
estandarizada del INS para la toma de muestra , procesamiento para aislar patégenos vy
determinar la resistencia antibidtica; para evaluar los factores predisponentes a la
contaminacién de patégenos en mascarillas se aplicara el instrumento encuesta directa y
observacion; los cuales seran evaluados a través de la prueba T Student y Analisis de Varianza
con un a=0,05 mediante el Programa R 4.1.2. Como resultados se espera determinar
microorganismos patdégenos presente en las mascarillas y su resistencia a los antimicrobianos
segun sexo tiempo de empleo, area de trabajo del personal.

lll. Palabras claves (Keywords)

Bacterias patégenas, mascarillas, resistencia bacteriana, personal, COVID-19
(Pathogenic bacteria, masks, bacterial resistance, personnel, COVID-19)

IV. Justificacién del proyecto

En el contexto actual de pandemia la proteccion de la salud personal es un imperativo para
mitigar la transmisién, lo que ha dado lugar a una creciente demanda de equipos de
proteccién personal (EPP), incluso antes que la implementacion de programas efectivos de
vacunas (Haque et al.,, 2020). De este modo, las mascaras faciales en particular se
consideran equipos esenciales, ya que pueden filtrar eficazmente los aerosoles que
transportan particulas de virus siendo obligatorias en la mayoria de paises para frenar la
propagacion de COVID-19 (Feng et al., 2020).

Actualmente, son millones las mascarillas, guantes y materiales contaminados para el
diagndstico, deteccion y tratamiento del SARS-CoV-2 y otros patdgenos humanos que estén
pasando por el proceso irreversible de convertirse en desechos infecciosos lo cual no
solamente causara problemas ambientales, sino también de salud si se emplean de forma
inadecuada, tal es asi que después de iniciada la pandemia al 31 de julio 2020, China
registraba el uso de 989 103 299 mascarillas (Sangkham, 2020).

No obstante, las bacterias resistentes a los antimicrobianos (BRA) son una de las mayores
amenazas a la salud publica lo cual no debe olvidarse, mientras la atencién mundial solo se
enfoca en la pandemia de COVID-19, pues se ha demostrado que las BRA son transmisibles
a los humanos en diferentes entornos, incluidos los publicos en entornos urbanos
construidos donde se puede encontrar actividad humana de alta densidad, incluido el
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transporte publico, estadios y escuelas. Sin embargo, en comparacion con los entornos de
atencion médica y de aguas residuales, existe muy poca vigilancia de BRA en otros entornos
(Cave et al., 2021).

Sin embargo, debido a la naturaleza de la transferencia horizontal, incluso las bacterias no
patdbgenas que poseen genes de resistencia a los antimicrobianos (RAM) deben
considerarse una amenaza para la salud publica, ya que corren el riesgo de transferir los
genes RAM a patdégenos conocidos (Sun et al., 2019). Ademas, hay evidencia de que las
BRA se propagan de los hospitales y la agricultura a lugares publicos como restaurantes,
puestos de comida callejera y mercados (Sivaraman et al., 2021).

Ademas, el uso inadecuado de antibiéticos y la automedicacion en paises de bajos y
medianos ingresos, especialmente en comunidades socioeconémicas mas bajas, también
pueden contribuir a aumentar la RAM en la comunidad y en entornos publicos incluido el
transporte de elementos genéticos moéviles por moscas domésticas (Sobur et al., 2019).
Sin embargo, la mayoria de los estudios que investigan los entornos construidos y los
entornos publicos no sanitarios han detectado Staphylococcus, Enterobacteriaceae,
Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus, Corynebacterium, Pseudomonasy Micrococcus
(Cave et al., 2021) por lo que el objetivo del presente estudio es determinar la resistencia
bacteriana de patégenos aislados de mascarillas de uso comun en el personal de la
Universidad Nacional del Altiplano.

V. Antecedentes del proyecto

Ante la mayor frecuencia de uso de mascarillas por la pandemia de COVID-19, en Bélgica,
Delanghe et al.(2021) determinaron que las mascarillas quirargicas desechables y las
mascarillas de algodon caseras contenian ~1,46 x 10° UFC/mascarilla y ~1,32 x 10*
UFC/mascarilla, respectivamente, siendo Bacillus, Staphylococcus y Acinetobacter spp. los
microorganismos mas aislados con un 43% de resistencia a la ampicilina o eritromicina, sin
embargo, en las mascarillas de algodon predomind Roseomonas, Paracoccus y
Enhydrobacter, mientras que en las quirirgicas lo fue Streptococcus y Staphylococcus.
Asimismo, solo 21% de ellos limpiaban su mascara de algodén casera, siendo los mejores
métodos de limpieza hervir a 100 °C, lavar a 60 °C con detergente o planchar con vapor,
pero algo que no funciona seria dejar la mascara durante toda la noche a -18 °C o0 a
temperatura ambiente durante 72h, existiendo ademas mas microbiota en las mejillas que
en narinas influenciada por el uso de mascarilla quirdrgica.

De otro lado, Zhiging et al. (2018) en China, hallaron que las mascarillas quirurgicas
empleadas mas de 2h en una operacidon contenian cantidades significativas de
microorganismos hacia la cara interna de la mascarilla provenientes de la piel del cirujano
que del quiréfano. Segun Sanders et al. (2019), en Estados Unidos, encontraron que el uso
de mascaras faciales entre flebotomistas reducian la contaminacion de los hemocultivos, al
retener Staphylococcus coagulasa negativo, Micrococcus spp., Corynebacterium spp.,
Propionibacterium spp., Streptococcus spp. y Bacillus spp. Sin embargo, hay zonas de
mayor riesgo como Sudafrica, donde Williams et al. (2020) encontraron en el 86% de
mascaras faciales de pacientes sugerentes de tuberculosis, la confirmacion del M.
tuberculosis. Segun, Kennedy et al. (2018) indican que en las mascarillas de personas con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) hay bacterias con genes de resistencia
mefA (bomba de eflujo de macrdlidos), tetM (proteina de proteccion ribosomal de
tetraciclina), ErmB (metilacion) y blaTEM (3 lactamasa).

De otro lado, Patel et al. (2021) en Estados Unidos, habrian aislado mas microorganismos
de sujetos del servicio de oftalmologia que no tenian mascarilla, seguido de los que usaban
mascarilla facial suelta, mascarilla quirdrgica ajustada sin cinta y mascarilla quirtrgica
ajustada con cinta, no existiendo diferencias entre el uso de una mascarilla quirdrgica con
cinta y una KN95 sea que se hable o no, no obstante se aislo flora oral cuando la persona
habld (11% de cultivos, Streptococcus mitis, S. viridans y otros), pero también en situacién
que no hablaba (Staphylococcus spp.). Esto seria corroborado por Raevis et al. (2021) que
hallaron mas UFC en la zona periocular de aquellos sin mascarilla (1,93 UFC), seguido de
los que usan mascara facial que cubre completamente la boca, pero se coloca justo debajo
de la nariz (uso inapropiado), mascarilla que cubre la boca y nariz (uso recomendado) y
mascarilla que cubre la boca y nariz, con cinta adhesiva (0,13 UFC).

Asimismo, Luksamijarulkul et al. (2014) en un hospital de Bangkok (Tailandia) han reportado
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que la cara interna de las mascarillas quirdrgicas tienen menos bacterias (Staphylococcus
spp. y Pseudomonas spp.) y hongos (Aspegillus spp. y Penicillium spp.) que la cara externa,
siendo mayor en personal de sala médica, existiendo también mas carga bacteriana
(Staphylococcus spp.) que fungica (Aspegillus spp. y Penicillium spp.) en el aire de sala
médica y Unidad de Cuidados Intensivos, mostrando que ademas hay una baja relacion,
pero significativa entre bacterias de la capa externa de la mascarilla y el recuento bacteriano
y fungico en el aire hospitalario.

Y siendo que las mascarillas terminan contaminando fuentes de agua, en la Bahia de
Xinglin, China, Zhou et al. (2022) establecieron que en mascarillas quirdrgicas y de carboén
incubadas hasta por 30 dias en ese ambiente habia un incremento en los genes de
resistencia a los antibidticos (aminoglucésido y multidrogo) dominando procesos
estocasticos en la formacion de comunidades bacterianas, los cuales coexisten dentro de
protozoos.

VI. Hipdtesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion del
problema)

Dado el uso obligatorio y elevado de mascarillas por el contexto de pandemia COVID-19
en personal de la universidad Nacional del altiplano, es probable que el uso continuo de la
misma mascarilla contengan microorganismos resistentes a antibidticos.

VII. Objetivo general

Determinar la resistencia bacteriana de patdgenos en mascarillas del personal que asiste en
pandemia covid-19 a la universidad nacional del altiplano — Puno.

VIII. Objetivos especificos

— Identificar bacterias patdgenas en mascarillas de personal de la Universidad
Nacional del Altiplano

— Determinar la resistencia antibacteriana de patégenos aislados de mascarillas del
personal de la Universidad Nacional del Altiplano

— Evaluar factores predisponentes a la contaminacion de patdégenos aislados de
mascarillas de personal de la Universidad Nacional del altiplano.

IX. Metodologia de investigacion

9.1. Recoleccion de las mascarillas de uso comun

Previo consentimiento informado del personal de la Universidad Nacional del Altiplano segun
la declaracién de Helsinki se procedera al llenado de una ficha sociodemografica y a
recolectar y separar la cara interna y externa de la mascarilla mediante técnica estéril, el
cual luego se colocara en caldo de soja triptica durante 20 minutos (Luksamijarulkul et al.,
2014).

9.2. Conteo y aislamiento de microorganismos

Se empleara el método de placa diseminada en agar de recuento en placa y se incubara a
37 °C durante 48 h,pasado el tiempo asignado se sembrara en agar Mc Conkey , Agar
Sangre y agar manitol salado para el aislamiento de microorganismos Gram negativos y
Gram positivos a 35-37 °C por 18-24h, y se sometera a pruebas de diferenciacion y reaccion
biogquimica para su identificacion segun CLSI (Fernandez et al., 2010). El ensayo se
realizara por triplicado y para el conteo se expresara en UFC/mascarilla segun sexo, tiempo
de empleo (< 2h, 3-4h, 6-8h) y area de trabajo (vigilancia, administrativa, érganos
ejecutores).

9.3. Valoracion de la resistencia bacteriana

Esta se evaluara en medio de cultivo Mueller Hinton para lo cual se ajustara el in6culo
bacteriano a una turbidez equivalente a 0,5 en la Escala de Mc Farland frente a un panel de
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discos de sensibilidad segun el microorganismo sea Gram negativo o Gram positivo que
permitiran evaluar sensibilidad bacteriana segun halos de sensibilidad medidos en
milimetros con un vernier siendo luego contrastado con diametros criticos para cada
antibidtico (INS, 2002). El ensayo se realizara por triplicado.

9.4. Analisis estadistico

El recuento de microorganismos de la cara interna y externa de la mascarilla, asi como por
el sexo, se compararan a través de la prueba T Student para muestras independientes,
previa comprobacion de los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Asimismo, se
aplicara un analisis de varianza al tiempo de empleo de la mascarilla y segun area de trabajo
que en caso haya significancia al 5% se aplicara la prueba de comparaciones multiples de
Tukey. Finalmente, en lo que concierne a la resistencia esta se contrastara a través de la
prueba de T Student para una sola muestra con un «=0,05. Todos los datos seran
procesados con el programa R version 4.1.2 (Bird Hippie) liberado el 2021-11-01.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Implementacion de un programa de monitoreo de bacterias resistentes a los
antimicrobianos en mascarillas empleadas por la poblacién de la region Puno conducente
al esclarecimiento de relaciones dindmicas bacterianas y sus genes de resistencia.

XIl. Impactos esperados
i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Esclarecer el comportamiento dinamico de los microorganismos entre la poblacion
de la region Puno y su respuesta frente a los antimicrobianos mas empleados .

ii. Impactos econémicos

Reducir el costo y efectivizar el tratamiento en el afrontamiento de infecciones
bacterianas bajo el contexto de pandemia COVID-19 en la Region Puno

iii. Impactos sociales

Abordar la problemética de la morbimortalidad producida por coinfecciones con
SARS CoV-2 entre personal de la Universidad reduciendo el riesgo de contagio a
familiares y la pérdida de horas laborables .

iv. Impactos ambientales
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Implementar normas de gestion y manejo adecuado de mascarillas de uso comun
gue eviten su disposicion inapropiada la cual llegue a fuentes de agua las cuales
promuevan la transferencia de genes de resistencia a antibiéticos y promover la
educacion sanitaria ambiental.

XIll. Recursos necesarios

Recursos humanos: Investigadores

Infraestructura: Laboratorio de Microbiologia clinicay Biologia de la salud.

Equipos, reactivos y materiales: Microscopio, estufa, horno esterilizador, autoclave,
espectrofotdmetro, cocinilla, micropipetas, destilador, balanza analitica, placas Petri, asa de
siembra, mechero bunsen, tubos de ensayo, gradilla portatubos, ldmina portaobjetos, lamina
cubreobjetos, caldo TSA, agar Mac Conkey, agar Sangre, Agar manitol salado, agar Mueller
Hinton, pruebas de diferenciacion bioquimica Gram negativos, pruebas de diferenciacion
Gram positivos, discos de sensibilidad antibidtica para Gram negativos y Gram positivos.

XIV. Localizacién del proyecto

Facultad de Ciencias Biologicas Escuela Profesional de Biologia, Universidad Nacional del
Altiplano

XV. Cronograma de actividades

TRIMESTRES

Actividades I Il 1l [\

item

2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11

12

Presentacién de proyecto FEDU

Recolecciéon de data

Primer avance

Procesamiento de data

Segundo avance

Resultados y discusion

Tercer avance

Conclusiones y Recomendaciones

Presentacion del informe final

Pl
RiB|o|o|~|o|u|s|w|n

Presentacion el articulo.

XVI. Presupuesto

Unidad Costo
Descripcion de Unitario | Cantidad to(t:z;)IS(tg/)

medida (s) '
Microscopio UND 3800,00 1 3800,00
Estufa UND 4500,00 |1 4500,00
Balanza analitica UND 1200,00 1 1200,00
Horno esterilizador UND 1600,00 1 3000,00
Autoclave UND 2700,00 |1 2700,00
Cocinilla UND 645,00 1 645,00
Micropipetas rango variable 100-1000 ul UND 350,00 3 1050,00
Destilador UND 1360,00 |1 1360,00
Espectrofotometro UV-Vis UND 5000,00 1 5000,00
Placas Petri UND 6,50 24 156,00
Asa de siembra UND 11,00 3 33,00
Mechero bunsen/Balon de gas UND 160,00 2 320,00
Tubos de ensayo UND 0,30 100 30,00
Gradilla portatubos UND 25,00 3 75,00
Lamina portaobjetos x 50 und PZA 10,00 2 20,00
Lamina cubreobjetos x 100 und PZA 10,00 2 20,00




Caldo TSA KG 320,00 1 320,00
Agar Mac Conkey KG 580,00 1 580,00
Agar Sangre KG 580,00 1 580,00
Agar Mueller Hinton KG 580,00 1 580,00
Pruebas de diferenciacion bioquimica Gram - KIT 980,00 1 980,00
Pruebas de diferenciacién bioguimica Gram + KIT 820,00 1 820,00
Discos de sensibilidad antibiética para Gram - UND 2,40 100 240,00
Discos de sensibilidad antibiética para Gram + UND 2,40 100 240,00
Nefelémetro Mc Farland UND 20,00 1 20,00
TOTAL 28269,00




