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RESUMEN

El presente trabajo demuestra que la utilizacién de lentes de contacto de uso
programado por un tiempo mayor al determinado por el fabricante, produce
una alteracion en la flora bacteriana ocular, sin que esta alteracién se vuelva
patdgena para el paciente. Se utilizaran cuarenta ientes de contacto Facus
de la casa comercial CIBA VISION, para veinte pacientes con diferentes
ametropias e inclusive se trabajo con pacientes emétropes, ya que para esta
investigacion no era necesario corregir defectos refractivos sino simplemente
conseguir usuarios de los lentes de contacto. Un grupo de pacientes utilizé
los lentes de contacto durante un mes; mientras que otro grupo de pacientes,
utilizé los lentes de contacto durante dos meses, procediendo luego a la
comparacion correspondiente entre dichos grupos, obteniendo como
resultado que el grupo que no respeté el tiempo determinado por el
fabricante, present6 una aiteracion significativa de su flora bacteriana ocular.



INTRODUCCION

La utilizacion de lentes de contacto ha aumentado en los ultimos
tiempos, ya sea por razones de fuerza mayor, como la disminucion de ia
agudeza visual, hasta llegar a su uso por causas meramente estéticas. Lo
importante es que existe en el mercado una gran variedad de materiales, tipo
y forma en cuanto a lentes de contacto se refiere; por ejemplo, existen los
lentes de contacto gas — permeabiles y los lentes de contacto blandos; dentro
de los lentes de contacto blandos se encuentran los lentes de reemplazo

mensual, gue son los lentes con los que vamos a realizar esta investigacion.

Si nos referimos a los lentes de contacto programados o desechables
exclusivamente en este trabajo, es a causa de que existen diversos criterios
en lo que a tiempo de uso se refiere; asi, el laboratorio responsabie
recomienda la utilizacion del lente por un mes, pero en nuestro medio, por
condiciones de tipo economico, cultural y social, los usuarios de dichos

lentes prolongan su uso.

Es de conocimiento general que el lente de contacto en si, es un
cuerpo extraio dentro del ojo del paciente y como tal, puede provocar
diferentes comportamientos de los que habitualmente se esta acostumbrado;

es el caso de la flora ocular que existe y habita normaimente en nuestros
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ojos, que muy bien puede estar sujeta a alteraciones aun con el hecho de

usar lentes de contacto de forma adecuada e indicada por el profesional de
la salud que lo prescribe; de esta forma, queremos averiguar si se producen
realmente cambios en la flora ocular y si los hay, como se comportan con el
uso prolongado de los lentes de contacto programados; es decir, se evaluara

cual es la mejor condicion para el paciente, para su comodidad y

primordialmente para su Salud Visual.

No nos podemos olvidar de una buena adaptacion del lente; al
analizar dialécticamente este aspecto, Fernando Chacén afirma: “Hay que
recordar que no estamos adaptando un lente a un ojo, estamos adaptando

un sistema visual a un estilo de vida”. *

De igual manera se va a revisar cual es la flora ocular que existe

normal y diariamente en nosotros.

En investigaciones realizadas anteriormente, los cientificos han
descubierto que en los bordes ciliares se encuentran con regularidad, como

en el resto de la piel, el estafilococo blanco y el bacilo de xerosis,

' CHACON, Fernando. Ojo con su Vista, p. 13.

2
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perteneciente al grupo de diftérico, que en condiciones habituales no son

patégenos para el ojo.

La conjuntiva y la cornea son superficies humedas expuestas al aire,
sobre las que se depositan el polvo y gérmenes de la atmosfera diariamente;
por esto, la conjuntiva casi nunca esta libre de microbios, encontrandose
ocasionalmente en ella los mas variados microbios, tanto saprofitos como
patdgenos, que no se multiplican ahi debido a que el parpadeo limpia los
gérmenes de la superficie, depositandolos en el saco conjuntival inferior, de

donde son arrastrados por las lagrimas hacia la nariz.

Si por falta de parpadeo disminuye la evacuacion lagrimal, el

contenido microbiano de la conjuntiva aumenta inmediatamente.

Se ha asignado a las lagrimas una accion bactericida. A pesar de
que, procedentes de la atmosfera se depositan en la conjuntiva toda clase de
gérmenes patdgenos como el neumococo, no siempre es un anuncio

obligado de enfermedad infecciosa existente.

PUCESA
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Las partes externas del 0jo pueden ser directamente atacadas por

microorganismos, que en unos casos proliferan sobre la superficie exacta y

en otros casos precisan de una lesion epitelial para propagarse; no es una

cuestion desconocida que la limpieza en cuanto tiene que ver con el uso y

manipuleo de los lentes de contacto tiene mucho que ver con la acumulacion

de bacterias o microorganismos en los ojos y esta limpieza no solo se refiere
al diario cuidado de los lentes de contacto con los diversos tipos de
enjuagues y desinfectantes existentes en el mercado, sino al aseo personal
del usuario, es decir, el aseo de su cara, de sus manos; en las mujeres, el
tipo y la cantidad de maquillaje aplicado diariamente; por esto, en la
adaptacion de estos lentes de contacto programados, para realizar la
investigacion propuesta se debe tener muy en cuenta el tipo de persona a la
que se le adaptara el lente, ya que esta debe ser responsable en cuanto a su
cuidado personal y de sus lentes, ya que no se desea que la flora ocular

cambie por cuestiones de aseo.

1. TEMA

“Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando lentes
de contacto de uso programado por un tiempo mayor al determinado
por el fabricante, en la ciudad de Ambato”.

4
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cual es el comportamiento de la flora bacteriana ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor al determinado

por el fabricante, en la ciudad de Ambato?.

2.1. Delimitacién Temporal del Problema

El periodo en el que ubicamos al objeto de la investigacion comprende
desde el inicio del trabajo, agosto del 2000, hasta la fase final de los

resultados de la investigacion, junio del 2001.

2.1.1. Delimitacién espacial del problema

Se sefiala como area espacial de la investigacion a la zona urbana de

la ciudad de Ambato.

2.1.2. Unidades de observacion

Se realizara la observacién a veinte pacientes, usuarios de lentes de

contacto.

PUCESA
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3. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION

3.1. Importancia

Conocer si se dan o no, cambios en la flora ocular, después de haber
usado lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor ai
recomendado por el fabricante; tiene una importancia trascendental, primero
porque en nuestra ciudad no se han realizado estudios referentes al tema;
segundo, porque el uso de lentes de contacto ha aumentado en gran
proporcion en los ultimos afios; y, por ultimo, porque en nuestro pais por
razones de tipo econémico y cultural, los usuarios de los lentes no los
desechan, los guardan y usan por tiempo indeterminado, sin tener en cuenta

que pueden estar favoreciendo al desarrollo de infecciones en sus 0jos.

3.2. Justificacion

Al realizar esta investigacion, es mi sincero anhelo contribuir al cambio

de ideologia en los usuarios de lentes de contacto, para preservar su salud

visual, mediante informacién clara, precisa y verdadera sobre el

comportamiento de la flora ocular.

PUCESA
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

v Determinar el comportamiento de la flora bacteriana ocular ante la

utilizacién de lentes de contacto de uso programado, con el tiempo dado

por el fabricante y con el empleado comtinmente por el paciente.

4.2. Objetivo Especifico

v Determinar si existe relacion directa entre el tiempo de uso de lentes de

contacto programados con la alteracion de ia flora bacteriana ocular.

PUCESA
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CAPITULO |

1. ANATOMIA DE LAS ESTRUCTURAS QUE INTERVIENEN EN LA

ADAPTACION DE LENTES DE CONTACTO

Dentro de la adaptacion de un lente de contacto, sea éste de cualquier
tipo, estan muy involucradas ciertas estructuras anatomicas; en este caso,
nos interesa conocer dichas estructuras en su funcion contactolégicamente

hablando.

1.1. Cornea

1.1.1. Anatomia

La cornea termina su formacion estructural durante ia quinta semana

de gestacion. En los Gltimos meses de la misma, la cornea incrementa su

PUCESA
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grosor y en el nacimiento su diametro es de 10 mm aproximadamente. Las

dimensiones finales se alcanzan al afo de edad. La cornea en el aduito
mide aproximadamente 11.7 mm en su plano horizontal y 10.6 mm en el

vertical. El grosor corneal central es de 0.52 mm y existe un incremento

gradual en el grosor de 0.67 mm cerca del limbo.

La cornea y el humor acuoso forman un lente positivo de 43 dioptrias
en el aire y constituye el elemento refractivo principal del ojo. El tercio central
de la cornea es esférico y mide cerca de 4 mm de diametro. Debido a que la
superficie posterior de la cérnea es mas curvo que la anterior, la coérnea

central es mas delgada (0.5 mm) que la periférica (1.0 mm).

La inervacion de la cérnea es una de las mas ricas del ojo. La
mayoria de los nervios se derivan de la division oftalmica del quinto nervio
craneal. Algunos nervios superficiales penetran por la regiéon subconjuntival

y espiescleral, pero la mayoria penetra por la esclera.

La cornea periférica estad irrigada por vasos conjuntivales,

epiesclerales y esclerales. Normalmente no existen vasos sanguineos en la

coérnea;, ademas, normalmente los vasos superficiales del limbo no se

PUCESA



Sofedad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

extienden mas alla de 1 mm, pero en aigunas patologias, estos vasos

invaden la cornea. lLa coérnea esta compuesta de: Epitelio y Membrana

Basal, Capa de Bowman, Estroma, Membrana de Descemet y Endotelio.

La superficie anterior de la cérnea se deriva del estodermo superficial
y se compone de epitelio escamoso estratificado no queratinizado. El epitelio
consiste en una capa de celulas columnares unida a la membrana basal por

hemidesmosomas.

De la capa de células basales surgen dos o tres capas de células
poligonales; debido a sus extensiones estas células se llaman células aladas.
La superficie apical es muy irregular debido a las microvellosidades. La
Capa de Bowman consiste en fibrillas de colagena y mide de 8-14 micrones
de grosor. Esta capa no tiene capacidad de regeneracion. El estroma
comprende el 90% o 500 micrones del grosor corneal total en los humanos.
Esta compuesto de colagena que produce queratocitos, sustancia propia y

laminas de colagena.

La membrana de Descemet es una membrana acelular, que cubre la

superficie posterior del estoma y representa la membrana basal de la capa

10
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de células endoteliales. Se adhiere pobremente al estroma y endotelio y

termina como anillo de Schwalbe en la periferia.

E! endotelio consiste en una capa de ceélulas hexagonales. La
superficie apical esta en contacto con la camara anterior y la superficie basal
con la membrana de Descemet. Tipicamente las células endoteliales
jovenes tienen nucleos largos y abundantes mitocondrias. Estos organelos
tienen un papel importante en el transporte activo y mantenimiento del
estroma corneal normal. No ocurre mitosis del endotelio y las células

endoteliales disminuyen con la edad.

1.1.2. Importancia y funcion

La cormea juega un papel importante en la absorcion topica de

medicamentos asi como en la reparacion de heridas de cirugia o trauma del

segmento anterior.

Su funcién principal es actuar como un lente de gran poder y por lo

tanto es de vital importancia mantener su transparencia.

11
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Aberraciones en esta capa ocasionan una variedad de enfermedades

que afectan la funcion del ojo.

En la exploracion de la cdrnea es importante valorar forma, diametro
corneal, transparencia o la presencia de opacidades, vascularizacion, valorar
la pelicula lagrimal. Se emplean dos tinciones: fluoresceina y rosa de
bengala, para diagnosticar enfermedades conjuntivales y corneales. La
fluoresceina tifie defectos epiteliales y la rosa de bengala las celulas

epiteliales dafiadas y moco.

Es importante valorar sensibilidad corneal, sobre todo cuando se
encuentra disminuida. Lesiones del quinto nervio craneal de cualquier causa
pueden ocasionar disminucion de la sensibilidad corneal, pero

probablemente herpes simple y herpes zoster son los mas comunes.

Dentro de su importancia en la adaptacion de los lentes de contacto
estan su transparencia y la lisura de su superficie, ya que asi puede realizar
de una manera adecuada su papel en la optica del ojo; como dijimos
anteriormente, esta compuesta de diversas capas pero la mas importante
contactolégicamente hablando es el epitelio, pues es la capa que se va a
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contactar con la lentilia, dicha capa representa aproximadamente el 10% del

espesor total de la cornea.

Las particulas de polvo y arenilla inevitablemente encuentran la
manera de llegar hasta nuestros ojos irritandolos, lo cual estimula la

produccion de lagrimas para eliminar el cuerpo extrafio del ojo.

La cornea esta tan perfectamente disefiada que solo los lentes mas
costosos hechos por el hombre pueden igualar su precision. La suavidad y
forma de la cornea es tan importante para el funcionamiento propio como io
es su transparencia. Si la suavidad de la superficie o la claridad de la cornea

sufre algun cambio, la vision va a distorsionarse.

Podemos tolerar grandes cicatrices en nuestro cuerpo sin ninguna
preocupacion excepto porque cosmeéticamente no es atractivo. Esto no se
toma de la misma manera en el caso de la cérnea. Tan solo una pequefia
cicatriz puede disminuir la vision significativamente, no importa cuan bien
esté funcionando el resto del ojo, si la cornea esta distorsionada, nublada o

con una cicatriz, la vision se vera afectada.
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La cornea es la estructura mas anterior del globo ocular y al ser
transparente cumple dos funciones principales: proteger a las demas
estructuras intraoculares y dejar pasar las imagenes hacia su destino final, la
retina. De esta forma, para entender mejor la funcién de ia cornea, la misma
la comparamos a la mica de un reloj: tiene que ser resistente para proteger
las otras estructuras del reloj y a la vez, transparente para poder dejamos ver
la hora. Si por alguna razon, la cornea pierde su transparencia, haciéndose

opaca, el paciente no podra tener una vision clara, incluso podria llegar a la

ceguera.

Son muchas las causas que pueden causar pérdidas de ia

transparencia de la cérnea, entre las cuales se encuentran:

v Infecciones
v Procesos inflamatorios
v' Traumatismos

v Alteraciones congénitas o hereditarias

La capacidad de refracciéon de la coérnea, funcion de su indice de

refraccién y su radio de curvatura, es mayor que la del cristalino (1.339). Se
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divide en dos zonas: la cérnea y el limbo, esta ultima zona es de transiciéon y

aproximadamente tiene 1 mm de ancho entre la cornea y la esclerética, en la

periferia de la misma.

1.2. Limbo Esclero Corneal

1.2.1. Anatomia e importancia

Es la region en donde se unen ia cornea con la esclera y es una zona
de gran importancia en contactologia, ya que alli no solamente se producen
modificaciones en lo que respecta a las estructuras histologicas, sino que
también se producen cambios en la curvatura, pues el radio de curvatura

corneal es mas pequefio que el radio de curvatura escleral.

La importancia de la regién limbica es la de contener vasos que tienen

gran relevancia en la nutricion de la cornea.

Esclerética: Es la cubierta fibrosa externa protectora del ojo. Es una
capa densa, blanquecina y relativamente avascular que se continla hacia

delante con ia cornea y hacia atras con las vainas de ia duramadre del nervio
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éptico, tiene un grosor aproximado de 0.3 mm al nivel de la insercion de los

musculos y en el resto tiene cerca de 1 mm de grosor.

El borde corneal de la region limbica es mas neto que el borde
escleral, pues este Ultimo no estd sefalado por ninguna formacion. Se
considera que este borde escleral debe ser colocado sobre una linea
imaginaria que corresponde a la proyeccion del Canal de Schlemm sobre fa

conjuntiva.

A nivel del limbo el tejido ha perdido gran transparencia, siendo ésta
un intermedio entre la cornea y la opacidad escleral. Este tejido de transicion

y su opacidad relativa es lo que dificulta la medicién del diametro corneal.

Uno de los elementos mas manifiestos del cambio que experimenta la
coérnea a nivel del limbo y que se observa microscépicamente es la presencia

de asas vasculares.

El microscopio pone en evidencia manifiestos cambios de las

estructuras anatémicas a nivel del limbo, entre los que es preciso sefalar
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Esta actividad resulta muy destacada cuando se la compara con la region

central de la cérnea.

Entre las numerosas células existentes en esta region limbal hay que

destacar fibrositos, hastiositos y mas especificamente mastocitos.

Los mastositos son células de inclusion que en gran cantidad existen
en la region que estudiamos y que se disponen en ella en forma de corona.
La importancia de estas células parece ser grande, produciéndose su
degranulacion por causas diversas, 1o que parece indicar que juegan un
papel activo en los primeros estadios de la inflamacion de la cornea y en
especial en el desenvolvimiento de una vascularizacion patologica a partir del
limbo; todo lo cual confirma el papel tan importante de esta zona limbal en

contactologia.

El papel fundamental de la esclerdtica es el de sostén y de proteccion.

La esclerética hace de un verdadero esqueleto para el globo ocular.
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1.3. Conjuntiva

1.3.1. Anatomia e importancia

La conjuntiva es la mucosa que recubre la cara interna de los
parpados y la parte anterior del globo ocular, con excepcion de la cormea.
Representa una modificacion del tegumento cutaneo o externo del que

puede considerarse dependiente.

La conjuntiva es la membrana mucosa que reviste la cara interna de
los parpados, a partir de la que se refleja en la cara anterior del globo ocular.
Se continta con el epitelio de la cornea en el borde corneal y con la piel en

las margenes palpebrales.

El epitelio de la conjuntiva varia con su situacion, pero incluye una
capa basal de células cubicas, una capa superficial de células conicas o
cilindricas y, especialmente, sobre el parpado inferior, de una a tres capas
intermedias de células poligonales. Diseminadas entre las células epiteliales

hay algunas células calciformes que secretan moco.
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En contactologia es sumamente importante, ya que ella interviene en
muchos de los problemas de la adaptacion de lentes de contacto, pues en la

practica la lente se encuentra en contacto con esta mucosa y de ahi

logicamente la presentacion de problemas conjuntivales.

La conjuntiva, al igual que el resto de las mucosas del organismo
humano, es una capa de revestimiento lisa y caracterizada por estar humeda
de una manera constante y permanente, (0 que es necesario para que pueda
facilmente deslizarse sobre la cornea, a la que tiene {a mision de humedecer

y limpiar mediante los movimientos palpebrales.

1.4. Parpados

1.4.1. Anatomia e importancia

Los parpados son los organos destinados a la proteccion y lubricacion
de los globos oculares. Una de las principales funciones de los parpados es
impedir que los cuerpos extrafios penetren al ojo, extienden las lagrimas

sobre el ojo de tal manera que la cornea se mantiene siempre humedecida.
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Son de particular importancia el parpadeo y el tono palpebral en lo que
adaptacion de lentillas se refiere, asi como también en su funcidn secretora.

Cada parpado consiste en una capa central de sostén de tejido conectivo y

musculo estriado cubierto por fuera por piel y por dentro por mucosa. La piel

que reviste el parpado por fuera es delgada, con algunos pequefios pelos,

glandulas sudoriparas y sebaceas, dermis de tejido conectivo fino en el que

abundan fibras elasticas.

La dermis es mas densa en el borde transversal y en este sitio
contiene tres a cuatro hileras de pelos largos duros, las pestanas, que
penetran profundamente. Entre las pestafas y por detras de las mismas se
encuentran glandulas sudoriparas grandes, que se caracterizan por sus

conductos terminales rectos y no flexuosos (glandulas de Moll).

Por debajo de la piel se encuentra una capa de fibras de musculatura
estriada, la zona palpebral del musculo orbicular de los parpados y las fibras
de insercidon del elevador palpebral superior. También se encuentran haces
delgados de musculatura lisa, los miusculos palpebrales de Muller. Por
detras de las capas musculares se encuentra una capa fibrosa que incluye
una capa delgada de tejido fibroso en sentido periférico (tabique orbitario) y
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la placa tarsal. Las placas tarsales son laminas de tejido conectivo denso,

curvadas para adoptar la forma del globo ocular; ia superior tiene forma de D

con su borde horizontal inferior que corresponde al borde del parpado. La

placa tiene 10 a 12 mm de ancho, pero las placa inferior es una banda

estrecha (5 mm) que se encuentra en la regidn central del parpado inferior.

En ambas placas tarsales hay una hilera unica de glandulas sebaceas
grandes, las glandulas tarsales (de Meibomio) cuyos conductos se abren en
el borde del parpado. De los conductos principales, numerosas
ramificaciones laterales pasan para desembocar en alvéolos secretorios
unicos o multiples. La cara profunda posterior de cada placa tarsal se une
con la conjuntiva, que se contintia con la epidermis, en el borde interno del

borde palpebral.

Los parpados protegen igualmente a la retina de una iluminacion
excesivamente intensa. También pueden influir sobre la optica ocular, ya
que en las ametropias pueden actuar como un agujero o hendidura
estenopeica. Durante el sueio los parpados ejercen su principal mision: la

de proteger el globo ocular; en sus movimientos activan la circulacion del ojo.
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1.4.2. Presién o tonicidad de los parpados

Este es un factor que también juega un importante papel en el empleo

y adaptacién de una lentilla de contacto.

Los parpados ejercen sobre la cérnea y el globo ocular una presion
radial y tangencial con una fuerza que varia mucho con el individuo. Esta
presion es mas importante en la parte superior de la cornea y se encuentra

acentuada por el hecho de la relacion vertical de los globos oculares.

Duke — Eider afirma que en los casos aumenta de 4 a 10 mm Hg, io
que estaria en relacion con el aumento de la presion palpebral en este

angulo de mirada.

La existencia de una lentilla aunque sea muy delgada, va a llevar
consigo un aumento de la presion ejercida por el parpado. En el caso de una
tonicidad normal de los parpados, ésta no va a impedir los desplazamientos
de la lentilla de contacto sobre la cérnea en los movimientos del ojo y durante

el parpadeo, lo que resulta necesario para la renovacion del filme lagrimal.
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Un parpado con una tonicidad elevada o grueso, o las dos cosas a la

vez, lleva consigo un aumento de la presion sobre la lentilla, la cual tiende a

inmovilizarse cuando esta en posicion elevada.

Al cabo de un tiempo mas o menos largo, por lo general después de
varios meses, en los casos que es tolerado, el parpado termina por aceptar
el cuerpo extraftio que es la lentilla, liberando la opresion y la depresion

termina por desaparecer.

En el caso de parpados de tonicidad elevada o gruesos, si la lentilla
esta en posicion baja, el borde de fa lentilla va a encontrar gran dificultad
para franquear el reborde palpebral y con ello se va a producir un
desplazamiento de la lente hacia el fondo del saco conjuntival o hacia el

exterior por la hendidura palpebral.

En el caso contrario de unos parpados de escasa tonicidad, éstos no
van a participar en {a relacion de ia lente, lo que se ha facilitado si el parpado
es grueso; en este caso, aumentan mas la posibitidad de pérdida de la

protesis.
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El caso anterior se da con frecuencia en personas de edad avanzada,

ocurre en sujetos que han sido intervenidos de catarata y su afaquia va a ser

cogida con lentes de contacto.

Resumiendo, podemos decir que los parpados de tonicidad anormal
presentan una dificultad para el empleo de lentes de contacto, por lo que la
exploracion de la tonicidad palpebral no debe ser nunca olvidada en el

examen para todo candidato a las lentes de contacto.

Pese a la importancia de los parpados en la adaptacion, en particular
en o que respecta a la aberfura palpebral, parpadeo y tonicidad. Hasta la
fecha no existe ninglin aparato que nos mida de una manera precisa el valor
de la presion o tonicidad palpebral, por lo que su determinacion se la realiza
de una manera empirica mediante ia maniobra de evertir el parpado lo que

permite juzgar la tonicidad parpadeo superior.
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1.5. Aparato Lagrimal

1.5.1. Anatomia e importancia

Tiene la forma de una almendra y es de caracter tubuloalveolar y
seroso, con células mioepiteliales notables. Los i6bulos separados de la
glandula desembocan en conductos excretores en la zona externa del fondo
del saco conjuntival superior. Hay numerosas glandulas lagrimales

accesorias en la lamina propia de los parpados superior e inferior.

Después de entrar al saco conjuntival, las lagrimas se evaporan
parcialmente. Sirven para conservar humedo el epitelio conjuntival y los
parpados extienden la secrecion sobre la cornea a manera de los limpiadores
de los cristales de un automoévil y arrastran las particulas extranas nodulas

que poseen

Esta constituido por la glanduia lagrimal, los canaliculos, el saco
lagrimal y el conducto nasolagrimai, hay que tener en cuenta que una
detenida exploraciéon de la secrecion lagrimal resulta siempre necesaria en
todo examen previo a la prescripcion del uso de lentes de contacto, dado que
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la normalidad de las lagrimas, tanto en su calidad como en su cantidad es

uno de los puntos que condicionan una magnifica adaptacion.

La funcién principat de ta pelicula lagrimal es producir una superficie
optica, proveer oxigeno y nutrientes, ademas de lubricacion durante el
parpadeo y una acciéon antibacteriana mediada por lisozimas e

inmunoglobulinas.

La pelicula lagrimal esta compuesta de tres capas: una capa
superficial oleosa, producida predominantemente por las glandulas de
Meibomio y por las de Zeis y Moll en los parpados; una capa acuosa media
producida por el tejido lagrimal accesorio de las células de Globet de la
conjuntiva. El mantenimiento de la pelicula lagrimal es vital para una funcion

corneal normal.
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CAPITULO Il

2. EXAMEN PREVIO

El examen previo antes de prescribir una lente de contacto es un acto
sumamente necesario e importante al mismo tiempo y va a permitir al
paciente y al profesional que los adapta, contar con ia informacién necesaria
para prever si la adaptacion de una lentilla de contacto es oportuna o no lo
es, asi como poner en evidencia una contraindicacién que pondria en peligro

el futuro ojo portador del lente.

Es necesario que el especialista reina los conocimientos precisos
para poder valorar todos y cada uno de los parametros a considerar. En este

punto y teniendo en consideracion lo dicho anteriormente, el examen
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optomeétrico previo a una adaptacién, no debe ser omitido de ninguna manera

en un candidato a una adaptacion.

El examen previo consta fundamentalmente de dos partes: el

interrogatorio y el examen fisico.

El interrogatorio nos va a permitir ganar la confianza del paciente y
aclarar sus dudas respecto a todo lo referente a los lentes de contacto; por
otra parte, va a permitir ver las condiciones de higiene personal de la
persona. También le seran explicadas diferentes situaciones particulares de
su adaptacion con relacion a su sexo, edad, lugar de trabajo, profesion,

antecedentes oculares anteriores, familiares, etc.

El examen fisico, al explorar todas y cada una de las partes del
aparato visual que intervienen en la adaptacion, nos va a permitir determinar
la conveniencia o no de adaptarse unas lentillas, asi como la eleccion del tipo

mas adecuado para cada caso.

Si el paciente puede ser un buen usuario de los lentes de contacto, es

de suma importancia realizar varios chequeos después de la adaptacion,
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dependiendo de diversos criterios, se recomienda un horario progresivo de

uso de los lentes, empezando con dos horas de uso — dos horas de
descanso — dos horas de uso, continuando al siguiente dia con tres horas de
uso — dos horas de descanso — tres horas de uso; al siguiente dia con cuatro
horas de uso — dos horas de descanso — 4 horas de uso y asi
progresivamente, hasta llegar a tas ocho horas de uso continuo diariamente;
ademas, por medio de este proceso se le da tiempo al ojo para adaptarse a

su nuevo visitante, es de mucha utilidad para que el paciente aprenda a

manipular el lente, para ponérselo y sacarselo.

Otro examen de suma importancia después de la adaptacion es el
examen de biomicroscopia, que sirve para evaluar vasculacién, movimiento
del lente, irrigacion vy distribucion lagrimal, y en caso de existir

complicaciones de tipo fisioldgico, tomar medidas a tiempo.

En general, debemos admitir que unos lentes de contacto bien
adaptados produce siempre menos lesiones que unos lentes mal adaptados;
por lo tanto, si existe una buena adaptacion existira un paciente comodo y

feliz.

30
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

Pruebas de Funcidon Visual: Explicaremos las realizadas durante el

presente trabajo.

2.1. Agudeza Visual (AV)

La determinacion de la agudeza visual es una prueba de la funcién
macular y debe ser parte de un examen rutinario en todos los pacientes
capaces de dar respuestas subjetivas confiables (no solo en aquellos que se

presentan con molestias oculares).

2.1.1. Equipo y Material

El método habitual consiste en usar uno de los diversos tipos de
cartillas o escalas especiales de letras, la cartilla de Snellen es la que se usa
mas comunmente. Esta debe colocarse, de ser posible, a una distancia de
6 m; la cartila debe estar bien iluminada y sin luz concentrada ni

deslumbrante. Se recomienda una iluminacion de 80 a 100 bujias.
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2.1.2. Técnica

Se coloca al paciente de frente a la cartilla de optotipos a una
distancia de 6 m. Si normaimente usa anteojos deberad quitarselos. Se
coloca un oclusor o una tarjeta limpia por delante del ojo izquierdo sin
presionar el globo ocular y se le indica que lea los tipos hasta donde le sea
posible con el ojo derecho. Si es capaz de leer la linea que marca 20/20, se
registra este dato y se repite la misma prueba para determinar la agudeza
visual en el ojo izquierdo. Si el paciente puede leer las letras mas grandes
situadas en la parte superior de la cartilla pero no alcanza a leer hasta tfa
linea 20/20, se registrara el valor que corresponde a la linea mas pequefa
que pueda leer. Si no puede leer las letras mas grandes de la parte superior
de la cartilla, se le acercara progresivamente a ésta hasta que pueda leerias
registrandose la distancia a que se encuentra de la cartilla (en pies) sobre
200 (x/200). Se debera colocar un agujero estenopeico enfrente del ojo para
ver si mejora su agudeza visual. Si los anteojos son usados normaimente,
debera repetirse la prueba y registrarse los resultados como sin correccién

y con correccion.
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A los nifos de edad preescolar o a los analfabetos se debera ensenar
el juego de la E y luego examinarseles con la cartilla E para analfabetos. En
esta prueba el paciente debera sefialar con la punta de su dedo la direccion
de las barras de la letra E. Algunos nifios hasta de tres afnos de edad son

capaces de cooperar satisfactoriamente en esta prueba. Se han disefiado

cartillas con dibujos como pruebas pero no son muy exactas.

2.1.3. Interpretacion de los resultados

Una agudeza visual de 20/20 indica una funcién macular normal. La
disminucion de la agudeza visual por debajo de 20/20 indica simplemente
una alteracion relativa de la agudeza visual a menos que se haya
determinado la mejor agudeza visual posible con lentes correctivos
(refraccién). La mejoria de la agudeza visual a través del agujero
estenopeico indica un vicio de refraccidén, que probablemente puede ser
mejorado con anteojos. Una agudeza visual corregida a 20/200 o menos

constituye en los E. U. A. Una ceguera legal.

33
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

2.2. Estructuras QOculares Externas

La inspeccion de las estructuras oculares externas (parpados,
conjuntiva, cornea, esclerdtica y aparato lagrimal) debe incluir Ia eversion de
los parpados superiores para examinar la superficie conjuntival. Esto se
puede hacer faciimente tomando las pestafas del parpado superior con una
mano y jalando el mismo hacia abajo y adelante ligeramente, poniendolo
tenso y luego doblando el parpado hacia atras sobre un aplicador colocado
sobre el borde superior del tarso. Esta maniobra es menos molesta para el

paciente si durante la misma se le hace mirar hacia abajo.

2.2.1. Equipo y material

El examen se facilita notablemente con el uso de la buena fuente
luminosa bien enfocada, como una lampara de mano o un transiluminador y

una lupa de aumento.

2.2.2. Técnica

Las superficies expuestas son exploradas investigando defectos,
cuerpos extrafios, inflamacion, secrecion, espifora, resequedad,
transparencia, color y otro tipo de anomalias.
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Cuando existe el antecedente de una lesion que haya herido las capas
del ojo, se debera tener mucho cuidado al abrir los parpados evitando
presionar el globo ocular. En presencia de mucho dolor y bleforoespasmo,
sera necesario aplicar unas gotas de solucién anestésica local estéril, con

objeto de poder examinar el ojo. En los nifios sera aun necesario aplicar

anestesia general de corta duracion y superficial.

2.3. Examen Oftalmoscépico

El examen del segmento posterior del ojo se hace con la ayuda del
oftalmoscopio; este examen es mas facil cuando se efectua a través de una
pupila dilatada, pero puede hacerse sin necesidad de ello cuando existe la
practica suficiente si no existen opacidades de los medios transparentes
(acuoso, cristalino y vitreo). Debera disminuirse la iluminacion del cuarto de

exploracién durante el examen.

2.3.1. Equipo

Existen muchos tipos de oftaimoscopios, pero todos los aparatos

modernos disefiados para la oftalmoscopia directa (oftalmoscopios de
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mano), poseen una fuente luminosa que es proyectada por medio de un

espejo o un prisma como un rayo luminoso, que casi coincide con la linea de
mirada del observador a través de la abertura. Con la abertura colocada tan
cerca como sea posible al ojo del observador al igual que al ojo del
observado, sera factible apreciar en foco todos los detalles de las estructuras
del fondo si ambos ojos son emétropes (del explorador y del paciente). Si
existe ametropia en cualquiera o de ambos, para observar los detalles del
fondo con claridad y enfocados, el aparato posee una serie de lentes

graduados convexas (mas) y céncavos (menos) los que podran ser rotados a

través de la abertura hasta lograr la claridad deseada.

2.3.2. Técnica

El paciente debera fijar su mirada en un objeto determinado y la
direccion de la mirada dependera del area del fondo a examinar. Se
acostumbra examinar el ojo derecho primero, tomando el explorador el
oftalimoscopio con fa mano derecha y sentandose o parandose al lado
derecho del paciente. Cuando se examina el ojo izquierdo, se tomara el
oftalmoscopio con fa mano izquierda colocandose el explorador a la izquierda
del paciente.
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Se dirige el rayo luminoso hacia el ojo del paciente rotando en la
abertura del instrumento los lentes +10 a +12 y acercando el instrumento al
0j0; primero s apreciaran aumentados los detalles del segmento anterior del
ojo (cornea, iris y cristatino). Y a medida que disminuye gradualmente la
fuerza de las lentes positivas, se extendera graduaimente el foco de

observacion posteriormente, a través del vitreo, hasta que finalmente se

veran Jos detalles de ia retina.

Si la acomodacion se relaja en el explorador emétrope y en el ojo del
paciente (mirada a lo lejos), la fuerza de la lente a fravés de la cual se
aprecian primero los detalles de la retina con claridad, debera ser tomado
como indice del vicio de refracciéon. Sin embargo, esto no explica pequeios

astigmatismos.

En un astigmatismo grande ese notara que los vasos sanguineos
retinianos estaran en foco en un meridiano con una lente de un poder
determinado, pero se requerira una lente de diferente poder para visualizar

los vasos del meridiano opuesto.
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2.4. Datos Clinicos

Se descubriran en esta forma opacidades corneales, del cristalino y
del vitreo, al igual que se puede observar la patologia ocular localizada y las
alteraciones del fondo del ojo asociadas a las enfermedades generales. Se

puede asi mismo en forma ya descrita, estimar un vicio de refraccion.

2.5. Biomicroscopia

2.5.1. Examen con la lampara de hendidura

La biomicroscopia consiste en el examen del ojo y de los parpados por
medio de un microscopio y una fuente luminosa especial (lampara de
hendidura). El examen esta indicado en cualquier proceso ocular o palpebral
que requiera una mejor iluminacion y el aumento del area involucrada para
elaborar un mejor diagnoéstico y tratamiento (ejemplo: queratitis dentifrica,

cuerpo extrafio corneal y tumor del iris).

38
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

2.5.2. Técnica

Se sentaran frente a frente el explorador y el paciente. Este coloca su
mentén sobre una mentonera y su frente contra un armazoén, mientras que el
explorador observa el ojo a través del microscopio. En la lampara de
hendidura modernas se puede enfocar con un solo control el microscopio y la

iluminacion.

Se pueden estudiar facil y rapidamente los parpados, la cornea, la
camara anterior y el iris, moviendo el foco del microscopio y de fa luz hacia
delante y hacia atras. Para estudiar el cristalino se utiliza un midriatico que
evite la contraccion del iris ante la intensa iluminacion de la lampara de
hendidura. Se puede estudiar el vitreo, la retina y el nervio 6ptico por medio

del lente de Hruby (-40 dioptrias).

2.6. Medicion de la Curvatura Corneal

La medicion de la curvatura corneal resutta esencial en el ajuste de las
lentes de contacto y la evaluacion del ojo para realizar cirugia refractiva, para

corregir un excesivo astigmatismo o para calcular correctamente ia potencia
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de la lente intraocular. También es util para controlar las patologias

corneales, por ejemplo, el queratocono.

La curvatura corneal regular se mide con un queratometro; existen dos
tipos basicos (Schiotz o Helmholtz). El de Schiotz es esencialmente un
microscopio con una distancia de trabajo fija, de forma que cuando la cornea
esta en el foco, el aparato esta a una distancia fija de la misma. Existen dos
objetivos iluminados (cuadro superior), verde y rojo; se disponen sobre un
trazo curvo para mantenerlos equidistantes de la cornea a cada lado del
telescopio central. Para impedir cualquier movimiento relativo de las
imagenes cuando se observa la cérmea, el instrumento incorpora un
dispositivo doble, de forma que ambas imagenes se desplazan juntas.
Cuando las imagenes de los dos objetivos coloreados se observan en
aposicion sobre la cémea, s ha alcanzado el punto final y la curvatura
corneal se puede leer directamente a partir de la escala situada en los brazos
que sostienen los objetivos, ya sea en milimetros de radio o en dioptrias. La
alineacion de las barras horizontales en las miras permite medir el eje de
astigmatismo y la curvatura corneal en el otro meridiano, rotando los

objetivos alrededor del eje del telescopio.
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2.7. Aspectos Fisiolégicos de la Optica

2.7.1. Emetropia, Hipermetropia, Miopia

El ojo emétrope (normai es aquel en el que los ayos paralelos de luz
son enfocados en la fovea sin utilizar la acomodacion). Habitualmente un ojo
hipermétrope se le considera mas pequefio que uno normal y no puede
hacer que los rayos de luz converjan sobre la fovea sin hacer uso de la
acomodaciéon. El acto de la acomodacion o la colocacion de lentes
biconvexas (mas) frente al ojo, ayudan a que la luz converja a un foco en la
fovea. Un ojo miope habitualmente se considera mayor que uno normat y
tiende a enfocar la luz frente a la fovea. Una lente biconcava (menos) frente

al ojo ayuda a que {a luz diverja y enfoque en la fovea.

Puesto que el tamario del globo ocular controla el foco en tal magnitud
y ya que el globo ocular tiende a crecer durante el periodo de crecimiento
corporal en la adolescencia, resulta facil comprender por qué el ojo
hipermétrope de un nifio de 10 afos de edad puede volverse menos
hipermétrope o atin miope al llegar a la edad de 20 afios y como un ojo

normal o uno miope se vuelven ain Mas miopes. Este es un fendmeno
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normal del crecimiento, dispuesto por una tendencia hereditaria a la miopia y

explica por qué los ejercicios o entrenamiento visual no ejercen ninguna

influencia sobre una condicion que se debe dar mentaimente al tamano de
un érgano. Aqui no se consideran las causas mas raras de la miopia y la

hipermetropia producidas por alteraciones anormales en la refraccion de los

medios 6pticos.
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CAPITULO HI

3. CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS

El taxdn superior lo constituye el reino Procaryotae, que se subdivide

en dos:

| Division: Cianobacterias

il Division: Bacterias

Para la Microbiologia Médica el mayor interés lo representa la |l
Division, compuesta de 19 grupos que contiene la descripcion de todas las

familias, los géneros y las especies de bacterias patégenas y no patogenas.
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Los primeros  cuatro grupos (I GRUPO: BACTERIAS

FOTOTROFICAS; I GRUPO: BACTERIAS DESLIZABLES (Reptadoras),

Il GRUPO: BACTERIAS QUE FORMAN UNA ENVOLTURA MUCOSA

(Vagina) y IV GRUPO: BACTERIAS QUE SE REPRODUCEN POR

GEMACION Y/O DEL TALLO, retinen bacterias no patégenas para el ser

humano muy difundidas en la naturaleza que se diferencian por sus

dimensiones y la forma. Habitan en el suelo, el agua duice y del mar, las

aguas negras ricas en sustancias organicas y en otros objetos del medio

ambiente.

V GRUPO: ESPIROQUETAS: Se incluyen en la familia
Spirochaetaceae, que agrupa las bacterias espiraliformes, no patogenas,
habitantes del agua, el tracto gastrointestinal de los moluscos, asi como las
especies patdgenas que provocan en el hombre y los animales numerosas
enfermedades (Treponema pallidum, Borrelia recurrentis y Leptospira

interrogans).

VI GRUPO: BACTERIAS EN FORMA DE ESPIRAL Y CURVA. Este
grupo estd constituido por una sola familia, la Spirillaceae, que incluye
especies bacterianas no patogenas en forma curva y en espiral, habitan en
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las aguas estancadas y contaminadas, sobre los animales y los residuos

vegetales putrefactos. El Spirillum menor es patdgeno para el ser humano.

Los representantes del género Bdellovibrio que pertenecen al mismo
grupo, estan muy difundidos en la naturaleza y se caracterizan por parasitar

en el interior de las células de otras bacterias, causando su muerte.

VIl GRUPO: BACILOS Y COCOS AEROBIOS GRAMNEGATIVOS.
Incluye cinco familias. Para la practica médica representan gran interés la
familia Pseudmonadaceae difundida ampliamente en la naturaleza y que se
caracteriza por provocar diversos procesos inflamatorios en el hombre y los

animales.

Vil GRUPO: BACILOS GRAMNEGATIVOS AEROBIOS
FACULTATIVOS. Este grupo consta de dos familias: Enterobacteriaceae y

Vibrionaceae.

La primera incluye 12 géneros a los cuales se refieren los agentes
etiolégicos de enfermedades del ser humano y los animales; Salmonella,

Shigella, Klebsiella, Proteus, Yersinia y otros. La Escherichia coli es un
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representante de esta familia, bien conocido y muy difundido. La segunda

familia incluye el género Vibrio, al cual pertenece el Vibrio Cholerae, agente

patoégeno.

IX GRUPO: BACTERIAS ANAEROBIAS GRAMNEGATIVAS. Este
grupo se compone de una sola familia Bacteroidaceae. Estas bacterias
habitan en el intestino del hombre y los animales, provocando en ocasiones

procesos inflamatorios del tracto gastrointestinal y el aparato urogenital.

X GRUPO: COCOS Y COCOBACILOS GRAMNEGATIVOS. Estas
bacterias estan reunidas en la familia Neisseriaceae, compuesta de cuatro
géneros. Para la medicina tiene importancia el género Neisseria, cuyos

miembros N. Gonorrhoeae y N. Meningititis son patégenos para el hombre.

Xl GRUPO: COCOS ANAEROBIOS GRAMNEGATIVOS. La familia
Veillonellaceae incluye tres géneros de bacterias no patogenas muy
diseminadas en la cavidad bucal, el tubo gastrointestinal y los pulmones del

ser humano y los animales.
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Xil GRUPO: BACTERIAS HEMOLOTOTROFAS GRAMNEGATI-
VAS. Las bacterias de este grupo estan muy propagadas en la naturaleza y

no tienen especies patoégenas para el ser humano.

Xl GRUPO: BACTERIAS PRODUCTORAS DEL METANO. Su

habitat principal son los pantanos y las cloacas.

XIV GRUPO: COCOS GRAMPOSITIVOS. Este grupo se divide en
tres familias: Micrococcaceae, Streptococcaceae y Peptococos, provocan

diferentes enfermedades en el hombre.

XV GRUPO: BACILOS Y COCOS FORMADORES DE
ENDOSPORAS. EI grupo incluye una sola familia, la Bacillaceae, a la cual
pertenecen cinco generos. Dos de estos, las Bacillas y Clostridium tienen las
especies patogenas, tanto para el ser humano como para los animales (Bac.)

Anthracis, CL. Tetan, Cl. Botulinum y otros).

XVI GRUPO: BACTERIAS BASTONADAS NO ESPERULADAS
GRAMPOSITIVAS. Las bacterias de este grupo se reunen en una sola
familia Lactobacillaceae, habitantes comunes del suelo, las plantas, la leche,
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XiX GRUPQO: MICOPLASMAS. Agrupan los microorganismos
desprovistos de paredes celulares. Se han reunido en una clase aparte, el

Mollicutes que incluye dos familias: Mycoplasmalaceae y

Acholeplasmataceae. La primera familia tiene especies muy difundidas en la

naturaleza (suelo, aguas negras, carbén mineral, etc). Algunos

micoplasmas constituyen agentes etiologicos de enfermedades del hombre.

La segunda familia no tiene especies patégenas para el hombre,
reune a los micoplasmas libres o parasitos de algunas especies de
mamiferos y aves. En la Introduccion de la octava edicion del Manual se
advierte que mas adelante los taxones superiores seran cambiados de

disposicion, lo que permitira exponer una clasificacion de las bacterias:

REINO: Procaryotae

| DIVISION: Procariotas fototrépicos (Photobacteria)
CLASE 1: Fotobacterias azul verdosas.
CLASE 2: Fotobacterias rosadas (! grupo del presente esquema)

CLASE 3: Fotobacterias verdes.
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Il DIVISION: Procariotas indiferentes a la luz (Scotobacteria)

CLASE 1: Bacterias (grupos 2-17 del presente esquema)

CLASE 2: Bacterias obligadas intracelulares (rickettsias) (Grupo XVill del

presente esquema)

CLASE 3: Bacterias desprovistas de paredes celulares o micoplasmas

(Mollicutes) (Grupo XIX del presente esquema)

La clasificacion de las bacterias con la indicacion del género y la
especie sera expuesta en los apartados correspondientes de Ia Microbiologia

Especial.

3.1. Morfologia y Ultraestructura de las Bacterias

Las bacterias representan primordialmente organismos unicelulares
desprovistos de clorofila. De acuerdo con sus propiedades biologicas se
incluyen en las Procaryotae. Las dimensiones de las bacterias se miden en
micrometros (um) variando entre 0.1 — 0.15 um. La mayor parte de Ias

bacterias patogenas tienen dimensiones de 0.2 — 10 um.
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El tamario y la forma de los microbios no son constantes. Alteraciones
morfolégicas se observan en la mayoria de las especies bacterianas y se
deben a la acciéon del medio ambiente. Como regla, dichos cambios no son
hereditarios y reciben el nombre de modificaciones. No obstante, bajo
determinadas condiciones estables los microbios suelen conservar las

propiedades (dimensién y forma) caracteristicas para una especie dada, que

adquieren en el proceso evolutivo.

Segun su aspecto exterior, las bacterias se dividen en cuatro formas
fundamentales: esféricas (cocos, bastonadas (bacterias, bacilos y
clostridios), encorvadas (vibriones, espirilos y espiroquetas) y filiformes

(clamidobacterias).

COCOS: (Del Lat. Coccus: grano, microorganismos esféricos). Son
bacterias de forma esférica, oval (elipsoide), semejante a una judia o
lanceolada. Segtn su disposicion, el caracter de la division y sus
propiedades biologicas, los cocos se subdividen en micrococos, diplococos,

estreptococos, tetracocos, sarcinas y estafilococos.
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MICROCOCOS: (Del gr. Micro, pequefio). Se caracterizan por
distribucion solitaria, par o desordenada de las celulas. Son saprofitos,

distribucion solitaria, par o desordenada de las células. Son saprofitos,

habitantes del agua y del aire.

DIPLOCOCOS: (Del gr. Diplo, doble). Se dividen en un solo plano
formando parejas. Entre los diplococos se incluyen el meningococo, agente
etiolégico de la meningitis epidérmica y el gonococo, causante de la

gonorrea.

ESTREPTOCOCOS: (Del gr. Strepto, cadena). Se dividen en un solo
plano agrupandose cadenas de distinta longitud. Existen estreptococos

patogenos para el hombre que causan diferentes enfermedades.

TETRACOCOS: (Del gr. Tetra, cuatro) Se disponen en grupos de
cuatro, dividiéndose en dos planos mutuamente perpendiculares. Como
agentes etiolégicos de las enfermedades humanas se presentan con suma

rareza.
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SARCINAS: (Del gr. Sarcio, reino). Son de formas cocaceas que se
dividen en tres planos perpendiculares entre si, adquiriendo un aspecto de

paquetes compuesto por 8, 16 0 mas ceélulas. Con frecuencia se halian en el

aire. No se conocen especies patogenas entre las sarcinas.

ESTAFILOCOCOS: (Del gr. Staphyle, racimos). Son cocaceas y se
dividen en diferentes planos, formando cumulos irregulares. Algunas
especies de estafilococos poseen la capacidad de provocar enfermedades

en los animales y el hombre.

BASTONADOS: Las formas bastonadas o cilindricas se subdividen

en bacterias, bacilos y clostridios.

A las bacterias corresponden aquellos microorganismos bastonados
que, por regla general, no forman esporas (colibacilo, tifoidea, paratifoidea,

disentérica, difterica, tuberculosas y otras).

Entre los bacilos (del lat. Bacillus, bastoncitos) y los clostridios (del gr.
Kloster, huso) se incluyen ios microbios que en su mayoria forman esporas

(del heno, del carbunco, del tétanos, de la infeccion anaerobia y otros).
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Por su forma y tamafo, las bacterias suelen ser cortas (de la

tularemia), largas (del carbunco) y con los extremos redondeados (la mayoria

de las formas bastonadas) o puntiagudos (fusobacterias).

De acuerdo con la disposicion reciproca, las formas bastonadas se

subdividen en tres subgrupos:

1. Diplobacterias y diplobacilos, que se disponen en parejas a lo largo de la

célula (Bacterias de la neumonia).

2. Estreptobacterias (agente del chancro blanco) y estreptobacilos (bacilos

del carbunco).

3. Bacterias y bacilos que se distribuyen sin un sistema determinado (entre

ellos se encuentra fa mayor parte de las formas bastonadas).

Hay bacterias que presentan engrosamientos en sus extremos, que
recuerdan la maza (agente de la difteria); otras especies pueden formar

ramificaciones laterales (microbacterias tuberculosas y de la lepra). El
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BACTERIAS FILIFORMES: Las bacterias filiformes (sulfobacterias y

ferrobacterias) habitan en el agua. No existen formas patoégenas para el

hombre.

Ademas de las formas comunes antes mencionadas, se descubrieron

bacterias que presentan forma de triangulo o estrella.

Los microorganismos se caracterizan por su polimorfismo —
variabilidad individual- que se manifiesta en {a diversidad de formas celulares
e independientemente de la edad y el estadio de su desarrofio. Son muy
plasticos, cambiandose facilmente al someterse a la accion de diferentes
factores: metabolitos, agentes desinfectantes, preparados farmacéuticos e

inhibidores del organismo.

Con investigaciones de muchos anos los microbidlogos demostraron
convincentemente que las células de las primeras generaciones microbianas
que se cultivan en un medio fresco y 6ptimo para su desarrollo, se

diferencian de las generaciones sucesivas.
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El polimorfismo en las bacterias se presenta con mayor frecuencia si
éstas son cultivadas en medios artificiales. Como resultado de las
reacciones de respuesta de las bacterias provocadas por las propiedades
fisicas y quimicas del sustrato nutritivo, se forman ceélulas distintas por su

forma y tamano: muy aumentadas, abultadas, esféricas, conoideas o

filiformes e incluso filtrables. Tales modificaciones morfolégicas de las

bacterias estan vinculadas con la alteracién de {a sintesis de la membrana
bacteriana o el mecanismo de regulacion de su division celular. Segun ia
intensidad y profundidad de la accion ejercida sobre la célula microbiana, las

variaciones pueden ser hereditarias o no hereditarias.

La facultad de los microbios de variar bajo la influencia de diferentes
factores del medio ambiente se tiene en cuenta al hacerse el diagnostico de
taboratorio de las enfermedades infecciosas, en la preparacion de productos

biolégicos que se emplean con fines profilacticos y terapéuticos.

Por su estructura las bacterias (procariotas) se diferencian en lo
esencial de las células de los vegetales y animales (eucariotas). Los
procariotas son organismos haploides que contienen un genoma que no esta

separado del citoplasma por una membrana especial, carecen de
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mitocondrias y del complejo laminoso (aparato de Golgi) y son incapaces de

realizar movimientos ameboide. Estan constituidos de un nucleocide, el

citoplasma, que contiene diferentes inclusiones, la membrana y otras

estructuras.

A pesar de la aparente simplicidad de su estructura, la céluia

bacteriana representa un ser vivo extraordinariamente compiejo.

La ultra estructura de Ila bacteria se estudia con ayuda de
investigaciones microquimicas y valiendose del microscopio electrénico,
ambos métodos se han perfeccionado mucho en los ultimos afios, lo que
permite representar con bastante precisién la estructura y los componentes

constitutivos de los microorganismos.

NUCLEOIDE: El nucleoide (nucleoplasma o carioplasma) de los
procariotas constan de un ovillo de filamentos dobles de ADN, no esta
separado del citoplasma por membrana alguna y no se une a la proteina

basica de la célula bacteriana.
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A consecuencia de que el nucleoide bacteriano se diferencia por su
estructura y la funcién de los nucleos de los hongos, protozoos, celulas

vegetales y animales, para su denominacion se ha propuesto el término de

genoforo.

El nucleoide de las bacterias y los cianofitos (algas azulverdosas)
tiene un caracter difuso y esta lleno de fibrilas de ADN (de 3 — 5 mm de
diametro) dispuestos en forma de lazo cerrado. Esta localizado en el centro
del citoplasma, en contacto con la membrana citoplasmatica, los mesosomas
y los polisomas. Segtn la fase del desarrollo de la célula microbiana, el ADN
del nucleoide puede fener aspecto de filamentos, cordones, reticulo nudoso o

fino o bien de acumulaciones gruesas.

Las céiulas bacterianas que se encuentran en reposo tienen un solo
nucleoide, las que estan en la fase anterior a la division tienen dos y en la

fase logaritmica, cuatro o mas.

En las células de crecimiento activo el nucleocide tiene el mismo
coeficiente de refraccion de (a luz que el del citoplasma. La correlacion entre

la sustancia del genoma y ia dei citoplasma oscila entre los limites 1:2 a 1:10.
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La localizacién del nucleoide es posible mediante la reaccion microquimica

de Robinow y Feulgen para la determinacion del ADN o por medio de

investigaciones de los cortes extrafinos bajo el microscopio electrénico.

CITOPLASMA: EI citoplasma de las bacterias representa una mezcla
dispersa de coloides que contiene agua, proteinas, hidratos de carbono,

lipidos, compuestos minerales y otras sustancias.

El citoplasma tiene las inclusiones siguientes. granulos de volutina,
corpusculos de lipoproteidos, glicogeno, granulosa, acumulaciones de

pigmentos, azufre, calcio, etc.

Los granulos de volutina contienen metafosfatos; tiene dimensiones

oscilan entre 0.1 y 0.5 um.

Los corpusculos de lipoproteidos se encuentran en forma de gotas de
grasa con bastante frecuencia en diversos bacilos y espirilos. Su presencia

en el citoplasma se revela mediante la coloracion con sudan o fuscina.
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La importancia biolégica de los granulos de volutina y las inclusiones

lipoproteicas consiste en gque estos sirven de material nutritivo de reserva,

siendo utilizados por las bacterias al faltar sustancias alimenticias.

A las inclusiones intracelulares se refieren el glicbgeno y la granuiosa,
cuya presencia se demuestra tratando las células con una solucion de Lugol:
el glicégeno se tifie de color rojo pardo y la granulosa de azul grisaceo. En la
composicion de algunas bacterias se descubrieron inclusiones cristaloides de
naturaleza proteica, que resultaron ser muy téxicas para los insectos. En el
citoplasma de las sulfobacterias (Beggiatoa) que oxidan el sulfuro de
hidrogeno, el azufre se deposita en forma de gotas de estructura coloidal. El
azufre tiene también importancia energética y se utiliza en la

deshidrogenacion anaerobia.

El citoplasma de las sulfobacterias pertenecientes al género
Achromatium incluye granos de carbonato de calcio en estado amorfo cuya

funcion fisiolégica no se ha aclarado hasta el momento.

En el citoplasma hay vacuolas compuestas de distintas sustancias

disueltas en agua y envueltas por una membrana (tonoplasto) de origen
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lipoproteico. EI nimero de vacuolas en una célula varia entre 6 y 10,

llegando hasta 20 durante el periodo de crecimiento activo. La funcion

biolégica de las vacuolas hasta ahora permanece ignorada. Unos
investigadores las interpretan como lugares en los cuales se depositan los
productos nocivos del metabolismo (exotoxinas), mientras que otros les
atribuyen la funcién de enzimas adicionales de la respiracién. Es posible que

las vacuolas representen formaciones que aparecen en presencia de exceso

de agua.

El citoplasma de las microbacterias, estreptococos, Proteus,
actinomicetos, Clostridium y de otros microorganismos contiene rapidosomas
o microtubos. En las microbacterias cumplen la funcién de proporcionar
movimiento, permitiendo deslizarse por un sustrato sélido. Por su estructura
y dimensiones los microtubos de las bacterias se asemejan a los mismos de

los protozoos, asi como a los de las células vegetales y animales.

ENVOLTURA: La envoltura de las bacterias consta de una
membrana citoplasmatica, pared celular y de una capa capsular, que en

algunas especies de bacterias se transforma en capsula verdadera.
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La membrana citopasmatica colinda estrechamente con la superficie

interna de la pared celular. Su espesor es de 5 — 7.5 mm, representa una

estructura altamente organizada y especializada.

Constituida por tres capas: lipida, proteica y polisacanda. Una
pequefia cantidad de hidratos de carbono y otros compuestos. Cumple la
funcion de un tabique separador a través del cual con ayuda de las enzimas
(permeasas) se realiza el transporte continuo y activo de diferentes
sustancias e iones indispensables para la actividad vital de la célula. En las
membranas celulares estan localizados receptores de elevada sensibilidad
mediante los cuales las células reciben y transforman las sefiales que llegan
desde el medio circundante, diferenciando las sustancias nutritivas y los
diversos compuestos antibacterianos. La superficie de la membrana
citoplasmatica incluye sistemas enzimaticos activos que intervienen en la
sintesis de las proteinas, toxinas, fermentos, acidos nucleicos y otras

sustancias y en la fosforilacion oxidante.

| a pared celular de las bacterias tiene un espesor de 10 a 35 mm. Ei
material basico que compone la pared celular de las bactrias lo constituye la
capa glucopéptida (peptidoglicano, mureina y mucopéptido). En las paredes
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celulares de las bacterias grampositivas existe una capa de glucopéptidos

con acido tecoico localizado mas proximo a la superficie. Una de las

funciones principales de este acido es la fijacion de iones de magnesio y

conservar una concentracion elevada de cationes en la superficie de la

pared. En las células grampositivas la capa de glucopéptidos esta ligada a

otros componentes de la pared celular: lipoproteinas, fosfolipidos vy

lipopolisacaridos. La pared de las bacterias grampositivas consta de una
capa de mureina que contiene acido tecoico, M-proteina y glucopeptidos. La
rigidez de la mureina proporciona a ia bacteria una determinada forma. En
las bacterias gramnegativas la pared consta de tres capas: externa

(lipopolisacarida), intermedia (lipoproteica) e interna (glucopeptidica).

La pared celular es propia a las bacterias, actinomicetos, cianofitos
(algas azul verdosas) y rickettsias, faltando en las espiroquetas,
mixobacterias y micoplasmas. Gracias a la presencia de una pared sdlida las

bacterias poseen la capacidad de conservar una determinada forma.

CAPSULA: Bajo el efecto de diversos factores del medio algunos
microbios poseen la capacidad de formar, en la superficie de su cuerpo,

alrededor de la pared celular, una capa mucosa mas gruesa, que ha recibido
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la denominacion de capsulas se considera como una funcién de adaptacion

de los microorganismos. Los microorganismos patégenos provistos de
capsula son mas resistentes a la fagocitosis, la accion de los factores de
defensa del organismo y del medio exterior. La capsula no es un
componente imprescindible de la célula. Con ayuda de los fermentos la capa

mucosa puede ser eliminada sin causar dafio alguno a la céjula aunque

reduciendo sus propiedades patogenas.

La sustancia capsular de algunas bacterias determina su
especificidad de tipo, la cual esta condicionada por la presencia del compiejo

polisacarido.

La mayoria de los microorganismos tiene la capacidad potencial de
formar capsula sobre todo ai cultivarios en medios nutritivos que contienen
gran cantidad de hidratos de carbono. En las bacterias saprofiticas se
observa la formacion de una capsula comun que rodea varias ceélulas. Tales
acumulaciones de microorganismos agrupados dentro de una sola capsula

se llaman zoogleas.
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FLAGELOS: Las bacterias movibles se dividen en retadoras

(deslizables) y nadadoras (flotantes). Las bacterias del primer grupo se

desplazan con lentitud (se arrastran) por una superficie de apoyo mediante

contracciones onduiantes del cuerpo cambiando periodicamente la firna

celular. A éste se refieren Myxococcus, Beggiatoa y Thiothrix.

Las bacterias nadadoras se mueven libremente en medios liquidos.
Estan provistas de flagelos, que representan unas estructuras en forma de
hilos finos con un espesor que varia entre 0.02 y 0.06 um y una longitud

entre 6 y 9 um, alcanzando en algunos espirilos hasta 80 y 90 um.

Los flagelos estan constituidos por sustancias proteicas de tipo
flagelina, que pertenece a la clase de proteinas contractiles (queratina,
miosina y fibrinogeno), diferenciandose considerablemente de las proteinas
del propio organismo bacteriano. En la sustancia que compone un flagelo se
ha relevado lisina, acidos aspartico y glutamico, alanina y otros aminoacidos.
{ os flagelos se fijan al cuerpo de la célula de la pared celular y el interior, en

la membrana citoplasmatica.
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Con el microscopio electronico permitié revelar ia forma espiral de los

flagelos y su estructura helicoidal. E! filamento axial del flagelo consta de

finisimos hilos entrelazados y cubiertos con una funda proteica.

Segun la disposicion de los flagelos, ios microorganismos moéviles se

dividen en cuatro grupos:

1. Mondtricos, bacterias que poseen un solo flagelo en su extremo {vibrion

colérciso y bacilo del pus azul).

2. Anfitricos bacterias con dos flagelos situados en los dos polos o que

tienen un haz de flagelos en ambos extremos (Spirilium volutans).

3. Lofétrico, bacterias que tienen un haz de flagelos en un solo extremo

(bacilos de la leche verdiazulada y Alcaligenes faecalis).

4. Peritricos, bacterias que poseen flagelos distribuidos por toda la

superficie celular (E. Coli, salmonelias tifoidea y paratifoideas A y B).
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La clasificacion expuesta es condicional. Al estudia los flagelos con el
microscopio electrénico se ha comprobado que en algunos monétricos el
flagelo no se sitta en el extremo, sino en el lugar de transicion de la
superficie lateral a la polar. Como se ha establecido, las bacterias que antes
se consideraban monétricas tienen varios flagelos. Con respecto a los
anfitricos su existencia independiente es discutible. Se supone que no son

otra cosa que dos células que no se dividieron definitivamente y sus flagelos

estan localizados en los extremos distales.

El caracter del movimiento bacteriano depende del numero de
flagelos, edad y propiedades del cultivo, temperatura, composicion quimica y

otros factores. La movilidad maxima la presentan ios monétricos (60 um/s).

Existen ciertas especies microbianas dotadas de cilios (pestanas,
fimbrios y filamentos), que representan estructuras mucho mas cortas y mas
finas que los flagelos. Estos cilios cubren todo el cuerpo celular. Su
cantidad oscila entre 100 y 400 en cada célula. El tamafo de ios cilios es de
0.3 a 1.0 um de longitud y 0.01 um de espesor. Se supone que no son
organos de locomocion, sino que aseguran la fijacion de las células

microbianas a la superficie de ciertos sustratos. Se conocen 8 diferentes
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tipos de cilios. Se componen de proteinas. Los cilios, al igual que los

flagelos, no son estructuras imprescindibles de las células bacterianas.

ESPORAS Y ESPORULACION: Las esporas SON FORMACIONES
ESFERICAS U OVALES. La Esporulacion es uno de los estadios del ciclo de
desarrollo de determinados microorganismos que aparecio como resuitado
del proceso evolutivo en la lucha por la supervivencia de la especie. La
formacién de esporas es propiedad de algunos microorganismos,
preferentemente de los bastonados (bacilos y clostridios). A éstos
pertenecen los agentes del carbunco, tétanos, infeccion anaerobia,
botulismo, asi como las especies saprofiticas que habitan en el suelo, el
agua y el organismo animal. Es relativamente raro el fenéomeno de la
esporulacion en los cocos (Sarcina lutea y Sarcina urea) y en las formas

curvas (Desulfovibrio desulfuricans).

La esporutacion tiene lugar en el medio ambiente (en el suelo y los
medios de cultivo) y nunca se observa en los tejidos del cuerpo humano o de

los animales. Este proceso transcurre en cuatro estadios consecutivos:

1. Preparatorio
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2. De prespora

3. De formacién de la envoltura

4. De maduracion

Segun el caracter de su localizacién en la céiula de los bacilos y los

clostridios, las esporas se distinguen:

1. Centrales: situadas en el centro de la célula (agente del carbunco).
2. Subterminales: esta proxima al extremo (agente de botulismo, infeccion
anaerobia, etc.).

3. Terminales: situadas en el extremo del bacilo (agente del tétanos).

En ciertas especies de microorganismos esporogenos el diametro de
las esporas suporas supera al de la célula vegetativa. Si la localizacion de la
espora es subterminal, las bacterias adquieren la forma de huso, como
sucede en los clostridios de la fermentacion butitica (Clostridium bytyricum) y

otros.
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En el clostridio del tétanos el diametro de la espora también sobrepasa

a su grosor, pero ésta se sitia en un extremo, por lo que la bacteria adquiere

la forma de un palillo de tambor.

La propiedad de formar esporas se utiliza en la sistematizacion de los
microorganismos, asi como para la eleccion de los métodos de desinfeccion
de objetos, locales, productos alimenticios y otros. La esporulacion puede
desaparecer como resultado de pasajes frecuentes en medios frescos de

cultivo o al incubar a temperaturas elevadas.

3.2. Fisiologia de las Bacterias

A raiz del rapido desarrollo de la Genética, Biofisica, Bioquimica y la
Microscopia electrénica ha sido posible llevar a cabo investigaciones de los
procesos fisiologicos de las bacterias en el ambito molecular, valiéndose de
los métodos morfologicos, fisicoquimicos vy fisiologicos. El profundo analisis
de los datos referentes a la morfologia y fisiologia de las bacterias demostro
que éstas son organismos complejos de acuerdo con su estructura y

reacciones bioquimicas.
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Estos microorganismos se adaptan con bastante rapidez a las
distintas condiciones del medio ambiente gracias a la propiedad de poner en
marcha sus enzimas de adaptacion que se activizan bajo la influencia de los
sustratos del medio exterior. Todos los procesos vitales de las bacterias se

determinan por complejas estructuras que aseguran una autorregulacion, la

cual se da tanto | nivel molecular como celular.

3.3. Composicién Quimica de las Bacterias

La célula bacteriana consta de los organogenos siguientes: nitrogeno,
carbono, oxigeno e hidrégeno. Al nitrégeno corresponde del 8 al 15% del
residuo seco, al carbono el 45% — 55%, al oxigeno el 30% y al hidrégeno el

6% — 8%.

A partir de los diferentes elementos y sus compuestos, los
microorganismos sintetizan proteinas, nucleoproteidos, hidratos de carbono,
lipidos, complejos gluco-lipidos y gluco-lipido-proteicos, acidos nucleicos,

enzimas, vitaminas, etc.
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AGUA: El contenido de agua en el citoplasma de la mayoria de las
especies de bacterias oscila entre el 75% (E. Coli) y el 85% (Corinebacteria
diftérica, microbacterias tuberculosas y vibrion colérico). En las esporas de
bacilos y clostridios la concentracion de agua se halla entre los limites del

40% y 50%. Por su cantidad de agua constituye el componente principal de

la célula bacteriana encontrandose tanto en estado libre como fijada con los

demas componentes celulares. El agua fijada (combinada) en un

componente estructural del citoplasma y no puede hacer las veces de

disolvente.

El agua libre sirve de medio de dispersion para los coloides y de
disolvente para las sustancias cristalizadas; es fuente de iones de hidrégeno
e hidroxilicos y participa en las reacciones quimicas. Por ejemplo, los
procesos hidroliticos de la desintegraciéon de las proteinas, de carbono y
lipidos tienen lugar como resultado de la fijacion del agua a los mismos.

También es muy grande el papel de agua en los procesos de |a respiracion.

SUSTANCIAS MINERALES: En la composicion de las bacterias
entran sustancias inorganicas (fésforo, azufre, sodio, magnesio, potasio,
calcio, hierro, silicio, cloro y otras) y microelementos (molibdeno, cobalto,
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boro, manganeso, zinc, cobre y otros). E! contenido total de sustancias

minerales de las bacterias obtenidas en medios de cultivo comunes oscila

entre el 2% y el 14% de la masa microbiana seca. Sobre el papel que juegan

las sustancias inorganicas en la actividad vital de las bacterias.

RESIDUO SECO: EI componente organico en la materia seca de las
bacterias consta de proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos

y otros compuestos.

PROTEINAS: Del 50% al 80% de la sustancia seca de la célula
bacteriana esta constituida por proteinas, distribuidas en el citoplasma,

nucleoide, membrana citoplasmaética y otras estructuras celulares.

Las proteinas se componen de nucleoproteidos, cuyo grupo prostético
constituyen {os acidos nucleicos. El segundo componente de las proteinas lo
integran los lipoproteidos, en cuyo grupo, en calidad de prostéticos, entran
las grasas (lipidos) y sustancias similares a las mismas —los lipoides-. En la
célula, los lipoproteidos se encueniran en forma de inclusiones de

consistencia semiliquida. Los lipidos forman sobre la superficie
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citoplasmatica una membrana que regla el ingreso de sustancias al interior

de la célula bacteriana.

Entre las proteinas se encuentran también los fermentos o enzimas
que desempenan un importante papel en la actividad vital de los

microorganismos. Los fermentos poseen grupos prostéticos (activos).

El componente proteico del fermento (apofermento) desempefia ia
funcion de especificada, mientras que el grupo prostetico determina el
caracter de fa reaccion quimica. Algunos grupos prostéticos no estan
firmemente ligados a ia porcion proteica, por lo que pueden librarse con
facilidad de la misma; otros tienen la propiedad de fijarse a diferentes
proteinas. Este tipo de catalizadores no proteicos de reacciones
bioquimicas, que existe libremente, ha recibido la denominacion de con

fermentos o coenzimas.

ACIDOS NUCLEICOS: EI contenido de acidos nucleicos en la céluia
bacteriana depende de la especie de éstas y del medio nutritivo y oscila entre
los limites del 10% y 30% de la sustancia seca. Se conocen tres tipos de

acido: ribosémico (ARNr), de transferencia (ARNt) y la matriz (ARNm). El
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ARN ribosémico integra la composiciéon de los ribosomas, el de transferencia

transporta los aminoacidos a los ribosomas y la matriz asegura la secuencia

de los aminoacidos al integrar la cadena polipéptida de la molécula proteica.

El acido (ADN) se compone de adenina, guanina, citosina, timina,
acido fosforico y desoxirribosa. En la composicion del ARN se incluyen la
adenina, guanina, citosina, uracilo, acido fosforico y ribosa. La diferencia
entre ambos acidos nucleicos consiste en que el ADN tiene una base
nitrogenada, timina y desoxirribosa, mientras que en el ARN entran el uracilo

y {a ribosa.

No obstante, se ha establecido que existen desviaciones sustanciales
de dicha regularidad. En el B. Sublfillis se descubri6 una nueva base
nitrogenada — 5 — oxilmetiluracilo. En la composicién del ADN del fago en
transduccion (véase “Transduccion de las bacterias”, del B. Subtilis se revel6

uracilo combinado con desoxirribosa en forma de acido desoxiuridilico.

HIDRATOS DE CARBONO: EI contenido de hidratos de carbono y de
alcoholes polivalentes en los cuerpos bacterianos alcanza el 12% - 18% de la
sustancia seca. Entre ellos se incluyen:
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1. Alcoholes polivalentes

2. Oligésidos

3. Poliésidos

4. Oligopoliésidos neutros que contienen grupos N-acetilaminicos

5. Poliosidos acidos

6. Obligo y poliésidos en cuya composicion entra el acido salico

La masa principal de carbohidratos la compone el complejo de
polisacaridos libres o fijados a las proteinas o lipidos que se contiene en las
membranas celulares o la capa mucosa. El citoplasma de una serie de
bacterias posee una cantidad relativamente grande de inclusiones que se

asemejan al glicogeno a almidon segin su composicion quimica.

Los polisacaridos mediante hidrolisis acida liberan galactosa.
Glucosa, levulosa y otros monosacaridos. Las fracciones polisacaridas
determinan la tipo especificidad microbiana, que tiene exclusiva importancia
en el diagnéstico de laboratorio, elaboracion de vacunas, sueros terapéuticos

y diagnosticos.
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LIPIDOS: En las bacterias que no depositan grasa en forma de
inclusiones, los lipidos constituyen cerca del 10% del residuo seco (en las
orine bacterias diftéricas, el 5%). La cantidad de lipidos en las bacterias que

depositan grasa dentro de inclusiones especiales, alcanza hasta el 40%

(micobacterias tuberculosas). Los lipidos bacterianos estan constituidos por

acidos grasos libres (26% - 28%, grasas neutras, ceras y fosfolipidos.

3.4. Respiracion de las Bacterias

El aire atmosférico contiene aproximadamente el 78% de nitrégeno, el
20% de oxigeno y del 0.03% al 0.09% de acido carbonico. El nitrégeno
gaseoso puede ser utilizado exclusivamente por las bacterias fijadoras de
nitrégeno, el acido carbodnico se usa como unica fuente del carbono por las
bacterias autotréficas. El oxigeno juega un papel muy importante en el
metabolismo de la mayor parte de las especies bacterianas, tanto en la

respiracion como en la obtencién de energia.

La respiracion de las bacterias representa un complejo proceso que se
acompania del desprendimiento de energia que les es indispensable a los

microorganismos para sintetizar diferentes compuestos organicos. A
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semejanza con los animales superiores y las plantas. Las bacterias utilizan

el oxigeno para su respiracion.

El concepto de que la respiracion es un proceso de oxidacion de las
sustancias organicas por el oxigeno, con {a liberacion de energia, ha sufrido
grandes cambios con motivo del descubrimiento de las bacterias anaerobias,
incapaces de existir en presencia del oxigeno. L. Pasteur demostré que la
energia necesaria para la actividad vital de algunas especies de las bacterias

se obtiene durante el proceso de fermentacién.

Segun el tipo de respiracién los microorganismos se dividen en
aerobios obligados, microaerofilos, anaerobios facultativos y anaerobios

obligados.

Los aerobios obligados que se desarrollan en presencia del 20% del
oxigeno en la atmosfera, crecen sobre la superficie de medios liquidos y
solidos (brucellas, micrococos, microbacterias tuberculosas, hidrogeno del

sustrato oxidado al oxigeno atmosférico.
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Los microaerdfilos necesitan una cantidad mucho menor de oxigeno,
por lo tanto, una elevada concentracion de oxigeno aunque no los mata; sin

embargo, detiene su crecimiento (actinomicetos, leptospiras, brucellas y

otros).

Los anaerobios facultativos pueden reproducirse tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno molecular (la mayoria de los microorganismos

patogenos y saprofitos).

Los anaerobios obligados son microorganismos para los cuales la
presencia de oxigeno molecular es nociva, constituyendo un factor inhibidor
de su crecimiento (clostridios del tétanos, de la infeccion anaerobia, del

botulismo, etc.).

Durante el proceso de la respiracion las bacterias aerobias oxidan
distintas sustancias organicas (hidratos de carbono, proteinas, grasas,
alcoholes, acidos organicos y ofros compuestos). La oxidacion completa de
una molécula gramo de glucosa libera una cantidad determinada de calorias,

lo que corresponde a la reserva potencial de energia que se ha acumulado
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en la molécula del hidrato de carbono mediante fotosintesis en las plantas

verdes a partir del acido carbodnico y del agua.

En la oxidacion aerobia incompleta (parcial) se desprende una
cantidad menor de energia, de acuerdo con el grado correspondiente de

oxidacion.

Un representante tipico de los anaerobios facultativos de la E. Coli, la
cual en los medios que contienen hidratos de carbono, al principio se
desarrolia como bacteria anaerobia, desintegrando los hidratos de carbono
mediante fermentacion, para después comenzar a asimilar el oxigeno,
creciendo como aerobia, oxidando los productos de la fermentacion (acido

lactico) hasta formar acido carbdnico y agua.

Los anaerobios facultativos poseen importantes ventajas, puestos

que pueden vivir tanto en presencia como en ausencia del oxigeno.

La respiracion de los anaerobios se efectia por medio de la
fermentacion del sustrato, con ta formacion de una cantidad reducida de

energia. En la fermentaciéon de una molécula gramo de glucosa se produce
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una cantidad de energia mucho menor que en condiciones de la respiracion

aerobia.

3.5. Muitiplicacion y Crecimiento de las Bacterias

Por multiplicacién de las bacterias se entiende su capacidad de auto
reproduccion, aumento de!l numero de individuos por unidad de voiumen del
medio. E! crecimiento represenia el incremento de la masa bacteriana

mediante ia sintesis del material celuiar.

Las bacterias se multiplican por simple division transversal
(multiplicacion vegetativa), que se efectua en distintos planos formando
numerosas variantes de combinaciones (racimos, cadenas, parejas,
paquetes, etc.). Asi como por gemacion a traveés de la desintegracion de los
filamentos segmentados, la formacion de células semejantes a las esporas o

la produccién de conidios moviles infimos.
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CAPITULO IV

4. BACTERIOLOGIA ESPECIFICA

4.1. Cocos

Entre las especies de cocos patdgenos se incluyen los grampasitivos
(estafilococos y estreptococos) y los gramnegativos (gonococos vy
meningococos). Todos los casos mencionados poseen la propiedad de
provocar en el hombre procesos inflamatorios que se acomparnan de |a
formacién de pus, es por eso que recibieron la denominaciéon de cocos

piogenos.
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E! grado de organotropismo en los cocos varia. Su mayor

manifestacion se observa en los meningococos y gonococos y la menor, en

los estafilococos y estreptococos.

Los cocos pertenecen a las familias Micrococcaceae,

Peptococcaceae, Streptococcaceae y Neisseriaceae.

4.2. Cocos Grampositivos

4.2.1. Estafilococos

El Staphylococcus aureus fue descubierto por E. Koch (1878), aislado
del pus de un furinculo por L. Pasteur (1880) y estudiado detalladamente por
F. Rosenbach (1884). Los estafilococos se han incluido en la familia

Micrococcaceae.

4.2.1.1. Morfologia.- Los estafilococos tienen forma esférica, su diametro
es de 0,8-1,0 (0,5-1,5) um, situandose en acumulaciones desordenadas. En
los frotis del cultivo y de pus se observan cadenas cortas, cocos aislados y

formando pares.
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4.212. Cultivo.- Los estafilococos son anaerobios facultativos. Se

desarrollan perfectamente en los medios nutritivos comunes con pH 7,2-7,4 a

la temperatura de 37°C, siendo sus limites extremos para el crecimiento de

10 a 45°C. A la temperatura ambiente, en condiciones de buena aireacion,

con una luz difusa, los estafilococos elaboran pigmentos dorados, biancos,

amarillo limén y otros que son lipocromos. Los pigmentos son insolubles en
agua, disolviéndose bien en éter, bencina, acetona, cloroformo y aicohol. La

mejor produccion de pigmentos tiene lugar en el agar lacteo y patata a una

temperatura de 20-25°C.

En el agar de carne peptonado los estafilococos se desarrolian en forma de
colonias convexas de bordes regulares que poseen un diametro de 1 a 4
mm. Al examen microscopico las colonias tienen una estructura granulosa
con el centro solido y son opacas. Su coloracion depende de la clase de
pigmento elaborado por los microorganismos. Ademas de las formas de

colonias tipicas S, los estafilococos pueden elaborar ofras formas: R, Gy L.

Al crecer en el caldo de carne peptonado, los estafilococos producen
un enturbiamiento difuso que se convierte en precipitado. E£n ciertos casos,

al tener una aireacion suficiente, los estafilococos forman una pelicula sobre
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la superficie del caldo. Crecen muy bien en la patata y el suero coagulado.

Por io comun, al cabo de 1 6 2 dias a lo largo de los pinchazos hechos en la

gelatina se observa junto al abundante crecimiento, la licuacion del medio, el

cual al cuarto o quinto dia adquiere el aspecto de un embudo lteno de tiquido.

En el agar-sangre los estafilococos patogenos producen hemdlisis. Los

eritrocitos de conejo y carnero son los mas sensibles a la accién de la

hemotoxina estafilococica.

4.2.1.3. Propiedades Enzimaticas.- Los estafilococos eiaboran enzimas
proteoliticas y sacaroliticas, no producen indol en los cuitivos frescos, licuan
la gelatina, coagulan la leche y a veces el suero, reducen los nitratos a
nitritos, producen ureasa, catalasa, fosfatasa, segregan amoniaco, sulfuro de
hidrogeno, fermentan la glucosa, levulosa, maltosa, lactosa, sacarosa,
manita y glicerina formandose acido. Los estafilococos patégenos producen
arginasa, enzima capaz de desintegrar la arginina. Se ha demostrado la
relacton entre la actividad de elaborar la arginasa y el nivel de segregacion

de toxina «a.

4.2.1.4. Toxicogénesis.- Los estafilococos sintetizan mas de 25 proteinas,

toxinas y enzimas de patogenicidd. Las hemolisinas «, 3, 6 y y se
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caracterizan por su accion hemolitica, letal y dermonecrética. En los filtrados

de caldos culturales de algunas especies de estafilococos se registra la
presencia de enterotoxinas, sustancias que en el tracto gastrointestinal
producen intoxicaciones alimentarias. Los estafilococos producen
exofoliatinas que provocan el impétigo en los nifios, el pénfigo del neonato,
leucocidina, que destruye los leucocitos, mata a los hematoblastos de la
meédula Osea y a las células nerviosas. Ademas, los estafilococos poseen la
propiedad de coagular el plasma sanguineo. El caracter en lo tocante a ia
propiedad de coagular el plasma es relativamente estable y se utiliza para
diferenciar las especies estafilococicas patégenas de las no patégenas. La

coagulasa es resistente al calentamiento y puede ser extraida del cultivo de

caldo de estafilococos.

Los estafilococos producen fibrinolisina, que al anadirse al coagulo
sanguineo provoca su disolucion en 1 6 2 dias. Los estafilococos patogenos
elaboran la enzima hialuronidasa, destructora det acido hialurénico que entra

en la compaosicion de los tejidos conjuntivos.

La coagulasa, fibrinolisina, lecitinasa, hialuronidasa, estafiloquinasa,

desoxirribonucleasa, proteinaza, lipasa y fosfatasa pertenecen al grupo de
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las enzimas de patogenicidad. La lecitinasa destruye la lecitina, sustancia

que forma las envolturas de los eritrocitos humanos, de carnero y conejo. En
los cultivos estafilococicos se ha descubierto también un anticoagulante que
impide la coagulacion de la sangre. Esta sustancia se elabora en los
exudados inflamatorios que surgen en las enfermedades por estafilococos.

En los fitrados de los cultivos de estafilococos se han encontrado

hemaglutininas que provocan la aglutinacion de los eritrocitos de conejos.

Los estafilococos virulentos inhiben la actividad fagocitaria de los leucocitos.

Las sustancias que tienen tales propiedades son termostabiles, soportando

el calentamiento de hasta 80-90°C. La inmunizacion de los individuos que

padecen enfermedades estafilococicas cronicas provoca la elaboracion en la
sangre de aglutininas, precipitinas y opsonias especificas para cada cepa de

estafilococos en particular.

Muchas de las cepas de estafilococos producen penicilinasa

(B-lactamasa), que destruye los penicilinas.

La erotoxina estafilococica neutralizada con una solucion de
formaldehido a! 0,3-0,5% a la temperatura de 37°C durante 7-28 dias
provoca, al ser inyectada por via parenteral, al hombre y los animales, la
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sintesis de una antitoxina especifica que tiene la propiedad de reaccionar

con la toxina.

4.2.1.5. Estructura antigénica.- De los cuitivos de estafilococos se han

obtenido los polisacaridos A, By C.

El polisacarido A se ha extraido a partir de las cepas aisladas en los
enfermos con septicemia, furunculosis, osteomielitis, conjuntivilis aguda vy
otras. E! polisacaridoc B se halla en las células avirulentas de cepas no
patégenas. El polisacarido C contiene un antigeno especial. Los
polisacaridos A y B se diferencian también entre si por su composicion

quimica.

Los polisacaridos estafilococicos tienen una especificidad muy
marcada, lo que le permite dividir a los estafilococos en serovares; estos,
incluso en diluciones de 1:1 000 000, dan una reaccion de precipitacion bien
visible. El antigeno proteico es comun para todas las especies y tipos de

estafilococos.
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Mediante las reacciones de aglutinacion con los sueros
correspondientes se han distinguido varios serovares de estafilococos, no

obstante para un gran nimero de cultivos es imposible determinar su tipo

seroldgico.

De acuerdo con la clasificacion moderna, los estafilococos se dividen

en tres especies: Staph. aureus, Staph. epidermidis y Staph. saprophyticus.

Se distinguen mas de 40 fagovares y 10 serovares de estafilococos.
Algunas de las especies de la familia Peptococcaceae son estrictos
anaerobios. El Peptococcus Niger, Peptococcus anaerobius y Peptococcus
asaccharolyticus 'y otras representan, por lo general, especies
condicionatmente patégenas para el hombre, habitando en las mucosas
bucal, intestinal y de las vias urogenitales. En los individuos debilitados y en
los pacientes con enfermedades crénicas las micrococos anaerabios suelen

provocar distintas complicaciones.

4.2.1.6. Resistencia.- Los estafilococos se caracterizan por una resistencia
relativamente elevada a la desecacion, congelacion, radiacion solar y

sustancias quimicas. En estado seco viven mas de seis meses y en ei polvo

91
PUCESA



Soledad Saltos Tbarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

de cincuenta a cien dias. Las congelaciones y descongelaciones repetidas

no los matan; tampoco sucumben bajo la accion de {a radiacidon solar directa
al estar expuestos a la misma durante muchas horas. Pueden resistir el
calentamiento a la temperatura de 70°C mas de una hora. A la temperatura
de 80°C mueren a los 10-60 minutos y a la de ebullicion, enseguida; la
solucion de fenol al 50% les causa la muerte a los 15-30 minutos. Los
estafilococos tienen una sensibilidad muy alta a algunos de los colorantes de
anilina, especialmente al verde briliante, el cual se emplea con éxito en el
tratamiento de las afecciones purulentas superficiales de la piel. Los

estafilococos poseen gran resistencia a los preparados antibacterianos. E}

70-80% demuestra resistencia a unos cuatro o cinco preparados a la vez.

Tienen una resistencia cruzada a los antibiéticos del grupo de los macrolidos

(eritromicina, oleandomicina y otras).

4.2.1.7. Patogénesis en el hombre.- los estafilococos se introducen en el
organismo humano a través de los tegumentos cutadneos y las mucosas por
via aérea, gotitas de Flugge y polvo aéreo. La infeccion se produce no con

una variedad (variante}, sino con dos o mas.
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La patogénesis de las enfermedades estafilocécicas esta determinada,

tanto por las exotoxinas, como por {as propias bacterias.

En la génesis de las enfermedades por estafilococos tiene importancia
también el estado alérgico, el cual en un serie de casos es la causa de
formas clinicas de infeccion estafilococica muy graves que no ceden ante el
tratamiento. Practicamente, todos los 6rganos y tejidos pueden afectarse por

procesos inflamatorios debidos a los estafilococos.

En el hombre los estafilococos patogenos provocan hidroadenitis,
abscesos, panadizos, blefaritis, furinculos, carbunco, periostitis,
osteomielitis, foliculitis, psicosis, dermatitis, eccemas, piodermias croénicas,
peritonitis, meningitis, apendicitis, colecistitis, neumonias, enterocolitis,

piomiositis, conjuntivitis y estafilodermatitis de los recién nacidos.

Al desarrollo de las lesiones purulentas de ia piel y de la furunculosis
contribuyen la diabetes mellitus, fenilcetonuria, avitaminosis, distrofia
alimentaria, propensién a la sudoracion profusa, pequefio traumatismo
cutaneo de caracter profesional y las afecciones de la piel por sustancias
quimicas.

93
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

En muchos casos los estafilococos favorecen la aparicion de
enfermedades secundarias en la viruela, gripe, infeccion por herida, asi como
en las supuraciones postoperatorias. Entre las enfermedades que presentan

un peligro especial se incluyen las sepsis por estafilococo y la neumonia

estafilococica en los ninos.

Al ingerir productos alimenticios (requeson, queso, leche, torias,
pasteles, helado y otros) contaminados por los estafilococos patoégenos
aparecen las toxiinfecciones. La toxicogénesis ocurre con mayor rapidez en
la leche,. Mezclas lacteas, crema cocida, carne picada, conservas de

pescado y otros productos.

Los estafilococos juegan un gran papel en las infecciones mixtas: se
hallan junto a los estreptococos en las infecciones por herida, difteria,
tuberculosis, actinomicosis, anginas, gripe, paragripe y otras enfermedades

respiratorias agudas.

Debido a ia gran difusion de preparados antibacterianos, sobre todo
de los antibidticos, los cuales condicionaron que se produjera la seleccion de
las cepas resistentes, han tenido jugar grandes cambios en el grado de
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gravedad y de la propagacion de las afecciones por estafilococos. En todos

los paises del mundo se registra el incremento de la incidencia de dichas
enfermedades, infecciones intrahospitalarias en los hospitales de
maternidad, cirugia y de nifios, asi como el aumento del numero de
portadores entre el personal médico y la pobiacidon. Se observan casos de
contaminacion de los niflos por estafilococos que facilitan el desarrollo en
éstos de la estafilodermatitis vesicopustulosa, pénfigo, infiltrados, abscesos,

conjuntivitis, nasofaringitis, otitis, neumonias y otras enfermedades.

Se ha demostrado la rapidez con que los estafilococos adquieren
resistencia a los preparados quimicos y a los antibidticos, propiedad que se
debe a la presencia en los estafilococos de las plasmidas R, las cuales se
caracterizan por su transmisibilidad. La concentracion elevada de los
preparados medicamentosos en el organismo humano condujo a una
importante alteracién de su microflora y a la aparicion de cepas resistentes,
que ademas poseen una virulencia mas alta, asi como al surgimiento de las

formas L de estafilococos.
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4.2.2. Estreptococos

El estreptococo patogeno (Streptococcus pyogenes) fue descubierto
por T. Billroth (1874) en los tejidos en casos de erisipela y de las heridas
infectadas, de sepsis, por L. Pasteur y colaboradores (1880) y aislado del
pus por F. Rosenbach (1884). Los estreptococos forman parte de la familia

de las Streptococcaceae.

4.2.2.1. Morfologia.- Los estreptococos tienen forma esférica, sus
dimensiones oscilan entre 0,6 y 1 um, se disponen en parejas o cadenas,
son inmoviles, no forman esporas y son grampositivos. En los frotis de
cultivos en medios solidos lo mas frecuente es que los estreptococos se
dispongan en pares o cadenas cortas, mientras que en las extensiones de

cultivo en caldo, en cadena largas o acumulos.

En los cortes ultrafinos de los preparados se observa ta microcapsula
que se forma en las fases del crecimiento logaritmico y estacionario. Bajo la
microcapsula se sittan las tres capas de la pared celutar, seguidas por las
tres capas de la membrana citoplasmatica, la cual forma invaginaciones
hacia lo interior del citoplasma. La division celular comienza con la
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invaginacion de la membrana citoplasmatica, formandose luego un tabique.

Cada nueva divisidn se inicia antes de que termine la anterior, a causa de lo

cual se acumulan células periformes. El contenido de G + C en el ADN del

nucleoide es del 34,5-38,5%.

4.2.2.2. Cultivo.- Los estreptococos son anaerobios facultativos, pero
algunas variedades son anaerobias estrictas. La temperatura Optima
requerida para su crecimiento es de 37°C, oscilando entre 10 y 45°C. En
agar de carne peptonado el crecimiento de los estreptococos es dificultoso,
mientras que se cultivan bien en agar azucarado, agar-sangre, de suero y
caldo, siendo el pH del medio de 7,2 a 7,6. En los medios solidos forman
pequenas colonias (0,5 - 1 nm) opacas, grisaceos o blanco-grisaceos, de
consistencia granular y con bordes poco precisos. Las especies de los
estreptococos varian segun su propiedad de producir en agar-sangre
hemdolisis tipo {3 o tipo « con la zona clara o verde respectivamente gue rodea
a la colonia, debido a la transformacion de la hemoglobina en
metahemoglobina. Algunas especies no producen la hemolisis. En ei caldo
azucarado se desarrollan formando un precipitado de microgranulos adherido
a la pared o al fondo del recipiente y pocas veces provocan enturbiamiento
del liquido.
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a otros tejidos, especialmente las células hepaticas; su administracion

endovenosa causa la muerte rapida de los conejos y los ratones blancos.

4. Toxina eritrogénica termostabil, que tiene la propiedad de provocar una
reaccion cutadnea inflamatoria en las personas, cuya sangre carece de

antitoxinas.

5. Hemolisina «, que es segregada en el medio nutritivo.

Ciertas cepas virulentas de los estreptococos del grupo A producen
toxina cardiohepatica y nefrotoxina, esta dltima condiciona una

glomerulonefritis aguda.

Ademas, los estreptococos patogenos producen enzimas de la
patogenicidad hialuronidasa, con cuya accion del germen penetra en los
organos y tejidos del organismo animal contaminado, asi como fibrinolisina,
desoxirribonucieasa, ribonucieasa, neuraminidasa, proteinas, estreptocinasa,

amilasa, lipasa y nucleotidasa difosfopiridinica.

99
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la 4lora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

Las propiedades patogenas de los estreptococos estan condicionadas,

ademas de la exotoxina y las enzimas de la patogenicidad, por las

endotoxinas, las cuales se caracterizan por su termostabilidad.

4.2.2.5. Estructura antigénica.- E) estudio de la estructura antigénica de
los estreptococos consiste en los datos de las investigaciones serologicas.
F. Griffith utilizé para este fin la reaccion de aglutinacion de los
estreptococos. R. Lancefield empled la reaccidon de precipitacion con

extracto del sedimento del cultivo en caldo.

Del cultivo de estreptococos se han extraido cuatro fracciones
antigenicas. La sustancia M representa una proteina, con la cual se asocian
la virulencia y la inmunogenicidad. La sustancia proteica T esta compuesta
por antigenos O, K y L y se caracterizan por la especificidad de variante. La
sustancia C es un polisacarido, comun para todo el grupo de los
estreptococos hemoliticos. lLa sustancia P perlenece a la fraccion
nucleoproteica, no es tipica para el grupo de los estreptococos hemoliticos,
pero si para los demas grupos de estreptococos y estafilococos. Ciertos
estreptococos del grupo A y en parte del C sintetizan antigenos
extracelulares (toxinas). estreptolisina O, que es una proteina y la S, la cual
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estd compuesta de un complejo lipidoproteico, ambas poseen la propiedad

de provocar hemolisis.

A base de la reaccion de precipitacion que revela los hidratos de
carbono especificos del grupo, los estreptococos se clasifican en grupos
designados con las letras maytisculas desde la A hasta la H y desde la K

hastala T.

De las 21 especies conocidas de estreptococos, 5 no pertenecen a
ninguno de {os grupos antigénicos. Par la microbiologia médica representan
interés 6 especies, de las cuales se da una breve caracteristica en la

Tabla
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Tabla . Caracteres principales que distinguen las especies de

estreptococos

Formacion de | Formacioén de
Especie hemolisina fibrinolisina Desintegracién .
o [¢] S gelatina | aimidon | hipurato | esculina [ arginina
|
Str. pyogenes ;F + + - - - + +
Str. equisimilis + - + - + - + +
Str. sanguis - - - - - + +
Str. pneumorniae + - - - 0 0 o} 0
Str anginosus - - - - - - - -
Str.faecalis - - - - - + s +
______ 1o - . - . U SR R

Observacion: + significa 90/100% de las cepas positivas; - 90-100% negativas, + algunas de las
cepas son positivas y otras negativas; 0 no se diferencié.

E. Griffith clasificé los estreptococos hemoliticos aislados en los

enfermos en 51 serovares, de los cuales 47 los situd en el grupo A.

Este grupo es el que tiene mayor importancia en Ia patologia
infecciosa, ya que incluye 55 serovares M de estreptococos hemoliticos
aislados en enfermos y de la nasofaringe de los individuos sanos. Estas
serovares de estreptococos producen hemdlisis de tipo 3, elaboran una
toxina soluble, no crecen en caldo de bilis al 40% ni en agar bilis-sangre, casi
siempre fermentan la lactosa y [a salicila constantemente la trehalosa y
nunca la sorbita y fa glicerina, desintegran con frecuencia la manita y con

muy poca la rafinosa y fa inulina. Se detectan en los casos de angina,
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escarlatina, erisipela y de otros procesos inflamatorios. Entre las especies

condicionalmente patogenas se incluyen los estreptococos hemoliticos «

(Str. mitis, Str. salivarius, Str. sanguis y otros) y el Str. faecalis (grupo D).

De acuerdo con la clasificacion moderna de las bacterias, en ia familia
de las Strepfococcaceae se incluyen el Str. faecalis y el Str. pneumoniae, de

los cuales se da una breve caracteristica mas adelante.

Streptococcus faecalis.- El Strepfococcus faecalis (enterococo)
tiene células polimorfas, ovoides que se disponen en parejas o en cadenas
cortas. Algunos de los cocos poseen en forma ovalada o lanceolada. Sus
dimensiones oscilan entre 0,5 y 1 um de diametro. Se encuentran cepas qgue

contienen antigenos K (capsulares).

En los medios solidos el Streptococcus faecalis se desarrolia
formando colonias con bordes lisos. En caldo azucarado crecen provocando
enturbiamiento y precipitado. Ciertas cepas tienen movilidad activa,
producen un pigmento amarillo y elaboran fibrinolisina. Los limites de la
temperatura propensa para el crecimiento oscila entre 10 y 45°C y son

resistentes a las temperaturas elevadas (30 minutos a 60°C. Se desarrolian
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en un caldo de NaCl al 6,5% con pH de 9,6 en agar-sangre, con el 40% de

bilis o la cantidad equivalente de sales de bilis.

Los Str. Faecalis habitan en el interior del intestino del hombre y los
animales de sangre caliente. Tienen propiedades antagonicas con respecto
de las bacterias de la disenteria, fiebre tifoidea y paratifoidea, asi como de la
E. coli. En el intestino de los nifios su cantidad excede a la de la E. coli. Su
presencia se descubre en los casos de enfermedades del duodeno, la
vesicula biliar y las vias urinarias. El hecho de encontrar los enterococos
testimonia la contaminacion con heces fecales del agua, pozos negros y

alimentos.

Streptococcus pneumoniae.- Ei Streptococcus pneumnoniae
(Diplococcus pneumoniae) pertenece a la familia de los Streptococcaceae.
Durante muchos anos se le llamé neumococo. Son cocos lanceolados o gue
tienen forma poco alargada, alcanzan un diametro de 0,5-125 um,
disponiéndose en pares, pero a veces forman cadenas cortas o celulas
aisladas. En el organismo humano o animal poseen una capsula, son

grampositivos, aunque los cultivos jévenes y viejos son gramnegativos,
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carecen de movilidad y no son esporulados. El contenido de G + C en el

ADN del nucieoide constituye el 38,5-39%.

Estos cocos son anaerobios facultativos, la temperatura 6ptima en que

se desarrollan es de 37°C, alcanzando los limites extremos entre 28 y 42°C.

Se cultivan con dificuitad en los medios comunes, aunque lo hacen
perfectamente en agar-suero o agar-sangre con pH de 7,2 a 7,6, formando
colonias diminutas con un diametro de 1 mm. En agar-sangre presentan
pequefias colonias, redondeadas, humedas con la presencia de Ia
hamolisina « (zona verde). En caldo azucarado producen enturbiamiento y
precipitado. Crecen bien en caldo al afadir 0,2% de glucosa. No forman
capsulas en los medios artificiales, pero al afadirle proteina animal al medio

liquido contribuye a la aparicion de la capsula.

Dentro de la especie Str. Pneumoniae se incluyen 84 serovares que

solo se aglutinan con los sueros de tipo correspondiente.

Entre el ganado agricola se enferma de neumonia preferentemente ios

animales jovenes: terneras, cochinillos y corderos. Entre los animales de
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laboratorio los mas susceptibles son los ratones blancos, cobayos y conejos.

En el hombre el Strepfococcus pneumoniae de los serovares |, il y (i}

provocan neumonia crupal, que se caracteriza por un curso agudo y por el

caracter ciclico. Los neumococos pueden causar septicemia, meningitis,
lesion articular, endocarditis, otitis, peritonitis, rinitis, sinusitis maxilar, vicera

serpiginosa de la cornea, anginas y catarros agudos de las vias respiratorias

superiores.

Son de gran interes los estreptococos a (Str. Vindans), habitantes
permanentes de la boca y las fauces de los individuos sanos. En agar-
sangre producen la coloracion verde del medio, fermentan, por lo general, la
rafinosa y no fermentan la manita. Para el hombre y los animales su
virulencia es baja. Los estreptococos del grupo viridans se descubren en las
afecciones purulentas e inflamatorios de los dientes y las encias y provaocan

endocarditis subaguda.

Estreptococos anaerobios.- Los estreptococos anaerobios
(Peptostreptococcus putridus, Peptostreptococcus anaerobius, etc.) son

agentes etiologicos de las enfermedades puerperales seépticas (sepsis
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puerperal), se aislan también en diferentes afecciones purulentas vy

gangrenosas con olor a putrido.

4.2.2.6. Resistencia.- Los estreptococos se conservan largo tiempo a bajas
temperaturas, son resistentes a la desecacion y se mantienen vivos durante
varios meses en el pus y el esputo. A la temperatura de 70°C perecen al

cabo de una hora. La solucién de fenol al 3-5% los mata a los 15 minutos.

4.2.2.7. Patogénesis en el hombre.- La patogénesis de la infeccion
estreptococica se determina tanto por la accion de la exotoxina, como por las
propias células bacterianas. Para la aparicion y la génesis del proceso
estreptocdcico juega un enorme papel la sensibilizacion previa. Tales
enfermedades como las endocarditis, poliartritis, sinusitis maxilares, tonsilitis
cronicas y erisipela estan relacionadas con el estado general del organismo,
su reactividad variable, la cual en muchos casos se conserva por largo
tiempo, siendo una condicion primordial para que se desarrolien

enfermedades estreptococicas de evolucion cronica.

La contaminacion exégena por estreptococos (de individuos o

animales enfermos, alimentos u objetos infectados) tiene lugar a traves de
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los tegumentos cutaneos o las mucosas, asi como con el alimento que llega

al intestino. La via principal de contagio por estreptococos es la aérea y a

traves de gotitas de Fligge.

En el caso de Ila infeccion endogena, los estreptococos
condicionalmente patégenos que habitan en el organismo humano, al
debilitarse la resistencia natural de éste, provocan el desarrolio de procesos
purulentos e infecciosos: estreptodermitis, abscesos, flemones, linfodenitis,

cistitis, linfangitis, pielitis, colecistitis, peritonitis, faringitis y catarros.

Las infecciones estreptocécicas se clasifican en supuradas y no
supuradas. Entre las enfermedades supuradas provocadas por los
estreptococos se incluyen las infecciones agudas de las vias respiratorias
superiores, en particular, las neumonias, inflamacion eritematosa o erisipela
(inflamacion de las vias linfaticas), impétigo (infeccion cutanea muy
contagiosa) y angina (inflamacion de las mucosas de la faringe y las
amigdalas). Al penetrar en e} torrente sanguineo, los estreptococos
provocan un proceso séptico que evoluciona en forma grave. Estos

microorganismos, con mas frecuencia que otros, son causantes de la sepsis
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puerperal. Dentro del grupo de las enfermedades no supuradas se

encuentran la escarlatina, el reumatismo, etc.

Los estreptococos provocan infeccion secundaria en ia difteria, viruela,
tos ferina, sarampion y otras enfermedades. En los casos de las tonsilitis
créonicas, ademas de estreptococos desempefian un cierto papel los

adenovirus.

En tiempos de guerra al haber traumatismos los estreptococos se

infiltran en las heridas y favorecen el desarrollo de abscesos, flemones y

sepsis traumatica.

4.3. Cocos Gramnegativos

4.3.1. Gonococos

El agente etiologico de la gonorrea (Neisseria gonorrhoeae) fue

descubierto por A. Neisser en 1879 en los piocitos de la blenorragia y aislado

en un cultivo puro y estudiado detalladamente por E. BMU en 1885. Los
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gonococos se incluyen en el género Neisseria de la familia de Ias

Neisseriaceae.

4.3.1.1. Morfologia.- El gonococo es un diplococo. Su longitud es de 1,25
um y el diametro, de 0,7 a 0,8 ym. Constituye cocos pares, en forma de
semilla de judia, es gramnegativo, se situa intra o extraceiularmente, no
forma esporas y esta desprovisto de flagelos. El microscopio electronico
permite observar alrededor de los gonococos una pared celular de un grosor
de 0,3-04 um. Ef contenido de G + C en el ADN del nucleoide es de 49,5 —

49,6%.

Los gonococos se caracterizan por su polimorfismo. Se modifican con
relativa rapidez bajo la accion de preparados medicameniosos, perdiendo su
morfologia tipica y haciendose mas grandes, a veces se cohvierten en
grampaositivos, se disponen fuera de las células y adquieren formas L bajo el

influjo de la penicilina.

Si la enfermedad toma un curso cronico tiene lugar la autélisis de los
gonococos formandose células diferentes por su tamaio y forma (de tipo

Asch). La tendencia que tienen los gonococos a cambiarse
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morfologicamente debe tomarse en consideracion al efectuar el diagnostico

de laboratorio.

4.3.1.2. Cultivo.- El gonococo es aercbio o anaerobio facuitativo, no se
desarrolla en los medios comunes, pero si crece bien en los medios
compuestos por proteina humana (sangre o suero) con un pH del medio
entre 7,2 y 7,6; la temperatura 6ptima para el crecimiento es de 35 a 36°C

aunque se incuba a temperaturas desde 25 hasta 42°C.

Los mejores medios son el de agar-suero y el medio de Bayle. Con el
proposito de suprimir el crecimiento de la microflora concomitante a los
medios nutritivos se afaden polimixina o ristomicina. En los medios soélidos
los gonococos forman colonias transparentes y redondas de un diametro de
1 -3 mm. Los gonococos forman cuatro tipos de colonias: las colonias T1y
T2 son pequenias y las colonias T3 y T4 son grandes, las células de las

primeras son mas virulentas que las de las segundas.

4.3.1.3. Propiedades enzimaticas.- Desde el punto de vista bioguimico el
gonococo es poco activo, no tiene propiedades proteoliticas, fermenta la

glucosa formando acido y da reaccion positiva con la citocromooxidasa.

111
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
fentes de contacto de uso programadb porun tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

4.3.1.4. Toxicogénesis.- El gonococo no segrega exotoxina, pero si

endotoxina, que se elabora como resultado de la destruccion de las células

bacterianas. Esta toxina es toxica para el hombre y los animales

experimentates.

4.3.1.5. Estructura antigénica.- Los gonococos constan de dos complejos
antigénicos: proteico, comun con los antigenos proteicos del meningococo y

Str. Pneumoniae y los polisacaridos especificos del serovar.

4.3.1.6. Resistencia.- [Los gonococos tienen una gran sensibilidad al
enfriamiento, no soportan la desecacion, aunque estando dentro de una
espesa capa de pus o0 sobre objetos himedos viven hasta 24 horas. A la
temperatura de 56°C sucumben a ios cinco minutos, mientras que bajo la
accion de una sclucidn de nitrate de plata de 1 : 1 Q00 y de fenol al 1% en

unos minutos.

4.3.1.7. Patogénesis en el hombre.- La fuente de infeccion es la persona
que padece la gonorrea. La enfermedad se transmite por via sexual y a
veces a través de los objetos de uso corriente (panales, esponjas, toaillas y
otros). Las vias de penetracion del agente etiolégico son la mucosa uretral y
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en las mujeres la uretra y el cuello uterino. La gonorrea se acompana de la

inflamacién purulenta aguda de la uretra, del cuello uterino y las glandulas de
las porciones inferiores de ios organos. Genitales. No obstante, en el
proceso patdégeno pueden involucrarse también los otros oOrganos
urogenitales que se sittan mas amba. En las mujeres se presenta la
inftamacién del atero, las tubas uterinas y los ovarios y en nifias se desarrofla
la vulvovaginitis. En los varones se inflaman las vesiculas seminales y la
prostata, con la particularidad de que la enfermedad puede tomar un curso
cronico. Del cuello uterino los gonococos suelen pasar al recto. Entre las
formas extragenitales se incluyen la endocarditis, meningitis, artritis,
estomatitis, conjuntivitis y septicemias. El gonococo provoca conjuntivitis
gonococica — blenorrea de los adultos y los recién nacidos. A menudo en las
pacientes se observan simultaneamente los gonococos y las Tricomonas
vaginalis, encontrandose los gonococos protegidos con sus membranas
contra la accion de preparados medicamentosos, en los fagosomas de las
tricomonas. Las urelritis parecidas a las gonococicas pueden deberse a los
estafilococos, E. coli y otros microorganismos. El 30% de los casos de
blenorrea en los recién nacidos es provocado por tos estreptococos, £. coli,

clamidozoos y otros.
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4.3.1.8. Diagnostico de laboratorio.- Para el estudio microscépico se

disponen de la secrecion de la uretra, vagina, vulvo, cuello uterino, prostata,
mucosa del recto y conjuntiva, ast como el precipitado y los filamenios de ia

orina y el semen. Los frotis se colorean por el método de Gram y con azul de

metileno segun el método de Loffler.

La microscopia de los frotis no permite establecer con mucha
frecuencia el diagnastico, puesto que el material a investigar suele contener
otras bacterias gramnegativas del genero Veillonella, parecidas a los
gonococos. Los métodos de inmunofluorescencia (directo e indirecto) son de
mayor especificidad. En el método directo los microorganismos aislados se
tratan con los anticuerpos antigonococicos fluorescentes y en el indirecto se
utiliza el cuitivo de gonococos gue se trata con el suero del enfermo. Ei
complejo antigeno — anticuerpo se hace visible al ahadir el antisuero

fluorescente.

Si la investigacion microscopica no permite establecer el diagnostico,
se acuden a obtener el cultivo. Con este fin se hace la siembra det matenat a
investigar (pus, secrecion de la conjuntiva, sedimento de la orina, etc.}). En

los casos de las formas cronicas o complicadas de la gonorrea se practican
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las reacciones de fijacion de! complemento en frio, de hemaglutinacién

indirecta y la prueba alérgica.

Para prevenir la blenorrea en los recién nacidos se introducen 1 6 2
gotas de una solucion de nitrato de plata al 2% en el saco conjuntival en
todos los recién nacidos. En algunos casos (en los nifios prematuros) la
aplicacién de nitrato de plata no da buenos resultados. Surte buen efecto la
administracion de una solucion oleosa de penicilina al 3% en dosis de 2

gotas en el saco conjuntival. Los gonococos perecen a los 15 — 30 minutos.

A pesar del emplec de antibidticos de mucha eficacia, la morbilidad
por gonorrea tiende a incrementarse en todos los paises del mundo (Africa,
América, Sudoeste asiatico, Europa y otros). Ademas, aumenté el numero
de complicaciones: oftalmia gonocécica de los recién nacidos (bienorrea),
vulvovaginitis en las nifas, inflamaciones de los organos pelvianos

(salpingitis) y esterilidad en las mujeres.

La causa del crecimiento de la morbilidad por gonorrea depende de

factores sociales (prostituciéon, homosexualismo, efc.), del registro incompleto
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de los enfermos, el tratamiento incorrecto y la elaboracion de la resistencia a

los medicamentos de los gonococos.

El Comité de Expertos de la OMS recomienda incluir la infeccion
gonocacica en la lista de las enfermedades infecciosas sujetas a registro
obligatorio, estudiar con detalle la causa de la propagacién de las
enfermedades por gonococos en algunos paises de Africa, intensificar las
medidas referentes a la profilaxis de la blenorrea, elaborar criterios Unicos del
diagnostico clinico y de laboratorio de Ila infeccidon y los metodos para
determinar la sensibilidad de las cepas de gonococos difundidas con

respecto a distintos medicamentos.

4.3.2. Meningococos

El meningococo (Neisseria meningitidis) fue aislado del liquido
cefalorraquideo de enfermos de meningitis y sometido a un estudio detailado
por A. Weichselbaum (1887). EJ meningococo pertenece al género Neisseria

y la familia de tas Neisseriaceau.
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4.3.2.1. Morfologia.- El meningococo es un diplococo que mide 0,6 — 1 um

de diametro, tiene forma de una semilia de judia o de grano de café, cada
pareja de cocos se une entre si por su eje longitudinal por sus caras
coéncavas, mientras que sus lados externos son convexos, no forma esporas,
es desprovisto de capsula, flagelos, en los cultivos puros se dispone por
tétradas, en el exudado de pus se encuentra con mas frecuencia en el
interior de los leucocitos y con menos, fuera de los mismos. En los cultivos
frescos de la mayoria de las cepas los cocos tienen capsulas. El contenido

de G + C en el ADN de nucleoide es del 50,5 - 51,3%.

En el frotis de cultivo se hallan cocos pequenos y muy grandes que se
situan aisladamente, en parejas o de a cuatro. Los meningococos pueden
cambiar no solo su forma, sino también el caracter de la tincion segin el
metodo de Gram: en un mismo frotis entre los diplococos gramnegativos se

observan también las células grampositivas.

4.3.2.2. Cultivo.- El meningococo es aerobio o anaerobio facultativo, no
prolifera en cultivos comunes, pero si crece bien en medios con pH 7,2 — 7 4
a los que se anade suero. La temperatura éptima para su desarrolio es de
36 - 37°C y a 22°C no se desarrollan. En los medios solidos forma colonias
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débiles y transparentes que miden de 2 a 3 mm y en el caldo con suero

produce enturbiamiento dejando un precipitado en el fondo, al cabo de 3 — 4

dias en la superficie dei liquido aparece una pelicula.

4.3.2.3. Propiedades Enzimaticas.- Los meningococos no licuan la
gelatina, no coagulan la leche, fermentan la glucosa y maltosa formando
acido, poseen la actividad de oxidasa y no reducen los nitratos. Cabe
mencionar que las propiedades sacaroliticas indicadas y otras no estan bien

expresadas en el meningococo.

4.3.2.4. Patogénesis en el hombre.- La fuente de infeccion la constituyen
los enfermos o portadores. La infeccion se transmite por via aérea y gotitas
de Fligge. Las formas clinicas mas tipicas de la infeccion meningococica

son la nasofringitis, meningococemia y la meningitis séptica.
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CAPITULO V

5. SUGERENCIAS Y NORMAS PARA TRABAJAR EN UN LABORATORIO

5.1. Sugerencias Generales e Informacién

1. Lleve puesta una bata para proteger su ropa.

2. Antes de entrar a trabajar al laboratorio, Iéase el texto de los ejercicios
que va a realizar y haga el plan de trabajo con todo cuidado. Aprenda
como hay que hacer cada ejercicio y cuales son los principios

fundamentales que se tratan de poner de relieve.
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Cada sesion de laboratorio debera iniciarse con una corta explicacion y
periodo de instrucciones. No empiece a trabajar hasta que haya recibido
las instrucciones. Pregunte cuando no entienda el metodo o la finalidad
de algun experimento. La buena técnica de laboratorio depende

primordiaimente de que se sepa lo que se va a hacer.

Anote cuidadosamente todas sus observaciones, en el momento de
hacerlas. El examen de practicas se referira no solo a la informacion
proporcionada en este manual sino también a sus propias observaciones
y deducciones. Responda a las preguntas que hay al final de cada

ejercicio, utilizando las hojas para resultados.

Normas a seguir en el Laboratorio

Limpie la superficie de su mesa con una sclucidn de germicida, at

principio y al final de cada sesion de laboratorio.

Mantenga la mesa libre de todo lo que no sea esencial y al final de ia

sesion déjela limpia y libre de material y equipo.
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Ponga todo el material sélido usado en los cubos para este fin y el
material de vidrio, en bandejas. El beneficio que obtenga en el

laboratorio dependera en cierta medida de su técnica, orden y limpieza.

Debido a que algunos de los microorganismos con que va a trabajar son
patdégenos en potencia, es necesario desarrollar técnicas de asepsia al
manejarios y transferirlos. Evite el contacto de la boca con las manos y
las operaciones como fumar, comer o humedecer las etiquetas con la

lengua.

Dé cuenta inmediatamente al instructor de cualquier accidente tal como

cortaduras, quemaduras o derramamiento de cultivos. Tome todas las

precauciones posibles para evitar estos accidentes.

El Microscopio

La Microbiologia es la ciencia que se ocupa de los organismos vivos

demasiado pequefios para poder apreciarse a simple vista; por eso la

Microbiologia se desarrolld a partir de la intervencién del microscopio. Un

microscopio simple no es mas que una lente biconvexa, pero el
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microscopio compuesto emplea dos sistemas de lentes separados,

consiguiendo con ello mayores aumentos. Al ser el microscopio compuesto
un instrumento fundamental en microbiologia, el conocer los principios
basicos de ia microscopia y la pericia en el empleoc y manipulacion de este

instrumento, son requisitos imprescindibles para cualquier estudio en esta

ciencia.

Existen muchos tipos de microscopios compuestos en cuanto a su
construccion y manejo, pero todos se basan en los mismos principios
fundamentales. El microscopio, basicamente, consta de un sistema optico
(para aumentar) y un sistema de iluminacion (para visualizar adecuadamente
el objeto). Para comprender el funcionamiento de los sistemas opticos y de
ifluminacién hay que saber qué son la ampilificacion, el poder de resolucion y

la iluminacion, asi como también las relaciones gque existen entre ellos.

5.3.1. Amplificacién

La amplificacion es un microscopio compuesto, se obtiene mediante
dos sistemas de lentes. El situado mas cerca de la muestra, Hamado

objetivo, la amplifica y produce una imagen real. El ocular o sistema de
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lentes ocular, amplifica esta imagen real, dando una imagen virtual que es

vista por el ojo. La amplificacion total es igual al producto de las

amplificaciones producidas por el ocular y el objetivo.

El sistema de lentes objetivo es una combinacién de lentes convexas y
coéncavas, de tipos distintos de vidrio que corrigen las aberraciones
cromaticas y esféricas, inherentes a las lentes convexas simples. Los
microscopios de la mayoria de los laboratorios de bacteriologia poseen tres
objetivos: el objetivo seco de pocos aumentos (16 mm), el objetivo seco
de muchos aumentos (4 mm) y el objetivo de inmersion (1.8 mm). (E!
objetivo que se desea emplear se coloca en su sitio, girando ia pieza llamada
revolver). Los 16, 4 y 1.8 mm indican la distancia focal de cada objetivo.
Cuanto mas corta es la distancia focal dei objetivo, es mas corta tambien la

distancia de trabajo, es decir, la que hay entre la muestra y el objetivo.

La lente objetivo enfoca los rayos de luz procedentes de [a muestra,
formando una imagen real dentro del tubo del microscopio. La imagen real
se amplifica posteriormente por el sistema de lentes oculares, el cual esta
situado en el extremo del tubo y esta formado por dos lentes. La mas baja o
lente de campo, coloca la imagen real en el plano focal de la mas alta o

123
PUCESA



Soledad Saltos 1barra Comportamiento de {a Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

5.3.2. Empleo del microscopio

1. Con la muestra en la parte superior, coloque un portaobjetos en la platina
y sitite cuidadosamente, sobre el agujero que hay en el centro de la

platina, la parte que s vaya a examinar.

2. Ajuste la fuente de luminacion hasta que pase la mayor cantidad de luz a
través de la muestra. Aproxime al portaobjetos el tubo del microscopio,
que tiene seleccionado el objetivo de pocos aumentos, con ayuda del
tornillo de enfoque grosero, hasta que les separe una distancia de

aproximadamente 0.60 centimetros.

3. Observe por ei ocular y ievante ientamente el objetivo, con ayuda del
tornillo de enfoque fino, hasta enfocar groseramente la muestra. No
intente nunca enfocar bajando el objetivo mientras estéd mirando por el
ocular. Enfoque totaimente la muestra con el tornillo de enfoque fino.
Ajuste el diafragma iris y el dispositivo condensador hasta que la
intensidad de la luz sea la mejor, ni demasiado brillante ni demasiado

apagada.
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4. Despues de examinar la muestra con el objetivo de pocos aumentos,
coloque el objetivo seco de muchos aumentos, girando el revélver hasta
que el objetivo encaje en su sitio se oira un golpe eco). Antes hay que
asegurarse de que la porcion de la muestra que se desea observar esta
exactamente en el centro del campo que abarca el objetivo de pocos
aumentos. Esto es necesario porque el diametro del campo del
microscopio, en grandes amplificaciones, es proporcionalmente menor
que bajo pocos aumentos. Advertencia: no toque las lentes de los

objetivos.

5. Observando a través del ocular, levante lentamente el tubo del
microscopio con el tornilio de enfoque grosero hasta enfocar,
aproximadamente, la muestra. Después, enfoque claramente por medio
del tornilio de enfoque fino. Recuerde que nunca debe intentarse enfocar
la muestra bajando el tubo del microscopio mientras se esta mirando por
el ocular. Siempre hay que bajarlo observando lateralmente las lentes
objetivo y después se enfoca levantando lentamente el tubo. Una vez
enfocada la muestra, ajuste el espejo y el diafragma iris para conseguir

una imagen to mas clara posible.
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6. El enfoque con el objetivo de inmersion debe ser mas cuidadoso que con

los otros objetivos, pero el procedimiento es esencialmente el mismo.
Empiee primero el objetivo de pocos aumentos para localizar ia parie de
la muestra que va a examinar. Hay que procurar, en este caso, que la
colocacion de la parte que se va a observar en el centro del campo del
objetivo de pocos aumentos sea lo mas exacta posible, puesto que el
diametro del campo es mucho menor con el objetivo de inmersion que
con cualquiera de los otros objetivos. Levante el tubo y cologue el
objetivo de inmersion girando el revolver hasta que encaje este objetivo.
Coloque ahora en el portaobjetos una gota de aceite de inmersién, en la
parte que esta debajo del objetivo. Baje cuidadosamente el objetivo,
observando lateraimente, hasta que se sumerija en el aceite.
Precauciones: el objetivo no debe tocar el portaobjetos. Enfoque
mirando por el ocular y empleando el tornillo de enfoque fino, levantando
el objetivo hasta que aparece la imagen, la cual lo hard enseguida,
puesto que Ila distancia de trabajo del objetivo de inmersién es
relativamente corta. Una vez obtenida, trate de conseguir una imagen, io
mas nitida posible, enfocando mejor con el tornillo de enfoque fino y
ajustando también el espejo y el diafragma iris hasta tograr la iluminacion
optima.
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Después de emplear cada vez el objetivo de inmersion, hay que limpiar el

aceite que queda en las lentes del objetivo, con un papel especial (puede

servir papel de fumar).

5.3.3. Precauciones especiales

Para mantener limpio el microscopio y las lentes:

1. No tocar nunca las lentes: si se ensucian éstas, limpiarlas suavemente

con el papel de fumar.

2. No dejar el portaobjetos puesto, cuando no se esta usando el

microscopio.

3. Limpiar siempre el objetivo de inmersion después de usarlo. Si,
involuntariamente, los objetivos de pocos aumentos se manchan de
aceite, limpiarlos inmediatamente con papel de fumar. Si el aceite se ha
secado o endurecido en las lentes, se puede limpiar con el papel
humedecido con xilol. Precauciones. un exceso de xilol puede disolver
el cemento que une las lentes.
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4. Mantener seca y limpia la platina de! microscopio. Si se derrama sobre

ella algun liquido, secarla con un pafo. Si se mancha con aceite,

limpiarla con un pafio humedecido con xilol.

5. No inclinar el microscopio cuando se esta trabajando con aceite de
inmersion. Este puede caer al sistema mecanico de la platina de donde

es dificil limpiarlo, o puede gotear al condensador y alli solidificarse.

6. Cuando no se usa el microscopio, guardario cubierto y en su caja.

Para evitar la rotura del microscopio:

1. No forzarlo nunca. Todas las conexiones deben funcionar suave y
facitmente. Si algo no funciona bien, no intentar fijarlo uno mismo, sino

llamar inmediatamente al instructor.

2. Las lentes objetivo no deben tocar nunca ios portaobjetos.

3. No bajar el tubo del microscopio con el tornillo de enfoque grosero

mientras se esta mirando por el ocular.
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4. No intercambiar los objetivos o los oculares de microscopios distintos vy,

bajo ninguna circunstancia, se deben separar las lentes frontales de los

objetivos.

5. Cuando no se usa, guardar el microscopio en su caja. Dejarlo con el
objetivo de pocos aumentos colocado y asegurarse que la parte

mecanica de la platina no sobresalga del borde de la misma.
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CAPITULO VI

6. EL CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran formando
poblaciones mixtas de una gran variedad de tipos diferentes. Sin embargo,
el desarrollo de la microbiologia se ha conseguido mediante el estudio de
especies aisladas, crecidas en medios desprovistos de cualquier otra forma
de vida contaminante. Estas técnicas no son generalmente necesarias para
el estudio de tas plantas superiores y de los animales, sino que son propias

del estudio del mundo microbiano.

Al igual que los demas seres vivos, 10S microorganismos necesitan
nutrientes apropiados asi como condiciones ambientales favorables. En

primer lugar, el medio de cultivo debe contener aquellos nutrientes
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esenciales para el crecimiento de una determinada especie microbiana. En

segundo lugar, el medio debe suministrar, asi mismo, las condiciones
ambientales necesarias para el crecimiento, es decir, el pH adecuado,
presion osmotica, oxigeno, etc. Si pensamos en la gran variedad de
materiales que los microorganismos pueden aiterar, comprenderemos que
muchas sustancias diferentes les serviran como medio de cultivo.

Esencialmente todos los medios de cultivo se encuentran en una de estas

dos formas: caldo o medio liquido y medio sélido.

Como {a mayor parte de nuestros estudios en el laboratorio se realizan
con cultivos puros —es decir, con una sola especie microbiana-, debemos ser
capaces de esterilizar un medio de cultivo y conservarlo en condiciones
estériles, desprovisto de cualquier otra forma de vida. Al mismo tiempo
debemos ser capaces de inocular este medio estéril con un cultivo puro de
microorganismos, evitando las contaminaciones externas. Este ltimo

procedimiento se denomina comunmente técnica aséptica.

Ya que cualquier medio inmediatamente después de su preparacion
contiene microorganismos procedentes de los ingredientes, de las superficies

de los utensilios y del material de vidrio debe esterilizarse —es decir, tratarse
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Durante la siembra, se mantiene el tubo en la mano izquierda y se
sostiene el tapon o capuchdn entre los dedos de la mano derecha.

Precaucién. no debe depositarse nunca un tapon. Mantener el tubo lo mas

cerca posible de la horizontal durante la siembra. Las bocas de los tubos de

donde tomamos los cultivos y las de aquellos donde van a ser transferidos,
deben también flamearse inmediatamente anfes y después de que la aguja
sea introducida y sacada. Ademas de destruir cualquier organismo del borde

del tubo, ef flameado tiende a crear corrientes de conveccion hacia fuera,

decreciendo asi el riesgo de contaminacion.

Ya que la mayor parte dei trabajo del bacteridlogo se efectua con
cultivos puros, debemos subrayar la importancia de las técnicas utilizadas

para la inoculacion y dominarlas.

Después de inoculado, un cultivo bacteriano es conservado o
incubado en un lugar apropiado para el crecimiento. En nuestro caso,
crecimiento significa el desarrollo de una poblacién de células a partir de
una o pocas células. La masa de las células hijas llega a ser visible a simple

vista, bien como una opacidad —enturbiamiento- en medio liquido, o como
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una poblacion aislada —una colonia- en medico sélido. El aspecto del

crecimiento ofrece un medio para diferenciar especies microbjanas.

Una manera facil y comoda de hacer un medio solido es anadir un
agente solidificante a un medio liquido, el cual se solidificara al enfriarse. El
agente solidificante empleado mas frecuentemente, con una gran diferencia,
es el agar, sustancia obtenida a partir de un alga marina y disponible en
estado de pureza en forma de polvo seco. El agar puede deshidratarse
facilmente, anadirse al medio antes de la esterilizacion por el calor y el medio
sdlido resultante puede conservarse en tubos de ensayo o en matraces. Es
de facil manejo en el {aboratorio y, verdaderamente, parece estar hecho a
medida para uso del bacteridlogo. Aunque las diferentes clases de agar
varian considerablemente en sus propiedades fisicas, el punto de fusion es
generalmente de 97°C - 100°C. Asi, medios de agar sélidos pueden licuarse
para su uso hirviéndolos. Al enfriarse, los medios conteniendo agar se
solidifican alrededor de los 42°C. Si deben inocularse antes de su
saolidificacion, se enfrian corrientemente hasta 45°C - 47°C, temperatura que
por un corto tiempo no afecta a la mayoria de las bacterias. Una vez

solidificado, el medio con agar puede incubarse a cualquiera de las
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diferentes temperaturas que utilizan corrientemente los bacteridlogos (hasta

70°C) sin licuarse.

Quimicamente, el agar es un galactano, un carbohidrato complejo,
formado por moléculas de galactosa y resistente a la accion degradativa de
la mayoria de las bacterias. Generalmente se utiliza a una concentracion de
1.5 por 100. Sin embargo, cuando se utiliza para sembrar por estria, una
concentracion de 1.8 por 100 da un medio mas duro, mas facil de inocular.
El agar no se afnade a los medios como alimento, sino solamente como un
agente solidificante. Ofros agentes solidificantes empleados para fines
especiaies son la gelatina —que se usa a una concentracion de 12 — 15 por
100, es liquida por encima de los 25°C y es hidrolizable (licuable) por
muchas bacterias- y el gel de silice —una sustancia utilizada para el cultivo
de organismos autotrofos, cuando debe excluirse la presencia de materia

organica en el medio.

Las siguientes series de ejercicios pretenden familiarizarle con las
formas mas comunes de los medios de cultivo —caldo comun y agar nutritivo-

y su uso en el cultivo de las bacterias. Al mismo tiempo aprendera a
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resembrar asépticamente los cultivos microbianos, asi como tos métodos de

aislar cultivos puros y de contar poblaciones microbianas.

6.1. Tubos con Agar Inclinado

El agar inclinado es simplemente un tubo de ensayo conteniendo un
medio con agar que, durante su enfriamiento, se coloco inclinado. El
contenido de un tubo asi tratado se solidifica con una superficie inclinada,
que se puede inocular facilmente con una aguja o asa. El agar inclinado
constituye un medioc adecuado para el cultivo de microorganismos,
especialmente de aquellos aerobios y anaerobios facultativos. Algunas
caracteristicas de los cultivos como la formacion de pigmentos, se observan

mas faciimente sobre cultivos inclinados.

El método de agar inclinado y otro método para el cultivo de
microorganismos sobre medio sélido, el agar para siembra por picadura, se
utilizan corrientemente para la conservacion de stocks de cultivo. El titimo

método es preferible cuando se necesitan condiciones mas anaerobias.

137
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la -lora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

En la segunda técnica, se comienza nuevamente con la gota, se
hacen dos o tres estrias paralelas, se flamea el asa, se hacen dos o tres
estrias en anguio recto con las primeras, se flamea nuevamente el asa y se
repite el proceso. Asi se obtienen los mismos resuitados que antes, es decir,

la dilucion del cultivo. En algun lugar a lo largo de la extension, deberan

aparecer colonias aisladas.

6.2. Incubacion de las Placas de Agar

Debido a la elevada concentracion de agua en el agar, se forma aigo
de agua de condensacién durante la incubacion de las placas de Petri. La
humedad puede resbalar desde la tapa a la superficie del agar y extenderse,
provocando una masa de crecimiento confluente, impidiendo la formacion de
colonias individuales. Para evitar esto, las placas de Petri se incuban

rutinariamente invertidas.

6.2.1. Observacion

Se estudia el crecimiento en las placas de agar durante la incubacion.

Se observan las diferencias en el tamafio, forma y aspecto de las colonias.
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El operador debe verificar si su técnica para obtener colonias aisladas fue

eficaz. La placa control sirve como medida de la esterilidad del medio y de la

eficacia de la técnica; no debera presentar colonias.

6.3. Aislamiento de un Cultivo Bacteriano

Habiendo preparado con exito placas para siembra por estria y para
siembra en masa, se pueden transferir ahora las celulas de diferentes y bien
separadas colonias, a tubos con caldo estéril. Estas células, después de
incubacion, daran en cultivo puro, esto es, células de una sola especie. La
pureza de este cultivo debe comprobarse sembrandolo por estria en una
segunda placa. Si todas las colonias que crecen sobre esta segunda placa

tienen el mismo aspecto, tenemos probablemente un cultivo puro.

6.4. Conservacion de los Cultivos de Laboratorio

Un cultivo microbiano se puede conservar para evitar la necesidad de
hacer subcultivos o de transferirlo a medios frescos a intervalos frecuentes.
Para ser apropiado, cualquier medio de conservacion debe permitir el
maximo de supervivencia de la poblacion con poco o ningin cambio genético
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y fisiolégico. En principio, todos los métodos estan basados en la

bacteriostasis, es decir, en el mantenimiento del cultivo sin crecimiento o

reproduccion. La mayoria de los métodos emplean la refrigeracion o la

desecacion (o ambos) para lograr este estado latente.

La conservacion a corto plazo puede conseguirse mediante una gran
variedad de métodos diferentes, segun las caracteristicas de cada especie
particular. Los microorganismos aerobios pueden conservarse durante
meses sobre tubos de agar inclinado refrigerados. Con algunos anaerobios
facultativos, para los cuales el oxigeno puede ser nocivo, es mas adecuada
la conservacidon en cultivos refrigerados sembrados mediante ia técnica de
agar picadura. El agar picadura se prepara como se ilusira. Un tubo de agar
fundido estéril se solidifica en posicion vertical y seguidamente el medio se
inocula introduciendo la aguja de inoculacion en el centro del agar. Durante
la incubacion, se desarrolla un nucleo de crecimiento. Para excluir el
oxigeno aun mas y evitar la evaporacion, puede aplicarse sobre la superficie
del agar una capa de aceite mineral estéril, después de lo cual el cultivo se
conserva en el frigorifico. Los anaerobios estrictos se cultivan y conservan
en medios fuertemente reducidos, tales como el caldo tioglicolato o el medio
de carne picada. Si el organismo que se conserva libera acido como un
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producto metabdlico, el medio empleado debera estar siempre bien

taponado.

Aunque los cultivos refrigerados, segun acabamos de describir,
permanecen viables durante varios meses, los meétodos por refrigeracién no
son apropiados para la conservacion a largo plazo porque tales stocks
deberian ser resembrados periddicamente y, Io que es mas importante, por la
posibilidad de que cultivos refrigerados durante largos periodos
experimenten mutaciones. Estas dificultades pueden ser superadas en gran
parte. Por ejemplo, aquellas células que pueden resistir la congelacion o la
deshidratacion, pueden mantenerse en un estado iatente durante largos
periodos congelandolas o desecandolas. Desgraciadamente, muchas
especies microbianas no sobreviven a la congelacion o a la deshidratacion
ordinaria. El método mas utilizado para una conservacion de
microorganismos, a largo plazo, es la técnica de congelacion-desecacion
llamada liofilizacidon. En este proceso el cultivo microbiano se suspende en
leche estéril, suero sanguineo, o alguna sustancia protectora equivalenie en
un frasco o tubo de vidrio, se congela rapidamente con una mezcla de nieve

carbonica y alcohol y, a continuacion, se deseca completamente, estando
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aun congelado. Finalmente, el recipiente conteniendo et cultive desecado se

cierra a la llama.

Estos cultivos desecados pueden conservarse en los frascos durante
varios afios. Con la liofilizacion sobrevive un elevado porcentaje de la
poblacién microbiana; de este modo hay poca o ninguna seleccion de las
variantes genéticas mas resistentes de la poblacion. La relativamente
elevada supervivencia que proporciona esta técnica en comparacion con
otros métodos de conservacion, es consecuencia de una combinacion de los
efectos protectores del medio de suspension y de la desecacion del cultivo

en estado congelado.
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se las da contraste en color respecto al medio que las rodea, con lo cual son

mas visibles. Algunos colorantes sirven para demostrar estructuras internas
de las células, que de otra manera serian invisibles. Ademas, para emplear
el objetivo de inmersion del microscopio y, asi conseguir las mayores

amplificaciones, conviene usar preparaciones tenidas, mas que moniajes

htimedos.

Aunque las bacterias no aparecen muy distintas del medio que ias
rodea, difieren mucho quimicamente. Esta diferencia quimica es lo que
permite distinguir fas bacterias por tincion, pues generalmente el colorante

reacciona con la célula bacteriana pero no reacciona con su medio externo.

Por eso, las ventajas principales de la tincion son:

1. Proporciona contraste entre el microorganismo y el medic que le rodea,

permitiendo diferenciar varios tipos morfologicos.

2. Permite el estudio de estructuras internas de la célula bacteriana, tales

como paredes celulares, vacuolas o cuerpos nucleares.
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3. Permite al bacteridélogo emplear mayores amplificaciones.

La amplia gama de colorantes de que dispone actualmente el

bacteridiogo, se emplea en métodos que son modificaciones de las técnicas

de tincion basica.

A. Tincién simple

1. Colorantes basicos

2. Colorantes acidos

3. Colorantes indiferentes

B. Tinciones diferenciales

1. Tincion de Gram

2. Tincién de acido-resistentes

C. Tinciones de estructuras

1. Feuigen (para material nuclear)
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2. Tincion de endosporas
3. Tincion de pared celular

4. Tincion de fiagelos

5. Tincion de capsulas

D. Pruebas microquimicas para materiales de reserva

1. Glucdégeno
2. Lipidos

3. Volutina

7.1.1. Técnicas de Tincion Diferencial

La tincién simple se basa en que las células bacterianas difieren,
desde el punto de vista quimico, de su medio externo y por eso se tifien
contrastando con su alrededor. Los microorganismos también difieren
quimica y fisicamente entre si y por eso reaccionan de una manera distinta
frente a un determinado procedimiento de tincion. Este es el fundamento de
las tinciones diferenciales. Asi se puede definir la tincion diferencial como
un meétodo para distinguir tipos de bacterias.
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7.1.1.1. La Tincién de Gram.- La tincion de Gram, la mas empleada en

bacteriologia, es una tincion diferencial. Por este método se pueden separar

las bacterias en dos grupos: Gram positivas y Gram negativas.

El distinto comportamiento en la tincion se cree que es debido a
diferencias en las capas superficiales o pared de los dos tipos de células. En
general, los organismos Gram positivos reaccionan de manera diferente que

los Gram negativos frente a muchos agentes fisicos y quimicos.

En la técnica de Gram se emplean cuatro soluciones. un colorante

basico, un mordiente, un agente decolorante y un colorante de contraste.

Se ha visto anteriormente lo que es un colorante basico. Un
mordiente es una sustancia que aumenta la afinidad o atraccion entre la
célula y el colorante, es decir, de alguna manera ayuda a que se fije el
colorante a la célula. Ejemplos de mordientes son los acidos, bases, sales,
sales metalicas y la solucién yodo yodurada (lugol). Una celula se tifle mas
intensamente bajo la accion del mordiente. También es mucho mas dificil

lavar el colorante después de aplicar el mordiente.

147
PUCESA



Soledad Saftos Ibarra Comportamiento de {a Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en [a ciudad de Ambato

Un agente decolorante, como el nombre indica, es una sustancia que
retira el colorante de la célula tefiida. Algunas células tefiidas se decoloran
mas facilmente que otras. En ia tincion de Gram y en otras tinciones

diferenciales, es el distinto comportamiento en ia decoloracion, lo que sirve

para diferenciar las bacterias.

El contraste es un colorante de color distinto al del principio. La
mision del contraste es dar a las células decoloradas un color diferente al de
las células que no se han decolorado. Los organismos que no se decoloran
faciimente retienen el color del colorante basico inicial. Los que se decoloran

facilmente, toman el color de contraste.

En resumen, la tincibn de Gram comprende los siguienies pasos.
Primero, se tifien las céluias con un colorante basico. Seguidamente se
tratan con un mordiente, por ejempla, lugol. Después se tratan las células
con un agente decolorante, como el alcohol. Las células que retienen el
colorante basico después de este tratamiento se llaman Gram-positivas y
aquellas que se decoloran son las Gram negativas y pueden volverse a tefiir

con un colorante de contraste.
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Tabla . Etapas en la Tincion de Gram

T RESULTADOS
PASO METODO Gram + Gram -
Tincion inicial Cristal violeta durante Se tifnen de violeta Se tinen de violeta

Mordiente

Decoloracién

Contraste

30 segundos

tugol durante 30
segundos

Alcohol de 95%, durante
10-20 segundos

Safranina durante 20-30
segundos
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Permanecen violeta Permanecen violeta

Permanecen violeta Se decoloran

Permanecen violeta Se tifien de rosa
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CAPITULO Vill

8. PREPARACION DE MEDIOS Y METODOS DE ESTERILIZACION

8.1. Medios

En microbiologia se usan muchos tipos de medios. Estos medios
varian ampliamente, de acuerdo con las necesidades particulares de los
organismos estudiados. A veces, se hace una distincion entre medios

complejos y medios definidos.

8.1.1. Medios complejos

Contienen lo necesario para el crecimiento, en forma cruda, es decir,

que no se conocen todos los componentes de los medios ni se sabe las
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cantidades exactas en que estan presentes. Muchos de los componentes de

fos medios complejos son digeridos acidos o enzimaticos de diversos tejidos
vegetales, carnes, caseina y células de levadura que, segun ia sustancia de
que se trate, proporcionan fuentes ricas en polipéptidos, aminoacidos,
vitaminas o sales minerales. Ejemplos especificos de tales componentes de
los medios son las peptonas o triptonas, que son hidrolizados enzimaticos de
proteinas animales; y, el extracto de levadura, que es autolisado de levadura,
rico en vitaminas del complejo B. En estos digeridos crudos suelen estar
presentes aigunos carbohidratos, aunque muchos de los medios complejos

se suplementan luego con un azdcar adicional, generalmente glucosa.

8.1.2. Medios definidos

Son aquelios que ofrecen lo que se requiere para el crecimiento, en
forma de productos quimicos relativamente puros y a una concentracion
conocida. Varian de acuerdo con las necesidades nutricionales de cada
organismo en particular. Los componentes esenciaies de un medio para el
crecimiento de heterotrofos que no sean muy exigentes, tales como
Escherichia coli, son sales inorganicas y fuentes de carbono y de nitrogeno.
Un medio definido adecuado para £ Coli podria contener CINH,;, SOsMg,
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POH,K, POsHna; y glucosa. Oftros elementos esenciales tales como el

hierro, manganeso y cobre, en general estan presentes en cantidades

suficientes para el crecimiento, como contaminantes de los productos
quimicos. La glucosa proporciona energia y una fuente de carbono y el
cloruro armonico sirve de fuente de nitrogeno. Un heterétrofo mas exigente,

carente de las posibilidades sintéticas de £. Cofi, podria requerir la adicion de

varias vitaminas, aminodcidos, purinas y pinmidinas.

Los medios de cultivo deben estar ajustados a un pH adecuado. Esto
se suele hacer antes de la esterilizacion, aungue a veces debe realizarse a

continuacion de fa esterilizacion.

La esterilizacion de los medios de cultivo se logra generalmente
calentandolos en un autoclave a 121°C a una almosfera de presion de vapor,

durante 15 - 30 minutos.
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8.1.3. Método

8.1.3.1. Manejo del esterilizador con presion a vapor o autoclave

1. Liene el esterilizador con los matraces de caldo nutritivo preparados en el

ejercicio.

2. Cierre bien la puerta o tapa.

3. Abra la valvula (salida del aire) para permitir que el aire existente en el

recinto salga empujado por el vapor que se produce.

4. Abra la valvula de suministro de vapor. Esta deja pasar el vapor a la

camara de esterilizacion, a través de una conduccion de vapor.

5. Vigile el termdmetro hasta que la temperatura se acerque a los 100°C
(212°F) y luego cierre la valvula primera. Casi todo el aire y el agua
condensada deberian haber sido expulsados de la camara al llegar este
momento. (Nota: En algunos modelos la valvula se cierra
automaticamente, por control termostatico).
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6. Continte vigilando el termémetro, comprobando que la temperatura sigue
subiendo. El vapor puro a una atmosfera de presion no puede pasar de
100°C, debe estar a presion para sobrepasar los 100°C. La mayoria de
los modernos autoclaves poseen, sin embargo, reguladores de presion

ajustables, mediante los cuales puede ser controlada la presion maxima

y en consecuencia la temperatura maxima.

Los autoclaves para la esterilizacioén de rutina en el laboratorio suelen ser
de una atmosfera de presion, dando una temperatura de 121°C (250°F).
Esta sirve para la esterilizacion si se mantiene durante quince minutos.
Cuando la temperatura alcanza ios 121°C, se empieza a contar el tiempo

de esterilizacion.

Observe que el termometro mida la temperatura del vapor en la linea de
descarga. Si el aire no ha sido totalmente eliminado del autoclave, aun
cuando el manometro marque 15 Ib de presion, ia temperatura no habra
alcanzado los 121°C. Por ello, es esencial medir el tiempo de
esterilizacion a partir del momento en que el termometro aicanza los
121°C, en lugar de cuando se tiene una lectura correspondiente a 15
libras de presion (1 atmésfera).
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7. Para abrir el autoclave al final de la esterilizacion, todo lo que hay que
hacer es cerrar {a valvula de entrada de vapor y esperar a que la presion
que marque el manometro, sea cero. Si los materiales que se estaban
esterilizando no contenian liquidos, pero solamente si no contenian, se
puede abrir la valvuia para eliminar la presion mas rapidamente. Si
dentro del recinto del autoclave hay liquidos, esta repentina liberacién de
la presion los hace hervir dentro de los recipientes, humedeciendo los
tapones y haciéndolos salir lanzados. Por tanto, cuando se estan
esterilizando liquidos es siempre necesario dejar que la presion baje
gradualmente. La mayoria de los autociaves modernos, muchos de los
cuales son totalmente automaticos, estan equipados con mecanismos
autométicos de cierre en las puertas, los cuales no permiten abrir éstas

hasta que la presién ha bajado.

8. Cuando el manometro indica que ya no hay presion de vapor, puede abrir
la puerta y sacar el material. Si éste puede alterarse debido a un

calentamiento prolongado o por evaporacion, debe enfriarse enseguida.
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8.1.4. Algunos factores de la esterilizacién con vapor a presién

Temperatura.- Las endosporas bacterianas son las formas de vida
mas resistentes a la muerte por el calor y solo puede alcanzarse una
temperatura que sea mortal si el vapor esta sometido a presion. Una
temperatura de 121°C proporciona un buen margen de seguridad si se

mantiene durante el periodo de tiempo conveniente.

Humedad.- La coagulacién del protoplasma bacteriano (proteinas,
enzimas, etc.) a temperaturas moderadas, requiere humedad y cuando ésta
se elimina, la temperatura requerida para la coagulacion se eleva
rapidamente. A medida que el vapor se halla sobrecalentado se hace
tambien mas seco y por ello las temperaturas y los tiempos de exposicion
requeridos para la esterilizacion deben aumentar par acercarse a los de la
esterilizacion con aire caliente (170°C durante una hora). Par tanto, el vapor
excesivamente calentado puede perder parte de su eficacia como agente
letat. Ademas, las temperaturas mas elevadas pueden causar detrimento en

los materiales que se van a esterilizar.
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1. Agua Peptonada

Ingredientes:

v Bacto peptona

v Cloruro de sodio (Cl Na)
v Agua destilada

Preparacion:

En un matraz tenemos 100 mi de agua destilada, se adicionan 1 gramo de Ia

Bacto peptona y 2 gramos de Cloruro de sodio.

2. Saboraud

Ingredientes:

Agar Saboraud
Agua destilada
Papel aluminio
Espatula
Balanza
Cocineta

Agitador

b N N N N N N N N

Autoclave
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Preparacion:

Teniendo en cuenta que el peso especificado en el medio de cultivo es de
1 000 ml = 65 g, se realiza el calculo correspondiente y se pesa 9.75 g de
agar saboraud, en un papel aluminio, ayudada por una espatula esterilizada:
en un matraz colocamos 1560 ml de agua destilada y adicionamos los 9.75 g
de saboraud. Revolvemos con el agitador mientras esperamos que hierva,
agitando constantemente.

Sacamos la preparacién y le damos un tratamiento térmico de esterilizacion

de 121°C a 15 PSI.

PROCESO DE LA TOMA DE MUESTRA

Materiales:

Fenol

Mechero de Bunsen

20 tubos de ensayo con 3 ml de H,O peptonada cada uno
1 caja de hisopos

1 tubo de ensayo con 2 mi de H,0 peptonada

20 tubos de ensayo con 10 m! de agar saboraud

20 pipetas

AN NN Y N N NN

20 cajas Petri con agar sangre en un lado y agar chocolate en el otro

lado
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Procedimiento:

Esterilizamos la camara de asepsia con fenol, prendemos el mechero de
Bunsen; los pacientes ingresan a la camara de asepsia uno a uno,
cuidadosamente con el hisopo tomamos una muestra de la conjuntiva buibar
y tarsal de un ojo al azar; ese hisopo se le coloca en el tubo de ensayo
previamente rotulado y se le agita para que la muestra se desprenda y se le

deja en reposo por 30 minutos.

Después de tomadas todas las muestras, con las pipetas se toma 1 ml de la
muestra diluida en el H,O peptonada, se vierten 0.50 mi en el agar sangre y
0.50 ml en el agar chocolate; lastimosamente no todas las cajas petri
contaban con el agar chocolate, sino con el agar Maconkey y son las
siguientes: , M7, M10, M15, M16 y posteriormente se toman otros 0.50 mi

para verter en el medio de cultivo saboraud.

INCUBACION DE LAS MUESTRAS

Tomamos las cajas Petri y los tubos con las siembras y les colocamos en ia
incubadora a 37°C; pasadas 24 horas se realiza el volteo de ias cajas y se

les deja por 48 horas mas para que cumplan con su ciclo de crecimiento.
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CONTEO DE COLONIAS

Con el cuenta colonias se determina el nimero de colonias, forma, tamano,

superficie y borde existentes en cada medio de cultivo.

Las tinciones realizadas para establecer especies bacterianas fueron

explicadas en el Capitulo Vil

HIPOTESIS

Enunciado:

La flora bacteriana ocular sufre cambios, como consecuencia del uso de
lentes de contacto de uso programado, por un tiempo mayor al determinado

por el fabricante.

Variables:

VI : Uso de lentes de contacto de uso programado

VD: Comportamiento de la flora bacteriana ocutar.
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CUADRO 1. CUANTIFICACION DE COLONIAS BACTERIANAS

Flora Normal Toma Primer Mes Toma Segundo Mes
M 5 ccC M cC M , cc
| i
1 2 1 4 1 : 8
2 16 2 20 2 22
3 | 4 3 7 3 | 10
4 = 1 | 4 1 4 | 3
5 . 5 - 5 | -
6 89 6 100 6 100
7 100 7 100 7 110
8 : 24 8 30 8 42
9 | 84 13 80 | 13 100
10 | 32 16 i 24 2 16 30
11 ; 5 10 ; 9 15 20
12 100 11 ! 100 20 9
13 61 12 70 17 18
14 31 1% 18 19 30
15 19 18 7 9 100
16 18 !
17 48
18 26
19 4
20 100 |

FUENTE: Datos obtenidos de 20 pacientes en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria en Alimentos de la U T.A.

ELABORADO POR: Soledad Saitos Ibarra




Soledad Saltos Ibarra

®

@

Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor

al determinado por ef fabricante. en la ciudad de Ambato

CUADRO 2. DESCRIPCION DE LAS COLONIAS DE LAS BACTERIAS

BORDES Y SUPERFICIES

GRUPO TOTAL

PRIMERA TOMA

SEGUNDA TOMA

| sregelar onduiadc, sa

| ___AGARSANGRE AGAR CHOCOLATE AGAR SANGRE AGAR CHOCOLATE AGAR SANGRE i AGAR CHOCOLATE
M1 crouar enterc (sa circular entery elevada VM1 croular emerd tsa arcuan erterc isa V1 coculas enterc isa C.oiuias erero ssa
- M2 crouar gntet Is3 crculas anduacs. ksa M2 croular everd bsa arcuiar erterc isa SVZ o ocrouiar enlets lisa coulan eniero rsa
i M3 crouiar emterc ks crcular entery 1sa M3 croular ctuacdo, isa warcular erterc 1.sa - M3 Crcu'ar enters. isa CIIuaT entero 1sa
i M4 crovar enterc lsa circula reguar, isa M4 croular ener2 ksa CRCLar erterc |sa M4 crcuiar enters isa cirzular. ertero 1sa
FM5  ountforme enters ksa . puntforme, entero. lisa : MS M§ '

MG fusiforme emterd 4sa " fusiforme, entero. 1sa M6 circular enterc isa cwcular, enterc, |-se M6  circuler enters, hsa i circular entero lisa
FaM7 fusforme enters isa 1 fusiforme, enfero. isa ¢ M7 orcular enterc tsa * crcular. erterc, |-sa M7 circular enterc, hsa circular entero lisa
M8 ‘usiforme entero sesa puntfore entero seca "M8  crouar enterc ise fusforme. envere hsa i M8 ciroular enierc hsa crroufar entérn isa
WS coular entsro s circular arterd iisa M13 arcuar enteo isa crcuian erterc |sa ©M13 cicular eners Isa cirular eniivg 153
F¥1C “usdorme pbulade 'sa fustorne obuado Hisa M16 fusforne emere isa owcuiar erterc hsg V18 crcular emers Fsat crowac entifg isa
M1t fusiforme kbulake 1sa tusforre .obuiace Isa M10 circuar ented isa” crcuar erterc sa V15 crcuar enterc Isa” crodar enterg 1sa
M12 requiar andulacc rugosa  cirowar enlers 1sa M1% circular entero. isa crco@r erters isa W20 crcsar edterc hsa . croddar entero 1sa
M13 puntiforme jobuado sa p-ntforme tobuado. rsa M1Z ourtforme enteo, sz creular erters isa M17 orcuar enterc. ksa . crcular emtero isa
M14 croutar, enfero. ksa i circuiar entern iisa M14 crcular. entero, isa crcular. ertery isa M19 orcusar. enterc. isa | circudar entero 153
FM15 requiar ondutadc ‘sa | irregular, ondutadc, Wsa M18 circwac, ertero. iisa aroular entero lisa M3 purtforme. enero. isa i circwdar. entero isa
FM16 croular entero ksa | croular entera isa ; '

M17 Duntforme entero ¥5a i punuforme enterc. 1isa

M18 puntforme. crcuia® wEosa | puntfome creular rugosa

M19 circulo entero. lisa i orcular anters hsa

M26 regular. ondulads rugosa |

FUENTE: Datos obtenidos de 20 pacientes en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

ELABORADO POR: Soledad Saltos Ibarra

NOTA: Por un error involuntario las muestras
primera toma y en las muestras 15 y 16 en la segunda toma.

7, 10 se cultivaron en agar Maconkey en vez de agar chocolate, en la
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Soledad Saltos Ibarra

‘W

Comportamiento de la Flora Bacienana Ocular, utilizando

lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor

al determinado por el fabnicante, en (a ciudad de_ Ambato

CUADRO 3. DESCRIPCION DE COLONIAS DE LAS BACTERIAS

COLORES

: GRUPO TOTAL PRIMERA TOMA SEGUNDA TOMA
L i
L AGAR SANGRE | AGAR CHOCOLATE | AGAR SANGRE . AGAR CHOCOLATE AGAR SANGRE AGAR CHOCOLATE
[ | : :
; M1  bierec cema l tlanca amanlio toma‘e M1 zera rosace Clance tomate M*  regro. crema danco Dignco nego
' M2 barco blanca M2 -esado blance -osade. amanio MZ  rosado tlanzo ceme banco
M3 barco amano omnate blanco emaniic M3  oparco amanic *amate. blence i MZ  amanio ‘tmats dlance Tlznco amanke
M4 parco b:anco M4 zance : olanco, amenily | M4 zreTs banco Zlenco tomate
['M5 barco crema M5 | MS
MG banco, amanilo bianco rosado i M6 amanko. tomite tomate. blanco ros&do M6 pianco. tomate crema " torrate crema, blancc
M7  Dbanco, rosado. amariio - blanco rosado amarilio : M7 blance, rosade * amanllo. banca M7 rosago, amanil> tomate | f0sada. amemio blanco
M8 blanco. rosaco, amarkc negro  crema, Blanco ' M8  blance. amanlo crema. negr. blanco M8  necra, blanco tomate ! blanco rosado
M3 banco. aranio bianco amanlic " M13 -0sado tomate tlarca msage M3 amantio dlarco. tomate tor~ate crema blance
"M1) barce amanko rosado banco amanlio M15 bancc amanic . émanlc rmsaco . M*5 blance rosado amario aranko biance
I M1* amaric Irema £amkc rosace M13 pancc * tlarce crema M15 amanbo zreme* zmanlo cremna
I M12 cema blanco ama-ko crema tlance ¥1* aTark rosadc . emanic bancs M20 rosa blance tianco tomate
M13 danco blanca temate M12 crema blance rosaqae biancc M17 crema. tcmate blanco crema omate olarct
M14 tomate. anmaniio blanco tomate amanlio M14 tomate planco . blancc, regre crema M9 blanco amarillo - brenca amaniio
I"M15 penco. tomate aratio : crema biance M'8 rosade panco blance. tomate M9  blance negro tomate | toraate banco
FM16 Hanco | btanco ;
M17 Danco | blanco |
M8 diarco. tomate | blanco ;
M“9 blanco. rosado crema oSAco amanio
M2C barcg J blanco amaniic i
| 1

FUENTE: Datos obtenidos de 20 pacientes en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

ELABORADO POR: Soledad Sailtos Ibarra

NOTA: Por un error involuntario las muestras

primera toma y en las muestras 15 y 16 en la segunda toma.
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando

lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor

al determinado por ef fabricante, en la ciudad de Ambato

CUADRO 4. CLASES DE BACTERIAS
GRUPO TOTAL PRIMERA TOMA SEGUNDA TOMA

M1 Staf {(—)tetra (-} dipio () M1 Staf {—)tetra (-} diplo () M1 Staf (~) tetra (-} diplo (—) micro (+)
M2  Streptob (-—) micro (+) M2  Streptob (~-} M2  Streptob (——) micro (+++)
M3 Staf (+++) micro (++) strepto (+) diplo (+) ;M3  Staf. {+++) strepto (++) diplo (+) M3  Staf (++++) strepto (++) diplo (+)
M4 micro (+++) celular 000 §M4 Staf. (+) micro {+++) M4 Staf (+) micro (+++)
M5 I M5 M5
ME  Staf (+++) dipio (~) M6  Staf. (+++) dipio (—) M6  Staf. (++++) diplo (—) micro (+)
M7  Staf (+++) strepto (+) diplo (+) M7  Staf (+++) strepto (++) M7 Staf. (+++) strepto (++)
M8 Staf (++)diplo (+) M8  Staf. (++)diplo (++) M8 Staf. (++++) dipio (++)
M9  Staf. (++) micro (+) M13  Staf. (=+) micro {(++) M13 Staf. (++) micro (+++)
M10 Staf. (+++) diplo (++) M16 Staf. (+++) M16 Staf. (++++)
M11 Staf (++) strepto (+) M10 Staf (~+) strepto {+) M15 Staf. (+++) strepto (+)
M12 Staf {+++) micro (++) M11 Staf. (~++) micro (+) M20 Staf. (+++) micro (+)
M13 Staf. strepto (++} diplo (+) M12 streptc (++) diplo (++) micro (+) M17  strepto (++) diplo (+++) micrc {+)
M14 diplo (++)Staf. (++) M14 diplo (++)Staf. (+++) M19 diplo (++) Staf (++++)
M15 strepto (+) micro (+) M18 strepto (++) diplo (++) M8  strepto (+++) diplo (+) micro (+)
M16 tetra (++) diplo (+)Staf. (++)
M17 diplo (++) micro (+++)
M18 Staf. (++) strepto (++)
M19 Staf. (+++) diplo (++)
M20 Staf (++) strepto (+++) micro (++)

FUENTE: Datos obtenidos de 20 pacientes en el laboratorio de la Facultad de ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

ELABORADO POR: Soledad Saltos Ibarra
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Soledad Saltos Ibarra

CUADRO 5. NUMERO DE COLONIAS

HONGOS

TOMA PRIMERA ‘ SEGUNDA
GENERAL| TOMA | TOMA |
M1 - ‘M1 - M1 1
M2 B ‘M2 5 ‘M2 B
M3 3 M3 4 M3 2
M4 2 M4 4 M4 B
M5 40 M5 32 M5 42 ’
M6 19 ‘M6 16 M6 22
M7 5 M7 7 M7 15
M8 2 M8 2 M8 8
MO 3 ‘M13 - M13 5
M10 lisis M168 20 M16 lisis
M11 - M10 70 M15 15
M12 lisis M11 lisis "M20 lisis
M13 - ‘M12 36 M17 90 :
Mi4 36 M14 38 M19 40 i
M15 6 M18 lisis M9 tisis i
M16 MNPC |
M17 MNPC
M18 MNPC
M19 - ‘
M20 - |

Comportamiento de {1 ¥ lora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por ef fabricante, en la ciudad de Ambato

CUADRO 6. DESCRIPCION DE COLONIAS DE HONGOS

FORMA Y COLOR
TOMA PRIMERA : SEGUNDA
GENERAL TOMA ! TOMA
M1 -edondo  negro M1 M1 redondo  negre
M2 ovaladu negro M2 redondo gris M2 redondo  negrc
iM3 redondo negro; M3 redondo  negro 'M3 redondo  negrc
| M4 redondo  negro IM4 redondo  negro
M4 redondo blanco ;M5 redondo amariic ‘M5 redondoc  blanco
M5 redondo  negro "M6 redondo  blanco M6 redondo negro
iM6 redondo  blanco M7 redondo gnis M7 redondo  negro
M7 redondo  blanco M8 redondo negro M8 redendo  negro
iM8 redondo  negro M13 "M13 redondo  negro
M9 redondo  negro M16 redondo  negro -M16 redondo  amarillo
M10 redondo  blanco M1C ovalado  negro i M15 redondo  blanco
M11 ovalado NM11 lisos blanco M20 redondo  negro
M12 alargado blanco M12 redondo  negro M17 redondo negro
M13 redondc M14 redondo negro -M19 redondo  negro
M14 redondo  amarilio M18 redondo negro M8 redondo  negro
M15 redondo  blanco
M16 redondo negro
M17 redondo negro
M18 redondo bianco
M19 redondo
M20 redondc :
|

FUENTE: Datos obtenidos de 20 pacientes en el iaboratorio de la Facultad de Ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

ELABORADO POR: Soledad Saltos Ibarra
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CAPITULO X

10. RESULTADOS

CUADRO 7. NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS OBTENIDAS EN

EL PRIMERO Y SEGUNDO MESES

A

4
20
7

1
100
100
30
80
24

— -
DD PNDBWN

366

FUENTE: Datos obtenidos de 9 pacientes en el laboratorio de ia

Ingenieria en Alimentos de la U.T A

D D D?

8 - 4 16
22 - 2 4
10 - 3 9

3 - 2 4
100 0 0
110 -10 100
42 -12 144
100 -20 400
30 - 6 36
425 -59 713

Facultad de

ELABORADO POR: Soledad Saltos Ibarra
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la +lora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

XA = 366/9 XD = 425/9 d = -59/9

XA = 40,66 XD = 47,22 d =6,55

S%d = [¥D? — (ED)Y N}/ N (N - 1) = [713 - (-59)%/9] / 9 (9 - 1)
=(713 - 386,77)/ 72

S%d =326,23/72= 4,53

Sd= V453 = 2128

tc=d/Sd=-655/2128 =- 3,07

gl=N-1=9-1=38

tt (« = 0.05) = + 2,306
Regla de Decisién:

tc<-2306¢

tc > 2,306

Entonces se rechaza la Ho.

Decision:
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Sofedad Saltos Ibarra

tc=-3,07 <tt=-2306

Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por ef fabricante, en la ciudad de Ambato

Entonces se rechaza la Ho, es decir; la flora bacteriana ocular si se altera

con el uso prolongado de lentes de contacto de uso programado.

CUADRO 8. NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS OBTENIDAS EN

EL PRIMER MES

X X4
1 4 16
2 20 400
3 7 49
4 1 1

5 - -
6 100 10 000
7 100 10 000
8 30 900
13 80 6 400
16 24 576
366 28 342

10
11
12
14
18

X x?
9 81
100 10 000
70 4 900
18 324
7 49
204 15 354

FUENTE: Datos obtenidos de 14 pacientes en el laboratorio de la Facultad de

Ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

ELABORADO POR: Soledad Saltos tbarra

1) X;=3IX/N

Xz=3X/N
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Soledad Saltos Ibarra

2)

3)

4)

Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando

lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
af determinado por el fubricante, en la ciudad de Ambato

X,=366/9
X, = 40.66

S, = \/(ZXZIN}— X2

Sy = V[28 342/9]- (40,66)°

S, = /3 149,11 1.653,23

S, = V1 495,88
S1=38,67
cXi= SIVN=1

cXy= 3867/V9-1

Q
x
I

= 38,67 /2,82

13,71

Q
x
]

odif = \/05‘(12 +0c 222

o dif = V' (13,71)2 + (18,74)?

o dif =\ 187,97 + 351,18

X,=204/5
X, = 40,8

Sz = V[EXN)- X2

S, = V(15 354 /5}- (40,8)’

S, = V30708 - 1 664,64
S, =\V1406 16

S; = 37,49

0.5(.,2 =S/VN-1
sXo= 3749/V5-1
o Xy= 37,49/2

cX,= 18,74

172
PUCESA



Soledad Saltos Ibarra

Comportamiento de la ¥lora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor

af determinado por ef fabricante, en la ciudad de Ambato

5)

6)

o dif =V 539,14
cdif= 23,21

t =Xy — X2/ o dif

t=13,71-18,74 /23,21

t=-503/2321
t=-0.21

gl = Ng+ Np-2
gl=9+5-2
gl=12

tt=(a=0,09)=4+2179

Regla de Decision:

Si la tc esta entre + 2,179, entonces se acepta la Ho.

-2,179<tc < 2,179 % se acepta Ho

Decision:
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de ta Flora Bacteriana Ocular, utilizando

lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por ef fabricante, en fa ciudad de Ambato

tc=-021<tt=2,179y

tc=-021>-2,179

Entonces, se acepta Ho, es decir que la flora bacteriana ocular de los

pacientes que utilizaron los lentes de contacto por un mes es igual.

CUADRO 9. NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS OBTENIDAS A
LOS DOS MESES

) X G
X x?
' 15 20 400
1 8 64 20 9 81
2 22 484 17 18 324
3 10 100 19 30 900
g 3 9 9 | 100 10 000
6 100 10 000 177 11 705
7 110 12 100
8 42 1764
13 100 10 000
16 30 900
425 35421

FUENTE: Datos obtenidos de 14 pacientes en el laboratorio de la Facuitad de
Ingenieria en Alimentos de la U.T A,

ELABORADQO POR: Soledad Saitos Ibarra

1) X; = SX/N X, =YX /N
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
af determinado por ef fabricante, en la ciudad de Ambato

X1=425/9 W a=17715

X, = 47.22 X, = 354

2) Sy = V[£X?N)- X2 S2 = V{EX?N)- X2

si=Vf3s 421/8)- (47,22 S, = Vi1 705 5)- (35,47
S; =\ 3 935,66 — 2 229,72 S, =V 2341125316
s;=V170593 s, =V1087,84

Sy = 41,30 S, = 32,98

3) adf = \/[(—N812+ NS N1 + N2 - 27J(wN1 + 1/N2)

adf = \{fg(m,aof +5(32,98)3/(0 + 5 2)] (119 + 115)

adf = \/ﬁ15 351 + 5 438)/ 12)] (0,11 + 0,2)

adf = V(20 789/12)x 0,31

adf= V' 173241 x 0,31

adf = V537
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Soledad Sattos Fbarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por ef fabricante, en la ciudad de Ambato

adf = 23,17

4) t=[X; - X}/ adf
t = [47,23 - 35,4] / 23,17
t=11,82/2317

t=051

5) Q|=N1+N2-2

gl=9+5-2

tt=(a=0,05)=+2179
Regla de Decision:
Si-2179<tc<2,179
Entonces se acepta Ho.
Decision:

tc=051<tt=2179y
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Soledad Saltos Ibarra

Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utibizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
af determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

tc=051>tt=-2,179

Entonces, se acepta la Ho, es decir, que la flora bacteriana ocular de los

pacientes que usaron lentes de contacto por dos meses es igual.

CUADRO 10. NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS OBTENIDAS EL

D PNDDRWN

INICIO / PRIMER MES

Antes Después D D?
2 4 -2 4
16 20 - 4 16
4 7 - 3 9
1 1 0 0
89 100 - 11 121

100 100 0 0
24 30 - 6 36
61 80 -19 361
18 24 - 6 36

315 366 - 51 583

FUENTE: Datos obtenidos de 9 pacientes en el laboratorio de la Facultad de
Ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

ELABORADO POR: Soledad Saitos lbarra

X1=35 X;=40,66 D =- 566

S2D = [ID? - (ID)¥N]/N (N—1) = [583 ~ (-51)%/9]/9 (9 - 1)

S2D = [583 — 289] / 72 = 4,08
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

SD=V4,08=202

tc= D/SD = -566/2,02 = -2.8

gl=9-~-1=8 —» tt(x=0,05))=4+2306

Regla de Decision:

tc=<-23066

tc=>2306 —p  se acepta |la Hipotesis de investigacion

Decision:
tc=-280<tt=-22306

Entonces, se acepta la Hipétesis de Investigacion, es decir, que la flora
bacteriana nativa del ojo se altera con el uso, durante un mes, de lentes de

contacto de uso programado.
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Soledad Saltos Ibarra

Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en (a ciudad de Ambato

CUADRO 11. NUMERO DE COLONIAS BACTERIANAS OBTENIDAS AL

PR XND A WN -

FUENTE: Datos obtenidos de 9 pacientes en el laboratorio de la
Ingenieria en Alimentos de la U.T.A.

INICIO / SEGUNDO MES

-

Antes Después D D?
2 8 - 6 36
16 22 - 6 36
4 10 - 6 36
1 3 -2 4
89 100 -11 121
100 110 -10 100
24 42 - 18 324
61 100 -39 1521
18 30 - 12 144
315 425 - 110 2322
Facultad de

ELABORADO POR: Soledad Saltos Ibarra

Xa = 315/9 XB = 425/9 d = -110/9

—

Xa=35 Xpg=4722 d=-12,22

S%d = [ED? - (XD)?/N]/ N (N - 1)

Sd=V 1357 = 368

tc=d/Sd = -12,22/3,68 = -3,32

gl=N-1=9-1=8

tt=(x=0,05)=+2306
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en [a ciudad de Ambato

Regla de Decision:

Si la tc esta entre + 2,306 se acepta la Ho — 2,306 <tc < 2,306 —p se

acepta la Ho.

Decision:

tc=-332<tt=-2306

Entonces, se rechaza la Ho y se acepta la hipétesis de investigacion, es
decir, que la flora bacteriana nativa del 0jo, se altera con el uso durante dos

meses de los lentes de contacto de uso programado.
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utilizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
al determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

CONCLUSIONES

Del presente trabajo se puede obtener las siguientes conclusiones:

1. Existe una relacion directamente proporcional entre el uso de lentes de

contacto programados y la alteracion de la flora bacteriana nativa ocular.

2. AUn existiendo una alteracién de la flora bacteriana ocular, no se produjo

alteraciones patoégenas en los pacientes.

3. Teniendo el debido cuidado en cuanto a higiene y manutenciéon de los
lentes de contacto, se puede lograr el uso prolongado de éstos por un
mes mas sin peligro de que se produzcan alteraciones bacteriolégicas

patolégicas.
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Soledad Saltos Ibarra Comportamiento de la Flora Bacteriana Ocular, utifizando
lentes de contacto de uso programado por un tiempo mayor
af determinado por el fabricante, en la ciudad de Ambato

RECOMENDACIONES

1. Se debe utilizar los lentes de contacto de uso programado, durante el
mes recomendado por el fabricante, ya que al utilizarlos mas tiempo se

incrementa la flora bacteriana.

2. Como no se produjeron cambios patégenos en la flora bacteriana de los
pacientes que utilizaron los tentes durante dos meses, no se descarta la
posibilidad de aiargar e! tiempo de uso de los ientes de contacto, si la

situacion lo amerita.
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ANEXOS



ANEXO 1. HISTORIA CLINICA

F OO ..
NOMbIe: ... Edad: ........................
Ocupacion: ..., Teléfono: ...................
EStado CaVil: o
DIreC G O

A AN O S . oo e
Antecedentes Personales: ................................8i () No ()
Antecedentes Patolégicos: ... ...
Antecedentes Familiares: ...

EXamen FiSiCO: ..o
Agudeza Visual: ...

Retinoscopia: .............c.oooo AV:
QUEFAtOMEI A .. e

B X AN A O A, o



ANEXO 2. MATERIALES, TECNICAS Y MOMENTOS DEL TRABAJO DE

INVESTIGACION

Autoclave: Se utiliza para esterilizar los medios de cultivo



Medios de cultivo en el autoclave después de haber sido esterilizados



Agar Saboraud en tubos de ensayo inclinados, dentro de la estufa



Seleccidn de las mejores coionias



Esterilizacion de la aza hojal para recoleccion de la muestra de la

colonia escogida



Toma de la muestra



Preparacion de la muestra para las tinciones



Utilizacion de colorantes



Placas terminadas, listas para la observacion en el microscopio
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