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RESUMEN

Los cigarrillos pueden ser considerados una fuente directa de microorganismos que
llegarian a colonizar el tracto respiratorio de fumadores activos, especialmente en
inmunodeprimidos y desencadenar una serie de enfermedades pulmonares. El objetivo
de este estudio fue determinar bacterias y hongos en el humo aspirado de los cigarrillos.
Estudio transversal y prospectivo de disefio no experimental. Se realizd en los
ambientes del Laboratorio de la Facultad de Tecnologia Médica-UNFV, durante los
afios 2016 y 2017; donde se procesaron en total 20 cajetillas de cigarrillos (200
unidades) de cuatro marcas diferentes (marca A, marca B, marca C y marca D; 5
cajetillas de 10 unidades por cada marca); de las cuales, las tres primeras marcas
presentaban filtro y la marca D fueron cigarrillos sin filtro. Para estas cuatro marcas se
utilizé un sistema de “aspiracion mecanica” con el fin de concentrar el humo de los
cigarrillos, este sistema esta constituido por un matraz de kitazato (500 ml) con medios
de cultivo liquidos en su interior (caldo nutritivo y caldo Sabouraud), tampon fosfato
salino (PBS), pipeta graduada (10 ml), jeringa de 60 ml, conductos y tapones de jebe.
Los microorganismos aislados a partir del humo aspirado mecanicamente fueron
bacterias pertenecientes al género Bacillus spp, pero no hongos; observandose que en 4
cajetillas de las 10 analizadas de las marcas A y B (40% de crecimiento para cada
marca) Yy en una de la marca C (20%) hubo crecimiento bacteriano, mientras que en la
marca D (100%) (Cigarrillos sin filtro) se obtuvo crecimiento en todas las cajetillas. Se
concluye que el humo aspirado de cigarrillos presenta bacterias esporuladas y que éstas

son arrastradas a través de éste.

Palabras claves: cigarrillos, humo aspirado, Bacillus spp.



SUMMARY

Cigarettes can be considered a direct source of microorganisms that could colonize the
respiratory tract of active smokers, especially in immunocompromised patients and
trigger a series of lung diseases. The objective of this study was to determine bacteria
and fungi in the smoke aspirated from cigarettes. Cross-sectional and prospective study
of non-experimental design. It was carried out in the environments of the Laboratory of
the Faculty of Medical Technology-UNFV, during the years 2016 and 2017; where a
total of 20 packs of cigarettes (200 units) of four different brands were processed (brand
A, brand B, brand C and brand D, 5 packs of 10 units for each brand); of which, the first
three brands had a filter and the D brand were unfiltered cigarettes. For these four
brands a system of "mechanical aspiration” was used in order to concentrate the
cigarette smoke, this system is constituted by a flask of kitazato (500 ml) with liquid
culture media in its interior (nutritious broth and broth Sabouraud), phosphate buffered
saline (PBS), graduated pipette (10 ml), 60 ml syringe, ducts and rubber stoppers. The
microorganisms isolated from the smoke mechanically aspirated were bacteria
belonging to the genus Bacillus spp, but not fungi; observing that in 4 packs of the 10
analyzed of the marks A and B (40% of growth for each brand) and in one of the brand
C (20%) there was bacterial growth, while in the brand D (100%) (cigarettes without
filter) growth was obtained in all packs. It is concluded that the smoke inhaled from
cigarettes presents sporulated bacteria and that they are dragged through it.

Key words: cigarettes, aspirated smoke, Bacillus spp.



IARC
EPOC
OMS
NTP
MS
SS
LPS
UFC
LAL
TLR
TNFa
IL-1p
LIF

OSM

ABREVIATURAS

: Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer.
: Enfermedad pulmonar ostructiva crénica.

: Organizacion mundial de la salud.

: Programa nacional de toxicologia de los Estados Unidos.
: Corriente principal.

: Corriente secundanria.

: Lipopolisacaridos.

: Unidad formadora de colonias.

: Lisado de amebocitos del Limulus.

: Receptores tipo toll

: Factor de necrosis tumoral tipo alfa

. Interleucina 1-beta

: Factor inhibidor de la leucemia

: Oncostatina M



INTRODUCCION
Fumar cigarrillo es la principal causa de céancer de pulmén segin la Agencia
Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, 2012), un organismo
especializado de céncer de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS); también es
considerado como el principal factor de riesgo para la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) (Zamarro, 2011). El tabaquismo es reconocido como un factor
importante para una gran variedad de enfermedades cancerigenas tales como céncer de
pulmén, cancer esofagico, céncer de rifion, céncer oral, cancer péptico y cancer
pancredtico, siendo las méas prevalentes en fumadores activos (Samet, 2002). Ademas,
la inflamacion cronica asociada con el humo de cigarrillo induce la transformacion
maligna y proliferacion de celulas tumorales y promueve ciertas enfermedades no
neoplésicas (Pauly et. al. 2011). Muchos estudios han evaluado los productos quimicos,
toxicos y elementos carcindgenos en el humo de tabaco; en 1985, diferentes grupos de
investigacion se reunieron para identificar los productos quimicos en el humo del
tabaco, que tienen mas probabilidades de ser cancerigenos para los seres humanos
(Borgerding, 2005). Se sabe que el humo de cigarrillo se compone de al menos 5.300
productos quimicos diferentes (Rodgman, 2009), sin embargo, pocos estudios han
evaluado los componentes bacterianos del cigarrillo y su posible funcion en las

enfermedades asociadas al tabaquismo (Zamarro, 2011; Samet, 2002)



ANTECEDENTES:

Curby (1967), en Massachusetts (Brooks Hospital), realizé un estudio para determinar si
los organismos bioldgicos que estdn en la hoja del tabaco, pueden ser encontrados
viables en el humo aspirado al ser arrastrados a través del filtro de los cigarrillos; se
observé que la actividad bioldgica fue detectada en 4 marcas de cigarrillos analizados,
donde el tipo de bacteria predominante fue Achromobacter, ademas de Bacillus subtilis.
Asimismo, Wood (1968), en Southampton (Inglaterra); evaluo si los microorganismos
pueden transferirse, en forma viable, al humo principal del cigarrillo; para lo cual se
utilizaron filtros bacterioldgicos y dos sistemas de captacion de humo, dando como
resultados en los 6 filtros utilizados la presencia de bacterias y hongos, tales como
Staphylococcus spp, Bacillus spp, Aspergillus spp y Penicillium spp.; sin embargo
sustentaron que hay razones para creer que estos pueden haber surgido debido a la
contaminacion casual. Por otro lado, Larsson et. al, (2012); en EE.UU, compararon las
cantidades de ergosterol y LPS en el humo del tabaco de algunos cigarrillos populares
en Estados Unidos, el tabaco para cigarrillos de las diferentes marcas contenia 6,88 a
16,17 pmol/mg de LPS y 8,27 a 21,00 ng de ergosterol /mg (correlacion directa entre
las cantidades de ergosterol y LPS de la hoja de tabaco y el humo de la corriente
principal recogido mediante succion continua); los porcentajes correspondientes para
el humo secundario recogido sin ninguna succion en curso fueron 0,30 a 0,82%
(ergosterol) y 0,42 a 1,10% (LPS), y para el humo principal recogido de ocho caladas

fue 2,18% (ergosterol) y 2,56% (LPS).



Por otra parte Sapkota et. al., (2010) estudiaron el metagenoma bacteriano presentes en
cigarrillos disponibles comercialmente, recolectandose 20 cajetillas durante el afio 2007;
se reportaron quince clases diferentes de bacterias y una amplia gama de
microorganismos potencialmente patégenos en todas las muestras de cigarrillos
analizados. Se detectd Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Klebsiella,
Pseudomonas aeruginosa y Serratia spp en mas del 90% de todas las muestras de
cigarrillos, otras bacterias detectadas incluyen Campylobacter, Enterococcus, Proteus, y
Staphylococcus spp. Asimismo, Hasday et. al., (1999) determinaron si el
Lipopolisacarido presente en el humo del cigarrillo, es un componente biolégicamente
activo, se utilizd el lisado de amebocitos del limulus (LAL) midiéndose LPS en los
componentes del tabaco y la punta del filtro de los cigarrillos sin fumar, ademas en las
particulas del humo principal y secundario aspirados mediante una maquina de fumar.
Se detectd LPS tanto en el tabaco como en el humo principal y secundario.

De ahi que el objetivo de este estudio es evaluar la presencia de bacterias y hongos que
pueden presentarse en forma de aerosol en el humo del cigarrillo y pueden llegar por

arrastre y colonizar de alguna forma el tracto respiratorio.



CAPITULO |
DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA:

El tabaquismo es un problema social y de salud publica, reconocido como un factor de
riesgo para una amplia gama de enfermedades respiratorias en nifios y adultos,
incluyendo el resfriado comun, la gripe, el asma, la neumonia bacteriana, y la
enfermedad pulmonar intersticial (Murin, 2000). Segln la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS, 2016), la mortalidad es de 6 millones de personas al afio, de las cuales mas
de 5 millones son consumidores directos y mas de 600 000 son no fumadores expuestos
al humo ajeno. Diversos estudios revelan que pocas personas comprenden los riesgos
especificos para la salud que encierra el consumo de tabaco; por ejemplo, un estudio
realizado en China en el 2009, revel6 que un 38% de los fumadores activos sabian que
el tabaco provocaba cardiopatia coronaria y solo un 27%, que ocasionaba accidentes
cerebrovasculares (OMS, 2016). Por otro lado, el tabaquismo en gestantes ha sido
asociada a un gran numero de patologias obstétricas, neonatales y del desarrollo; siendo
considerada la exposicion al cigarrillo in itero como una forma de exposicion pasiva, ya
que el feto no esta directamente expuesto al humo (Maggiolo, 2017). Los fumadores
muestran mayor colonizacion bacteriana subgingival que los no fumadores, el cual
guarda relacién directa con el namero de cigarrillos consumidos al dia, de tal manera
que los fumadores de al menos 10 cigarrillos por dia presentan entre 2,5-6 veces mas
periodontitis que los no fumadores (Tomar, 2000). Un estudio in vitro ha demostrado
una mayor adherencia de Streptococcus pneumoniae a las células epiteliales en la
cavidad oral del fumador, persistiendo hasta tres afios después del abandono del habito
de fumar; ademas, el tabaquismo esta asociado a un aumento significativo del riesgo de

neumonia y enfermedad neumocdcica invasiva (Raman, 1983).



Asimismo, uno de los problemas que se ha visto en los fumadores cronicos es el
desarrollo de candidiasis oral, ya que dicho hébito conlleva a alteraciones epiteliales que
facilitan la colonizacion por esta levadura (Soysa, 2005).

Por todo lo expuesto anteriormente, los microorganismos presentes en la hoja de tabaco
podrian considerarse un factor de riesgo importante que llegaria por arrastre, a través del

humo, al tracto respiratorio y provocar una serie de enfermedades pulmonares.

1.2.FORMULACION DEL PROBLEMA:
1.2.1. PREGUNTA GENERAL:

e ;Habr& microorganismos en el humo aspirado del cigarrillo?

1.2.2. PREGUNTAS ESPECIFICAS:

e ;Qué bacterias estan presentes en el humo aspirado del cigarrillo?

e ¢Que hongos estan presentes en el humo aspirado del cigarrillo?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL:

e Determinar la presencia de microorganismos en el humo aspirado del

cigarrillo

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Deteminar la presencia de bacterias en el humo aspirado del cigarrillo

e Deteminar la presencia de hongos en el humo aspirado del cigarrillo



1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA:

Diversos estudios confirman la presencia de microorganismos potencialmente
patdgenos en la hoja de tabaco, estos podrian llegar por arrastre a través del humo a
las vias respiratorias y desencadenar una serie de enfermedades pulmonares. Por lo
tanto, los cigarrillos podrian considerarse una fuente directa de microorganismos
que llegarian a colonizar el tracto respiratorio de fumadores activos, especialmente

en inmunodeprimidos.

Por tal razon seria importante, en primera instancia, demostrar que estos
microorganismos presentes en la hoja de tabaco son arrastrados en el proceso de

aspirado.

1.5. LIMITACIONES:
Entre las limitaciones resaltantes del estudio se puede mencionar que:
i.  No se contd con equipos automatizados ni pruebas de Biologia Molecular para
la identificaciéon de las bacterias y hongos presentes en el humo aspirado del

cigarrillo.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. BASES TEORICAS

2.1.1. Tipos de consumo de tabaco.

Las hojas de tabaco representan un cincuenta por ciento de la composicién del
cigarrillo, un treinta por ciento por tabaco reconstituido y el veinte por ciento esta
constituido por tabaco expandido con CO; el principal componente de la hoja de tabaco
es la nicotina, que tiene una absorcion répida llegando al cerebro en tan solo 10
segundos, esto explica su elevado poder adictivo; diversos estudios confirman que la
nicotina que el fumador consume, aumento en diez por ciento en los seis ultimos afios,
haciendo que el dejar de fumar resulte mucho maés dificil (Ministerio de salud,
Argentina).

Los cigarrillos representan el mayor porcentaje de productos de tabaco elaborados en
todo el mundo: con un 96 % de todas las ventas, a excepcion del tabaco de mascar en la
India y fumar Kreteks en Indonesia, los cigarrillos constituyen las formas de consumo
mas popular en todo el mundo (Shafey et. al., 2009). La introduccion al mercado de la
maquinaria enrolladora de cigarrillos en el afio de 1881, multiplicé el consumo del
tabaco al hacer factible la elaboracion en cantidad del “cigarrillo de bolsillo”, con esto
se logré que el cigarrillo pueda ser trasladado de manera portatil, contribuyendo a la

adiccion del consumidor (Shafey et. al., 2009).
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TABACO SIN HUMO

DESCRIPCION

Rapé himedo

e

Es una pequefia cantidad de tabaco molido
sostenido en la boca entre la mejilla y la encia.
Tambien son conocidos khaini, snus,
shammaah, nass o naswa. Mayor prevalencia:

Todo el mundo

Rapé seco

% i

Es un tabaco en polvo que se inhala a través
de la nariz y se absorbe a traves de la mucosa
nasal o se toma oralmente. Aunque alguna vez
su uso fue extendido actualmente esté en

declive. Mayor prevalencia: Europa

Tabaco de mascar

Estos productos se colocan en la boca,
mejillas o labio interno y se chupan o
mastican. Algunas veces llamados "tabaco de
escupir' porque los usuarios escupen la
acumulacién de jugos y saliva de tabaco,. El
tabaco sin humo causa cancer en humanos y
Ileva a una adiccion a la nicotina similar a
aquella que produce el fumar un cigarrillo.

Mayor prevalencia: India

Cuadro 1: Tabaco sin humo.
Fuente: Shafey et. al.. (2009). El atlas del Tabaco. Recuperado de
https://coalicioncmct.files.wordpress.com/2010/07/atlas-del-tabaco.pdf



https://coalicioncmct.files.wordpress.com/2010/07/atlas-del-tabaco.pdf
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HUMO DE TABACO

DESCRIPCION

Roll-your-own

Son cigarrillos de tabaco enrroyados, con
papel, por los funadores. Por lo que estan
expuestos a altas concentraciones de
particulas de tabaco, alquitran, nicotina 'y
nitrosaminas especificas del tabaco
(TSNA), y estan en un gran riesgo de
desarrollar canceres de la boca, faringe,
laringe, pulmones y esofago.

Prevalencia: Europa y Nueva Zelanda

Cigarrillos

Representa el producto de tabaco mas
consumido a nivel mundial. Presenta un

filtro de acetato de celulosa.

Mayor prevalencia: Todo el mundo

Cigarros

Estan compuestos de tabacos curados y
fermentados con una envoltura de hoja de
tabaco. Las concentraciones de toxinas e
irritantes en los cigarros son mas altas que
en los cigarrillos.

Mayor prevalencia: Todo el mundo
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Bidis

Contituido por una pequefia cantidad de
tabaco secado al sol y escamado,
enrollado a mano en hojas de temburni o
tendu (Diospyros sp.). Los bidis producen
mas alquitran y mondxido de carbono que
los cigarrillos porque los usuarios se ven
forzados a absorber con més fuerza para
mantener los bidis encendidos.

Mayor prevalencia: Sur de Asia, india.

Kreteks

Estos son cigarrillos con sabor a clavo de
olor, contienen un amplio rango de
sabores exdticos y eugenol, que tiene un
efecto anestésico.

Mayor prevalencia: Indonesia

Pipas

Estan fabricadas de brezo, pizarra, arcilla
u otras sustancias. El tabaco se coloca en
el cuenco y el humo se inhala a través del
tallo. En el Asia las pipas de arcilla son
conocidas como sulpa, chillum y hookly
son muy utilizadas.

Mayor prevalencia: Todo el mundo
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Pipas de agua

Tambien son conocidas como shishas,
narguiles o pipas turcas, operan por
filtracion de agua y calor indirecto. Se
guema tabaco saborizado en un cuenco
cubierto con laminas de metal y carbén. El
humo se enfria por filtracion a través de
un tazén de agua y se consume a través de
una manguera y una pieza bucal.

Mayor prevalencia: Norte de Africa,

region del Mediterraneo y partes de Asia.

Bastones

Fabricados con tabaco curado al sol y
envueltos en papel de cigarrillo, por
ejemplo, los “brus” enrollados a mano.

Mayor prevalencia: Paptua Nueva Guinea

Cuadro 2: Humo de tabaco.

Fuente: Shafey et. al.. (2009). El atlas del Tabaco. Recuperado de
https://coalicioncmct.files.wordpress.com/2010/07/atlas-del-tabaco.pdf
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2.1.2. Componentes quimicos del humo de cigarrillo y dafios en la salud

El humo del cigarrillo se produce al quemar un material organico complejo, como es el
tabaco, junto con varios aditivos y papel a una temperatura elevada (U.S.DHEW, 1964).
A lo largo de los afios se han realizado estudios para definir la composicion quimica del
humo del tabaco, con la finalidad de identificar productos que pueden representar un
riesgo significativo para la salud (Borgerding, 2005).

En la actualidad se sabe que el humo de tabaco se compone de aproximadamente 5.300
productos quimicos diferentes y la mayoria de estos son téxicos y carcindgenos que se
deben a la quema (pirdlisis) del tabaco; adicionalmente, se han encontrado restos de
pesticidas y otros productos agroquimicos en la hoja de tabaco (Rodgman y Perfetti,
2009). La capacidad adictiva del tabaco se debe principalmente a la nicotina, el
principal alcaloide del humo de cigarrillo (Hukkanen et al., 2005), debemos hacer
énfasis que todas las formas de consumo de tabaco son “adictivas y letales” (Shafey et.
al.. 2009). Hay una gran evidencia en de que el tabaquismo causa enfermedad, en el
humo existen compuestos que causan toxicidad, como el cianuro de hidrogeno, la
benzo(a) pirina, monoxido de carbono y oxidos de nitrdgeno, esta toxicidad lo
estudiaron exponiendo a animales y lineas celulares al humo y su condensado; por otro
lado, valoraron biomarcadores como: niveles de enzimas y citocinas, cambio de tejido
en lesiones de fumadores como consecuencia del tabaquismo (Samet , 2002). Se han
descritos dafios permanentes de pequefias vias respiratorias de fumadores (Niewoehner,
1974), también se sabe que el fluido de los pulmones presenta mayor cantidad de
células inflamatorias en comparacion de los no fumadores (U. S. DHHS, 1990). Por
medio del desarrollo de la biologia molecular se puede detectar los cambios especificos

que producen los componentes cancerigenos del humo (Denissenko, 1996).
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Los fumadores enfrentan riesgos significativos de muerte por numerosos canceres
especialmente cancer de pulmoén (Shafey et. al.. 2009); se conoce también que la
inflamacién cronica provocada por diversos agentes tiene una asociacion directa con la
transformacion maligna, el crecimiento tumoral y probablemente metéstasis tumoral
(Coussens , 2002), dentro de los ejemplos prototipicos de la asociacion de inflamacion
cronica y céncer tenemos: el humo de cigarrillo y el cancer de pulmon, amianto y
mesotelioma maligno, Helicobacter pylori en el cancer de estdbmago, la exposicion a la
luz solar con melanoma maligno, aflatoxina y cancer de higado, el virus del papiloma en
el cancer de cuello uterino (Pauly, 2011); por lo cual, de esto podemos afirmar que la
transformacion maligna en diversos tejidos se debe a la inflamacién crénica que
producen diversos agentes, en este caso el “humo de cigarrillo” (Pauly, 2011), una
considerable cantidad de literatura cientifica mencionan: que el tabaquismo prolongado
tiene efectos adversos sobre el sistema inmune tanto en la respuesta inmune inata como
adaptativa (Stampfli, 2009).

En la Figura N° 1 se detalla como el sistema inmune reacciona frente al tabaquismo

Type I1

cell

Capillary

Figura N° 1: Esquema de un alvéolo que representa el efecto del humo de
cigarrillo inhalado sobre la estructura terminal del pulmén. Las particulas "Tar"
del humo del cigarrillo inhaladas profundamente en el pulmon, son reconocidos
por los macréfagos. La fagocitosis macrofagos del "Tar" rico en quimicos,
provoca la produccion de diversos mediadores pro-inflamatorios. Los macréfagos
tienen receptores tipo toll (TLR) que reconocen diversos microbios y toxinas (LPS
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es reconocido por TLR-4). La imagen muestra la produccion de 5 citocinas pro-
inflamatorias: factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNFa), interleucina 1-beta (IL-
1B), factor inhibidor de la leucemia (LIF), oncostatina M (OSM) e Interleukin-4 1L
- 4. Estos factores solubles interactian con otras células del pulmén, y se cree que
la respuesta de estas células acelera, amplifica y prolonga la inflamacion
pulmonar.

Fuente: Pauly J. et. al.. (2011). Cigarette Smoke, Bacteria, Mold, Microbial
Toxins, and Chronic Lung Inflammation. Recuperado de
https://www.hindawi.com/journals/jo/2011/819129/fig1/

El tabaquismo tambien produce accidentes cerebrovasculares, problemas cardiacos y
enfermedades respiratorias (Shafey et. al.. 2009), los fumadores muestran desarrollo de
una mayor colonizacion bacteriana subgingival que los no fumadores, de la misma
forma, tienen mas problabilidad de desarrollar periodontitis que los no fumadores
(Tomar, 2000). Asimismo, el tabaquismo estd asociado a un riesgo significativo de
padecer neumonia (Raman, 1983). Inclusive, uno de los problemas que se ha visto en
los fumadores crénicos es el desarrollo de Candidiasis oral, ya que dicho habito
conlleva a alteraciones epiteliales que facilitan la colonizacion por esta levadura (Soysa,
2005). Asi mismo, los consumidores de cigarros, pipas, y bidis presentan los mismos
riesgos de salud que los fumadores de cigarrillos, los famosos cigarrillos bajos en
alquitran no reducen los peligros del tabaquismo, resaltar que las personas que mascan
tabaco presentan riesgos elevados de canceres a nivel bucal, labios, lengua, paladar y a
nivel faringeo (Shafey et. al.. 2009). Los fumadores activos y pasivos presentan riesgos
sumamente graves para las mujeres embarazadas, los bebés y los nifios, los efectos del
tabaco durante el embarazo son diversos, lo mas importantes son el desprendimiento de
placenta, placenta previa, embarazo ectdpico, aborto espontaneo, parto prematuro y
mortinato (Cnattingius, 1997). Se ha demostrado que reduce el peso del bebé en el
nacimiento en cerca de 200 gramos en promedio y el grado de reduccion se relaciona
con la cantidad que se fuma (Charlton, 1996). Se estima que el tabaquismo seria el

responsable de cerca del 18% de los casos de bajo peso de nacimiento, de un riesgo


https://www.hindawi.com/64132302/
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aumentado de muerte subita del lactante y mortalidad perinatal, ademas de alteraciones
neurocognitivas, cdncer y malformaciones congenitas (Cnattingius, 2004).

En esencia podemos expresar que el tabaquismo causa una gran variedad de
enfermedades y los riesgos para la salud son abrumadores, “El tabaco puede matar de
tantas maneras que es consideraro como un factor de riesgo para seis de las ocho
mayores causas de muerte en el mundo” (Chan M.; OMS, 2008) pero abandonar el
habito de fumar reduce considerablemente todos estos riesgos y produce beneficios
inmediatos, debemos recordar que las consecuencias del tabaquismo activo o pasivo son
totalmente “prevenibles” solo es cuestion de cambiar la cultura de la sociedad actual
(Shafey et. al.. 2009).

2.1.3. El cambio del cigarrillo

También debemos resaltar que el cigarrillo presenté cambios en cuanto a su estructura,
tales como aumento de la longitud (85 mm extra grande y extra larga de 120), para
algunas marcas, reduccion de la circunferencia (23 mm cigarrillos "slim™), y variacién
en la mezcla de tabacos naturales y los procesos de curado, asi como también la
introduccién de aditivos al tabaco (carcasas) que incluyen diversos aromas (regaliz y
miel), humectantes para retener la humedad del tabaco, mentol para aliviar la irritacion
del humo, la nicotina para mejorar el efecto farmacoldgico, asi como la adiccion, la
aplicacion de diversos pegamentos y tinta de impresion, la configuracién de los diversos
materiales del filtro del cigarrillo (acetato de celulosa, papel o combinacién de ambos),
la variacion en el disefio del filtro (longitud del filtro, la empaquetadura de fibra, la
densidad y la ventilacion del filtro) para efectuar la entrega de alquitran (cigarrillos de
sabor completo frente a los cigarrillos bajos en alquitran ultraligeros), el tipo de papel,
la porosidad del papel, con aceleradores de quemaduras para promover la quema

(Wayne, 2009).
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Estas variaciones de los cigarrillos detalladas lineas atras que incluyen: incorporacion
de los filtros, cigarrillos bajos en alquitran, etc., no han disminuido los riesgos del
tabaquismo sobre la salud, segin una revision cientifica especializada (U.S. Department

of Health and Human Services, Atlanta, GA; Washington, 2010).

2.1.4. Microbiologia del tabaco.

Existe una preocupacion de los posibles riesgos para la salud asociados con diversos
elementos microbianos que se sabe que existen en el tabaco que se comercializan
actualmente (Pauly, 2011). Desde 1970 se realizaron diversos estudios acerca de la
composicion microbioldgica del tabaco; en estas investigaciones se hizo el recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC), determinaron el nimero de bacterias y mohos
después de ser cosechados; ademas, se compar6 con el tabaco obtenido en las etapas de
curado (proceso de secado), la fermentacion y almacenamiento por periodos
prolongados, en sus resultados se obtuvieron mas de un millon de bacterias en
cigarrillos de 100 mm que tiene alrededor de 0.9 gr (Pauly, 2011). En otros estudios se
realizd el aislamiento de bacterias, asi como la identificaciébn de ocho especies
de Bacillus spp. en los cigarrillos recogidos del personal militar durante una
investigacion de neumonitis eosinofilica aguda, entre las personas que fuerdn
desplegados durante la Operacion Libertad Iraqui (Rooney, 2005); en otro estudio
recuperaron Bacillus sp., incluyendo Bacillus subtilis de las hojas de tabaco frescas
recogidas en una planta de fabricacion de tabaco (Larsson et al., 2008). En un estudio
realizado en el 2010 “La metagendmica bacteriana de cigarrillos™, en el que se us6 un
microensayo de taxonomia por rRNA 16S, métodos de clonacion y secuenciacion; se
analizaron marcas como: Camel, Marlboro, Kool, y Lucky Strike, presentaron
resultados interesantes ya que mostraron que el nimero de microorganismos puede ser

tan grande como los productos quimicos, se identificaron quince clases de bacterias, lo
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relevante fue que se identificaron microorganismos patdégenos para el hombre, mas del
90% de las muestras de tabaco de los cigarrillos contenian Actinetobacter, Bacillus,
Burkholderia, Clostridium, Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, Serratia,
Campylobacter, Enterococcus, Proteus y Staphylococcus spp. (Sapkota, 2010).

Asimismo, (Forgacs, 1966) afirmd haber examinado micolégicamente una serie de
productos de tabaco, incluidos los cigarrillos comprados en el mercado abierto, observé
que el tabaco de todos los cigarrillos contenia micelios de hongos y esporas. De esto
podemos afirmar, sin lugar a duda que el tabaco se encuentra poblado de
microorganismos (bacterias y hongos), y que probablemente tenga alguna implicancia

con las infecciones desarrolladas en los fumadores cronicos.

2.1.5. Microbiologia del humo de cigarillo

En un informe sefalan la posible transferencia de microorganismos viables en el humo
de tabaco MS (corriente principal), se utilizaron dos esquemas para atrapar el humo del
cigarrillo, se observd el crecimiento de microbios, sin embargo, se encontraron
problemas técnicos que incluian una baja reproducibilidad y toxicidad por humo
(Wood, 1968). En otra investigacion se realizo estudios comparativos para determinar la
actividad microbioldgica en el humo de cigarrillos con filtro y sin filtro, diferentes
marcas populares de cigarrillos se obtuvieron de los vendedores locales en Brookline,
Massachusetts, EE.UU. Se realizaron analisis comparativos de las bacterias liberadas de
los cigarrillos que habian sido "ahumados en frio" (no encendidos) o fumados de la
manera habitual (encendidos). Se hallaron bacterias viables en el humo de todos los
cigarrillos probados, pero los resultados no fueron concluyentes (Curby, 1967).

Wood, (1968), sostiene “la posibilidad de que las esporas viables puedan ser
transferidas al humo principal y asi entrar en los pulmones, incluso en pequefias

cantidades podrian tener claramente efectos nocivos, mientras que un gran nimero de
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microorganismos por lo demé&s inofensivos podria conducir a una concentracion
significativa de material genético, incluso durante la etapa vegetativa de su residencia
en el tabaco, los microorganismos podrian producir toxinas que podrian transferirse
directamente al humo o metabolitos que al quemar podrian dar componentes toxicos del
humo”. Segun lo expuesto anteriormente y hasta donde sabemos en términos de humo
del cigarrillo, la microbiologia del humo ain no ha sido estudiada al detalle. Hasta la
fecha, la mayoria de los estudios sobre los componentes microbioldgicos del humo del
cigarrillo se han centrado en endotoxinas, se demostré por primera vez, que tanto la
corriente principal y secundaria del humo del cigarrillo contiene niveles significativos
de endotoxinas bacterianas (que van desde 18 + 1,5 ng / cigarrillo a 120 + 64 ng /
cigarrillo) (Hasday, 1999). Desde entonces, otros grupos han demostrado que fumar en
lugares cerrados aumenta significativamente las concentraciones de endotoxinas en el
aire interior en parametros experimentales, asi como en los hogares (Rennie, 2008). En
otro estudio demostraron que los niveles elevados de &cido murdmico, un marcador de
peptidoglicano, también estan presentes en el humo del tabaco (Larsson, 2008). Sin
embargo, méas alla de estos indicadores bacterianos, muy poco trabajo se ha realizado
para evaluar las células viables que podrian estar presente en el humo del cigarrillo.
2.1.6. El género Bacillus

El género Bacillus, esta dentro de la familia Bacilliaceae, incluyen méas de 60 especies
de bacilos gram positivos aerobios 0 anaerobios facultativos que forman endosporas,
tienen un tamario que oscila entre 0,5 x 1,2 a 2,5 x 10 um; en el agar sangre producen
colonias grandes, extendidas, blanco-grisaceas, con bordes irregulares, muchas especies
presentan hemolisis caracteristica tipica que permite diferenciar a Bacillus antracis de

otras especies de Bacillus. Otra caracteristica es que la mayoria son catalasa positiva y
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la esporulacion no es inhibida en aerobiosis, caracteristicas que permiten diferenciar al
genero Clostridium de Bacillus (Koneman et. al., 2001).

Los Bacillus habitan en suelos, agua y polvo ambiental. Los miembros terméfilos se
desarrollan a 75 © C, los psicrofilos pueden desarrollarse a temperaturas bajas como — 5
° C, también pueden desarrollarse en condiciones de acidez y alcalinidad, con un pH de
2 —10. Algunas especies de Bacillus forman parte de la flora intestinal del hombre.
(Koneman et. al., 2001)

2.1.7. Enfermedades asociadas a Bacillus spp.

Bacillus antracis:

El compromiso respiratorio y gastrointestinal ocurre en 5% de los casos cuando el
ingreso de las esporas es por via respiratoria 0 gastro-intestinal respectivamente. Las
manifestaciones clinicas son inespecificas, a diferencia del cuadro cutaneo, por lo que la
sospecha clinica es mas dificil. En el &ntrax pulmonar, con un periodo de incubacién
descrito entre 2 y 43 dias, el paciente presenta febriculas, tos y dolor muscular
generalizado. Al cabo de 2 a 4 dias se puede desarrollar un cuadro grave
de distress respiratorio, fiebre y tos con expectoracion hemoptoica, siendo un hecho
caracteristico la rapidez del ensanchamiento mediastinico. Esta forma es
frecuentemente fatal, ya sea por el compromiso respiratorio o por septicemia (lew,
2000)

Bacillus cereus:

Este microorganismo estd involucrada, ademas de su capacidad para producir
intoxicaciones alimentarias, a infecciones locales y sistemicas, especialmente asociadas
con pacientes inmunocomprometidos, neonatos, drogo-dependientes y pacientes con

heridas quirdrgicas traumaticas y cateteres. Las cepas aisladas de este tipo de
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infecciones han mostrado su habilidad para sintetizar exotoxinas necrotizantes
semejantes a hemolisinas y fosfolipasas (Turnbull, 1979).

Debemos resaltar que no todos los aislemientos de Bacillus son contaminantes o
saprofitos inofensivos, sobre todo si se trata de una infeccidon oportunista, la especie
encontrada con mayor frecuencia en infecciones oportunistas, es Bacillus cereus.
Ademaés, las especies que en ocaciones pueden tener importancia clinica y deben ser
considerados patdgenos oportunistas potenciales son B. subtilis, B. sphaericus, B.
megaterium, B. pumilus, B. circulans, B. licheniformis, B. mycoides, B. macerans, B.
cuagulans y B. thuringiensis. (Koneman et. al., 2001)

2.2. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS:

v Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC): es un
trastorno pulmonar que se caracteriza por la existencia de una obstruccion de las
vias respiratorias generalmente progresiva e irreversible.

v Toxina: secretada por microorganismos tales como bacterias (Gram positivos
y negativos), protozoos y algunos hongos y algas; pueden provocar gran dafio
al hospedador al destruir sus células o perturbar el normal metabolismo celular.

v Nicotina: La nicotina es un compuesto organico, del tipo alcaloide, que se
puede hallar en las plantas de tabaco con una importante concentracion en sus
hojas, actia como un anabolizante al llegar al cerebro.

v' Cultivo: método para la multiplicacién de microorganismos, tales
como bacterias, hongos y parasitos, en el que se prepara un medio Optimo para
favorecer el proceso deseado.

v" Acido muramico: es un azlcar acido que se sintetiza de forma natural como un
derivado del &cido N-Acetilmuramico en el peptidoglicano que conforma la

pared celular de las bacterias.
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v" Cigarrillo: rollo de hojas de tabaco, que se enciende por un extremo y se chupa
o fuma por el opuesto
v" Humo aspirado: suspension de particulas producto de la combustién del tabaco

que es succionado por un sistema de aspiracién mecanica.

CAPITULO 11l
METODO

3.1. TIPO Y DISENO DE ESTUDIO:

e Tipo: Estudio descriptivo de corte transversal y prospectivo.

e Disefio: No experimental

3.2. POBLACION Y MUESTRA:

3.2.1. Poblacion: Cigarrillos recolectados en el Distrito del Rimac y Cercado de Lima.
3.2.2. Muestra: 20 cajetillas de cigarrillos (10 unidades por cajetilla) de 4 marcas
diferentes (Marca A: 5 cajetillas; Marca B: 5 cajetillas; Marca C: 5 cajetillas y Marca D:
5 cajetillas), haciendo un total de 200 cigarrillos.

3.2.3. Unidad de analisis: Humo aspirado desde 10 cigarrillos (una cajetilla).

3.2.4. Criterio de inclusion: cajetillas de cigarrillos todas nuevas.

3.2.5. Criterio de exclusion: No se considero cajetillas abiertas ni en mal estado.



3.3. VARIABLES Y OPERACIONALIZACION:

25

VARIABLES | CONCEPTO INDICADOR | CATEGORIA | ESCALA DE
MEDICION
Bacterias Microorganismos
unicelulares Bacilos gram Positivo
procariontes, positivos Negativo Nominal
estan formadas
por una sola
célula carente de
nacleo.
Hongos Organismos Células
eucarioticos unicelulares, Positivo Nominal
pertenecientes al estructuras Negativo
reino fungi. miceliares
Humo aspirado | Humo succionado | Presencia de
que se produce humo dentro Presencia Nominal
tras la combustion | del matraz Ausencia

del tabaco.
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3.4. RECOLECCION DE DATOS Y DESCRIPCION DE LOS
INSTRUMENTOS: Para la recoleccion de informacion de los datos de los resultados
del analisis microbioldgico se utilizara un Formato de recoleccion de datos
especificando: crecimiento de colonias, caracteristicas morfoldgicas de las colonias,

pruebas complementarias. Anexo (Cuadro 1).

3.5. MATERIALES, EQUIPOS Y PROCEDIMIENTOS:
1. Materiales:
5 Matraces de Kitazato (500 ml), 10 matraces de Erlenmeyer (500 ml), pipeta
volumétrica (5ml), jeringa (60ml), conducto y tapén de jebe, probeta (100ml),
(todos estériles), espatula, pisceta, Asa de siembra, Mechero de bunsen.
2. Medios de cultivo:
Caldo nutritivo, agar MacConkey, Agar Manitol salado, TSA, Agar sangre, agar
almidon, Agar Saboraud, caldo Saboraud con antibi6tico y buffer fosfato salino.
3. Reactivosy colorantes
Perdxido de hidrogeno, coloracion verde de Malaquita, coloracion Gram,
4. Equipos

Autoclave, horno de esterilizacion, balanza, incubadora.
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5. Procedimientos:

i. Constitucién del sistema.

El sistema estard constituido por un matraz de kitazato, una jeringa de 60 ml, un
conducto de jebe de 10cm x 8mm y otro de 3cm x 8mm, una pipeta volumétrica de 5
ml, un corcho de jebe de 3cm x 4cm con un agujero de 9mm y un cigarrillo (ver

esquema).

ii. Preparacion del Sistema.

i.  Primer paso: se conect6 un extremo del conducto de jebe de 10cm x 8 mm en
la punta de la jeringa y en el otro extremo, en la parte superior de la pipeta
volumeétrica.

ii.  Segundo paso: Se introdujo el extremo inferior de pipeta estéril en el agujero
del tapon de jebe y éste en la boca del matraz de kitazato.

iii.  Tercer paso: se conectd el conducto de jebe de 3 cmx 8mm en el pico del
matraz de kitazato, y en el extremo libre del conducto introducir la boquilla del

cigarrillo hasta que el conducto cubra el filtro.
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Figura. 3: Constitucion del sistema.
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Aspiracién del humo:

Primer paso: se vertiéo 250 ml de buffer fosfato salino en un matraz de kitazato
y se procedio a encender el cigarrillo y jalar el émbolo de la jeringa de tal forma

que se logre concentrar la mayor cantidad de humo en el interior del matraz.

Segundo paso: Una vez consumido el cigarrillo, se procedié a quitar el filtro y
se colocd otro cigarrillo, haciendo un total de 10 unidades por matraz (una
cajetilla), luego de terminado el proceso de aspiracion, se retiro el filtro restante
y se introdujo un trozo de algoddn en el pico del matraz (para proteger el cultivo
de la contaminacion), de la misma manera se quitd el tapon de jebe e introdujo

un pedazo de algodon en la boca del matraz.

Tercer paso: se agitd el matraz suavemente para lograr la mezcla con el humo
contenido en el interior, luego se tom6 100 ml de buffer fosfato con una probeta
esteril y se vertié en un Matraz de Erlenmeyer cuyo contenido es 100 ml de
caldo nutritivo, de la misma forma se tomé 100 ml del buffer restante y se vertio
en otro matraz de Erlenmeyer conteniendo 100 ml caldo Saboraud méas un
inhibidor bacteriano (cloranfenicol). Este procedimiento se realizé para cada

marca de cigarrillos.
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Cuarto paso: se procedio a incubar los matraces de Erlenmeyer de la siguiente
manera: con el caldo nutritivo a 37 C° por 72h y el caldo Saboraud fue incubado

a 37°C por 24h y luego a T° ambiental por 3 dias mas.

Aislamiento e identificacion:

Pasado el tiempo de incubacion para cada medio de cultivo, se observé turbidez en
el caldo nutritivo, mas NO en el caldo Saboraud; luego a partir del caldo nutritivo
se tomd una asada y se resembrd por agotamiento a las placas de Agar tripticasa de
soya (TSA), Agar manitol salado, Agar MacConkey, Agar almidén y Agar sangre,
luego se incubd las placas a 37°C x 48h. Asimismo, se tomo otra asada y se
extendié en una lamina portaobjeto, se dejé secar a T° ambiente y se realizd las
coloraciones de verde malaquita y Gram.

A partir del caldo Saboraud (CS) se realiz6 la siembra por el método de placa
vertida, es decir, se tom6 1 ml del CS y se vertio en una placa Petri vacia,
seguidamente se adicion6 agar Saboraud y se homogenizé hasta lograr una mezcla
total entre el inoculo y el agar, luego se llevd a incubar a 37 °C por 72 h.

Pasado el tiempo de incubacion, tomo una porcion de las colonias de las placas de
TSA y con un palillo de madera se coloco sobre la superficie de la tira del reactivo
de oxidasa, tambiéen se hizo la prueba de catalasa, luego se vertio unas gotas de lugol

en el agar Almidon hasta cubrir toda la superficie de la placa.
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3.6. ANALISIS DE DATOS:
La informacion recogida fue ingresada a una base de datos para lo cual se utilizd

Microsoft Excel 2010. Los resultados se muestran en tablas.

3.7. ASPECTOS ETICOS:

El estudio conto con el consentimiento informado de las autoridades correspondientes.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

De 5 cajetillas analizadas de la marca A se obtuvieron crecimiento en el 40%, es decir,
en 2 de los 5 matraces con caldo nutritivo (CN) se observo desarrollo bacteriano. En la
marca B también se obtuvo un 40% de crecimiento bacteriano, vale decir, 2 de los
matraces con CN analizados mostraron desarrollo bacteriano. En la marca C se obtuvo
un 20% de crecimiento bacteriano, es decir, 1 de los 5 matraces con CN analizados
presentd crecimiento y en la marca D se obtuvo desarrollo bacteriano en un 100%, es
decir, se observo crecimiento bacteriano en los 5 matraces con CN. No se observo
turbidez en el caldo Saboraud ni crecimiento fungico en las placas sembradas por el
método de placa vertida.

Se observd bacilos Gram positivos con tamafio uniforme y distribucion variable,
bacilos en cadena (estreptobacilos), en pareja (diplobacilos) y libres (figura 6); también
se observO esporas bacterianas de color verde sobre un fondo azul tomado por el
colorante de contraste (figura 7).

Las colonias expuestas al reactivo de oxidasa dieron un resultado negativo y las que
fueron espuestas el reactivo de catalasa (peroxido de hidrégeno), resultaron positivos.
En el agar almiddon se observé un halo alrededor de las colonias después de la adicion

del lugol, y en el agar sangre se observo beta hemolisis alrededor de las colonias.

No se observo crecimiento en los matraces de caldo Sabouraud y placas de agar

Sabouraud
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Figura 7. Coloracién Verde Malaquita: esporas tefiidas de verde (1000x)
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4.1.- DESARROLLO EN LOS MEDIOS DE CULTIVO:

Fig. 8. Caldo Nutritivo: Fig. 9. Cal.do
desarrollo bacteriano Saboraud: no

después de la incubacion se observo degarrollo
alguno después de la

incubacion
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CAPITULO V
DISCUSION

Al explorar la hoja de tabaco de 4 marcas de cigarrillos comercialmente disponibles en
el mercado independientemente de la marca, se logré aislar bacilos Gram positivos
compatibles a bacterias del género Bacillus spp. , lo cual guarda relacion con algunos
de los estudios que se han enfocado en demostrar endotoxinas en el humo del cigarrillo.
Hasday et. al. (1999), demostraron por primera vez que el humo principal y secundario
contienen niveles significativos de endotoxina bacteriana, por otro lado, Learsson et al.
(2008), demostraron que el humo de cigarrillo contiene niveles elevados de
peptidoglican que es un marcador de bacterias Gram positiva, sin embargo, Curby
(1967) y Wood (1968) identificaron componentes viables en el humo del tabaco, no
obstante, los resultados que obtuvieron no fueron concluyentes debido a problemas
técnicos. Estos estudios proporcionaron indicios adicionales para encontrar organismos
viables en el humo del cigarrillo.

Con el sistema de aspiracion elaborado se logrd concentrar la mayor cantidad de humo
aspirado; permitiendo de esta manera, el desarrollo éptimo de los microorganismos en
el medio liquido de cultivo, el aislamiento de bacterias pertenecientes al género Bacillus
sp. se debe probablemente a que son transportados a traveés de humo en forma de
esporas, también a sus caracteristicas tipicas como presentar capsula y resistencia a
temperaturas elevadas como 75 ° C. La mayor parte de nuestros resultados proporcionan
informacion de que los cigarrillos pueden considerarse una fuente directa de organismos

bacterianos.
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Es importante mencionar que los fumadores tienen 18 veces mas probabilidad de
albergar patdgenos bacterianos en la cavidad oral que los no fumadores (Siloé et. al.
2000); también, se ha descrito que los fumadores cronicos pueden tener mecanismos
menos eficaces de aclaramiento mucociliar (Wanner et. al., 1996), inflamacion crénica
de los pulmones (Yanbaeva et. al., 2008), y compromiso de mecanismos de defensa
inmunoldgica (Birrell et. al., 2008), todos estos procesos producidos por el humo del
cigarrillo podria contribuir a niveles més altos de colonizacion bacteriana. Finalmente,
la significancia del aislamiento de dichas bacterias, radica en la capacidad que tienen
éstas de formar esporas ante situaciones hostiles, y al ser aspirados a través del humo
del cigarrillo, podrian llegar a colonizar las vias respiratorias en fumadores activos, y
mas aun si estos llegan a invadir a personas inmunodeprimidas; por ende, es
imprescindible  realizar investigaciones futuras para determinar si las bacterias
presentes en los cigarrillos podrian desempefiar un papel importante en el desarrollo de

enfermedades respiratorias, tanto agudas como crénicas.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Con base en los hallazgos de este trabajo se concluye que:
1. Los microorganismos aislados a partir del humo de tabaco fueron bacterias
pertenecientes al género Bacillus spp.

2. No se aislaron hongos en ningun cigarrillo procesado.

CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

7.1.- Realizar cultivos en anaerobiosis para aislar microorganismos que se desarrollen
en estas condiciones.

7.2.- Usar técnicas de Biologia Molecular para determinar la diversidad bacteriana en el
humo aspirado del cigarillo.

7.3.- Realizar estudios para evaluar si las bacterias presentes el humo aspirado del
cigarillo son capaces de colonizar el tracto respiratorio.

7.4.- Evaluar la presencia de microorganismos en otros productos de Tabaco como:

cigarros, pipas, bidis, krekets y bastones.
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CAPITULO VIII

A. ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA
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TEMA PLANTEAMIENTO | OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES | METODOLOGIA
DEL PROBLEMA
Pregunta general: Objetivo 1.- Los | - Bacterias - Bacillus sp Niveles de estudio:
¢Habra general: microorganismos | - Hongos - Levaduras Estudio transversal
Bacterias y | microorganismos en el presentes el humo | - Humo aspirado | - Presencia de | y prospectivo
hongos en el Determinar la humo dentro del
humo aspirado | humo aspirado  del aspirado del matraz Disefio de estudio:
del cigarillo presencia de
cigarrillo? cigarrillo son No experimental
microorganismos
bacterias y Poblacion: Rimac y
en el humo
hongos Cercado de lima
aspirado del

cigarrillo
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TEMA
PLANTEAMIENTO | OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES | METODOLOGIA
ESPECIFICOS
DEL PROBLEMA
Preguntas especificas: | -Evaluar los tipos | 2.- Los agentes | -Bacterias -Bacillus sp Muestra: 5
de hongos | microbianos y | - Hongos - Levaduras cajetillas nuevas de
Bacterias y | -¢Qué tipos de
hongos en el presentes en el | fungicos son | - Humo aspirado | - Presencia de | cigarrillos de cuatro
humo aspirado | bacterias estan
del cigarillo humo aspirado de | bacterias humo dentro del | marcas diferentes:

presentes en el humo

aspirado del cigarrillo?

-;,Queé tipos de hongos
estdn presentes en el
del

humo aspirado

cigarrillo?

cigarrillo

-Evaluar los tipos
de hongos
presentes en el
humo aspirado de

cigarrillo.

pertenecientes al
género bacillus sp

y hongos

matraz

marca A, marca B,
marca C y marca D.
tres marcas CON
filtro y wuna SIN
filtro

Unidad de analisis:

Humo aspirado.




ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS- HUMO ASPIRADO (MARCA A)
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SIEMBRA RESIEMBRA Y TINCIONES COMPLEMENTARIAS
Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento
al37°Cen24 |a 37°C a37°C a37°C
h (Caldo (Caldo (Caldo
(Caldo Nutritivo) y | Nutritivo) y | Nutritivo) y Agar Agar Agar Coloracién | Coloracion
Nutritivo y | aT° Amb. a T° Amb. a T° Amb. Sangre: TSA: Almidon: Gram Verde
Saboraud) (C. (Caldo (Caldo Malaquita
Saboraud) Saboraud) Saboraud)
en48 h en72h en 96 h
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se | No se observd | No se | No se observd | No se
1A: Caldo observo UFCs. observo bacilos observo
nutritivo UFCs. UFCs. esporas
bacterianas
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
1B: Caldo observé UFCs. observé visualiz6 M.O | observo
Saboraud UFCs. UFCs. esporas
Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC secas, | UFC amarillas | UFC de | Bacilos en | Se observo
2A: Caldo de  borde | de aspecto seco | aspecto seco | cadena cortas | esporas
nutritivo irregular con  borde | Gram bacterianas
alfa irregular positivos
hemoliticos
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observdo | No se No se | No se
2B: Caldo observo UFCs. observo visualizé M.O | observo
Saboraud UFCs. UFCs. esporas
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Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
3A: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
3B: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
4A: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
4B: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC secas | UFC mucoides | UFC Bacilos Se observo
5A: Caldo de color | de borde | mucoides largos Gram | esporas
nutritivo blanco alfa | irregular de  borde | positivos bacterianas

hemolitica irregular
S

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
5B: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos

bacterianas




ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS- HUMO ASPIRADO (MARCA B)
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SIEMBRA RESIEMBRA Y TINCIONES COMPLEMENTARIAS
Crecimient | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento
o0a37°Cen | 37°C (Caldo |a37°C a37°C
24 h Nutritivo) y | (Caldo (Caldo
(Caldo aT° Amb. Nutritivo) y | Nutritivo) y Agar Agar Agar Coloracién | Coloracion
Nutritivo vy | (C. a T° Amb. a T° Amb. Sangre: TSA: Almidon: Gram verde
Saboraud) | Saboraud) (Caldo (Caldo malaquita
en 48 h Saboraud) Saboraud)
en72h en 96 h
Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC secas, | UFC amarillas | UFC de | Bacilos  en | Se observo
1A: Caldo de borde | de aspecto | borde cadenas y en | esporas
nutritivo irregular seco irregular vy | parejas
alfa aspecto seco | Gram
hemoliticos positivos
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
1B: Caldo observé UFCs. observé visualiz6 M.O | observo
Saboraud UFCs. UFCs. esporas
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
2A: Caldo observé UFCs. observé visualiz6 M.O | observo
nutritivo UFCs. UFCs. esporas
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observé | No se No se | No se
2B: Caldo observo UFCs. observo visualizé M.O | observo
Saboraud UFCs. UFCs. esporas
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Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
3A: Caldo observo UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
3B: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC secas | UFC mucoides | UFC Bacilos Se observo
4A: Caldo de color | de borde | mucoides largos Gram | esporas
nutritivo blanquecino | irregular de  borde | positivos bacterianas

alfa hemolit. irregular

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
4B: Caldo observo UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observé | No se No se | No se
5A: Caldo observé UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se No se observd | No se No se | No se
5B: Caldo observo UFCs observo visualizd observo
Saboraud UFCs UFCs microorganis- | esporas

mos

bacterianas




ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS- HUMO ASPIRADO (MARCA C)
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SIEMBRA RESIEMBRA 'Y TINCIONES COMPLEMENTARIAS
Crecimient | Crecimient | Crecimiento | Crecimiento
oa37°Cen|a37°C a3dr°C a3r’°C
24 h (Caldo (Caldo (Caldo
(Caldo Nutritivo) | Nutritivo) y | Nutritivo) y a Agar Agar Agar Coloracién | Coloracion
Nutritivo y |[yaT® a T° Amb. T° Amb. Sangre: TSA: Almidon: Gram verde
Saboraud) | Amb. (C. (Caldo (Caldo malaquita
Saboraud) | Saboraud) Saboraud) en
en 48 h en72h 96 h
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observd | No se observé | No se | No se observo | No se
1A: Caldo UFCs. UFCs. observé bacilos observo
nutritivo UFCs. esporas
bacterianas
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observé | No se No se | No se
1B: Caldo UFCs. UFCs. observo visualizé6 M.O | observo
Saboraud UFCs. esporas
Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC secas, | UFC de color | UFC de | Bacilos Se observé
2A: Caldo de borde | crema con | aspecto seco | cortos en | esporas
nutritivo irregular con | aspecto seco y borde | cadena Gram | bacterianas
alfa hemolisis irregular positivos
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
2B: Caldo UFCs. UFCs. observo visualiz6 M.O | observo
Saboraud UFCs. esporas
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Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
3A: Caldo UFCs UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
3B: Caldo UFCs UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
4A: Caldo UFCs UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
4B: Caldo UFCs UFCs observé visualizo observo
Saboraud UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
5A: Caldo UFCs UFCs observé visualizo observo
nutritivo UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observé | No se No se | No se
5B: Caldo UFCs UFCs observo visualizd observo
Saboraud UFCs microorganis- | esporas

mos

bacterianas




ANEXO 2: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS- HUMO ASPIRADO (MARCA D)

52

SIEMBRA RESIEMBRA'Y TINCIONES COMPLEMENTARIAS
Crecimient | Crecimient | Crecimiento | Crecimiento
0a3/°Cen|adr’°C a37°C a3r°C
24 h (Caldo (Caldo (Caldo
(Caldo Nutritivo) | Nutritivo) y | Nutritivo) y a Agar Agar Agar Coloracién | Coloracion
Nutritivo y |[yaT® a T° Amb. T° Amb. Sangre: TSA: Almidon: Gram verde
Saboraud) | Amb. (C. (Caldo (Caldo malaquita
Saboraud) | Saboraud) Saboraud) en
en48h en72h 96 h
Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC secas, | UFC amarillas | UFC  con | Bacilos en | Se observo
1A: Caldo con borde | de aspecto | aspecto seco | cadenas esporas
nutritivo irregular alfa | seco y borde | cortas Gram | bacterianas
hemoliticas irregular positivos
Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
1B: Caldo UFCs. UFCs. observé visualiz6 M.O | observo
Saboraud UFCs. esporas
Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC UFC amarillas | UFC  con | Diplobacilos | Se observd
2A: Caldo mucoides de aspecto | borde en  parejas | esporas
nutritivo opalescentes | seco irregular y | Gram bacterianas
de borde de aspecto | positivos
irregular seco
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Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
2B: Caldo UFCs. UFCs. observo visualizé M.O | observo
Saboraud UFCs. esporas

Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC con | UFC de color | UFC de | Bacilos  en | Se observo
3A: Caldo borde crema Yy de | aspecto seco | cadena esporas
nutritivo irregular y | aspecto seco con borde | largas Gram | bacterianas

secas irregular positivos

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observé | No se No se | No se
3B: Caldo UFCs UFCs observo visualizo observo
Saboraud UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC UFC amarillas | UFC Bacilos  en | Se observo
4A: Caldo mucoides con | de aspecto | mucoides cadena esporas
nutritivo borde mucoides con borde | cortas Gram | bacterianas

irregular alfa irregular positivos
hemoliticas

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
4B: Caldo UFCs UFCs observo visualizo observo
Saboraud UFCs microorganis- | esporas

mos bacterianas

Matraz | Positivo Positivo Positivo Positivo UFC UFC de borde | UFC Bacilos en | Se observo
5A: Caldo mucoides de | irregular y | mucoides cadenas esporas
nutritivo color aspecto de  borde | largas Gram | bacterianas

opalescente mucoide irregular positivos

Matraz | Negativo Negativo Negativo Negativo No se observo | No se observd | No se No se | No se
5B: Caldo UFCs UFCs observo visualizo observo
Saboraud UFCs microorganis- | esporas

mos

bacterianas
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ANEXO 3
GLOSARIO

1. Aflatoxinas: micotoxinas producidas en pequefias concentraciones por hongos del
género Aspergillus. Los hongos que producen aflatoxinas pueden contaminar los
cultivos en los campos durante la cosecha o almacenamiento.

2. Endosporas: son formas de perdurabilidad de ciertos grupos de bacterias frente al
calor, la desecacidn, la radiacion y las influencias quimicas.

3. Endotoxinas: Toxina proteica de origen bacteriano retenida al interior de la célula
que la ha producido.

4. Metagendmica: es un campo nuevo en el que se persigue obtener secuencias del
genoma de las bacterias que componen una comunidad, extrayendo y analizando su
ADN de forma global.

5. Periodontitis: inflamacion del periodonto (conjunto de tejidos que rodean y
sostienen el diente.

6. Aislamiento: accion y efecto de aislar

7. Aislar: separar una cepa de un conjunto de microorganismos.

8. Cepa: microorganismo completamente identificado.



