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INTRODUCCION

Sin lugar a dudas, el andlisis microbiol’égiéo del 'air‘e‘
representa una de las actividades profesionalés', més -
importantes del Quimico, por cuanto que determina cué].it:afiv'a
y cuantitativamente la presencia de los micrqorgahismos en
los ambientes abiertos y cerrados, en los cuales no .sélo se
vive sino que, ademis, se trabaja, se. efectdan las
intervenciones quirdrgicas, se c':n'nl.alleceT o, simplemente, se

producen y envasan diversos medicamentos.

En la época contemporénea,  la preocupaéién'éobre la calidad

del aire gque respiran-'ios Manos - ha - llegado a su

mixima expresién, si bien en’nuestro medio séloc se le concede

una importancia adecuada’ a'’los ‘‘contaminantes, quimicos,

discrimindndose inexplicablemente: i.;s bioparticulas que

generan afecciones respirat"o'rias‘ [} alfergias que: impiden una

existencia 6ptima e . impactan’::negativamente : los ' logros

gociceconémicos de la-comuni

El presente trabajo persigu
del aire de la ‘;Clu a

enfermedades respiratorias -destaca

mayor frecuencia.



En este sentido, se han tomado como indicadores las bacterias
del género Staphylococcus, por tratérse de microorganismos de
origen humano y animal, cuya transmisién aérea -de persona a
persona- se encuentra ampliamente comprobada. Sin embargo,
también se ha intentado detectar la frecuencia de Micrococcus
debido a que, aungue también se localiza en humanos, su
frecuencia en éstos es notablemente menor que la del género

antes mencionado, pudiéndosele considerar de vida libre.

La comparac:.én entre las abundanc:.as de ambos géneros podria

ha reall ad' o' Andersen, puesto que se trata

) del equlp éptlm para llevar a cabo este tipo de estudios.




OBJETIVOS:

-Establecer la concentracidn de bacterias mes6filas aerobias
en el aire de la Cludad de México, en ambientes intra Y

extramuroé, y en las épocas de "secas" y "lluvias".

-Determinar, en muestras de aire, la abundancia de
estafilococos y compararla con la de Microcgccus,
considerando las diversas condiciones mencionadas en el

parrafo anterior.

-Utilizar el impactador Andersen para recolectar muestras de
aire y conocer las caracteristicas que lo colocan como el
equipo ©&ptimo para realizar esta clase de estudios

microbiolégicos.



1. GENERALIDADES

i. Rerobiologia

i.1. Antecedentes

Se asigna el nombre de contaminacién: a . la - acumulacién-'de’

sustancias  indeseables  ‘en

evidentemente, los ..

pequeﬁ'ar »fraég:ién.
aerotransportada que
definicién tradicional . de.contaminant

representar . riesgos‘h‘tan“ graves:




implicar

'1ncuestlonable

; imerténcia‘, epldemlologlca,

del,contamlnante, del

desde” luego, de la

gastos

de 'las enfermedades

asociédas 51 1 n''se ‘ven frenados mis

esarrollo, en donde

stituyen
eﬁitidosl
las,particula

punto de vista fisico,

del viento; . por. el



depositarse en el suelo 'y, como son de mayor tamano, suelen

depositarse muy cerca de su. fuente de’ em1516n (20)

La tabla 1 nuestra “diversas

aeroparticulas y su respectivos:tamafios

Aeroparticulas

Humos
Polvos
Virus
Bacteriag
Algas
Esporas de hongos

Fragmentos de:

Liquenes . 1 a’
Protozoarios 2 a-
Polen 10 a
Plantas e insectos 100 a 1000

Aerobiologia es ‘un término acuflado en los afios 30'5 Y.

corresponde -a una d:.sc:.plma enfocada a la caracter:.zac:.én

de las particul' £ v:Lables presentes en la atmosfera mtra y' G

reallzacion de' estudios

‘las enfermedades ’ de 1las

' 'epidem:.olog cos relaclonados co'

plantas, anlmales y humanos (20 30).



Los antecedente de esta c:.encia tlenen su origen en el afio

55 a. c., cuando LucreCio observo el. movlmiento de gotas en

un rayo de luz dentro de un cuarto oscuro— y asocid sus

hallazgos 1la enerac16n de 1a peste, de las alerglas y de

las patologia en’ plantas.

Pasteur,

Tyndell,

cuando el qu:.mlco A. Dumas reallzé un estudlo :l.ntenswo de

'-bacterlas Y hongos en la atmosfera, ;p_or _»_su parte, Miquel

estlmé el nﬁmero de particulas de var s éiaisés, contenidos

en una determmada medlda de :’alre Yo posteriormente, W.

Hesse dlaené al‘unos qu:l. 08’ constltuidos de; un tubo angosto

- honzonta

gelatlna ; nutr

.conoc‘:'ido‘ de’ :.croorgam.smos se 1mpactaban en el
‘ med:Lo Incuest:.onablemente, este aparato resulté el
anteceaor de 1oa d:.versos muestreadores ut:.hzados hoy en
dia (secuenclales,' de tipo continuo, etc. ), . puesto que

consideraba la existencia de las varladas aeroparticulas,

viables (7, 59).



En México, los estudios . sobre Aerobiologia ' iniciaron 'a
partir de 1982, concentrindose en el &rea fitr:op:a‘t;o‘iég‘iqa:

aungue, en la actualidad, los alergélogos Yy ﬁziéfrobiélo_gos -

investigan 1la’ relacién entre la propagacién

microorganismos que integran habltualrnente la’ flora, y la

‘fauna anemé&fila, y la ocurrencia de cuadros alérg:.cos e

infecciosos en los seres humanos (10, 63}:

i.2. Aeroparticulas

El estudio de los aerosoles se basa en la congideracién de
las propiedades inerciales.de las partfculas, en virtud de
su relevancia en- éuanéo"’ &  8u- trangsporte a través de

corrientes: de turbulencla del aire y a la velocidad con la

ichas propiedades son las que. permiten

articulas-.del aire, debido a su impactacidn

‘acondicionadas que favorecen el -anglisisg

suspendldo en el aJ.re, “la. masa de -ambos.

desc:.endan »-:Ln1c1almente ~de acuerdo”,cdn\




dé manera que, p ulat:.vamente, la fuerza neta tenderi a cero

Y, de esta manera, la caida de la particula ge estabilizaré

a una } 1 constante,

el‘bérfafo anterior corresponde a la Ley de
S't'oic"ej,v cuya apli‘éa?:i’c‘m a la recoleccién de particulas es
feiativar. " cuando el muestreo contempla la impactacién del
analito empleando las corrientes de aire las cuales, sgi
resultan suficientemente fuertes, estimulan ademds su

distribucién uniforme sobre el impactador (9, 16, 59).

Desde el punto de vista de su comportamiento aerodinémico,
las particulas bloléglcas estén sujetas a las mismas leyes
fisicas que las de’ naturaleza inerte, gl bien las primeras
también. dependen de .'sus : caracteristicas metabdlicas y
estructurales. De hecho, su tafnai"io fluctGa entre 1 y 100
micras, y su velocidad de caida varfa entre 0,003 y 30

cm/seg, dependiendo de tamafio, forma y densidad (11, 20).

Las atmésferas intra y extramuros

Los estudios aerobiolégicos ) deben : “diétinguir C la

contaminacién intramuros (en mteriores) de 'la extramuros
(libre o de exteriores' lo general, la pr:.mera se
relaciona. con la presenc:.a de particulas dentro de 1los

hosp:.tales, casas habltac:.én fébrlcas, escuelas, etc., en



tanto que la segunda se asocz.a a ,las,‘ enfermedades

alergoldgicas y/o a la medlcma epldem:.ologlca (20)

Como es sabido, la atmésfera de 1:

10



estreptocéceicas o estafilocéccicas, entre algunas otras

(30, 41).

Por lo que se refiere a la atmésfera exterior, aunque no
existen dudas acerca de que los aerosoles bioldgicos son
capaces de recorrer grandes. distancias -bajo ~condiciones
meteorolégicas adecuadas-, alin es necesario determinar los
géneros o especies microbianos que conservan con mayor
regularidad su poder infectivo después de esta clase de

traslados prolongados (13, 19, 48, 66). ’

En general, la dispersién aérea de los microorganismos -ya
sea q{xe se encuentren o no incorporados a otras particulas-,
se realiza en 3 fases: .a)’-su: lkanzk'aﬁ\fi.kgn;o'rhacia el aire a
partir de su sustrato ori‘ginéllb_},b.) i}s'uk\:_kw.b‘aijts;)ort':e a través de

corrientes aéreas y c) su deposicié bre:su nuevo sustrato

(43} .

En relacién. a su' lanzamien aire, &ste suele ser

neréia suministrada por el medio

11



capacidad para dispersarse pdr si mismos, otros vectores

tales como el polvo y las prendaEAqulrurgJ.cas :

otros- pueden acarrear,

Adicionalmente;

vaporizacidn >de:1‘ rﬁé ¥

tratamiento d eté .

aguas negras '

stornudar [<] hablar, cont;ibvuyen

oca'figuran entre las
mos - patégenos para el
ellas''la descamacién de

log .casos, se cumple el

o'.en’ las particulas

as’ particulas que contienen

e “acuerdo. con el tipo y
onetvll;uy_enteé s6lidos, y no tanto en

relacién?al tamafio'de los gérmenes que acarrea.

12



Pox otra ‘Vpartve," la concentracién. de dichos aéarreadores
atmosféricos esimﬁy.fluct\zante, existiendo acumulaciones muy
densas, hasta vollimenes wuy grandes con bajo contenido
microbiano, dependiendo de la proximidad de algunas fuentes
de microorganismos o de la fuerza de las mismas y, desde
luego, de los_ factores que "pueden afectar la viabilidad de

la carga microbiana {20).

1.3. Aercbacterias

Incuestionablemente, las bacterias constituyen unc de los
grupos microbiancs mds abundantes en el medio ambiente; en
condiciones naturales, se les encuentra fécilmente en agua,
aire y suelo, en particular, aquéllas que se consideran

degradadoras de la wateria orgdnica (8).

Una vez establecidas en su hébitat correspondiente, las
gélulas bacterianas pueden incorporarse a la atmésfera por

accidén del viento,:. . por ccrrlent:es ‘de conveccién, por. la

caida de la 'l;uv‘ia o y/o ".las plantas, por

burbujas de eyéécién Y rios, e’ mclusli/e’.

numerosas activ1da yen al incremento de

las aerobactenas, mlsmas que’ son féc:.lmente acarreadas por

las particula‘_s‘dqpolv o.poxj lcrogotas de agua (20, 30} .

Bl tiempo de per_m‘aneh'ciav' de. una - particula en el medio

13



ambiente depende de su tamafio, densidad e h;i.groscopicidad Y,
tratdndose especificamente de bacterias, su \?iabilidadl varia
dependiendo de la temperatura y humedad ambiental, de 1la
precipitacién pluvial, la radiacién solar, ‘de la velocidad y
direccién -del vier.n:ov-y de  la nubosidad, entre otros

factores (21,22, 23, 35, 51).

De’ .heck'lo, : nurﬁerosas bacterias presentan ciertas
caracteriéticas que favorecen su resistencia a les diversos
agentes ambientales, tales como la presencia de pigmentos y
su capacidad para producir esporas (Clogtridium y Bagillug).
No = obstante, se ha comprobado ampliamente que su
reproduccién resulta casi &ptima cuando las particulas que
las tfansportan poseen humedad y nutrientes (17, 18, 25).

Por  lo géneral las particulas que contlenen bacter:.as en,v

los amblentes urbanos presentan un t:amano 'que

i del - suelo Y

humano, - aunque

14



El viento suele proporc:Lonar la energia dlnamlca necesaria

para aerolizar las bactenas‘ y, dependlendo de las

turbulencias, su "concentracién difiere de. acuerdo con la
“raltura y algunos otros fact:ores.. Cabe menc:.onar que a med:.o, :

dia, cuando 1la temperacura'suele ser mayor, fsu. num ro

disminuye; contrastando con lo anterlor, la concentrac16n de.:i
aercbacterias se incrementa durante ‘la no_chg,
reduciéndose gradualmente con 1la sedimentacié
69).
Tal como ocurre con el viento, la 11uv:'|.a' constituye otro.

agente poderosc como generador de aerosoles ic'rob’ianos, si

bien sus efectos globales varfan. en. relac16n al tamaﬂo de
las gotas, de su velocidad final" a1~.impact:arse sobre las
superficies y de las condiciones 'de',‘fdureza y humedad de

estas dltimas (26) .

El numero de aerobacterlas se 1ncrementa durante el verano y

el otono, 'cons:.deréndose que la carga microbiana puede

‘ diérrkinu:.r

también es pos:.ble que aumente debido al 1mpacto de. las

“gotas deylluv1a sobre las diversas superficies (5, 20, 26,

30)

En resumen, el nimero absoluto de bacterias depende de la

15

avado pluw.al de la atmésfera, aunque,' .



ocurrencia o J.nexistenc:.a -de 11uv1a, de las act:w:.dades

antropogénicas 'rlé’ act1v1dad veh:.cular, 1os - procesos

1ndustr1a1es, la respir 10 ’la abundancm de vegetac:.on ¥

pAolvo,‘ la frecuenCLa veloc:.dad del v1ento, el proceso

vital de los ,anlmalye‘_s,

i.4. Pérticﬁlés- inhalables

Las particulas inhalé.bles' vafi'anf' entre 0 .17y 15 micras de

didmetro, £raccién dentro de

hecho, se ha demostfa o

razén, el tracto resplraton
de depuracxon, como el;érbo‘

- tapizado por una capa de-»mocé,'_“

s povelen

los cilios, desde el “tracto ™ inferior . hacia:

16



FRACCION NO RESPIRABLE
(REGION NASOFARINGEA)

FRACCION RESPIRABLE
{REGION TRAQUEQ-BRONQUIAL
Y ALVEOLAR)

EL MUESTREADOR ANDERSEN SIMULA EL SISTEMA RESPIRATORIO HUMANO



superior, y los macréfagos alveolares tuyaﬂfuncién radica en

englobar e ‘inactivar a los mlcroorganlsmos, dando lugar a la

respuesta inmune’ (65)

Sin  embargo, cuando!

aproximadamente 1

conduzcan a CrlSlS asméticas.f

Las - particulas :inhalables:'se dividen,;

i.5, Métodos de muestreo del aire (20):

El muestreo del aire reviste actualmente ‘un gran- interés'

desde varios puntos de vista, dada,"hV 1ncuestlonable
importancia médica, econdmica y czenciflca, sustentada en el
conocimiento cualitative 'y cuantltativo »_L¢e "los

aeromicroorganismos.

Muestreo por sedimentacién’;~4(

‘Corréspondevai,émpleo‘défcéjas de Petri con medios de cultivo

17



s6lido, ' las cuales permanecen abiertas en la zona de
muestreo, durante tlempos previamente . determlnados Su medio

de colecc;\.én es -6l agar, se. consldera sencillo y barato,

aunque ‘no cuant:.f:.ca v sélo‘favore"e la' implantac:Lén de

part:.culas con- alta veloc:l.dad d ijaeciéni; e_sidec;r, si bien

reales, -

Muestreo, po

con multxor:.f:.c:.os Y

as.reales

d:e ‘lo:s ‘cuales quedan las

18



aerobackterias,;l esporas: u -hongos, . inmersos  en: solucién

amortiguadora; de:laicual se toman alicuotas para adicionarse

.en medios de:cultivo

_.‘bmu_e,slg:reof porimpactacién.en medio sélido -

Se a.\pi:';.ca ‘:émpleando un impactador multietapas, que permite
- discriminar a las particulas de acuerdo a sus diversos
taméﬁos, ya que éstas se impactan en varias etapas sobre la
superficie del medio colector. Légicamente, también permite
medir el tamafio de las particulas aerodindmicas, tal como lo

hace el impactador de cascada Andersen.

Cabe mencionar que la incorporacién de un aparato volumétrico
al método de sedimentacién en cajas de Petri, ha cpm_i»u‘t'-.'-;l;do al
disefio del impactador Andersen, considerado V"cc,fmc’.»: gi més
practico de los muestreadores . ,_‘ ,i).b;tl;mé}:ricos,
independientemente de que también hace. posibi¢ 5£ealizar
estudioé comparatives sobre el poder dgpeneitrvadién de las

particulas atmosféricas = dentro del f'épafato respiratorio

humano (39).

en 1955, a .paif’ti‘r d

del aire porivez..

19



particulas suépendidas.. Cdnsecuéntemente, ha resultado de

gran utllldad en: la reallza016n de estudios de contaminacién

’ por polvos, esporas de hongos, bacterlas, polen, etc.

Su eficiéhéiafﬂ vcolecc16n permite efectuar la medicién de

aerosoles bloléglcos, ya que la impactacién de las particulas

es relativamente suave y preserva la integridad y viabilidad

de los mlcroorganlsmos (1).

Bl Ahaersen impéctador de succién, operadoe por una

1 pequena bomba a acio, esté formado por 2 .a 8 etapas (segin

f el. modelo ,de ‘al ero noxldable, colocadas en serie, cada una

de 1as cuales presenta orlflclos ‘euyos didmetros decrecen de

Inmedlatamente ebajo-de cada etapa, se localiza una caja

de Petrl (de a vidrié) con medio de cultivo, la cual

ablertaf‘durante la recolecclén. De esta

‘sélo permanec

son’ obtenldas medlante impactacidn

diversas,etapaa,;obedec1qndo a su respectiva

‘En moncreto, ‘este muestreador es el mds confiable para llevar
a cabo estudios socbre aerobacterias,  con base en las

siguientes  ventajas: 1)Es el. de mayor sensibilidad vy

20



I¥PACTADOR DE CASCADA ANDERSEN DE DC5 ETAZAS



ETAPA 1

NO RESPIRABLE

ETAPA 2

RESPIRABLE

ESQUEMA DEL IMPACTADOR DE CASCADA ANDERSEN DE DOS ETAPAS



eficiencia’ 'enb TTlan ;ecoleccién; 2)Resulta’  facil . su
esterlllzac:.on,, v1ab111dad de los

microorganmsmos contem.dos en 1as muest:ras, 4)Dlscr1m1na el

‘tamafic’ de.las partic_ulays ) ctadas (1),

Carécteristicas"de:1"impactg_dp de 2 ‘et:'a'p‘as.'(z)

1. ESt& constituido por 2 placas de alumlnlo, cada una de las

cuales presenta 200 oriflcios. . correspondlentes a la

primera etapa poseen un diémet_r‘} e 1 _5" mm, en tanto. que

lbs de la segunda son de‘o“4‘ mm. Su bomba de vacio se

localiza en la parte :Lnfer:.or y orJ.gJ.na un flujo de aire
(succuSn) de 28.3 L/minuto que confiere una aceleracion
adecuada a las particulas que se impactan selectivament:e

- -en f_uncic‘)ﬁ de su tamafio- sobre el medio de cultivo.

2. .Simula el ingreso de las bioparticulas en las vias
‘ fespifatorias humanas, ya que ambos se consideran sistemas
aerodihémicos impactadores de particulas. A este respecto,
la etapa 1 correspoﬁderia al trécto‘ respiratorio superior

(que recoge las particulas de 5° micras de didmetro) y, la’

etapa 2, equivaldria a

inferlor, donde suelen alojarse

las menores a 4 50

3. Permite éolocé rar las placas de Petri con suma

facilidad. En este sent:.do, Be recomienda que el med:.o . de

21



cultivo seleccionado sea enriquecido {como el
tripticase-aoya agar) y, de acuerdo con varios autores, se

encuentre adicibnado de algiin osmoprotector (50}.

Este ﬁltimo componente puede resultar importante para que
VJ’.asifbact:erias' se recuperen del dalic gue pudieran haberle
coﬁferidb los diversos factores ambientales (tabla 2).
Entre 1los csmoprotectores mds empleados cﬁeataca la
glicino-betafna (N,N,N trimetil-glicina), misma que se

agrega a razén de 0.39 g/L (12, 28, 29).

ii. Bl género Staphylococcus

ii.1. clasificacién

Los estafilococos pertenecen a la familia Microgoccaceae,
constituida también por los géneros Microcpgcus Y
Planococcus (54).

Dentro del género Staphylococcus se localizan actualmente 27
especies, s8i bien las siguientes 6 son las que poseen un
mayor significade en el campo de la salud pilblica: 8.
aureus, §. epidermidis, 8. haemolvticus, S. saprophyticus,
8. lugdunensis vy 8. schle‘iferi. Cabe mencionar que la

primera es la dnica coagulasa positiva, en tanto que las 5

22



restantes integran, junto con las 21 que no se mencionan, el
grupo de los estafilococos coagulasa negativa o ECN (14, 25,

54) .

ii.2. Importancia del género Staphylococcus en salud pablica

Hasta hace poco mds de una década, en el campo de la salud
se congideraba que, dentro del género Staphylococcug, 1la
finica especie pat6gena era S. aureusg; de hecho, a los ECN se
les clasificaba como sapréfitos o de baja patogenicidad para
los humanos, e inclusive, a algunas especies de este grupo
se les incluia dentro de una sola: S, epidermidis, cuya
mencién en los reportes de los laboratorios clinicos se
interpretaba como contaminacién de las muestras con miembros
de la flora de piel y/o mucosas. Sin embargo, en los afios
recientes, todo el planteamiento antes sefialado se ha
modificade radicalmente, ya que afin cuando se continda
reconociendo a §, aureus como la especie mds virulenta, lo
clerto es que varias cepas de ECN han mostrado un marcado
incremento en padecimientos infecciosos, en especial cuando
el paciente analizado se encuentra sometido a procedimientos
médicos invasivos o es tratado con cuerpos extrafios

residentes, tales como sondas, catéteres y sus equivalentes

(24, 38, 57).

Por lo que se refiere a los laboratorios farmacéuticos, la
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especie S, aureus continda’ sier}{id n!uy,imporﬁante, eniv.irt:ud
de que se trata de uno de ios' 5 niicroorganismos objetables
en productos farm,acéut.icos no estériles (PFNE), junto con
Escherichia coli, Salmonella Bp, Pseudomonas aeruginoga y la

levadura Candida albicans (25).

Como es sabido, la presencia de cualquiera de esos 5
microorganismos en los PFNE, es suficiente para que el lote
correspondiente no sea liberado para su venta, porque E.
coli repregenta la posibilidad de contaminacién fecal y los
restantes ocasionan padecimientos al humano. De acuerdo a lo
anterior, el quimico que se desempefia en la industria
farma;:éutica debe saber detectar ‘su presencia,

diferenciéndolos de otros géneros y especies presentes en

dichos productos.

ii.3, Caracteristicas microscépicas

Los estafilococos  son  bacterias esféricas cuyo didmetro

fluctiia entre 08y 1:;d‘micras (alrededor de un décimo de

di4metro dél ’e‘ri'tfocit:'oi humano); no poseen flagelos ni

esporas . y 561 a gunas cepas son capsuladas; ademis, se

tifien fémlmente reten:.endo el colorante de Gram de manera

tenaz, aunque edad varia en los cultivos viejos.y
los que se: “obtienen bajo condlc:.ones adversas (como en

presenc:.a de al
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Ad1c1onalme te, ¢ s afllOCOCOS resxsten 1a ac lon de 1os

Eenoles y:la. de mvchos otros de51nfectantes empleados en los
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laboratorios (cloriro ‘de .magnesio, cloruro de benzalconio,
_etc.}. La igicc;rporacién de 7 a 8 % 'de cloruro sédico a los
medios ‘<‘ie _cﬁltivo permite su desarrollo, a la vez que inhibe
el de casi 'todas las demds bacterias. De hecho, el disefio de
medios selectivos para su aislamientc se basa en esta
propiedad y/o en su capacidad para soportar la oxidacién por

teluritos (25, 47).

Fiﬁalmente, su resistencia a la penicilina suele depender de
su capacidad para producir beta lactamasas, propiedad
transmitida por conjugacién o transduccién y que implica la
presencia de pldsmidos de resistencia, de los cuales cada

vez se genera mayor informacién (25).

ii.s, Propiedades culturales
Medios de cultivo

Aunque estos microorganismos se reproducen féc:.lrnen\:e en el

laboratorioc previa siembra en caldo o agar utr:.t::.vos, vlqs

medios de cultivo que carecen de tlamma N o' nicotiru.co

no favorecen su desarrollo;  sin embargo en l.oa, medios
corrientes suelen existir cant:.dades ,pequenas &e estas
vitaminas. Su crecimiento en sangre es mas - abundante Y ‘hace
posible poner de manlf:.esto hemol:.smas estafllocécclcas de
accidén enérgica, tales como 1‘a ,’;lfa, beta, gamma o delta,

presentes con cierta regularidad en los ECP (3, 24).
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Independientemente de que en el laboratono se emplea gelosa

sangre para lograr el a1slamlento de estos microorganlsmcs,

se suelen mcorporar al andlisis otros medlos' de naturaleza
selectiva, tales como el S110 y el mam.tol sal agar -que
cieben su selectividad a su alto contenido en Nacl-, as{ como
el Baird Parker y el Vogel Jhonson -cuyo agente inhibidor es

el telurito de potasio al 1 %- (42).

Condiciones de incubacién

Estos microorganismos desarrollan dentro de limites muy
amplios de temperatura (10 a 40°C), aunque su crecimiento
Sptimp se obtiene entre los 30 vy 37°C.‘ Es impo;tante
precisar que, su pigmentacién caracteristica -la cualv,v sélo
es manifiesta en ciertas especies-, se produce mejor entre

los 19 y 25%C (25, 54).

En 18 a 24 h y a una presién atmosférica normal de
aerobiosis se logra un desarrollo abundante, pero la mayoria
de las cepas se reproducen aceptablemente en ausencia de
oxigeno; por tal razdén, los estafilococos se clasifican como

facultativos (54).

Morfologia macroscSpica |

En general, las.colonias estafilocéccicas guardan ' semejanza
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con manchas redondas de pintura y, de acuerdo a la
composicién de los medios, su diémetxo fluctiia entre los 2°y
4 mm; ademds, son convexas, de bordes regula_res_ Yy de’
consistencia butirdcea, y su coloracién varfa desdé '.gl:’,
blanco (en gelosa sangre) hasta el negro ”;én,-;' Vlés'
formulaciones que contienen teluritos, tales éomo ;e;/"ﬁléird

Parker y el Vogel Jhonson- (S4}.

NOTA: Lo referido anteriormente se cumple para todas las
especies de Staphylococcus. A continuacién se mencionan
algunas caracteristicas macvoscépicas que 86lo sugieren la

presencia de 8, aureus:

- En gelosa sangre (G.S) y Baird Parker, las colonias
suelen rodearse por halos transparentes, debido a 1la
elaboracidén de hemolisinas -en G.S.- y de lecitinasa -en

el segundo medio-.

- En manitol sal agar (MSA), las colonias se rodean por
halos amarillos, debido a que ocurre fermentacidn del
manitol, y su indicad@:p rojp"-;de_\ ,_yf,e:nol .adquiere aquella

coloracién al disminuir elpH

- En s‘lio,', tras:otras’i24 hide mcubacién‘,’-;estas dltimas a
“temperatura’ ambiente, -la anifiestan. un - color -
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amarillo aorado{,- al ::['Jrqdugi;se”\in pigmento lipofilice -no
hidrosoluble-, .'éoné!::it:.ﬁidgf"pbr;'dei‘ivados de la xantina

(24, 4‘2‘)

ii,6. Pruebas de identificacién
a) Deteccién del género

Una vez efectuado el aislamiento de colonias sospechosas de
estafilococos, es necesario contar con la seguridad de que
ge trata de este género, lo cual por lo regular se logra
mediante la observacién de extensiones teflidas al Gram. Sin
embargo, en caso de persistir algunas dudas, puede
recurrirse a la realizacién‘de la prueba ‘de la ecatalasa,
para diferenciar a estos microorganismos -que la dan
positiva-, en relacién con los estreptococos -cuyo resultado

es negativo- (38).

A continuacién se describen los principales aspectos

asociados a la prueba de la catalasa.

Prueba de la catalasa

La catalasa es una enzima que descompone al peréxidoe de
hidrégeno en  -oxigeno 'y  agua. Quimicamente es una
hemop‘roceilna bastante similar a 1la hemoglobina, con 1la

diferencié de ‘que  los cuatro atomos de hierro contenidos en
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44+
)

su molécula, se encuentran en su estado mis oxidado (Fe '

mientras que en la hemoglobina lo estén en estado reducido

(re**) .

Exceptuando a los estreptococos y a @Gardnerella
vaginalis, las bacterias aerobias y facultativas poseen esta
enzima, no asfi la mayoria de las anaerobias que, con el
objeto de llevar a cabo la degradacién del mismo sustrato,

producen la peroxidasa {3, 47).

bentro del laboratorio de Bacteriologfa, la prueba de la
catalasa se utiliza generalmente para diferenciar al género
Streptococeus (-} del Staphylococecus (+) Yy, eon menor
. frecuencia, para hacerlo entre las especies de bacilos Gram
positivos y entre las micobacterias. Para llevarla a cabo es
necesario disponer, por un lado, de una solucién de peréxido
de hidrégeno al 30 % -almacenada en frasco &mbar y en
reffigeracién— ¥, por otro, de un cultive puro de 18-24 h
del microorganismo por probar, contenido en una caja de
Petri o bien en tubos de ensayo exentos de sangre, toda vez

que los eritrocitos poseen esta actividad enzimitica.

El procedimignto m&s sencillo y r&pido incluye el uso de un
. portaobjetos, en el cual sé colocan, primeramente, una asada
del microorganismo -ya sea que é&ste ge encuentre en medios |
s6lidos o en un cultive liquido- y, posteriormente, se

vierten sobre ésta una o dos gotas de la solucién de
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perdéxido de hidrdgenoc al 30 %, La reaccién es tan répida que
bastan unos segundos para que en la solucién que esté en
contacto con las)células, se empiecen a notar burbujas

ocasionadas por el oxigeno que se desprende (3, 47).

b) Diferenciacién de especie

Una vez que el aislamiento se ha identificado plenamente
como Staphylocogcus, puede procederge a determinar 1la
especie correspondiente, iniciando con la prueba de la
coagulasa -para establecer si se trata de S. aureus o de

ECN-.

La tabla 2 muestra los patrones de identificacién de las

principales especies patégenas para el humano (14, 38, 59).

A‘continuacién se describen los aspectos relevantes de las
pruebas més empleadas en los laboratorios clinicos Yy
farmacéuticos, mismas que tienen como objetivo central
diferenciar entre S§. aureusgs y los ECN -como grupo- (3, 47,

59} .

Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una - proteina de composicién quimica

desconocida y que resulta relatiyamente termoestable, ya que
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Tabla 2. Pruebas involucradas en la identificacién de las
principales especies estafllocécclcas (59).

PRUEBAS : 1 2 3 4 s 6
COAGULASA + - - - - -
FACTOR AGLUTINANTE + - - - { 1-) +
TERMONUCLEASA + - - - - +
FOSFATASA ALCALINA + + - - - +
LECITINASA + - - - - -
ORNITINA DC - (@) - - . -
UREASA d + - + d -
RESISTENCIA A
NOVOBIOCINA - - - + - .
MANITOLASA + (+) - - + +
CLAVES: 1 = S8, aureus; 2 = S. epidermidis; 3 =
haemolyticus; 4 = 8. saprophyticus; 5 = 8. luggunegalg; 6
S. schleiferi; d =

11 a 89 ¥ de cepas positivas; { )
reaccién tardia. .

resiste temperaturas de hasta 60°% durante 30 minutos; es

muy sensible a la accidn de enz:.mas proteoliticas y, corno,_

En cuanto a su- funcién'__n .'LVO, esta cons:.ste prlncipalmente'

en interferir la fagoc1 OSJ.B, debido. a que, gengra “la
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produccién de redes de fibrina alrededor de los
microorganismos, impidiendo que el fagocito entre en
contacto con ellos para englobarlos; sin embatgo, al parecer
también neutraliza la actividad anti;mj.c'robiana que el suero

normal manifiesta contra los_age“nt‘esr_inrfectantes (3, 47).

Tocante a su mecanismo dé acg;{éﬁ,_yé__)\:;i.gten evidencias de que
la coagulasa puede inducir la :‘éilct‘iv.yira‘ciébn de un wmecanismo
alterno de coagulacién, habi}itdﬁdb’ ‘a. un componente del
plasma, denominado factor reaétivo de la coagulasa o FRC,

para convertir el fibrinégeno en fibrina (47} .

De he.cho, se sugiere &;ue la coagulasa es una sustancia muy
parecida a la protrombina que, al zeaccionar con el FRC,
forma un compuesto muy parecido a la trombina. Este paso es
el dec'isivo‘ porque, como es sabido, es la trombina la que
activa al fibrinégeno para formar fibrina en el proceso

normal de la coagulacidn.

De acuerdo a lo anterior, 1la coagulasa origina 1la
coagﬁlacic‘m del plasma en dos pasos: inicialmente se
verifica una reaccidén entre la enzima producida por el
microorganismo y el FRC y, posteriormente, las redes de
fibrina son producidas por efecto del complejo formado en el

paso anterior (3, 47). s

33



De hecho, existen “una‘ coincidencia’'y -una. diferencia entre

_los mecanismos.de’la ’éoégula_ sangiiinea.y el que implica

an it\:‘o'agul'an‘te que

; he,é’hp‘ de 'que"

:al ‘microorganism

para que lb’ani:?qu

Para llévar cabo’ 1a’ p‘ruveba,‘ se adicionan asépticamente 0.5
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ml .de plasma de cone]o reconstltuido en un tubo de ensayo

eatérll, al que posteriormente le son agregados 0.5 ml de un

cult:.vo liqu de

coagulasé 'fueri:ém;anté ‘positiv ueden produc:.r el codgulo

dentro - de las 'primefas ‘cuat 6n .por'-la que .es

recomendable . leer ‘el -resultado tervalos de 30 minutos,

ya que S. aureue t:amb:.é produ f_ibrmolisi'nas, y la agcidn

"v de éstas puede’de.str\nr el coag provocando la obtencién

de resultados félsdé egativos cuando se toman las lecturas

en lapsos mayores. Otr, s cep s de S. aureus sélo son capaces

de producn.— suf:.c:.ente' cantidad de coagulasa hasta que
transcurren cerca.de 18 h. Por tal mot:.vo, es conveniente
revisar nuevament:e ‘a las 24 h los cultivos que en los

primeros tiempos se’ observen como coagulasa negativa (3,

a7) .
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Prueba del . vf‘a‘c’t:oz:'; aglﬁtinante

El factor aglut:mante -antes conocido como coagulasa llgada- :

debe su nombre’ actual a que las pruebas en que se manlf:.eata‘

aparentan reacciones de - aglutinacién; dicha sustanma ge”
encuentra intimameﬁte ligada a la célula bacteriana
se desconoce la naturaleza de dicha- unién), por. )
ge encuentra en f:.lt:rados de cultivos y puede ser detectada
mediante una prugba en portaobjetos. Por oﬁra pézf:t:e, el
heého de que su reactividad no se vea aféct:ada por la accién
de anticuerpos inducidos por la coagulas; demuést;ra que la
estructura quimiéa de ambas es diferér&te} ademds de que
convierte . el 'fj.brinégeno en fibrina directamente, sin la

necesidad de que intervengan faci;ores plasmiticos (3, 47},

La'realizac16n~ de la «prgeba'i‘;ea‘j”: ya que
_baéta - poner en 5o :
m:.croorgam.smo .susp
homogeneizada Y, a u'ni lado
ambas partes Bse méchl_air
madera y 1la cébserya‘cit
actimulos blancos al '::cgﬁd

interpretarse como posit

36



coagulasa pueden tener el mismo valor diagnéstico ‘en’los
‘lraborabtbkiq}s"’ ¢linicos, ' siempre que el primero: se’ haya

dé@:eétédo en ~.f1a:pi“ueba correspondiente. Sin enklba’rgo,v cuando

ga'._l.iéa la. prueba del factor aglutinante y resulta

negativa, ‘el analista estars obligado a llevar a cabo la
"p:‘lcuépa"ae' la coagulasa, en razdén de que 15 a 45 % de las
‘_cepa'sv de ;8. aureug no son productoras de factor aglutinante

(47)4.

Prueba de la nucleasa termoestable

Otro recurso utilizado para clasificar a los estafilococos
dentro de la especie S, aureus, esté basado_"er; la deteccidn
-'de enzimas capaces de degradar al DNA. Sin*emf;navrgo, se ha
comprobado que en dicho género existen dcbsk complejos
diferentes que catalizan la réaccién, a los cuales se conoce
© como DﬁAsa termoldabil y DNAsa termoestable, respectivamente,
Y que en realidad s6lo él sequndo de ellos puede establecer
la presencia de 8. aureugs -aungue este microorganismo

sintetiza ambos- (3, 47).

Para - demostrar la ' existencia de los dos complejos
enzimiticos “en- los. estafilococos, los investigadores
recurr,‘ie;'on ‘a. introducir una - pequefia variante ‘en la
me\:ord’c‘;klogié ;o;rigina];, la cual cénsisté _en exponer a la cepa

-cuya actividad se desea inve'st:i:gar—_,' ai"_vter'i\peratu,rés ‘de 90 a

317



100cb, antes “de . inocularse en el medio qﬁe- contiene  al

sustrato. -

Ai complejernzimético capaz de llevar a cabo su actividad
degradativa después de haber sido expuesto a la temperatura,
--Be le conoce como DNasa estable al calor o termorresistente,
mientras que, al que pierde esa capacidad, se le denomina

DNasa termoldbil (3, 47).

Las formas termorresistente y termoldbil se han puesto de
manifiesto en la mayorfa de los ECP, en tanto que en los ECN
s6lo se ha demostrado la presencia de la tltima de ellas.
Sin embargo, la prueba considerada como definitiva péra la
deteccidén de Staphylococcus aureus -tanto en lag industrias
alimentaria y farmacéutica, como en el laboratorio clinico-

es la prueba de la coagulasa (47}.

La metodologfa que se sigue para llevar a cabo la pruéba que
evalda la produccién de DNAsa por los microorganismos, es
bastante sencilla: ge parte de un cultivo puro del
microorganismo cuya actividad se desea probar -ya sea que se
tenga en un medio. liguido o en uno sélido-, el cual se
siembra por estrfa en el medio agar para DNAsa, que contiene
DNA entre sus cohponentes; posteriormente se incuba a 35%

durante 18-24 h y, una vez gque se ha obtenido desarrocllo, se
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adiciona 1 ml de HCl 1 N que se distribuye sobre: toda la
superficie del medio; al cabo de 3 minutos, aparecerin zonas
transparentes alrededor de las colonias productoras de
DNAsa, mientras que alrededor de aquellas que no lo hagan,
él medio conservari el aspecto opaco que el DNA confiere al
mismo. Cabe sefialar que se pueden sembrar en alguna otra
porcién de la superficie del medio, algunas cepas gque hagan
las veces de control negativo y positivo, con el objeto de
que las personas que no cuentan con experiencia en la
interpretacidén de los resultados de esta prueba, puedan

comparar entre una reaccién positiva y una negativa (3, 47).

En cuanto a la prueba que evallia de una manera cualitativa
Gnicamente la produccién de DNAsa termorresistente, é&sta
tiene como variantes que el cultivo puro de microorganismos
por probar .debe tenerse en forma liquida, de tal manera que
antes de ser sembrado en el medio agar para DNAsa, pueda
resistir una exposicién a la temperatura de un bafio de agua
hirviendo durante 15 minutos, sin que por ello pueda verse
fundido ‘el medio o inundado elly cultivo {lo cual puede
ocurrir si en su lugar es expuesta ‘'una placa que contenga
medio solldo), la metodologia postermr es la misma que la

anter:.ormente menclonada (3 47)

Prueba de la:lecitinasa .

La leciﬁina o;,yeﬁia d'e"'huevo,‘ eé un fosfolipido y representa
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el sustrato natural sobre el ‘cual actdan las lecitinasas

(47) .

Desae el punto de vista de la identificacién de 8. aureus,
“esta prueba es la mis utilizada en ”anélisis de alimentos
para detectar la presencia de esta especie, misma que figura
entre los principales agentes causales de intoxicaciones

alimentarias (3, 47).

La prueba conslste en inocular las muestras en el medio

‘Baird Parker, que ‘se. elabora adic:.onando yema de huevo a la

base El fosfolip:.do conf:.ere una turbledad ev:.dente - al.

'med:.o, Y ésta' : lybecyi dor d ';aa »cqlonias lecitinasa,

asocmdos a la

p_arenteé

hidréhsis‘ a‘

'Prdé_b’a de p¥

éste és, “'un
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azticar- alcohol o un alcohol pollhldr:.co muy slmllar a otros

a este

com'pge"sto‘ es :l‘a‘giicbl:.sls, mlsma z‘;ue? sucede una vez que han
‘ocﬁrrido' ‘reacciones - en. 1as : ‘que - se “ven involucradas
isome:aéés, ligasas, transferasas::ryr oxidorreduatasas, para
transformar al manitol o a‘la _manq'éa -seglin el caso-, en

fructosa-6-fogsfato (47).

De esta manera, el sustrato -Sera néorpqradd al - sistema

Embden-Meyerhof £-Parnas,

de »Nacl ~com e
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De esta manefa, se reduce el tiempp dé diagnbstico, aungue
existe un serio inconveniente: el Indice de confiabilidad de
la prueba no es del 100 % y, de no realizarse también 1la
reaccidén de la coagulasa, se estard corriendo el riesgo de
reportar erréneamente al microorganismo aislado, coz; toda la

problemdtica que ello origina (3, 47, 59).

La técnica se reduce a gembrar la muestra o a la bacteria en
manitol sal agar o en caldo manitol roje de fenol
-respectivamente-, dado que sus composiciones incluyen tanto
al sustrato como el ihdicador; los medios se incuban
posteriormente durante 24 h, después de las cuales se hard
. la lectura de los resultados, interpretindose la prueba como
’posit:iva cuando el indicador del wmedic ha virado a amarillo

o, como negativa, cuando dicha coloracitn es roja.

Cabe menciqnar que en algunos laboratorios se prefiere
realizarla ‘én'elv medio liquido dado que, a la vez que se
lleva-va éabﬁ, se obtiene el cultivo ligquide de 24 h a partir
del ,t‘:t‘x‘éll”:pu‘éde llevarse a cabo la prueba de la coagulasa en
ﬁubo} esto implica un considerable aumento en el tiempo de
identificacién, pero con ello se aumenta la confiabilidad

del diagndstico {3, 47}.
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II. PARTE EXPERIMENTAL

i. Equipo, material, reactivos y medios de cultivo

Autoclave

- Cuentacolonias

Impactadores de cascada tipo Andersen, de 2 etapas

Incubadora ajustada a 35°%C

Microscopio éptico

- Refrigerador (4%)

- Asa bacteriolégica

- Gradillas

- Mecheros Bunsen

- Pipetas de 1, 5y 10 ml

- Pipetas Pasteur con bulbo

Portaobjetos

Tubos de ensayo de 13 x 100

Aceite de inmersién

alfa-naftol al 5 ¥ en etanol

Betaina

Clorhidrato de tetrametil p-fenilendiamina

- Colorantes y reactivos de Gram

Hidréxido de potasio al 40 %
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Hidréxido'de sodio al 0.5:%

Peréxido de hidrégeno al 30 %"

Plasma deyycovneyjov iiofilizad'q L

Agar 5110 (en placa) .

Agar tripticase-soya {en placa)

- Caldo manitol rojo de fenol (en tubo) -

Caldo RMVP (en tubo)

ii. Area de estudio

La totalidad de las muestras se obtuvo en la zona Sur de la
Ciudad de México, cuyas caracteristicas topogr&ficas y

climatolégicas son las siguientes:

La Ciudad de México tiene una superficie de 9,500 sz, se
localiza en. la porcién meridional de 1la Altiplanicie
Mexicana, en la regién denominada Cuenca de México. Esta
dltima se encuentra rodeada de montafias, lo que propicia una

circulacién de vientos provenientes del noroeste-noreste.

El ndmero de dias despejados fluctta entre 100 y 200 al afio y
la incidencia de radiacién solar varfa de 450 a 475
calorias/cmz/dia. Su clima se considefa tropical de montaiia,
es decir gque, aunque la tempgratura es menguada por lo

elevado de la altura del valle, ptrbs rasgos c¢limdticos como
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1a i;egularidéé"-.e intensidad de los aguaceros son tipicos de
" los Crépié}.;o‘s, ademds de encontrarse durante la estacién
invernal ‘Vbajo la influencia de las masas polares,
.caracte‘ristica de las zonas templadas ubicadas fuera de los

trépicos (6).

De esa maneré\, el clima es determinado por los sistemas
atmosféricos tropicales y extratropicales, distinguiéndose 2
estaciones bien definidas: el semestre de ."secas", de
noviembre a abril, y la época de "lluvias", de mayo a octubre

(37).

La zona especifica muestreada fue la Delegacién de Tlalpan;

2, lo cual la convierte en la

tiene una superficie de 310.8 Km
mis extensa, pues representa el 20.3 % del territorio del
D.F. Se encuentra comprendida entre las coordenadas de
latitud 19%5700'’ norte y 199.8'45" sur y con una longlt:ud

99%730' este y 9998’30’ ceste.

Su altitud minima es de 2,250 msnm, en tanto que la méixima

alcanza: loa 3 930 “'msnm, - Por otra parte, su relieve es

'escarpado _en su’ mayoria- debido a las formas volcénicas

'md viduales o' en conjunto, que son parte de la Sierra del

‘AJUSCO..‘ Present:a un clima templado subhimedo con lluvias en

- 'verano y,‘debidoa su extensién y a sus diferencias -en
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alt:zt:ud, su rég:l.men term:l.co es muy variable, manifestando una

cemperatura med:La anual de 15 C (36)

Evidentemente, las céracteriét'iCaé antes sefialadas afectan la
humedad de su atmésfera y, por lo -tanto, la frecuencia y
volumen de las precipitaciones pluviales.

iii. Recoleccién de las muestras

En este trabajo se muestrearon 26 casas-habitacién ubicadas
en la Delegacién de Tlalpan, considerando recolecciones
simulténeas intra vy extramuros, tanto en época de secas
(noviembre de 1992 a marzo de 1993) como. en la de lluvias
(agosto a octubre de 1993}, durante 15 minutos en cada

oportunidad y en un horario de 10 a 12:30 h.

Los muestreadores . Andersen i(de. 2 etapas) se colocaron en

torres de alumm:.o una:a ura\“‘dé' 2 m sobre el nivel del
suelo, por tratarsé de las condlciones éptimas empleadas en
las investigaciones: aerobiolég:l.cas asociadas a salud publlca,
para caracterizar,y determmar particulas potenc;almente

resplrables .

Légicamente, este equipo se esterilizé pre\iiamem:et én una

solucién de isopropancl al S %, colocéndosele las placas con -

agar tripticase soya (20 ml}) antes de la transportauén. '
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 Transcurrido ‘el tiempo de exposicién, las cajas Petri se
~retiraron y taparon, sometiéndose a unma incubacién de 48 h a

35°C, al regresar al laboratorio.

iv. An4lisis microbiolégico

Una vez que se llevd a cabo’ ;La?_fe_cblecciéh de las muestras,
las placas con agar soya:-trﬂipt'icaseina se incubaron a 35%
durante 48 h y las colonias ]sé’ cuantificaron con la ayuda de

un cuentacolonias.

Posteriormente, se anotaron los siguientes datos agociados a
las cajas de Petri con medio de impactacién:
¢
a)Etapa de impactacién (E1 6 E2)
b)Lugar de muestreo (extramuroé -E- & int;.ramuros -I-)
¢}Medio de cultivo empleado: agar soya-tripticasefna con 0.5
g/L de cicloheximida (con o sin betafna)
d) Cuenta corregida de colonias por'etgpa, obtenida wmediante

la férmula:
C=NIlInN/N-P, donde:

C = cuenta corregida de colonias por -etapa

=
un

nimero de’ orificios en 14 placa 'pe'xjfdrada-r-‘rzoo- .

P = ndmero ‘de ‘orificios positivos “(desarrollo’ de'colonias)
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De esta manera, se calculé el nimero de UFC para cada etapa;
cabe seflalar que la suma de UFC en ambas eEapas proporciond
el nimero total de UFC en cada muestreo. Adicionalmente,
debido a que la velocidad del flujo de aire se mantuve
constante f{a 1 piea/rnin), el wvolumen de aire. aspirado
‘coincidié con el nlimero de minutos en cada muestreo; en este
sentido, al dividirse el ndmero de UFC entre el tiempo se
determiné el total de UFC/pieB. pero, para obtener,es_i:; ﬁltima

cifra en m’, se multiplicé por una constante IGSS[ (5 5)>:;' .

" uFe/m® = . (UFC del total de las etapas) ‘(K) /-t donde: :

K = constante de conversiény,‘Ade piéla' m3.-35-

t = tiempo de muestreo -15 minutos-

Identificacién de las colqnias ‘obtenidas

Se realizé considerando:las;caracteristicas macroscépicas de las. .

colonias, en . cuant color, aspecto .y

consistencia

. 'De -acuerdo ‘con dichos pardmetros primarios,. los  cocos Gram

positivos ‘e resembraron en agar $110 y,. en-los casos en los

48



CAJA DE PETR! CON DESARROLLO DE AEROBACTERIAS TOTALEIS.

FRACCTON NO RESPIRABLE.

CAJA DE PETRI CON DESARROLLO DE AEROBACTERIAS TOTALES

FRACCION RESPIRABLE.



que ocurria el crccimiento, se les sometia a la prueba de la

vca!:a.las'a"-p}a"ré ‘detectar al género Enterococcus, que la da

nega‘t:i\)a_"(iaf'd ferencia de Staphylococcus y Microcoeccus) .

,Péstﬁ{ariorménté, se efectuaron las pruebas de oxidasa y Voges
Proskauer a las colonias catalasa positiva, para discriminar
entre Staphylococcus (que las da negativa y positiva,
respectivamente) y Mig¢rococcus (gue las da exactamente al

revés) .

Finalmente, se realizd la prueba de la coagulasa a los
microorganismos identificados como Staphylococcus, para
reconocer entre S, aureus y los estafilococos coagulasa

negativa (ECN).

V. Result:ados .

Los resultados obtem.dos se Yesumen en las tablas 3 y 4, asi

como en las gréflcas 1 a la 4

Globallzando, puede seﬁalarse que, al div1d1rse el numero de

aerobacterlas totales/m (36 014) ‘cantidad de
muestxras ‘anallzadas (52), se obtiene el n\imero promedio” de
aerobacterias/m’ ‘del aire (693). exlstente en, la regidn

geogrifica estudiada.
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Tabla 3. Aerobacterias meséfilas-aerobiasftbtalesm

ARAMETRO

Secas
Lluvias
Interior
Exterior
Etapa. 1
Etapa 2. - .
TSA + B*
TSA :

UFc

* = Betafma.,

Tabla 4. Proporcidn (%) de aerobacterias mesdfilas, en
) relacién a los pardmetros analizados.

PARAMETRO  INTRAMUROS [EXTRAMUROS ETAPA 1  ETAPA 2
Secas 51.49 61.97 40.89 59,10
Lluvias 48,50 38.02 40.13 59.87
Etapa 1 57.38 62.60 —m—e- seen-
Etapa 2 42.62 37.40 . memes emeee

Tabla 5. Cuenta total-de estafllococos y mlcrococos en el
total de muestras anallzadas L

- -MlCrOCOCCUS- -

PARAMETRO %
Secas 42.1.
Lluvias -57.9
Interior 55.1
Exterior 44,9
Etapa 1 56.5
Etapa 2 43,5

?gréficaé
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GRAFICA 2. Aerobacterias en secas y lluvias:
Extramuros vs intramuros
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GRAFICA 3. Aerobacterias en secas y lluvias:
Etapa 1 vs Etapa 2
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1, 2 vy 3; la cantidad de‘aerobécteriasvresﬁlﬁavmayor en la
época de secas que. en-.la de lluviés,f en. la atmésfera

intramural que en 1a extramural y en la‘etapa 1 que en la 2.

Agimismo, se observa que las cajas Petrl que contenfian

betaina, no reflejaron un aumento de UFC/m . en comparacidn

con las que carecian de este osmoprptec

La grdfica 2 evidencia .que,37 a pidﬁ reidn

11uv1as dlflere notablem

secas vs. 8).respecto @

muestreo
Finaihéﬁté, 1a“tabla 5 'y la gréfica 4 muestran 'que sla e
proporc1on de estafllococos y micrococos resulta mayor -en

: aecas,rlntramuros y en la etapa 1, excepto en el caso ae losffj
‘segundos, cuya abundancia es més elevada durante la épcca def

lluvias.
vi. Discusién

vi/1, Con respecto a las aerobacterias‘totaleé:“

En relacién. a. la mayor. abundancia. de _aerobacterias - durante
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las épocas de secas que en lluvias, debe écnsidéraréé que -

ello obedece al hecho de que el agua de lluvz.a‘or:.glna“que,

contrario, 1los vientos :
microorganismos al aire, pr1nc1pa1mente a partlr del_ suelo"'—

(40, 66).

El balance global en cuanto a las c:.fras que se generan
durante los climas 11uv1osos 'Y secos marca una’ mayor carga
aerobact:eriana en estos ultlmos, “atin cuando su menor humedad

suele afectar a los microorganismos (33)

A este respecto, es precisoi ~aubxja)}a‘r' tjué»‘ la; desecacién

representa un factor fisico‘i

emplean comdnmente para detecta 1 = vas_m'uést:ras
(s1).

En otras palabras, la desecaci fluir declslvament:e
para que muera gran’ m:.croorgam.smos

transportados por el™: pérdida de su

ondlclones, la‘'alteracién

‘Vlegar hasta el "punto
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sin retoxrno" en: cuanto a v:.ablhdad, al perderse el medio

acuoso que se' equ:.ere .para “que: ocurran las reacciones

brevivencia; de hecho,

ral:.zan- y no existe

‘en estado de estres' 'resultan

detectables aquéllos - cuya s:.tuac:.én metabollca les permite

‘una rép:.da recuperacién al impactarse en el medlo de cultivo

(50)"

Por tal motivo, puede concluirse que lla cantidad de
aerobacterias durante la época de secas.- debe ser
considerablemente ' mayor que la que aparece en climas

lluv:.oaos, puesto que aun cuando la. desecacidn afecta la

Vv:l.abz.l:.dad de muchas de 'ellas, este fenomeno resulta de menor

,trascendenc:.a lacién al que proyecta las aeroparticulas

sobre eljsue_lo pb fec_t; de_»las gotasr de lluvia.

En"otro’contekxto,-la: comparacion entre las bloparticulas del
aire,” en extramuros e’ int:ramuros, manifiesta una mayor
abundancia - de aquéllas’ en‘ amb:,ent:es ~cerrados que en los

ablertos.
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Lasg principale'y “ .ragones -.a.. c:.tar “son:

intramuros“dé los m:.croorgam.smos

qulenes ) habitan

a’cuantidsa
‘altas del’ ser
de’ eéte origen

' “los , estornudos

Evidentemente, = dichos factores

contagio de  enfermedades

faringoamigdalitis, 'sir‘mis‘iti's

algunas otras, deb:.do a’:que.

arte de mlcrogotas de sal:.va, »las

son liberados formando

cuales dlsmlnuyen dec151vamente el riesgo - de desecac16n y>
conaervan su’ v:Labil:.dad hasta gue son inhalados por quienes
'resulta‘n susceptibles. De hecho, debe recordarse ‘que muchas
ocasiones ~son 1los padres quienes fungen como - "focos
'iﬂfeccio'sos" de estreptococos beta hemoliticos o de otras

especies en las enfermedades de los hijos y, frecuentemente,
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las terapeut:. as :|.nvol cran tanto a unos como -a - -los. otros,

nten encontra s -' en cond1c1ones ‘de

’fsé‘ :
‘el

“las

ebe’ adlc:.onarse que, en mtramuros,n;

en la pr:.mera, se obt:
’mayor.f £ ma’ﬁo, las cuales por est

cantidades més grandes de mlcroorgamsmos

No obstante, la ‘etapa 2° 'fésulﬁa' ‘més’ representativa en

relacién directa al ser humano, debido a que detecta las
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bioparticulas que pueden penetrar -via inhalatoria- al
sistema respiratorio, ya sea para incorporarse a la flora
habitual del tracto superior, o para ocasionar eventualmente

afecciones respiratorias (10, 41, 65).

Légicamente, el hecho de que logs muestreos contemplen la
utilizaecién del agar tripticaseina-soya y de que las
incubaciones no excedan las 48 h, impide que en la etapa 2 se
puedan detectar microorganismos patégenos muy delicados o
exigentes, e inclusive, que se logren aislar micobacterias

generadoras de neumonias graves.

Pe cualquier manera, la notable cantidad de bacterias
obtenidas demuestra ampliamente que la aérea es una de las
principales vias mediante las cuales se adquieren los
padecimientos humanos y que este mecanismo es incontrolable

desde el punto de vista epidemiolégico (31}.

Finalmente, puede deducirse que la wutilizacién. de
osmoprotectores microbianos sdlo aporta una efectividad ﬁﬁy‘
relativa a los andlisis de aercbacterias, puesto que agiglb
sugieren las cifras de UFc/m3 obtenidas con betaina}y aih

ella.

En relacidén a este (ltimo parrafo, es importante recordar que
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el estado de estrés bacteriano suele:revertirse' mediante el

bien la anomalia :més
especies, e inclusive;

fisicoquimiéaé

anali;édaa(ZQ i50

vi.2. En‘relacién’a‘'los estafilococos y micrococos:

La grafica 4 demuestra la presencia de estos microorganismos
en la atmésfera intra y extramural de la zona muestreada, si
bien es clare que Micrococcus es wds_ £frecuente gque

Staphvlococgus.

Lo anterjor -implica que los cocos Gram positivos de vida
libre (Micrococcus) son més abundantes que los de origen
humano y animal (Staphylococcus) en los ambientes aéreos,

principalmente en agquéllos que son abiertos.

Estos resultados difieren notablemente de los obtenidos en
otras regiones geogrdficas; por ejemplo, en 1993, Tong Yongyi
y cols llevaron a cabo estudios similares en Beijing, China,
obteniendo aproximadamente un 30- % de estafilococos y 7 % de

Micrococcus, en relacién a las bacterias totales (66).

Sin embargo, en E.U.A. se encontraron recientemente cifras de
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41 % de Micrococcus y 11 % de estafilococos, las cuales

resultan muy similares a las del presente trabajo (48).

Independientemente de lo anterior, se observan porcentajes
mayores de ambos géneros en la etapa 1, lo cual determina su
mejor ocurrencia en aeroparticulas de mayor tamafio. No
obstante, es mds importante la presencia de S. aureusgs en la
etapa 2, estableciendo su notable capacidad de ser inhaladas
dentro de los espacios cerrados, tal como sucede dentro de

los ambientes intrahospitalarios, en donde su interés s6lo es

rebasado por el de Pgeudomonag aeruginoga (31, 44).

En este sentido, es incuestionable 1la utilidad de 1los
muestreadores de cascada Andersen-dentro de los nosocomios, a
la vez que se analizan las expectoraciones y/o los aspirados
transtragqueales de los pacientes que manifiestan trastornos

del tracto respiratorio inferior (41, 67).

Del mismo modo, debe recomendarse el uso de este tipo de
muestreadores dentro de la  industria farmacéutica,
principalmente en las diversas zonas estériles, en donde se
realizan anilisis microbiolégicos o llenados de ampolletas y

de otro tipo de recipientes, con férmacos estériles (2, 39},

Indudablemente, los métodos de muestreo del aire por
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sedimentacién (la simple apertura temporal de placas con
medio de cultivo), deben sustituirse por los que contemplan
el uso del impactador Andersen, a fin de proporcionar una

mayor confiahilidad a los estudios.
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CONCLUSIONES

1..Las bacterias figuran entre los contaminantes comunes del
aire, en la atmésfera intramural. Sin embargo, sdlo una
parte de ellas resulta susceptible de ser inhalada por el

ger humano.

2..En  ambientes extramurales, la. abundancia de las
aerobacterias totales suele ser mayor en la época de secas

que en la de lluvias.

3,.El1 contenido de bacterias es mayor en las aeroparticulas
no respirables, mismas que se detectan en la etapa 1 del

muestreador Andersen.

4, .Aparentemente, el empleo de la betafna -como
osmoprotector-, no incrementa la confiabilidad de . los

métodos implicados en el andlisis ‘microbioclégico .del aire.

5..La mayor parte de las aerobacterias no es de origen
humano; el nfimero de Staphylococcus es notablemente menor '
que el de Micrococcus.

6, .Independientemente de su finalidad, las muestras
involucradas en los estudios microbioldgicos del aire
deben recolectarse con impactadores tipo Andersen, a fin

de obtener resultados representativos.
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