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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la presencia de bacterias coliformes
suspendidas en la atmdsfera y depositadas en el polvo, en diversos ambientes intra
y extramures de la Ciudad de México, asi como probar el uso de la glicinabetaina en
la recuperacidén de las bacterias provenientes de la atmésfera.

En la primera parte de este estudio, se realizé la caracterizacién bacteriolégica de la
atmésfera en tres areas de la ciudad con diferente indice de urbanizacién. Las
concentraciones mdas altas de aerobacterias cultivables se obtuvieron durante la
época de secas, con vientos dominantes del este, presentandosé valores de 4-5 x103
UFC/m3 de aire. El norte y centro de la ciudad registraron los niveles maximos de
bacterias coliformes (70 UFC/m3). Durante el periodo de lluvias el ntmero de
aerobacterias disminuyd, debido al fendmeno de “lavadc atmosférico”. La mayor
proporcién de aerobacterias (50-70%) se asocié a particulas con un didmetro
aerodindmico >5um. Se obtuvo una correlacién significativa (p<0.05) entre las
concentraciones de aerobacterias y los niveles de particulas suspendidas en la
atmoésfera. El porcentaje mas alto de bacterias Gram-negativas estuvo representado
por bacilos no fermentadores; entre las bacterias coliformes Enterobacter fue el
género més abundante, lograndose aislar también FEscherichia coli en bajas
concentraciones, sobre todo en el norte y centro del Distrito Federal.

. En la segunda parte del estudio, se tomaron muestras de las particulas suspendidas
v depositadas en el interior y el exterior de 30 casas localizadas al sur de la Ciudad
de México. En el aire, las concentraciones de bacterias meséfilas cultivables
fluctuaron entre 102 a 103 UFC/m3 y en el polvo enfre 10° a 108 UFC/g. En un
elevado porcentaje de las muestras, los niveles de bacterias fueron maés altos en el
interior que en el exterior de las viviendas, con una relacidn intramuros/extramuros
>1%, en el 70 a 80% de las muestras de aire, y del 50 al 70% en las de polvo. Estos
resultados sugieren la existencia de diferentes fuentes diseminadoras de bacterias,
en el interior de las casas, que deben identificarse para lograr su control.

No se encontrd diferencia significativa entre las concentraciones de aerobacterias
obtenidas en los medios con y sin glicinabetaina ; sin embargo, en el caso de las
cepas de E. coli el aislamiento sélo se pudo realizar en el medio de cultivo
conteniendo este osmoprotector. Lo anterior sugiere que las bacterias entéricas se
estresan durante el proceso de aerosolizacién. La mayor concentraciéon de bacterias
suspendidas en la atmosfera se asocié a particulas con un didmetro aerodindmico
>5um, que corresponde a la fraccién no respirable. Enterobacter fue el género que se
identificé con mayor frecuencia, tanto del aire como del polvo; E. coli fue mas
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abundante en el interior, que en el exterior de las casas, representando el 4.3% y el
5.5% del total de bacterias entéricas aisladas del aire y del polvo, respectivamente.
Se identificaron 70 serotipos diferentes de E. coli, siendo los mas comunes 039:H11,
058:H30, O70:H11, 086:H10, y 091:H10. Dentro de los serotipos de cepas
enteropatbgenas se encontraron O20:H-, O28:H-, 086:H34, O127:H9 y 0142:H34,
provenientes del polvo depositado en intramuros. El 14 % del total de las cepas de
E. coli presentaron resistencia a mas de 2 antibi6ticos, siendo los més comunes
ampicilina, ticarcilina y tetraciclina. Estos resultados sugieren gue el amplio
consumo de este tipo de antibiéticos para el control empirico de enfermedades
diarreicas favorece ia seleccién de mutantes resistentes, 1o cual representa un riesgo
por lo observado en el estudio referente a la diseminacién aérea de estos
microorganismos.



1. INTRODUCCION

La Ciudad de México, con una poblacién aproximada de 18 millones de habitantes,
ocupa actualmente el tercer lugar en la lista de las ciudades mas densamente
pobladas del mundo (Ezcurra y Mazari-Hiriart, 1996). Como consecuencia, esta
ciudad enfrenta una serie de problemas importantes como son: el decremento en la
calidad del aire y del agua; abastecimiento de agua, comida y energia; recoleccion y
disposicién de desechos sélidos; tratamiento de aguas residuales; y problemas de
salud relacionados con contaminantes ambientales, entre otros. A diferencia de los
paises industrializados, que cuentan con una economia sélida, para los paises menos
desarrollados la solucién a estos problemas es cada vez mas dificil, ya que la demanda
de servicios generalmente excede la tasa de crecimiento econdmico.

En el Distrito Federal, diariamente se generan alrededor de 14,000 toneladas de
basura, constituida en gran parte por materia organica con un alto grado de
humedad, lo que favorece el desarrollo de diversos microorganismos. Ademds, la
inclusién de pafiales desechables y heces de animales contamina la basura doméstica,
con el subsecuente riesgo de liberar al ambiente microorganismos potencialmente
patégenos (Peterson, 1974; Crook et al., 1987; Lacey, 1989; Rosas et al., 1996).

Con relacién a los desechos liquidos, aproximadamente el 7% del total del agua
residual generada en el Distrito Federal es tratada, el resto circula en rios y canales
(algunos a cielo abierto) hacia un reservorio al norte de la ciudad, donde las aguas
negras no-tratadas son usadas posteriormente para la irrigacién de campos de cultivo
(Fzcurra v Mazari-Hiriart, 1996). Diversos estudios han demostrado que tanto las
plantas de tratamiento de aguas residuales, como las aguas tratadas empleadas para
la irrigacién, liberan a la atmésfera grandes cantidades de microorganismos, entre los
gue se encuentran bacterias potencialmente patdgenas, como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella (Randall y Ledbetter, 1966; Hickey y Reist, 1975;
Fedorak y Westlake, 1980; Willeke y Baron, 1987; Rosas y Yela, 1989). En algunas
4reas suburbanas de la ciudad se carece también de sistema de drenaje, por lo que el
fecalismo al aire libre llega a ser una practica com¥n. De esta manera, la materia de
origen fecal se convierte en una fuente potencial de contaminacién bioidgica del suelo,
el agua y consecuentemente del aire.

Las heces contienen tanto bacterias de la familia Enterobacteriaceae como :
Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, asi como microorganismos
anaerobios, miembros de los géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium,
Eubacterium y Fusibacterium, asi como otras bacterias patdgenas como es el caso de
Campylobacter, Salmonella y Shigella, provenientes de enfermos y portadores sanos.
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La concentracién normal de bacterias contenidas en el material fecal es de
aproximadamente 101! bacterias por gramo, de las cuales alrededor de 108 estidn
representadas por E. coli (Rosas et al., 1994 b).

En México, las bacterias enteropatogenas aisladas con mayor frecuencia de las heces
de nifios con diarrea son Campylobacter, Shigella, Salmonella y E. coli (Cravioto et
al., 1990; Bustamante et cl., 1995). Algunas cepas de estas bacterias presentan
resistencia a antibidticos cominmente usados en casos de diarreas, lo que dificulta su
tratamiento (Haberberger ef al., 1991; Torres ef al., 1995).

En general Escherichia coli, forma parte de la microbiota autéctona del intestino del
hombre, siendo innocua en este su habitat primario; sin embargo, al salir de su
microambiente y alcanzar otros tejidos, puede producir diversos procesos patolégicos.
Fue hasta principios de 1950 en que se confirmdé la participacién de E. coli como un
patégeno intestinal. Con base en sus mecanismos de patogenicidad intestinal,
actualmente E. coli se clasifica en los siguientes grupos: E. coli enteropatdgena
(EPEC), E.coli entercinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), v E. coli enteroagregativa (EAggEC) (Valentini et al.,
1992).

La presencia de bacterias coliformes y en especial de E. coli, en habitats secundarios,
se considera como un indicador de contaminacién fecal reciente en el ambiente y por
lo tanto de riesgo hacia la salud puablica (American Public Health Association, 1985).
Esta aseveracidn se basa en el hecho de que las bacterias coliformes fecales no pueden
sobrevivir ni reproducirse fuera de su habitat primario por periodos extensos de
tiempo. Sin embargo, actualmente la permanencia de estas bacterias en el ambiente
es un tema que estd en discusién, ya que se han encontrado cepas de E. coli
aparentemente de vida libre (Rivera et al., 1988).

Originalmente se pensaba que las bacterias (sobre todo las Gram-negativas) eran
incapaces de tolerar ambientes extremos, como el agua de mar y la atmdsfera, donde
el estrés osmodtico, la radiacidbn solar y la temperatura entre otros factores,
provocarian su muerte, principalmente por la pérdida del agua celular. En la
actualidad, estas ideas estan siendo modificadas, ya que existen evidencias de ia
capacidad osmorreguladora de algunas bacterias, entre las que se encuentra K. coli
(Csonka, 1989; Marthi et ol.,, 1990). Por lo tanto, la incorporacién de algunos
compuestos osmoprotectores a los medios de cultivo y de colecta, incrementa la
capacidad de las bacterias para formar colonias, mejorando considerablemente la
eficiencia en el aislamiento de las bacterias Gram-negativas presentes en la
atmoésfera (Crook et al., 1988; Marthi y Lighthart, 1990).
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No obstante la importancia ecolbgica y epidemiologica que tiene la presencia de
bacterias en la atmédsfera, son pocos los estudios aercbioldgicos dirigidos a
caracterizar en cantidad y calidad los niveles de aerobacterias en zonas urbanas y
suburbanas. La mayoria describe las poblaciones de aerosoles microbianos en Areas
cercanas a fuentes puntuales de contaminacién, especialmente las plantas de
tratamiento de aguas residuales (Hickey y Reist, 1975), dando poca importancia a los
niveles de fondo.

Por otro lado, el suelo ha sido poco considerado en los estudios ambientales, a pesar de
ser una fuente importante de contaminacién tanto de ambientes intramuros como
extramuros, ya que en éste se depositan y acumulan continuamente residuos tanto
quimicos como bioldgicos que pueden ser aerosolizados facilmente. Por lo tanto, la
calidad biolégica de la atmésfera depende en gran medida de las condiciones del suelo.

Con base en lo antes referido, en el presente trabajo se propone determinar la
presencia de bacterias coliformes en ambientes extramuros e intramuros (domésticos)
de la Ciudad de México para evaluar su posible participacién en la transmisién de
microorganismos patdgenos.



2. ANTECEDENTES

2.1 AEROBIOLOGIA

Kl estudio de los microorganismos presentes en el aire se remonta a los experimentos
de Spallanzani en 1776 v a los trabajos de Pasteur y Tyndall, entre otros, quienes
usaron métodos aerobiolégicos a la mitad del siglo XIX para combatir la teoria de la
generacion espontanea. En este siglo, los trabajos de Pasteur y Koch demostraron que
las bacterias pueden sobrevivir en el aire y se reconocid que la atmosfera es la ruta de
transmision de muchas enfermedades. Sin embargo, la aerobiclogia no se estructurd
como una disciplina hasta 1930 (Gregory, 1973; Edmonds, 1979).

La aerobiologia es una disciplina enfocada al estudio de las particulas biolégicas
presentes en la atmoésfera intra y extramuros, e incluye:

1. La fuente y dispersién de los microorganismos, es decir el lugar donde crecen y se
reproducen, y a partir del cual son diseminados, asi como los tipos de dispersion de
los mismos.

2. El estudio de la naturaleza fisica v biologica de los bioaerosoles, asi como sus
mecanismos y patrones de transporte a través de la atmosfera.

3. Los procesos de depositacién de las particulas biolégicas sobre las superficies
naturales: suelo, plantas, animales, y dentro del tracto respiratorio humano, asi
como los posibles efectos adversos a la salud que pueden productr (Burge, 1995).

Entre las particulas bioldgicas de importancia aercbioldgica se encuentran virus,
bacterias, fragmentos y esporas de hongos, algas, protozoarios, esporas de helechos,
polen, fragmentos de plantas, semillas, 4caros e insectos. La aerobiologia incluye
también, dentro de su estudio, los gases y material particulado (no biolégico) que
puede afectar la viabilidad de los microorganismos en la atmoésfera, como el humo, el
polvo, nicleos radioactivos y pesticidas, entre otros. La mayoria de los bioaerosoles
presentan un didmetro comprendido entre 0.5 a 100 um y se pueden aislar como
organismos independientes (propagulos o células vegetativas), en forma de
aglomerados, o asociados a particulas de tamaiio diverso (Edmonds, 1979; Lighthart y
Mohr, 1994).

2.2 COMPORTAMIENTO DE LAS BACTERIAS EN LA ATMOSFERA

Con base en la distribucidn vertical de su estructura térmica, la atmoésfera se divide
en cuatro capas: tropdsfera, estratésfera, meséosfera y termédsfera, en orden ascendente



en altura. En el limite de estas capas se encuentran la tropopausa, la estratopausa y
la mesopausa, en las cuales la temperatura préicticamente no varia con la altitud
(Cox, 1987; Lighthart v Mohr, 1994). La tropésfera es la capa de interés para la
aerobiologia, ya que en ésta se realizan todos los eventos que favorecen la generacién
y el transporte de los microorganismos, como son los movimientos convectivos,
advectivos v de turbulencia. Esta capa se encuentra en la regién mas baja de la
atmosfera, su altura va desde el nivel del suelo hasta 10 km de altitud en promedio ¥y
se caracteriza por un decremento en la temperatura, a medida que se incrementa la
altura. La tropdsfera contiene aproximadamente el 80% de la masa atmosférica total
y virtualmente toda el agua de la atmoésfera. La parte mas baja de esta regién se
llama la capa limite atmosférica, donde tiene lugar el intercambio directo de calor,
humedad y ofros contaminantes, entre la masa gaseosa y la superficie terrestre. (Cox,
1987; Lighthart v Mohr, 1994).

La dispersion de las bacterias se realiza usualmente en la troposfera, aunque se han
aislado tanto a Myecobacterium como a Micrococcus en la mesosfera, a una altura
aproximada de 48-77 km. Es probable que la presencia de pigmentacion en
Micrococcus le proporcione resistencia contra la luz ultravioleta, en esta capa
atmosférica (Imshenetsky et al., 1978). La concentracién de aerobacterias o de
particulas que contienen bacterias, normalmente varia inversamente a la altitud,
debido a que las fuentes de aerobacterias se encuentran sobre la superficie terrestre
(Fulton, 1966; Wright et al., 1969). Ademas, la turbulencia del aire tiende a distribuir
verticalmente un gran ntmero de particulas, y por lo tanto disminuye su
concentracién. La reduccién més grande en la concentracién vertical de aeroparticulas
se presenta en los primeros 50 m de altura (Wright et al., 1969). Sin embargo, la
excepcidn a este comportamiento se presenta durante las inversiones térmicas, donde
se pueden aislar concentraciones mayores por arriba de la capa de inversidén térmica
que por debajo de la misma (Lighthart y Mohr, 1994).

Generacidén de bacterias a la atmosfera

La atmésfera es un medio continuo de transporte de bioaerosoles, entre los ambientes
intra y extramuros ; no obstante existen barreras que impiden el libre fiujo de aire
entre ambos ambientes, lo que les imprime a cada unc ciertas caracteristicas
particulares. Por esta razén es conveniente estudiar estos dos ambientes por
separado.

1. Ambiente extramuros

Las bacterias constituyen uno de los grupos mas abundantes en el ambiente
extramuros, es comun enconfrar concentraciones de 10° UFC/g de suelo. En



condiciones naturales se les encuentra en el agua, el suelo y las plantas,
principalmente como organismos saprobios en sustrato vegetal y animal (Campbell,
1987; Burge, 1995 ).

Debido a que las bacterias carecen de mecanismos activos de liberacidm, son
introducidas a la atmodsfera por procesos mecanicos, como son la accion del viento y la
lluvia sobre el suelo (principalmente en areas extensas de suelo expuesto); los cuerpos
de agua y la superficie de las hojas; el movimiento de los animales; y actividades
humanas, como la manipulacién de composta y las practicas agricolas, entre otras. La
dispersién de los microorganismos depende en gran parte de la humedad del
ambiente. Bajo condiciones secas, una ligera turbulencia favorece la diseminacién de
las bacterias de diversas superficies y su incremento las transporta a grandes alturas
por transporte convectivo. Cuando las superficies se encuentran himedas la
dispersién de los microorganismos disminuye (Fulton, 1966).

La superficie terrestre contribuye mas que las fuentes acudticas a incrementar los
niveles de bacterias en el aire. Las aerobacterias aumentan en concentracion durante
la época de secas, debido al transporte convectivo de las particulas provenientes de las
superficies secas y calientes. Durante la época de lluvias, el ntimero de aerosoles
bacterianos disminuye significativamente, debido al "lavado" de la atmoésfera; sin
embargo, las gotas de lluvia también pueden contribuir a liberar microorganismos a
la atmésfera por su impacto sobre las superficies (Fulton, 1966; Bovallius et al., 1978;
Edmonds, 1979). También existen cambios diurnos en la concentracién de
aerobacterias. Durante el dia, los procesos convectivos pueden liberar a la atmésfera
particulas de suelo conteniendo bacterias, mientras que por la noche el nimero de
bacterias en la columna de aire decrece, no s6lo por la muerte de los microorganismos,
sino por la accién de la sedimentacién. La interaccién de la sedimentacién nocturna
con la alta humedad del ambiente y la ausencia de radiacién solar, puede producir un
incremento en las bacterias viables a nivel del suelo (Edmonds, 1979).

Las fuentes acudaticas liberan un menor nimero de aerosoles bacterianos a la
atmésfera y éstos son generados por el movimiento del aire sobre los cuerpos de agua,
por la formacidén de olas, por el golpe de la luvia, el granizo y la nieve, sobre la
superficie del agua, asi como por la formacién de burbujas de aire, las cuales explotan
al llegar a la superficie, liberando un alto nimero de microorganismos (Edmonds,
1979; Willeke y Baron, 1987).

Las plantas son el habitat natural de muchos microorganismos epifitos (fitopatbgenos
y saprobios) que incluyen virus, bacterias y hongos (Preece y Dickinson, 1971,
Bernstein et al., 1973). Un gran nimerc de bacterias se pueden remover de la

superﬁcie de las plantas por medio de la turbulencia convectiva o frontal (Fulton,
1966), asi como por 1 1a accién de las gotas de Nuvia (B‘dut rworth y McCartney, 1991).

Carda s RS A
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Durante la época humeda del afio, la vegetacién puede contribuir en mayor
proporcién que el suelo a incrementar la carga bacteriana del aire (Lindemann ef al.,
1982; Lindemann y Upper, 1985).

Una fuente importante, de bacterias patégenas la constituyen los animales y el
hombre. Al hablar, toser y estornudar, se liberan materiales adheridos al tracto
respiratorio asociados con microorganismos. Kl tamafio de las particulas exhaladas
depende de la velocidad del aire, de la viscosidad del fluido y de la via de salida (nariz
o boca). De estos procesos, el estornudo es el mas vigoroso y libera al ambiente més de
un millén de aerosoles de aproximadamente 100 pm de didmetro (Edmonds, 1979;
Burge, 1995 ). Por otra parte, la descamacién de la piel y el cabello es una fuente
constante de generacion de virus, bacterias y hongos (Clark y Shirley, 1973), que
pueden tener importancia epidemiologica. La saliva, las heridas y las heces de los
animales v de los seres humanos (sobre todo si se encuentran enfermos) pueden
contaminar el suelo con microorganismos potencialmente patdgenos, existiendo la
posibilidad de que sean suspendidos posteriormente a la atmoésfera.

Finalmente, las fuentes antropégenas contribuyen de manera significativa a
incrementar la carga bacteriana en la atmosfera. La actividad vehicular puede
generar un gran ntmero de particulas de polvo cargadas con microorganismos
(Lighthart y Mohr, 1994). Otras fuentes fijas de contaminacién biolégica incluyen las
plantas de tratamiento de aguas residuales (Randall y Ledbetter, 1966; Fannin et al.,
1976), los centros de manejo de desechos sdlidos (Crook, et al., 1987; Lacey, 1989;
Rosas et al., 1996), las torres de enfriamiento de plantas generadoras de energia
(Adams et al., 1980), v fuentes industriales relacionadas con productos orgénicos,
como la industria papelera (Niemela et al., 1985; Rosas et al., 1988), fabricas de
hilados de algoddn (Lacey y Lacey, 1987) y la industria azucavera (Forster ef al.,
1989), entre otras.

Concentraciones de aerobacterias en extramuros

Las concentraciones de bacterias totales cultivables obtenidas en extramuros,
comunmente se encuentran en el orden de 100 a 1000 unidades formadoras de
colonias (UFC) por m3 de aire, pero se han aislado concentraciones de hasta 4000
UFC/mS? en una calle transitada y de 2500 UFC/m3 en un pargue urbano (Bovallius ef
al., 1978; Jones y Cookson, 1983). Mancinelli y Shulls (1978), con el uso de filtros para
impactacién, encontraron concentraciones de aerobacterias de 13 UFC/m? a
aproximadamente 2000 UFC/m3 de aire, en un ambiente urbano.

En general, todos los estudios realizados en este tipo de ambientes (zonas urbano-

industriales, densamente pobladas) se caracterizaron por presentar una varlacién
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muy amplia en las concentraciones de microorganismos. Asimismo, se chserva una
periodicidad estacional con concentraciones més altas durante el verano y el otofio y
un nimero de aerobacterias significativamente menor durante el invierno, debido a
que en las zonas templadas el suelo se cubre de nieve (Bovallius et al., 1978; Jones y
Cookson, 1983).

Las bacterias aisladas con mayor frecuencia son microorganismos comunes del suelo,
asi como bacterias pigmentadas y algunas esporuladas (Micrococcus, Staphylococcus,
Aerococcus y Bacillus). Aparentemente, la presencia de carotenos en las bacterias Ie
brinda proteccién contra la radiacién solar (Wright et al., 1969; Mancinelli y Shulls,
1978; Yongyi et al., 1993). Los cocos y bacilos Gram-positivos (esporulados y no-
esporulados) predominan sobre las bacterias Gram-negativas (Wright et al., 1969;
Yongyi et ol., 1993). En ninguno de estos estudios se han identificado bacterias
coliformes y s6lo se han reportado estreptococos fecales en concentraciones bajas (6
UFC/m3), en una zona suburbana cercana a una planta de tratamiento de aguas
residuales (Jones y Cookson, 1983).

La correlacién entre las concentraciones de aerobacterias y los pardmetros
meteoroldgicos no ha sido significativa (Wright et al., 1969; Jones y Cookson, 1983) ;
no obstante, puede mencionarse que la lluvia y la humedad relativa alta causan un
decremento en las cuentas bacterianas, mientras que la temperatura y la velocidad
del viento incrementan su ntimero (Bovallius et al., 1978). En general, las bacterias
colectadas en extramuros se asocian en su mayoria a particulas con un diametro
aerodindmico > 5um, que corresponden a la fraccién no respirable.

En México, Rosas y colaboradores (1994 a) evaluaron la calidad bacterioldgica del aire
en una zona suburbana de la Ciudad de México. Las concentraciones de aerobacterias
totales fluctuaron entre 14 UFC/m?3 a 13 x102 UFC/m? de aire. En este estudio, se
report6 el aislamiento de bacterias coliformes fecales, con un valor méximo de 11
TUFC/m3, mientras el niimero de estreptococos fecales fue de 0-10 UFC/m3. Las
bacterias coliformes aisladas con mayor frecuencia fueron Escherichia coli, Serratia y
Enterobacter. La incidencia mas alta de aerobacterias se obtuvo durante la época de
secas, correlacionando significativamente con las particulas suspendidas, la humedad
relativa y la variacién de temperatura. La presencia de bacterias coliformes en el aire
refleja Ia contaminacién fecal del suelo, con el consecuente riesgo potencial hacia la
salud.

2). Ambiente Intramuros

En los ambientes intramuros existen una gran variedad de contaminantes

atmosféricos, tanto quimicos come biolégicos. Muchos de los contaminantes presentes
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en el aire de intramuros son similares, e incluso provienen de fuentes exteriores. Sin
embargo, las concentraciones de intramuros pueden ser superiores a las del exterior,
debido a que los contaminantes se acumulan en este ambiente por la inadecuada
ventilacién o limpieza de las construcciones, asi como por la presencia de fuentes
productoras de diversos tipos de microorganismos (Muilenberg, 1995). Por esta razén,
la transmisién de enfermedades infecciosas en intramuros es generalmente més
frecuente que en el exterior (Edmonds, 1979). Ademas, ya que el sistema respiratorio
es la puerta de entrada tanto de microorganismos, como de diversos contaminantes
quimicos, es muy posible que el efecto que produzcan sea sinérgico (Brooks y Davis,
1992).

Las particulas biolégicas encontradas en intramuros incluyen virus, bacterias, algas,
protozoarios, hongos, 4caros, insectos y restos de plantas. Los microorganismos se
pueden encontrar viables o solamente los componentes estructurales de los mismos,
como es el caso de las endotoxinas en las bacterias Gram-negativas, y/o metabolitos
volatiles (Lighthart y Mohr, 1994 ; Rosas et al., 1997). Para que los microorganismos
se puedan reproducir, requieren de una temperatura y humedad adecuadas, asi como
de un sustrato fisico y nutritivo. Estas condiciones pueden encontrarse facilmente en
ol interior de algunas viviendas y de diversos ambientes ocupacionales. Las fibras
textiles, la madera, el papel y las plantas, entre otros materiales, pueden ser
facilmente colonizados por bacterias y otros microorganismos, sobre todo en las areas
htmedas como los bafios, los sétanos, las cocinas y los refrigeradores (Burge et al.,
1985).

Los humidificadores, los sistemas de aire acondicionado y los vaporizadores, estdn
ligados directamente con la contaminacién biolégica de intramuros. Un gran ntmero
de bacterias, hongos, algas y amibas de vida libre, ha sido recuperado de los
recipientes con agua de estos aparatos, siendo aerosolizados cuando los sistemas
estin en funcionamiento (Ager y Tichner, 1983). Ademaés, los filtros empleados en los
sistemas de aire acondicionado acumulan el polvo orgénico, propiciando el desarrollo
y generacién a la atmosfera de diversos microorganismos (Burge et al., 1980).

El estudio de las bacterias Gram-negativas en intramuros ha sido motivo reciente de
gran interés, sobre todo en lugares con sistemas de aire acondicionado y
humidificacién. Su presencia se asocia con enfermedades respiratorias, como la
neumonia, asi como con diversos cuadros con sintomas respiratorios que involucran
reacciones de hipersensibilidad (como alergia, rinitis y asma), tos cronica; sindrome
del polvo orgénico téxico; fiebre de los humidificadores; y alveolitis alérgica extrinseca
(Hood, 1990). Todos estos sindromes se relacionan con la presencia de una gran
variedad de bacterias, hongos, actinomicetos, protozoarios, micotoxinas y endotoxinas,
(Rylander y Burrel, 1988; Hood, 1990; Craok y Olenchock, 1995).
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Las bacterias Gram-negativas presentan ciertas caracteristicas gue las hacen
causantes potenciales de estas afecciones. En primer lugar, todas poseen endotoxinas,
las cuales inducen inflamacién e irritacién pulmonar (Rylander, 1994). En segundo
lugar, las proteinas de supexficie (en una variedad de estructuras como son fiagelos,
pilli y pared celular) y la cépsula o glicocdlix (compuesta de carbohidratos y/o
proteinas) pueden actuar como alergenos (Chapman y Platts-Mills, 1980). Entre las
bacterias Gram-negativas asociadas a estas enfermedades y sindromes, se encuentran
Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Enterobacter sp., E. .
aerogenes, Salmonella typhimurium, Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter,
Aeromonas, Legionella y Brucella (Hood, 1990).

Concentraciones de aerobacterias en intramuros

Son pocos los estudios aerobiolégicos realizados en ambientes intramuros y se han
enfocado principalmente a la caracterizacion de hospitales (Groschel, 1980; Kelsen,
1980), escuelas (Maroni et al., 1993) y oficinas. Con relacién a las especies vy
concentraciones de aerobacterias presentes en ambientes domésticos, existe muy poca
informacién publicada. Reponen y colaboradores (1989) colectaron muestras durante
un periodo de dos afios en diversas casas localizadas en tres idreas urbanas de
Finlandia. La media geométrica obtenida fue de 330 UFC/m3. Godish y colaboradores
(1993) reportaron una media geométrica de 585 UFC/m? en 40 casas estudiadas en
Australia, mientras que Hunter y colaboradores (1993), quienes tomaron muestras de
casas en el Reino Unido, reportaron niveles de bacterias de 658 UFC/m3 en el
invierno y de 1107 UFC/m3 durante el verano. Estos estudios fueron realizados con el
equipo de muestreo Andersen. En 1995, Hunter y colaboradores estudiaron 163 casas
en el Reino Unido, haciendo uso de filtros de policarbonato; las cuentas de
aerobacterias fluctuaron entre cero a 51 x 102 UFC/m? con una media geométrica de
366 UFC/m3.

La composicién de las aerobacterias en intramuros esta dominada por bacilos y cocos
Gram-positivos (Macher et al.,, 1991 ; Godish et al., 1993; Maroni et al., 1993). Los
bacilos Gram-positivos como Arthrobacter, Corynebacterium y Mycobacterium, fueron
las bacterias més abundantes en 40 casas estudiadas en Australia, seguidas de otras
bacterias Gram-positivas, como los cocos (Micrococcus y Staphylococcus),
actinobacterias y otras bacterias esporuladas (Godish et al., 1993). En este estudio los
bacilos Gram-negativos constituyeron sélo el 5% de las colonias identificadas. Hunter
y colaboradores (1995), en el Reino Unido, identificaron como organismos
predominantes a Bacillus, Staphylococcus 'y Micrococcus spp. Las bacterias Gram-
positivas sobrepasaron a las Gram-negativas en una proporcién aproximada de 9:1.
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En general, se acepta que el nimero y tipo de microorganismos presentes en un
ambiente residencial varie entre las diferentes habitaciones de la casa, entre las
estaciones del afio, v ante la presencia de los ocupantes de las viviendas. Macher y
colaboradores (1991) obtuvieron un incremento significativo en las concentraciones de
aerobacterias, después de que diversos departamentos nuevos fueron habitados. En
este estudio las concentraciones més altas de bacterias se registraron en la sala y en
la cocina (140 y 144 UFC/m3, respectivamente). Se han propuesto 4500 UFC/m3, como
la concentracién normal de aerobacterias para un ambiente doméstico de zonas
urbanas y suburbanas en un clima subartico (Reponen et al, 1980). Sin embargo,
geria importante considerar la composicién de las mismas, ya que un incremento en
las hacterias Gram-negativas podria considerarse como un factor de riesgo para los
habitantes de las viviendas.

El polvo organico

La exposicién al polvo organico se presenta en ambientes como los agricolas,
industriales, residenciales, escuelas, oficinas, etc. En cada ambiente el polvo orgénico
generado proviene de diferentes fuentes y es producido por diversos procesos
mecénicos, lo cual afecta la composicion del polvo, la concentracién y la distribucién
del tamarios de las particulas. El efecto que puede causar en la poblacién expuesta al
polvo orgénico depende de la duracién e intensidad de la exposicidn, asi como de la
susceptibilidad de cada individuo al inhalar sustancias téxicas (Jacobs, 1994).

En un ambiente residencial no industrial, el polvo organico es una mezcla compleja
que contiene, entre otras cosas: fibras, silicatos, particulas producidas por la
combustién, artrépodos o parte de los mismos, asi como sus excrementos, proteinas de
orina, piel y saliva, provenientes de ratones, ratas, gatos, perros y aves. Ademaés,
estdn presentes los micreorganismos que se han acumulado del aire del exterior e
interior, v aquéllos que crecen en la materia orgénica del polvo (Rylander, 1994;
Burge, 1995). La mayoria de las particulas que conforman el polvo orgénice son
higroscdpicas y pueden absorber agua del aire a niveles relativamente bajos de vapor
de agua, favoreciendo la reproduccién o permanencia de los microorganismos. De esta
manera, la humedad del microambiente que rodea al polve orginico esté relacionada
con la humedad de la atmésfera. El uso de sistemas de aire acondicionado y
humidificacién incrementa la humedad del ambiente vy por lo tanto favorece el
desarrollo de microorganismos (Burge, 1995).

Las alfombras acumulan una gran cantidad de polvo organicc conteniendo
microorganismos y, si ademds éstas son instaladas en areas hitmedas o poco
ventiladas, proporcionan el ambiente ideal para el desarrcllo de una gran cantidad de

bacterias v hongos (Lighthart y Mohr, 1994). Se ha observado gue las concentraciones
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de Pseudomonas aeruginosa en el aire se incrementan considerablemente, después de
que las alfombras son lavadas (Finch et al., 1978). Los componentes del polvo orgénico
pueden ser aerosolizados facilmente, afectando la calidad del aire de intramuros. Esto
ocurre cuando los pisos y aifombras son barridos o aspirados, cuando se sacuden
muebles y cortinas, al caminar, o con cualquier otra actividad mecAnica que remueva
el polvo sedimentado. A pesar de que las bacterias son un componente coman en el
polvo de las casas, especialmente aquellas especies comensales de la piel de los
humanos, asl como diversas especies de Bactllus, éstas no han sido bien estudiadas a
la fecha.

Transporte de las aerobacterias

Las particulas biolégicas estdn sujetas a las mismas leyes fisicas que las no-
biolégicas, aunque su permanencia en la atmoésfera también depende de las
caracteristicas biolégicas de los propios microorganismos. Entre los principales
atributos fisicos que deben ser estimados en un aerosol se encuentran: el movimiento
browniano, el gradiente eléctrico, el campo gravitacional, la fuerza de la inercia, la
densidad de la particula y la humedad e higroscopicidad (Cox, 1987).

Una vez que las aerobacterias han sido aerosolizadas, su transporte depende de las
condiciones meteorologicas locales. Una nube de particulas sigue los movimientos del
viento v dependiendo de la turbulencia del aire, la nube puede ser dispersada a
diferentes alturas. La turbulencia depende de la topografia del suelo, de la
temperatura en la masa de aire y de la velocidad del viento. La zona de turbulencia
en la atmdsfera es muy variable, pero en general se encuentra entre los 100 a 1000 m
de altura y esta limitada en la parte superior por una capa de inversiéon que impide la
difusién vertical mas alla de la capa de turbulencia (Bovallius ef al., 1980).

En general, las aerobacterias son transportadas en microescala y mesoescala, dando
origen a los ciclos diurnos y estacionales. El transporte en microescala se limita a
intervalos de tiempo y espacio, del orden de una hora o menos de duracién y pocos
metros de distancia, y estd determinado por el viento promedio y sus fluctuaciones de
turbulencia. En el transporte en mesoescala, los intervalos de tiempo y espacio son de
dias y de algunos kilémetros; la direccién y la velocidad del viento varian tanto con la
altura como con la localidad y generalmente las superficies sobre las que se realiza
este transporte no son uniformes (Edmonds, 1979).

El transporte a gran escala incluye intervalos de tiempo y espacio lo suficientemente
grandes para que la circulacién sea global. En las aerobacterias este tipo de
transporte estd poco documentado, no obstante, se menciona que si las bacterias, o las
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particulas que contienen bacterias, atraviesan la capa de inversién cuando son
dispersadas (la cual se encuentra por encima de la capa de turbulencia), llegan a una
capa con baja turbulencia y frecuentemente con velocidad del viento muy intensa
{corriente de chorro), donde las condiciones para el transporte a gran escala se
favorecen (Bovallius et al., 1980),

Por otro lado, cuando el viento se encuentra en calma, las particulas pequefias como
las bacterias (entre 1-5 pm de diametro) tienden a sedimentarse. Sin embargo,
durante condiciones de flujo laminar las bacterias pueden viajar largas distancias sin
sedimentarse, debido a que su velocidad terminal de sedimentacion es muy baja. Por
lo tanto, en el caso de una sola bacteria o en agregados menores a 10 um de diametro,
la influencia de la sedimentacién es limitada y no es un factor que impida
significativamente su transporte a gran escala (Gregory, 1973; Bovallius, et ol., 1980).

La capacidad de producir endosporas o la presencia de pigmentos, favorece la
dispersién de las bacterias a gran escala. Las bacterias esporuladas presentan un
tiempo de reduccién decimal (TRD, tiempo en que se reduce al 90% la viabilidad)
extremadamente largo. Bacterias como Flavobacterium sp., Sarcina sp., Serratia sp. y
Erwinia sp., encontradas en ambientes extramuros, tienen un TRD del orden de
horas, mientras que para las bacterias patégenas frecuentemente es del orden de
segundos a minutos (Dimmick y Akers, 1969).

2.3 OSMORREGULACION DE LAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Un factor importante para la permanencia de las bacterias en la atmdsfera es la
sobrevivencia de las mismas en el estado aerosolizado. La viabilidad de las
aerobacterias depende del tipo de microorganismo y del estado de desarrolio del
mismo, asi como de diversas condiciones fisicas, entre las que se encuentran: la luz
ultravioleta (D'Aoust et al., 1974; Fedorak y Westlake, 1978), la temperatura (Ehrlich
et al., 1970), la humedad atmosférica (McDade y Hall, 1964; Hatch y Dimmick, 1966),
el oxigeno (Benbough, 1969), los contaminantes quimicos en la atmosfera, como el
SOg, NOx, O3 v €1 CO (Druett y Packmann, 1968; Lighthart, 1971; Lighthart, 1873) y
la proteccién fisica dada por otros microorganismos o por el polvo (Dimmick y Akers,
1969).

Una de las principales causas de muerte de las aerobacterias, sobre todo de las Gram-
negativas, es la deshidratacién causada por la evaporacién del agua, tanto de las
particulas portadoras como de la propia célula. El grado de evaporacion depende de la
temperatura y de la humedad ambiental, asi como de la naturaleza y concentracion
de los solutos en el aerosol. La evaporacién del agua contenida en el aerosol puede
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ocasionar un desbalance osmético en la célula, por el incremento en la concentracidén
de los solutos, generando un estrés osmdtico a la célula. Se entiende por estrés
osmdtico al incremento o decremento en la concentracién osmética del ambiente de un
organismo y se define como regulacién osmoética u osmorreguiacion, al proceso activo
Hevado a cabo por los organismos para enfrentarse al estrés osmético (Csonka, 1989).

Efecto de un choque hiper e hipo-osmético

La membrana citoplasmica de las bacterias es permeable al agua pero no a la
mayoria de otros metabolitos, por lo que un choque hiper o hipo-osmético causa una
salida o una entrada de agua instantanea a la célula, acomparfiado de un decremento
o un incremento en el volumen citoplasmatico. De estos procescs, el choque hiper-
osmoético es el més severo y puede ocasionar una plasmolisis, con la subsecuente
reduccidén de la actividad citoplasmica del agua. Las proteinas y otras macromoléculas
biolégicas funcionan sblo con ciertos niveles de agua en la célula; fuera de estos
Hmites algunas funciones celulares esenciales se dafian. Por lo tanto, la plasmélisis
inhibe una variedad de procesos fisiolégicos, que van desde la toma de nutrimentos
hasta la replicacién del acido desoxirribonucleico (DNA). El agua dentro de la célula
puede actuar también como solvente y como catalizador de diversas reacciones
enzimdticas, ya que la tasa de reaccién depende de la actividad del agua y de su
asociacion a biomoléculas.

Funcion de los solutos compatibles vy osmoprotectores

Las bacterias expuestas a un estrés osmotico, pueden responder al mismo
ihcrementando la concentracidon de un ntiimero limitado de solutos, ya sea por sintesis
o por transporte activo, con el fin de mantener el equilibrio osmético. Estas moléculas
pueden ser acumuladas en altas concentraciones dentro de Ia célula, sin alterar de
manera significativa los procesos celulares, por lo que son llamados solutos
compatibles (Brown y Simpson, 1972). Los principales solutos compatibles
encontrados en las bacterias son los iones de K*, los aminoicidos glutamato,
glutamina, prolina y alanina; la amina cuaternaria glicinabetaina y los azlcares
trealosa, la sacarosa y el glucosilglicerol (Flowers et al., 1977; Imhoff, 1986; Yancey et
al., 1982). Algunos sclutos compatibles no sélo atentian es estrés osmotico, sino que se
ha sugerido que establecen una interaccién especial con macromoléculas celulares
(como las proteinas), incrementando la estabilidad de las mismas. Los solutos que
tienen esta propiedad son llamados osmoproteciores ; dos de los més importantes son
la prolina y la glicinabetaina.
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Regulacién genética

El cambio en la presién osmética influye en la induccién o represion de la expresion
genética de los organismos. Los genes pueden ser inducidos a través de un
superenrrollamiento negativo del DNA, el cual puede incrementar la eficiencia con Ia
cual los genes son transcritos a acido ribonucleico mensajero (RNAm). La DNA girasa
(codificada por el gen gyr) incrementa el superenrrollamiento negativo, y la DNA
topoisomerasa (codificada por el gen top) tiene el efecto opuesto. Mutantes de gyr v top
afectan los genes sujetos a osmorregulacién; mutantes de osmZ aumentan el
superenrrollamiento negativo y también afectan los genes osmorreguladores (Rosas et
al., 1994 b).

En la membrana externa se encuentran las porinas CmpC y OmpF. En condiciones de
alta presién osmética, la transcripcidn del gene ompC (que codifica para la proteina
OmpC) predomina y la de ompF es reprimida; mientras que a bajas osmolaridades
sucede lo contrario. Se desconocen las bases fisioldgicas de esta regulacidn, pero se ha
propuesto gue OmpC produce un poro mas pequefio que OmpF, lo cual daria una
ventaja ante una concentracién alta de solutos (Rosas, et al., 1994 b). Las permeasas
ProP y ProU también se estimulan bajo condiciones de estrés hiperosmético,
permitiendo 1a entrada de la prolina a la célula (Wood, 1988). Estos dos sistemas
también regulan el transporte de la glicinabetaina, siendo el sistema ProU
probablemente el mds importante para el transporte de este soluto (May et al., 1986).
En el espacio periplasmico se encuentra una proteina codificada por el gen proV, a la
cual se une la glicinabetaina y participa en su transporte.

En la membrana citoplasmica se registra el cambio en la turgencia celular, por medio
de proteinas asociadas a la membrana. Las proteinas del sistema de genes kdp
activan la entrada del ion K+, el cual participa en la restauracién de la turgencia
(Rhoads et al., 1976). El gen proU codifica para un sistema de transporte de alta
afinidad para la glicinabetaina. Genes del sistema bet participan en el transporte de
colina, compuesto precursor de la glicinabetaina. En el citoplasma, el sistema de
genes bet codifica para proteinas involucradas en la oxidacién de la colina a
glicinabetaina.

El estudio de la capacidad osmorreguladora de las bacterias es reciente y por su
complejidad requiere de investigaciones mas profundas. Se considera que existen
otros sistemas de regulacién independientes a los aqui mencionados; ademas, es de
interés notar que algunos de los genes (ompC, proU y ippB) se inducen también en
condiciones de anaerobiosis.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la distribucién espacial y temporal de las bacterias coliformes, como
un indicador de contaminacidn fecal en la atmésfera de la Ciudad de México.

Objetivos Particulares

Ly

2)

3)

4)

5)

Determinar el contenido de bacterias mesoéfilas cultivables y de bacterias
Gram-negativas en las particulas suspendidas y depositadas de los ambientes
intramuros (domésticos) y extramuros de diversas zcnas de la Ciudad de
México.

Conocer la proporcin de bacterias coliformes con respecto a las bacterias
Gram-negativas, aisladas tanto del aire como del polvo depositado.

Evaluar el uso de la glicinabetaina en la recuperaciéon de las bacterias Gram-
negativas aisladas del aire.

Identificar el género o especie de las bacterias coliformes aisladas.

Realizar el andlisis antimicrobiano y seroldgico de las cepas de Escherichia coli
aisladas.
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4. AREA DE ESTUDIO

Sitios de muestireo

El muestreo de aeroparticulas se llevé a cabo en tres zonas de la Ciudad de México
con diferente grado de urbanizacion (Fig.1) :

1. Delegacion Gustavo A. Madero, zona urbano-industrial situada al norte de la
ciudad, a 40 km del centro del Distrito Federal.

2. Delegacion Cuauhtémoc, zona urbano-comercial situada en el centro de 1a ciudad.

3. Delegacién Tlalpan, 4rea residencial ubicada en el sureste de la ciudad, a 20 km
del centro.

Caracteristicas climaticas de la ciudad de méxico

La cuenca de México estd ubicada a una altura de 2250 msnm, rodeada de altas
montafias especialmente hacia el sureste, sur y oeste, mientras que por ¢l norte y
noreste las elevaciones son relativamente menores. Debido a la latitud en gue se
encuentra (19°30") el clima de la Ciudad de México se define como tropical de altura,
es decir, aungue la temperatura es menguada por la elevada altura del valle,
presenta otros rasgos climaticos caracteristicos de log trépicos, como son la
regularidad e intensidad de las lluvias.

Durante la estacidn seca con bajas temperaturas, la cuenca de México se encuentra
bajo la influencia de las masas de aire polar, caracteristicas de las regiones templadas
ubicadas fuera de los trdpicos, por lo que el clima de la Ciudad de México esta
determinado por los sistemas atmosféricos tropicales y extratropicales,
distinguiéndose asi dos estaciones climaticas bien definidas: la estacidén seca
(noviembre-abril} v la estacion lluviosa, de mayo a octubre (Jauregui, 1987).

En la época de secas, el paso de las tormentas invernales asociadas a las masas de
aire frio, originan un marcado descenso de la temperatura; ademas, el frente frio se
caracteriza por un aumento en la nubosidad, lo que ocasiona lluvia ligera. Pero lo mas
frecuente es que las masas de aire polar continental sean bastante secas (sobre todo al
final de la estacién), lo que produce tiempo frio v ventoso con poca nubosidad. Al pasar
los vientos por la cuenca de México, se levantan altas y densas cortinas de polvo,
especialmente en la segunda mitad de este periodo (febrero a abril) (Jauregui, 1987).



FIGURA 1.

Ciudad de México
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Sitios de muestreo:
1. Norte: area urbano-industrial

2. Centro: Area urbano-comercial
8. Sur: 4rea residencial

Localizacion de los sitios de muestreo.
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A partir del mes de abril, la circulacién atmosférica comienza a cambiar,
debilitandose los vientos del oeste, al tiempo que se incrementa la corriente hiimeda
de los alisios. En plena estacion lluviosa prevalecen en la cuenca los movimientos
ascendentes y convergentes hasta la tropésfera media, compensados con flujo
divergente en los altos niveles de la misma zona. Esta situacién atmosférica propicia
la formacién de nubes convectivas que originan las lluvias de veranc (Jauregui, 1987).

Zonas Climaticas

Dentro del area gue ocupa la Ciudad de México, se pueden distinguir zonas con
caracteristicas climaticas contrastantes, aunque es dificil localizar sus fronteras ya
que las variaciones de los elementos climéticos entre éstas son graduales. Sin
embargo, es posible diferenciar cinco zonas climaticas dentro de la Ciudad de México,
de las cuales son de interés para el presente trabajo la zona noreste, la zona del centro
y la zona sur (Jauregui, 1975).

Zona noreste

Corresponde a la zona de suburbios del noreste de la cindad, ubicados en gran parte
sobre los suelos del antiguo lago de Texcoco. Esta es una regién con un gran nimero
de fabricas, sobre todo en la porcién norte y centro de la misma. En el extremo oriente
se extiende una mancha urbana (Ciudad Netzahualcoyotl), caracterizada por tener
alta densidad poblacional con bajos recursos econdmicos. La escasez de 4reas verdes y
la falta parcial de drenaje y pavimentacién, ocasiona que durante la época de secas se
levanten grandes nubes de polvo; durante la estacién Iluviosa, la deficiencia en el
drenaje origina frecuentes inundaciones. Los niveles de contaminantes atmosféricos
son mas bajos en esta zona; sin embargo, es la regién que recibe el impacto mas
violento por las tempestades de polvo. Los vientos son considerables y la radiacion
solar abundante e intensa; las heladas son muy frecuentes. La zona noreste de la
ciudad se caracteriza por precipitaciones poco abundantes, entre 400 y 600 mm.

Zona del centro

En esta area se registran las concentraciones de gases contaminantes (SOz, CO y
6xidos de nitrégeno, entre otros) mas altos de la ciudad, debido principalmente al
intensa trafico vehicular. Asimismo, la elevada densidad de edificios hace de esta
regién la menos ventilada del area urbana. Debido al efecto de la isla de calor, la
humedad relativa es comparativamente mds baja y las temperaturas bajo cero no se
presentan. Esta es una zona de transicién entre la seca del este y la himeda del sur y
del oeste ; la precipitacién media anual varia de 600 a 700 mm.
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Zona sur

La zona sur presenta una baja densidad de fabricas, predominan las construcciones
con espacios abiertos v zonas verdes, incluyendo un amplio bosque de 137 ha. Los
niveles de contaminacién son logs mas bajos de la ciudad. Es una zona bien ventilada,
mas humeda que las dos anteriores, con abundante precipitacion vy es el drea menos
afectada por las tolvaneras. La zoma suroeste se caracteriza por precipitacidn
abundante en la estacion de lluvia, con 700 a 1100 mm.

Estructura urbana de las delegaciones estudiadas
1) Delegacion Gustavo A, Madero

Esta delegacion se localiza al norte del Distrito Federal; tiene una superficie de 87
km?, equivalentes al 6.0% del total del Area de la Ciudad de México. La mayor parte
de la superficie de la delegacion esta destinada a usos urbanos. El uso habitacional
predomina en el centro y el este de la delegacién, mientras que el industrial se
concentra en el oeste. Dentro del area urbanizada, 23 % corresponde a lotes baldios,
siendo la (inica reserva urbana de la delegacion.

Un alto ntmero de colonias de la delegacién carecen de infraestructura y
eguipamiento urbano. El 20 % del drea delegacional carece del servicio domiciliario de
agua potable v el 42 % de las viviendas carece de servicio de drenaje. El sistema
general de drenaje conduce las aguas residuales por los rios Tlalnepantla, San Javier
v Los Remedios, descargando en el gran canal de desagiie y en los interceptores del
drenaje profundo. En la delegacién se recogen diariamente 500 ton. de basura, pero
quedan otras tantas en las calles. La insuficiencia en este servicio provoca que la
basura se acumule y permanezca varias semanas en lugares inapropiados.

Las zonas de reserva ecoldgica se reducen al Parque Nacional del Tepeyac y al bosque
de San Juan de Aragdn. Los problemas de contaminacién y deterioro ambiental son
importantes y se dan en diferentes niveles: las aguas residuales poseen un grado de
contaminacién muy elevado; el suelo se halla contaminado por basura y material
fecal, a causa del insuficiente servicio de recoleccién del gran canal ; ademas, los rios
Tlalnepantla, San Javier y Los Remedios conducen aguas residuales a cielo abierto e
inundan las areas adyacentes, sobre todo en la época de lluvias. Las tolvaneras
provenientes del este, 1a desforestacién del Parque Nacional de Tepeyac, 1a erosion de
la sierra de Guadalupe, asi como las fuentes de contaminacién fijas y moéviles,
deterioran la calidad del aire (Garcia-Peralta, 1987).
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2) Delegacién Cuauhtémoc

La delegacion Cuauhtémoc estd ubicada en el drea central del Distrito Federal y
ocupa una superficie de 33 km?, lo que representa el 3.0% de la mancha urbana. La
densidad de poblaciéon de esta delegacién es de 255 habitantes por ha., que es
comparativamente elevada con relacién a otras zonas del 4rea metropolitana de la
Ciudad de México. Las actividades correspondientes a los servicios y econdmicas
(comercial) ocupan la mayor proporcion del suelo de la delegacion.

Esta delegacién cuenta en su mayoria con un buen nivel de dotacién de servicios,
como suministro de agua potable, drenaje, alcantarillado y energia eléctrica. Sin
embargo, en las colonias donde habitan los sectores de menores ingresos, existe
escasez de agua y los servicios de drenaje son deficientes. Otro servicio deficiente es la
recoleccidon de basura, lo que genera una situacién de deterioro. Esto, sumado a la
emisibn de gases y polvos, generados por los problemas de circulacidn y
congestionamiento vehicular (principalmente en el centro de la ciudad), la convierten
en una de las zonas con mayor indices de contaminacién. La delegacién presenta,
como caracteristica fundamental, la escasez de Areas verdes, ya que existen sblo 0.56
m? por habitante, cuando el minimo aceptable es de 2.5 m2/hab (Ziccardi, 1987).

3) Delegacion Tlalpan

Tlalpan se localiza al sur del Distrito Federal; cuenta con una superficie de 305.47
km?2 lo que la convierte en la delegacién mas extensa, representando el 20% del
territorio total de la ciudad.

La delegacién presenta unidades geomorfolégicas, que la atraviesan o la
circunscriben, las cuales inciden no sllo sobre las caracteristicas climaticas de la
delegacién, sino sobre toda la cuenca de México. Entre estas formaciones se
encuentran: la sierra del Ajusco, pedregal de Xitli, cinturén norte Ajusco-Teuhtli,
cinturén central Topilejo-Milpa Alta y cinturdn sur Cerro Pelado-Cerro Tilcuaya.
Estas sierras permiten, en cierto grado, la recarga de acuiferos ; ademas, algunas son
sitios que por su rigueza forestal constituyen reservas de fauna y flora (como la sierra
del Ajusco y el pedregal de Xitli).

La zona urbanizada de la delegacién actualmente supera los 51.5 km? y se distribuye
en primer lugar como uso habitacional. Cuenta también con un alto porcentaje de
espacios ahiertos, entre los que se encuentra el bosque de Tlalpan. Una gran parte del
territorio delegacional estd asignado a usos agricolas (31.6 % del area total) y a la
explotacién forestal, es decir, a actividades rurales (Ibarra, 1987).
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 MUESTREC DE EXTRAMUROS
Muestreo de aeroparticulas viables

Los muestreos se llevaron a cabo durante 1991, simultidneamente en las tres zonas de
estudio, entre las 9:00 y 10:00 a.m. En total se obtuvieron 40 muestras en cada 4rea :
20 en la época de secas (febrero-abril) y 20 en la de lluvias (agosto-octubre).

La toma de muestras de aire se realizé por medio de impactadores de cascada para
particulas viables de dos etapas (Graseby Andersen, Atlanta, Ga..), los cuales se
colocaron en torres de aluminio a una altura de 2m sobre el nivel del suelo,
manteniendo un flujo constante de aire de 28.3 I/'min. (1 pie3/min), durante 15 min.

Muestreador Andersen

El muestreador volumétrico secuencial empleado se compone de dos placas de
aluminio con 200 orificios cada una, cuyo didmetro es de 1.5 mm en la primer etapa y
de 0.4 mm en la segunda. Las particulas suspendidas se distribuyen en las dos etapas
de acuerdo a su didmetro aerodinamico. El didmetro de corte al 50% de eficiencia,
para la etapa I del muestreador es de 8.0 um, para particulas esféricas de densidad
uno (o su equivalente aerodindmico). Las particulas no-respirables (es dectr que no
penetran en el fracto respiratorio inferior) son colectadas en esta etapa del
muestreador y las particulas de tamafio respirable < 5 pm (que pueden penetrar en el
tracto respiratorio inferior) son colectadas en la etapa II (Andersen Sampler Inc.,
1984).

El muestreador esté provisto de un orificio critico que permite el paso de 1 pie? de aire
por minuto, por medio de una bomba de vacio. Las particulas acarreadas en el flujo de
aire son depositadas directamente sobre la superficie del medio de cultivo séldo,
contenido en cajas Petri estdndar (160 x 15 mm) que se colocan bajo cada etapa del
muestreador (Anexo A : Lamina I)

Medios de cultivo

Como medio de impactacién para las bacterias meséfilas cultivables, se usé agar de
soya y tripticaseina (TSA ; Difco Laboratories, Detroit, Mich.), adicionado con 0.05 g/l
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de cicloheximida (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.), como inhibidor del crecimiento
de hongos. Para el aislamiento de las bacterias Gram-negativas, se empleé agar de
bilis rojo violeta (ABRV ; Oxoid, Hampshire, Inglaterra).

Registro de parametros meteoroldgicos

Al inicio y al final de cada muestreo se tomd la temperatura ambiental (bulbo seco y
bulbo humedo} con un psicrémetro de honda (Imperial Eastman de México),
calculdndose posteriormente la humedad relativa y la presién de vapor; se registraron
también las condiciones atmosféricas de nubosidad y visibilidad. Los datos de
particulas suspendidas totales (PST), particulas menores de 10pm (PMi),
precipitacién, direccién y velocidad del viento, se tomaron de la Red Automatica y
Manual de Monitoreo Ambiental, D.D.F.

Analisis microbiologico

Las placas de agar impactadas se incubaron a 35°C durante 24-48 h. Después del
tiempo de incubacidn, se hizo una estimacion cuantitativa de las colonias en cada caja
de Petri. A las colonias desarrolladas en ABRV se les aplicé la tincién de Gram y/o la
prueba de KOH al 3% (Pérez et al., 1987), para obtener la proporcién de bacterias
Gram-negativas colectadas durante los muestreos. Las colonias fermentadoras de
lactosa se consideraron como bacterias coliformes totales (Mac Faddin, 1984; O'Leary,
1989). La determinacién, a nivel de género, se realizé por medio de las siguientes
pruebas bioquimicas para bacterias entéricas : agar de hierro y triple azlicar, oxidasa,
citrato imorgénico, rojo de metilo, voges-proskauer, indol, HS, wurea, lisina
descarboxilasa, fenilalanina, licuefaccién de gelatina y motilidad Murray et al.,
1984).

. Calculo de bacterias en UFC/mS3

Una vez realizado el recuento de las colonias desarrolladas, se corrigié el error de
sobreposicion en la cuenta microbiana segin la férmula de Niemela et al. (1985):

C=NI1
NP
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Donde:

C= Cuenta corregida de colonias por etapa
N= Niimero de orificios en cada placa del muestreador (200)
P= Numero de orificios positivos (colonias desarroliadas)

De esta manera se obtuvo el niumero de unidades formadoras de colomas (UFC) en
cada etapa del muestreador. La suma de las colonias obtenidas en las dos etapas
proporciond el ntimero total de particulas viables colectadas.

En vista de que la velocidad del flujo de aire se mantuvo constante a 1 pied por minuto
(28.3 I/min.), el volumen de aire aspirado es igual al nimero de minutos muestreados;
por lo tante, al dividir el nimero total de UFC entre el tiempo de muestreo, se obtuvo
la concentracidén total de UFC/pie? de aire (Andersen Sampler Inc., 1984). Por ultimo
se realizd la transformacién de pied a m3, al multiplicar el resultado por 35.

UFC de todas las etapas (K)

XUFCm3=

Donde:
t= Tiempo total de muestreo (min.)
K= Constante de conversién de pie3 a m3 (35)

5.2 MUESTREO DE INTRAMUROS

Durante 1994 se evalud el contenido de bacterias en las particulas suspendidas y
depositadas, en el interior y el exterior de 30 casas localizadas al sur de la Ciudad de
México. Las muestras se tomaron en condiciones de inactividad en las viviendas, una
vez durante el periodo de secas y una en lluvias, entre las 10:00 a las 12:00 a.m.

Evaluacion de bacterias en las particulas suspendidas
Toma de muestras biolégicas en el aire y andlisis microbiolégico
El muestreo de aeroparticulas se realizé a 2 m de altura con el impactador de cascada

de dos etapas, de la misma manera y con los mismos medios de cultivo, que el

muestreo realizado en extramures, excepto gque a ambos medios se les adiciond 5 mM
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de glicinabetaina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.). Como testigo, las
aerobacterias fueron colectadas en los medios de cultivo sin el osmoprotector.

Las cajas expuestas se incubaron a 35°C durante 24 a 48 h; y se procesaron de
manera similar a las de extramuros. Las bacterias Gram-negativas se caracterizaron
a nivel de género o especie, por medio de las pruebas bioquimicas para bacterias
entéricas sefaladas anteriormente, o con el equipo de micretitulacion API-20 E
(bioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.).

Evaluacion de bacterias en las particulas depositadas
Muestreo de polvo

El polvo depositado se colectd con una aspiradora (VK-121; Vorwerk, Madrid,
Espafia) dentro de bolsas estériles. Las muestras se tomaron sobre una superficie de 2
m?Z del suelo de la sala (principaimente de alfombras y tapetes) y del exterior de las
casas (sobre superficies pavimentadas). El polvo colectado fue pasado a través de un
tamiz #100, con una abertura de malla de 0.149 pm (Anexo A : Lamina II).

Cuandtificacién y andlisis bacteriano

Para la cuantificacién de bacterias en el polvo se utilizd el método de dilucién de placa
(FAQ, 1967). Se prepar6 una solucidn con 100 mg de polvo en 10 ml de agua de
dilucién (0.01% de tween 80, 1% de peptona bacteriologica, 2% de inositol ; Hunter et
al., 1995) a partir de la cual se prepararon cuatro diluciones seriadas 1:10. Cada
suspensién se agitd vigorosamente durante 2 min. con un vortex (Thermolyne
Corporation) v se dispersaron 200 pl de cada dilucidon sobre TSA y ABRV por
duplicado. Las cajas se incubaron a 35°C durante 24 a 48 h. Las colonias
desarrolladas se cuantificaron y los resultados se expresaron como UFC/gramo de
polvo. Las colonias representativas de bacterias coliformes, desarrolladas en ABRYV,
se aislaron e identificaron con métodos bioquimicos, al igual que las bacterias
obtenidas del aire.

Tubos miltiples de fermentacion

Paralelamente al método de dilucién en placa, el polvo se analizd con la técnica de
tubos multiples de fermentacién (TMF), haciendo uso de las mismas diluciones de
polvo (American Public Health Association, 1985).
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Cada suspensién bacteriana se sembrd por triplicade en caldo lactosado (BBL,
Cockeysville, MD) v se incubd durante 24-48 h a 37°C (prueba presuntiva). Los tubos
con reaccién positiva (produccidn de gas) se resembraron en caldo verde brillante bilis
(BBL, Cockeysville, MD), y se incubaron a 37°C durante 24-48 h (prueba confirmativa
para coliformes totales), y en caldo EC (Escherichia coli) (BBL, Cockeysville, MD), a
45°C durante 24-48 h en bafio de agua (prueba confirmativa para coliformes fecales).
Se cuantificaron los tubos positivos y los resultados se reportaron en términos del
ntmero mas probable (NMP) de organismos presentes (American Public Health
Association, 1985).

Por dltimo, de los tubos de caldo EC positivos se tomé una muestra (2 ¢ 3 asadas) y se
sembrd por estria en ABRV. Para confirmar la presencia de Escherichia coli, las
bacterias desarrolladas se analizaron por técnicas bioquimicas : IMVIC (indol, rojo de
metilo, voges-proskauer y citrato inorganico), agar de hierro y triple aztcar, y oxidasa

(O'Leary, 1989).

Anilisis de resistencia antimicrobiana

Todas las cepas de Escherichia coli aisladas del aire y del suelo, se sometieron a la
prueba de susceptibilidad a antibidticos in vitro. Se utilizé un equipo UniScept KB
Gram-negative/type 2 (pioMérieux Vitek, Inc.,, Hazelwood, Mo.) compuesto por 19
antibidticos suspendidos en un medio de crecimiento y liofilizados, en dos diluciones
(baja y alta concentracitn), cada placa contiene también un testigo de crecimiento
(Anexo B). Para determinar la susceptibilidad de las E. colt a los antibiéticos, cada
pozo de la placa se inoculd con 100 pl de una suspensidén estandarizada de la bacteria.
La placa se incubd durante 18 a 24 h a 37°C y se registré la presencia o ausencia de
crecimiento en cada pozo.

Preparacién del inéculo

A partir de un cultivo puro de bacterias, desarroliado en agar Mueller Hinton (Merck,
Darmstadt Germany), incubado durante 18-24 h a 37°C, se tomd una colonia y se
suspendié en 5 ml de solucidén salina estéril al 0.85% (pH 5.5-7.0). La suspensién
resultante se estandarizd al equivalente de turbidez de 0.5 del tubo de McFarland. Se
mezcl perfectamente el contenide del tubo y se realizd una dilucién 1:100 del inéculo
con solucién salina al 0.85%, para tener una concentracién final de 1x1068 UFC/ml,
aproximadamente. A cada pozo de la microplaca con los diferentes antibidticos, se le
colocaron 100 pl del indculo, se cubrié la placa de UniScept KB con su cubierta
plastica y se incubd durante 18-24 h a 37°C.
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Interpretacién de resultados

Después de la incubacién, la susceptibilidad de los microorganismos ante los
diferentes antibiéticos se determinéd por su crecimiento, al observarse ia turbidez del
medio en los pozos.

La interpretacién de los antimicrobianos se realiz6 de la siguiente manera:
¢ Resistente: crecimiento en las dos concentraciones.

o Intermedio: crecimiento en la concentracién baja, pero no en la alta.

o Susceptible: ausencia de crecimiento en ambas concentraciones.

Caracterizacion serolégica

Las cepas de Escherichia coli, aisladas de las muestras de polvo y de aire, se
caracterizaron serolégicamente en el Laboratorio de Salud Publica de la Facultad de
Medicina de 1a UNAM. Se utilizé antisuero de coneje (SERUNAM, México) contra 175
antigenos sométicos (O) y 56 antigenos flagelares (H).

5.3 ANALISIS ESTADISTICO

El anslisis estadistico se realizé con el programa de computo STATGRAPHICS 2.6.
Todas las pruebas estadisticas realizadas se compararon con un nivel de significancia
o= 0.05. Los datos de aerobacterias fueron analizados con el fin de identificar su
probable distribucién, para lo cual se construyeron histogramas de frecuencia y se
aplicaron las pruebas de ajuste de Chi-cuadrada y de Kolmogorov-Smirnov (Harnett y
Murphy, 1987). Los resultados mostraron que los datos no transformados, no
presentaron una distribucién normal; ademas, el nimero de datos con el que se
trabajé generalmente fue <30, por lo que se opt6 por usar como medida de tendencia
central a la mediana y se emplearon las pruebas estadisticas no-paramétricas de
Mann-Whitney, para la comparacién entre grupos de datos, y el coeficiente de
correlacion por intervalos de Spearman, para el analisis de correlacidén entre 2 o mas
variables (Freund y Manning, 1989).




30

6. RESULTADGS

6.1 AMBIENTE EXTRAMUROS

En el presente trabajo, el nimero de aerobacterias cultivables obtenidas en las tres
zonas estudiadas fueron extremadamente variables a lo largo del periodo anual de
muestreo. Los niveles de bacterias mesdtfilas cultivables (BMC) fluctuaron entre 20
UFC/m?3 a 5§ x10% UFC/m? (Tabla 1). Las bacterias Gram-negativas (BGN) se aislaron
en el 68% al 100% de las muestras, en concentraciones desde 2 UFC/m3 hasta 465
UFC/m? de aire. Los valores mas altos de bacterias coliformes totales (BCT) se
obtuviercn en las zonas norte y centro de la ciudad.

TABLA 1. Concentraciones de aercbacterias cultivables (UFC/m3) colectadas en
las tres zonas de estudio.

Frecuencia de
Zona n Minima Maxima Mediana  aislamiento (%)

Bacterias Meso6filas Cultivables

Norte 40 1i5 5287 816 100
Centro 40 250 4359 874 100
Sur 40 20 5470 244 100

Bacterias Gram-negativas

Nozrte 40 4 92 22 160
Centro 40 2 448 38 100
Sur 40 ND 465 5 68

Bacterias Coliformes Totales

Norte 40 ND 74 4 60
Centro 40 ND 76 4 58
Sur 40 ND 22 0 40

ND= No detectable
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Las concentraciones de aerobacterias obtenidas en el norte y centro de la ciudad
fueron muy similares, ya que estadisticamente no se encontrd diferencia significativa
en los niveles de BMC y BCT, registradas en ambas zonas, Gnicamente en el de BGN
(Tabla 2). En cambio, se obtuvo una diferencia significativa entre las concentraciones
de todos los tipos de aerobacterias colectadas en estas zonas con respecto al drea sur.

TABLA 2. Comparacién estadistica entre las concentraciones de aerobacterias
obtenidas en las diferentes zonas de estudio.

Zona Centro Sur

BMC BGN BCT BMC BGN BCT
Norte 0.42 2.02* 0.25 4.63* 2.84* 2.32%
Centro - - - 4.52% 3.65% 2.25%

BMC - Bacterias meséfilas cultivables; BGN : Bacterias Gram-negativas; BCT:
Bacterias coliformes totales.
Prueba de Mann-Whitney : | Z | > 1.96 = Muestras diferentes ; * p <0.05

Las BCT representaron el 29.3, 21.1 y 8.2 %, del total de BGN aisladas en el norte,
centro y sur, respectivamente. La mayor parte de las aerobacterias cultivables
estuvieron compuestas por cocos y bacilos Gram-positivos. Las bacterias Gram-
negativas, en su mayoria, se constituyeron por bacilos Gram-negativos no
fermentadores (Tabla 3), entre los que se incluyen Pseudomonas, Acinetobacter,
Alcaligenes y Flavobacterium. Dentro de las bacterias coliformes, Enterobacter fue el
género mas abundante en las tres 4dreas estudiadas, y se logrd aislar Escherichia coli
(principalmente durante la época de secas) con una abundancia aproximada del 2 al
5% del total de bacterias Gram-negativas determinadas.

En relacion a la variacién estacional de las aerobacterias, estadisticamente sélo en el
sur de la cindad se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de
BMC colectadas durante la época de secas y de ltuvias (Tabla 4). Con respecto a las
BGN, en las tres zonas de estudio se obtuvieron niveles de aerobacterias
significativamente diferentes entre los dos periodos de muestreo.
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TARLA 3. Abundancia relativa (%) de las bacteriags Gram-
negativas determinadas en las tres reas de estudio.

Géneroc Zona de muestreo

Norte Centro Sur
Aeromonas 6.4 5.5 10.2
Citrobacter 0.0 <1.0 0.0
Enterobacter 48.0 46.4 24.2
Escherichic coli 4.5 4.9 2.1
Klebsiella 0.0 <1.0 0.0
Proteus <1.0 0.0 0.0
Serratia 3.7 2.1 6.3
No fermentadoras 28.6 32.0 48.7
No determinadas 7.5 8.5 8.4

TABLA 4. Comparacién estadistica (prueba de Mann-
Whitney) entre las concentraciones de aerobacterias aisladas
durante 1a época de secas y de Huvias.

ZONA yA
BMC BGN
Norte 1.34 3.87*
Centro 0.37 4.57*
Sur 4.87* 5.23%
BMC : Bacterias mesdfilas cultivables; BGN: Bacterias
Gram-negativas.

| Z1 > 1.96 = Muestras diferentes ; * p <0.05

La distribucién de las aerobacterias en las etapas de! muestreador Andersen se
muestra en la figura 2. Las BMC se impactaron principalmente en la fraccién no
respivable (particulas con un didmetro aerodindmico >5 pm), en porcentajes
aproximados del 50-70%. Las BGN y las BCT, también se colectaron en su mayoria en
1a etapa no respirable, y sdlo alrededor del 20% se deposito en la fraccidn respirable

(particulas <5 pm).
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FIGURA 2. Distribucién por tamaifios de las aerobacterias en el muestreador
Andersen (<5um : fraccidn respirable ; >5pim : fraccién no respirable).
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Durante el periodo de secas, dominaron los vientos procedentes del este y noreste. En
la época de Huvias, en el norte y sur de la ciudad, los vientos dominantes provinieron
del norte y noroeste, y en el centro dominaron los del suxceste (Figuras 3 a 5). Las
concentraciones més altas de aerobacterias se obtuvieron durante la época de secas,
mientras que en el periodo de luvias, las bacterias suspendidas en la atmésfera
disminuyeron ligeramente en las zonas norte y centro, en tanto que en el area sur
esta disminucién fue més marcada, sobre todo en las concentraciones de bacterias
Gram-negativas.

En la tabla 5 se presentan los valores de los pardmetros meteorolégicos registrados
durante los muestreos. La humedad relativa fluctué entre 9.8-10.1 % durante la época
de secas v de 61.1-80.3 % en Huvias. Las normas de calidad del aire para PST (260
pg/ms/ 24 by y PMio (150 pg/m?®/24 h) (Ciceros, 1991) se excedieron durante el periodo
de secas en un 25% y 20% de los dias de muestreo, en el norte y centro de la ciudad
respectivamente. En la zona sur no se sobrepasé ninguno de los dos estandares en los
dias de muestreo. '

TABLA 5. Valores de algunos factores ambientales y de particulas suspendidas,
registrados durante los muestreos.

Valor Temperatura Humedad PST PMis
(°C) relativa (%) (ng/m3) (Lg/m3)

NORTE
Minime 18.8 10.1 134 59
Maximo 24.4 80.3 358 255
Media 21.8 49.3 218.2 118.3
CENTRO
Minimo 175 9.8 94 57
Miaximo 26.3 63.5 393 225
Media 20.8 40.4 181.9 107.5
SUR
Minimo 13.9 10.1 36 23
Miéximo 22.8 61.1 191 107

Media 20.7 40.1 111.2 59.9

PST : particulas suspendidas totales

7]



NORTE

35

Secas 200 Liuvias 60
NG NE

100 NO/\\: /NE
et

Viento

SO SE S0
S Viento

w —+

—o--T (°C)
80 1! @ HR (%)

0
| |
2 Precipitacién pluvial

10000 - mBGN | —

B.':ucterlaus0 o oo Y *
&

1S L J * *

1000 . . *. . .,

. l”o .
100 . - .

-
L

FIGURA 3. Variacion estacional de las concentraciones de aerobacterias y algunos
factores meteoroldgicos en la zona norte. HR : humedad relativa ; T : femperatura .




CENTRO

36
. N i N ]
Secas 200+ Liuvias 30

NO NE

1005
O E
S0 | SE
S Viento s Viento
70 + ——T(C)

—m—HR (%)

30 - Precipitacion pluvial

, . *e , Bagterias ¢ . o $BMC

.Q.’ 0.‘ * e
* .

Liuvias

_

FIGURA 4. Variacién estacional de las concentraciones de aerobacterias y algunos
factores meteoroldgicos en la zona centro. HR : humedad relativa ; T : temperatura,



SUR

37

N : : N
Secas 150 Lluvias 30

NO<_ 100 NE NO NE

80 SE 80 SE
s Viento S Viento

100 —
—o—HR (%)
—=—T (°C)

80 +
60 +
40 +

20

Precipitacion pluvial
5 4

20

10000 -
® Bacterias mBGN

* ¢ BMC
1000 + . .

UFC/m®

Secas Liuvias

FIGURA 5. Variacién estacional de las concentraciones de aerobacterias y algunos
factores meteoroldgicos en la zona sur.  HR : humedad relativa ; T : temperatura



38

Los datos de aerobacterias obtenidos en este estudio se correlacionaron con algunos
factores meteorologicos y con las concentraciones de particulas suspendidas en la
atmdsfera (Tabla 6). En relacidn a los pardmetros meteorolégicos, no se presentd una
correlacién consistente entre éstos y las concentraciones de particulas viables en la
atmésfera. En el norte, las BGN y BCT correlacionaron negativamente sélo con la
humedad relativa. En el sur, se obtuvieron correlaciones negativas significativas
(p<0.05) entre los diversos grupos de aerobacterias y los parametros de temperatura y
humedad relativa. Con respecto a las correlaciones entre las concentraciones de
aerobacterias y las de PST y PMyq, éstas fueron positivas en las tres dreas de estudio.

TABLA 6. Valores del coeficiente de correlacién de
concentraciones de aerobacterias y algunos factores ambientales.

Spearman entre

las

Bacterias Temperatura Humedad PST PM;ip
relativa

NORTE
BMC 0.004 -0.02 0.007 0.03
BGN -0.24 -0.60* 0.52* 0.46*
BCT -0.26 -0.64* 0.67* 0.63*
CENTRO
BMC -0.23 0.25 -0.22 -0.14
BGN -0.22 -0.16 0.32* 0.42%
BCT -0.02 -0.16 0.46* 0.48*
SUR
BMC -0.38* -0.39* 0.58* 0.27
BGN -0.57* -0.55* 0.68* 0.41*
BCT -0.50* -0.58* 0.56* 0.44*

BMC : bacterias mesofilas cultivables, BGN : bacterias Gram-negativas; BCT:
bacterias coliformes totales ; PST : particulas suspendidas totales ; PMig : particulas

< 10 um.
*p <0.05
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En las figuras 6 y 7 se presenta la distribucién de las BGN, asociada a las PST y
PMio. Se observa que la presencia de BCT se relacion6 con los niveles mas altos de
BGN (concentraciones que sobrepasaron el valor de la mediana). De igual manera,
todos los muestreos donde se registraron concentraciones de particulas suspendidas
mayores a la Norma de Calidad del Aire (260 pg m3/24 h para PST y 150 pug m'¥/24h
para PMo) se asociaron con la presencia de coliformes totales.
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6.2 AMBIENTE INTRAMUROS

Los resultados obtenidos en esta segunda etapa del estudio, mostraron una amplia
variaciéon en la concentracién de bacterias colectadas en las diferentes viviendas. En
el aire, los niveles de BMC se encontraron en su mayoria entre 102 a 103 UFC/m3; en
el polvo, el niimero total de bacterias fluctud entre 105 a 106 UFC/g.

En la Tabla 7 se muestra un resumen estadistico de las concentraciones de bacterias
colectadas del aire y del polvo. En general, el nlimero de aerobacterias obtenidas en
los medios adicionados con glicinabetaina (GB) fue mayor al registrado en los medios
carentes de la misma, sin embargo, estadisticamente no se obtuvo diferencia
significativa (p>0.05) entre las concentraciones de aerobacterias aisladas con o sin el
osmoprotector (prueba de Mann-Whitney, datos no presentados).

TABLA 7. Concentracién de bacterias aisladas del aire y del polvo en los
ambientes intra y extramuros.

INTRAMUROS _ EXTRAMUROS TASA UE
BACTERIAS
Med Max Med Max X % >1
AIRE (UFC m™3)
Mesdfilas cultivables
TSA +GB 363 2998 92 2976 4 73.3
TSA 238 1370 83 2500 4 78.3
Gram-negativas
ABRV +GE . 4 109 2 34 34 86.7
ABRV 2 54 2 12 29 80.0
POLVO (UFC x 103 g'1)
Mesdéfilas cultivables 5700 73200 5325 65000 3 50.0
Gram-negativas 780 5960 135 3201 38 75.0

TSA: agar de soya tripticaseina; ABRV: agar de bilis rojo violeta; GB:
glicinabetaina ; Med : mediana ; Max : méaximo.
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Las concentraciones de bacterias mesdfilas cultivables (colectadas en el medio con
(GB) suspendidas en la atmésfera, fluctuaron entre 5 a 3000 UFCm?® ,
aproximadamente. Los niveles de aerobacterias en la mayoria de las viviendas fueron
mis elevados en intramuros que en extramuros. En el 73% de las casas, las
concentraciones de BMC presentaron una relacidn intramuros / extramuros (I/E)
mayor a 1. En el caso de las BGN esta relacion fue >1 en el 86% de las viviendas
(muestras con GB). En el polvo, las concentraciones de BMC obtenidas en intramuros
variaron entre 14x10% a 73x108 UFC/g (Tabla 7); el valor de la mediana fue muy
similar en los dos ambientes. Con respecto a las BGN, las concentraciones fueron
superiores en el interior de las casas, con una tasa IVE >1 del 75%.

La frecuencia de aislamiento y la abundancia relativa de las BGN colectadas del aire
fue similar en los medios de cultivo con y sin GB (Tabla 8).

TABLA 8. Incidencia de las bacterias Gram-negativas aisladas del aire y del polvo.

Intramuros Extramuros
Microcrganismos Medio de  Frecuencia de Abundancia Frecuenciade Abundancia
cultivo aislamiento relativa aislamiento relativa
AIRE
BGN totales! ABRV+GB 71.7 2.7 484 . 1.2
ABRV 73.4 2.8 56.7 19
Enterobacteriaceas? ABRV+GB 53.6 39.5 17.9 23.1
ABRV 445 25.9 139 145
Escherichia coli 2 ABRV+GB 1 1.7 1.8 i4
ABRV ¥ ¥ 0 0
Otras BGN? ABRV+GB 60.7 60.5 41.1 76.9
ABRV 58.4 74.1 47.2 85.5
POLVO
BGN totales! ABRV 100 22.9 100 9.6
Enterobacteriaceas? ABRV 78.6 47.9 62.5 47.7
Egcherichia coli ABRVZ 339 2.6 143 18
TMF3 41,1 15.5 17.9 14.0
Otras BGN? ABRV 76.8 52.1 75.0 52.3

Abundancia relativa: (1) con respecto a mesdfilas cultivables; (2) con respecte a Gram-negativas
totales; (3) con respecto a coliformes totales.

ABRYV : agar de bilis rojo violeta ; TMF : tubos multiples de fermentacién ;: GB : glicinabetaina
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Las BGN representaron el 2.7% del total de aerobacterias mesdfilas cultivables
aisladas en intramuros y el 1.2% de extramuros {muestras con GB). Escherichia coli
solo se logrd recuperar en el medio de cultivo adicionado con GB, representando el
1.7% del total de BGN aisladas en intramuros y el 1.4% del exterior (Tabla 8). En las
muestras de polvo, la proporciéon de BGN con respecto a las BMC fue mayor en
intramuros (22.9%) que en extramuros (9.6%). E. coli se aisly con mayor frecuencia en
el interior de las casas, siendo aun mayor la frecuencia de aislamiento usando la
técnica de tubos mltiples de fermentacion (41.1%), que la inoculacién de la muestra
en las placas de agar (33.9%).

En la Tabla 9 se presenta la abundancia relativa de las bacterias coliformes
determinadas. Enterobacter fue el género con mayor incidencia, tanto en el aire como
en el polvo, representando alrededor del 60-80% del total de las enterobacterias;
Klebsiella sblo se encontrd en intramuros, representando un alto porcentaje de las
bacterias entéricas aisladas del aire (22.3 %).

TABLA 9. Abundancia relativa (%) de las bacterias coliformes aisladas de las
particulas suspendidas y depositadas.

Microorganismos Aire Polvo
Intramuros Extramuros Intramuros Extramuros

Citrobacter 0.8 1.7
Enterobacter spp. 10.2 8.9 21.8 21.0
E. aerogenes 0.2 9.2
E. agglomerans 25.1 35.3 24.5 20.4
E. cloacae 4.3 5.9 1.5 10.0
E. hafnige 19.0 26.5 24.1 24.4
Escherichia coli 4.3 2.8 5.5 3.9
Klebsiella oxytoca 22.3 - 6.9
Serratia 14.8 20.6 14.7 9.4

En la figura 8 se muestra la distribucién por tamaios de las aerobacterias colectadas
en el muestreador Andersen. Se observa que la mayor proporcion de aercbacterias
(més del 50%) se asocia a particulas con un didmetro aerodindmico >5 pm (fraccién no
respirable). En el interior de las viviendas se presenta un ligero incremento en la
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concentracion de aerobacterias asociadas a particulas de tamafio respirable (didmetro
aerodinamico <5 pm).

La distribucién estacional de las BMC en los ambientes intra y extramuros, se expone
en la figura 9. En el interior de las casas los niveles de aerobacterias no presentaron
diferencia significativa entre la época de secas y de lluvias (Z= 0.9), mientras que en
el exterior las concentraciones fueron significativamente més altas (p<0.05) durante
el periodo de secas (Z= 2.9). Con respecto a las muestras de polvo, el nimero de BMC
fue significativamente més alto durante la época de lluvias, tante en el interior (Z=
2.68) como en el exterior (Z= 2.56). Las concentraciones de BGN aisladas del aire y del
polvo, no presentaron diferencia significativa (p>0.05) entre las dos época
muestreadas, en ninguno de los dos ambientes.

La temperatura del aire fluctué entre 16 a 23°C en el interior de las casas y entre 14 a
25°C en el exterior; la humedad relativa registr6 valores muy similares en el interior
(30 - 80%) v en el exterior (32 - 80%). En general, no se observ) una clara relacién
entre los factores meteoroldgicos v las concentraciones de bacterias presentes en el
aire y en el polvo. El coeficiente de correlacién de Spearman tinicamente mostré una
correlacién significativa entre la temperatura del aire y las concentraciones de BMC
colectadas en extramuros, asi como una correlacion negativa significativa entre éstas
y la humedad relativa (Tabla 10).

En relacién con las caracteristicas de las viviendas, el 50% de las casas tenian
alfombra y el 70% mascotas. Estadisticamente, no se encontré una asociacién
significativa (prueba de Chi-cuadrada) entre los niveles de bacterias de intramuros y
la presencia de alfombras o mascotas (datos no presentadoes); no obstante, los valores
mas altos de BGN del aire, asi como los de coliformes totales y fecales aisladas del
suelo, se encontraron en casas con la presencia de mascotas.

En la tabla 11 se presentan los serotipos de E. coli aislados de las muestras de aire y
de polvo. La heterogeneidad més alta (70 serotipos) se obtuvo de las muestras de
polvo colectadas en intramuros, mientras que en las muestras de aire sdlo se
obtuvieron 5 serotipos. Los serotipos mas comunmente aislados en el polvo de
intramuros fueron O58:H30, 086:H10, O70:H11, 039:H11 y O91:H10. En el polvo de
extramuros los mas comunes fueron O87:H21, O8:H19 y 040:H30. De todos los
serotipos aislados, sélo los siguientes se asocian con cepas enteropatogenas: 020:H-,
028:H-, 086:H34, 0127:H9 y O142:H34.

El 14% del total de las cepas de E. coli presentaron resistencia a mas de 2 antibidticos
(Tabla 12), principalmente a la ampicilina, ticarcilina, piperacilina y tetraciclina.
Todas las cepas con multirresistencia a los antibidticos se aislaron en intramuros, la
mayoria procedentes del suelo, y sblo dos cepas del aire.
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FIGURA 8. Distribucion de las aerobacterias en las etapas del muestreador
Andersen.
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TABLA 10. Coeficiente de correlacién de Spearman entre
las concentracion de Dbacterias y algunos factores
meteorologicos.

Factores meteoroldgicos

Temperatura del Humedad

Bacterias aire (°C) relativa (%)
INTRAMURQOS
AIRE
Mesofilas cultivables 0.07 -0.12
Gram-negativas -0.03 -0.02
POLVO
Mesoéfilas cultivables 0.22 0.06
Gram-negativas 0.07 -0.13
EXTRAMUROS
AIRE
Meséfilas cultivables 0.26%* 0.44*
Gram-negativas -0.13 -0.06
POLVO
Meséfilas cultivables 0.21 0.11
Gram-negativas 0.01 -0.15

*p< 0.05

48



49

TABLA 11. Serotipos de Escherichia coli aislados de las muestras de polvo y de aire.

SEROTIPOS
AIRE POLVO POLVO
INTRAMUROS EXTRAMUROS INTRAMUROS
O7H1 (48] OR:H- @ O?H- () 039:H21 1)
Og:H1 1¢))] OR:H25 (D QnHY 2) O45:H28 )]
O70:H11 {1) OR:H30 (2) O?H9 @ O48:H10 {1)
086:H34 * (1) O7:H4 o)) O2H10 (1) O51:H2 3)
O157:1H49 )] O7:H47 2) O?:H40 (1) 0O58:H30 {18)
O8:Hi1 0 OR:H- @) O59:H? 1)
O8:H19 ) ORHI4 (2 059:H5 (1)
O8:H53 1) OR:H21 1 O656:H11 {1
O15:H30 €Y} OR:H30 2) 068:H9 (1)
O18:H21 (D) O1:H30 2 O70:H11 13
025:H21 (1) O3:Hi11 @ 079:H40 3]
O25:H30 13 06:10 @) O86:H18 (18)
O31:H28 ® O6:H16 (1) 086:H21 ')
O34:H40 @ O7:H30 (1) 086:H30 {1)
O39:H21 (1) O8:H2 1 O86:H 34 * (3)
O40:H30 ) O8:H9 (1) O86:H51 (1
O51:H2 @ O8:H19 (2) O91:H- )
O70:H11 (3) O8H30 (1) 091:H10 (10)
Q75:H10 (2) O8:H38 & O103:H21 (§)]
086:H21 1) . O8H51  (5) O109:H- (1)
O87:H21 (6) O8:H53 2 O118:H1 )
O91:H10 ® OILHIl (2 O127:H9 * (1)
O113:H4 1)) 0Ol4:H4 1 013217 )
0148:H40 1) O15:H33 (1) 0134:H10 (1
O150:H40 (1) O18:H21 (1) O135:H9 (2)
0156:H5 4l 0O19:H4 (1) 0135:H40 (2)
O156:H7 (1) Q20:H- * () 0139:H45 (1)
Ole6:H2 n O:Hae ) Q142:H34 * {3)
O166:H21 0 O25:H1 1) O150:H40 2)
OQ25:H30 (1) 0O155:H4 1)
026:H30 (1) O157:H32 )
027:H- §))] 0159:H- (2
Q2H-* () Q159:H21 )
O34:H40 (1) O165:H- (1)
O37:H- (1} Oles:H21 5
O3%:H11 (1D Q170:H- (5)
Heterogeneidad 5 29 70

( ): Abundancia
* Serotipos asociados con E. coli enteropatégenas
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TABLA 12. Cepas de Escherichia coli con multirresistencia antimicrobiana.

ANTIBIOTICOS

Serotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

SUELO

OR:H30 - R . -
O%H- - - - .
02:H10 R - . .
06:H16 - R - -
O7:H30 R . - -
08:H2 - - - .
08:H30
0O11:H11
020:H-
025130
026:H30
045:H28
O70:H11
079:H40
0103:H21
0132:H7
0155:H4
0157:H32
0170:H-
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AIRE
0O70:H11 - - . .
0157:H49 |R - - .

R
R R - - - - . . R R R

=&
= =

== li=e

BR= Resistente ; (-)= Susceptible

* Antibi6ticos: 1 trimetroprim, 2 nitrofurantoina, 8 norfloxacina, 4 ciprofloxacina, 5 ampicilina, 6 ticarcilina, 7
piperacilina, 8 cefalotina, 9 cefazolina, 10 cefoxitina, 11 cefuroxina, 12 cefotaxina, 13 ceftacidina, 14 amikacina, 15
gentamicina, 16 tobramicina, 17 cloramfenicol, 18 tetraciclina, 19 imipenem.
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7. DISCUSION

7.1 AMBIENTE EXTRAMUROS

En la atmosfera de un ambiente extramuros es posible encontrar una gran cantidad
de particulas bioldgicas, siendo las bacterias uno de los grupos més abundantes. En
un ecosistema natural, Ia mayoria de las bacterias son saprobias y constituyen una
parte importante de los organismos descomponedores de la materia organica y, por lo
tanto, de los ciclos biogeoquimicos (Camphell, 1987). Sin embargo, en un ambiente
urbano, existe una serie de factores que alteran las condiciones naturales del suelo, el
agua y el aire, asi como su composicién biolégica (Ezcurra y Mazari-Hiriart, 1996) .

En el presente estudio, las diferencias existentes entre las tres areas estudiadas
(norte, area urbano-industrial; centro, area urbano-comercial; y sur, area basicamente
residencial) se reflejaron en las concentraciones y en el comportamiento aerobiol6gico
de las bacterias colectadas durante el ciclo anual.

Otro factor que influyd en la estacionalidad presentada por las aerobacterias son las
caracteristicas meteorologicas que determinan el clima de la Ciudad de México. Los
sistemas atmosféricos tropicales v templades que rigen en la ciudad, distinguen dos
estaciones climaticas bien definidas: secas, de noviembre a abril, y lluvias, de mayo a
octubre (Jauregui y Luyando, 1992).

En las tres dreas de estudio, los niveles de aerobacterias fueron considerablemente
superiores durante la época de secas, periodo en que se presentaron los valores
maximos de bacterias Gram-negativas y coliformes, principalmente en el norte y
centro del D.F. Durante los muestreos realizados en esta época del afio, dominaron los
vientos procedentes del este, noreste y sureste. Es de gran importancia considerar
este factor meteoroldgico, ya que la velocidad y direccidon del viento influyen
directamente sobre la poblacién microbiana suspendida en la atmésfera. La velocidad
del viento proporciona la fuerza aerodindmica necesaria para aerosolizar las bacterias
(como células independientes o asociadas a particulas) de diversas superficies, sobre
todo si éstas se encuentran secas (Wright ef al., 1969).

Durante la época de secas, principalmente en la segunda mitad de esta estacion
(febrero a abril), la Ciudad de México se ve afectada por tormentas de polvo
originadas por la erosién edlica de los suelos del sector noreste y este de la ciudad,
donde se encuentran los antiguos lagos de Texcoco y de Chalco. En estas 4reas, la
precipitacién anual es menor de 600 mm y la vegetacion es escasa, por lo que las
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concentraciones de polvo son comtnmente mayores a la norma (260 pg/m? por 24 h)
propuesta internacionalmente por la Organizacién Mundial de la Salud (Jauregu,
1989; 1995). El polvo de este sector de la ciudad en su mayoria es de origen natural,
por lo que el contenido de microorganismos puede ser alto ; ademads, esta region se
caracteriza también por su alta densidad de viviendas de bajo costo, con instalaciones
sanitarias precarias, por lo que no es extrafio que se presente fecalismo al aire libre,
asi como contaminacién del suelo por drenajes abiertos.

Por lo tanto, es posible que el mayor contenido de aerobacterias coliformes en el norte
y centro de la ciudad, esté asociado en gran parte a las particulas que son acarreadas
por el viento de la zona este del D.F. Hacia el sur de la ciudad, las concentraciones de
polvo decrecen por depositacion, a medida que avanza la nube polvosa, asi como por la
captura de las particulas por la vegetacién, la cual es mas abundante en esta region
(Jauregui, 1989). Este comportamiento de las particulas suspendidas en la atmosfera,
coincide con la baja concentracién de bacterias coliformes recuperadas en esta area de
estudio.

Durante el periodo de Huvias, en el norte y sur de la ciudad, dominaron los vientos
procedentes del norte. En el sector norte de la ciudad, existen zonas densamente
industrializadas, sobre todo en el drea Vallejo-Tlalnepantla-Naucalpan, por lo que las
particulas que se generan son en gran parte contaminantes quimicos (como NOx, SOz,
CO, y COs», entre otros) y es posible que el contenido de particulas biolégicas sea bajo.
En el centro de la ciudad dominaron los vientos del suroeste, sin embargo, es dificil
explicar la influencia del viento en esta zona, ya que su patrén es variable. En el
centro del D.F. ademas de la interaccion de los vientos regionales (o de macroescala),
asi como de los vientos locales inducidos por la topografia, se sobrepone una
circulacién centripeta de intensidad variable, que se genera por la llamada “isla de
calor” (Jauregui y Luyando, 1992).

En la estacién lluviosa del afio, las concentraciones de aerobacterias fueron mas bajas
que en la época de secas. Esta disminucién se debe, en gran parte, al fendémeno del
“lavado atmosférico”, es decir que la luvia limpia temporalmente la atmoésfera de
particulas suspendidas, incluyendo las de origen bioldgico. Por otra parte, durante la
época de lluvias la humedad del suelo retarda la aerosolizacién de las particulas, a
pesar de que ésta favorece el crecimiento de los microorganismos a nivel del suelo
(Wright et al., 1969). La variacién estacional de las aerobacterias, asi como el efecto
de 1a lluvia sobre el contenido de bacterias en la atmésfera, ha sido reportado en otros
trabajos (Kelly y Pady, 1954; Bovallius et al., 1978; Jones y Cookson, 1983; Rosas et
al., 1994 a), con patrones de comportamiento muy similares a los observados en el
presente estudio.
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En relacidon a los pardmetros de temperatura y humedad relativa, no fue posible
observar consistentemente Ia influencia de los mismos sobre las aerobacterias. Se han
realizado diversas investigaciones dirigidas a tratar de establecer los factores que
afectan la sobrevivencia de las bacterias en la atmoésfera; con frecuencia se menciona
que la humedad, la temperatura y la radiacién solar, asi como diversos contaminantes
quimicos, son los principales factores que influyen en la viabilidad de las
aerobacterias (Benbough, 1967; Dimmick y Akers, 1969; Lighthart, 1973). La mayoria
de estos estudios se han realizado con generadores de aerosoles, bajo condiciones
controladas de laboratorio y generalmente analizando cada pardmetro en forma
individual. En cambio, bajo las condiciones naturales de una atmésfera urbana, es
mucho mas complejo encontrar una relacibn entre estos parametros v los
microorganismos, ya que los diversos factores ambientales pueden tener un efecto
sinérgico sobre la permanencia de las bacterias en la atmésfera.

A lo largo del periodo anual de estudio, en las tres zonas de muestreo se observé una
amplia variacién en las concentraciones de aerobacterias meséfilas cultivables, con
valores entre 102 y 108 UFC/m?® Este patréon de comportamiento parece ser
caracteristico de las 4reas urbanas densamente pobladas (Bovallius et al., 1978),
donde el trafico vehicular provoca flujos de aire turbulentos que resuspenden las
particulas del suelo, siendo probablemente, a nivel local, mas importantes que el
viento en la dispersién de bacterias y particulas a la atmésfera. Asimismo, la
presencia de un gran numero de personas, libera bacterias que estan distribuidas en
1a piel y el tracto respiratorio, y que son aerosolizadas a través del movimiento, o de la
accidon de toser y estornudar (Yongyi, et al., 1993).

Estas condiciones fueron més evidentes en las zonas norte y centro de la ciudad,
donde mas del 60% de la superficie terrestre se encuentra construida, las areas verdes
estan restringidas a parques y camellones, y el trafico vehicular es intenso. Las
concentraciones de aerobacterias cultivables, obtenidas en ambas zonas, no
presentaron diferencia significativa (mediana de 816 y 874 UFC/m3, en el norte y
centro, respectivamente), debido posiblemente a la similitud que muestran estas
dreas, en relacion a las condiciones de urbanizacién y contaminacién del suelo.

Por otra parte, la norma de calidad del aire (Ciseros, 1991) para particulas
suspendidas totales (PST) y particulas menores de 10 pm (PMig), se sobrepasd en
ambas zonas durante varios de los dias de muestreo. Las concentraciones de
aerobacterias cultivables correlacionaron positivamente con las PMig, lo que implica
que pueden ser inhaladas y retenidas en la regién alveolar del tracto respiratorio
(Cicero v Cano, 1992), existiendo el riesgo potencial de provocar infecciones
respiratorias y/o de inducir reacciones de hipersensibilidad, dependiendo de la
composicidn (especies) de las bacterias. Mancinelli y Shulls (1978), asi como Bovallius
y colaboradores (1978), también encontraron una correlacién significativa entre el
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numero total de bacterias cultivables y la concentracién del material particulado
suspendido en la atmésfera, asumiendo que las bacterias en el aire son generadas en
mayor concentracion, bajo condiciones de sequedad en el ambiente.

En el area sur, se obtuvieron concentraciones de aerobacterias cultivables
significativamente menores, en comparacion con las registradas en el norte y centro
del D.¥. La zona estudiada en esta parte de la ciudad se caracterizd por presentar un
trafico vehicular y peatonal moderado, lo que se reflej6 en la baja concentracién de
bacterias presentes en la atmodsfera. Ademés, como ya se mencioné anteriormente, en
este sector de la ciudad la contaminacién por particulas suspendidas es menos severa,
v por lo tanto, el contenido de aerobacterias también es menor.

En general, los niveles de bacterias meséfilas cultivables, obtenidas en este estudio,
son similares a las reportadas en otros paises (Bovallius et al., 1978; Mancinelli y
Shulls, 1978; Jones y Cookson, 1983), donde el ntimero de aerobacterias aisladas de
zonas urbanas y suburbanas fluctGan entre 35 a 4000 UFC/m3, no excediendo en
promedio las 300 bacterias por m?3.

Mas del 50% de las aercbacterias cultivables se impactaron en la fraccién no-
respirable del muestreador Andersen, lo que indica que las bacterias se asocian en su
mayoria a particulas con un didAmetro aerodindmico >5 um. Esto sugiere que gran
parte de las particulas recuperadas en las areas estudiadas fueron de origen local, ya
gue la velocidad de sedimentacién para una particula de 8 um se estima en 0.20
cm/seg. y para una particula de 3.3 pm en 0.002 cm/seg. (Dimmick y Akers, 1969).

En relacién a la composicién de las aerobacterias, en esta investigacién, al igual que
lo reportade en otros trabajos (Mancinelli y Shulls, 1978; Yongyi ef al., 1993), los cocos
v bacilos Gram-positivos constituyeron mas del 90% de las aerobacterias meséfilas
cultivables, mientras que las Gram-negativas representaron sOlo una pequefia
firaccibén del total de aerobacterias. Diversas especies de cocos y bacilos Gram-positivos
integran una parte importante de la microbiota natural del suelo, asi como de la piel
de animales y humanos. Por lo anterior, vy dado que las muestras en este estudio,
fueron tomadas en areas con alta densidad poblacional, es normal que se encuentre
este tipo de bacterias en el aire. Ademas, algunas de estas bacterias presentan
pigmentos carotenoides (como Micrococcus y Staphylococcus), lo cual les permite
sobrevivir a la exposicion de la radiacién solar mejor que los microorganismos no
pigmentados. Otras bacterias como Bacillus (distribuidas ampliamente en el suelo)
tienen la capacidad de producir esporas, por lo que esta resistencia es responsable de
su abundancia en la atmésfera.

A pesar de que algunas especies de bacterias Gram-negativas son comunes en las
hojas de los arboles y el suelo (Preece y Dickinson, 1971), son colectadas en bajas
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concentraciones de la atmésfera, debido probablemente a que este tipo de bacterias
(por la constitucién de su pared celular) son més susceptibles al estrés provocado por
la deshidratacién, la radiacién solar y los contaminantes quimicos (Cox, 1987; Ehrlich
y Miller, 1973; Lighthart, 1973; Fedorak y Westlake, 1978). La proporcién mas alta
de bacterias Gram-negativas determinadas en este estudio, lo constituyeron bacilos
no-fermentadores, como Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes y Flavobacterium.
En general, los microorganismos de este grupo son abundantes en el suelo y el agua,
aunque existen algunas especies parasitas de plantas y animales, asi como patégenos
oportunistas del hombre (Murray et al., 1984).

Es importante resaltar que en los estudios de ambientes extramuros realizados en
otros paises, se han reportado altas concentraciones de aerobacterias coliformes
Unicamente en zonas cercanas a una fuente puntual de contaminacién bioldgica, como
son las plantas de tratamiento de aguas residuales y los centros de manejo de
desechos solidos (Hickey y Reist, 1975; Crook et al., 1987). Sin embargo, en México el
suelo es continuamente contaminado con material fecal proveniente de animales y del
hombre (sobre todo en algunas 4reas densamente pobladas), el cual puede ser
ficilmente introducido a la atmésfera, al igual que los microorganismos contenidos en
el mismo, por la accién del viento sobre la superficie y por sus fluctuaciones de
turbulencia.

En esta investigacién se aislaron bacterias coliformes en un 40-60% de los muestreos,
obteniéndose los valores maximos en el norte y centro de la ciudad (alrededor de 70
UFC/m3). Escherichia coli se logr aislar, aunque en bajas concentraciones, sobre todo
durante la época de secas, que es cuando la Ciudad de México enfrenta el problema de
las tormentas de polvo procedente del oriente de la ciudad. En un estudic similar
realizado por Rosas y colaboradores (1994 a), se aislé Escherichia coli del aire,
constituyendo aproximadamente el 15% del total de las bacterias Gram-negativas
determinadas. Los resultados de ambas investigaciones demuestran la presencia de
material de origen fecal suspendido en la atmésfera, al igual que la capacidad de
sobrevivencia de algunas cepas de E. coli, a pesar de los multiples factores adversos
gue intervienen en su viabilidad.

La baja incidencia y concentracién de bacterias coliformes recuperadas en el presente
estudio, sugiere que la mayoria de las bacterias Gram-negativas se estresan durante
la aerosolizacién, y pueden estar en la atmédsfera en un estado viable-no cultivable
(Colwell et al., 1985), 0 mueren, principalmente a causa de la deshidratacién (Czonka,
1989; Walter et al., 1990).

A pesar de las limitaciones que presenta el trabajo realizado en esta parte de la tesis,
los resultados obtenidos pueden ser de interés para la salud ptiblica. En la Ciudad de
México existen més de 6 millones de casos de diarrea registrados anualmente, sohre
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todo en nifios menores de 5 afios, y se observa un patrén estacional, ya que la
incidencia de diarrea es mayor durante la estacién seca y caliente del aifio, y
disminuye durante la estacién Huviosa (Direccién General de Epidemiologia, SSA,
1991). Estos datos coinciden con los resultados de bacterias coliformes presentados en
esta investigacion, lo gque indica que puede existir un riesgo potencial hacia la
poblacibn, por la diseminacién aérea de bacterias patdgenas contenidas en la materia
de origen fecal que contamina el suelo.

Por otra parte, en un estudio realizado en el Hospital Infantil de México en pacientes
pediatricos, se encontré que en los casos de diarrea los agentes patégenos mas
frecuentes fueron E. coli enterotoxigénica (17% de los casos), Rotavirus (13%),
Campylobacter (15%), Shigella (11%), E. coli enteropatdgena (10%), v Salmonella
(4%), entre otros (Hullan ef al., 1991). Asimismo, se ha reportado que E. coli
enterotoxigénica es el agente etiologico de la llamada “diarrea del viajero”, en mas del
50% de los casos, seguido por Rotavirus, Shigella, Salmonella v Vibrio (Anonym,
1986; Taylor y Echeverria, 1986).

7.2 AMBIENTE INTRAMURQOS

Con base en los resultados obtenidos en la primera parte de la presente investigacién
(ambiente extramuros), se planted la necesidad de continuar con una segunda etapa,
en la que se caracterizara la calidad microbiolégica del interior de un ambiente
domeéstico, siendo de gran importancia para la salud humana, ya que en este tipo de
ambiente pasamos la mayor parte de nuestre tiempo. Con este objetivo, se eligib el
sur del Distrito Federal (Delegacién Tlalpan) como area de estudio, por ser una zona
principalmente residencial y por la facilidad de realizar los muestreos en un sitio
cercano a nuestro lugar de trabajo (Ciudad Universitaria). Dado que el suelo es la
fuente principal de bacterias a la atmdsfera, se decidié analizar también muestras de
polvo provenientes tanto del interior como del exterior de las casas. Todas las
viviendas estudiadas presentaron ventilacion natural, a través de puertas y ventanas.
Por otra parte, debido a la baja recuperacién de aerobacterias coliformes en
extramuros, se probd el uso de la glicinabetaina como agente osmoprotector.

Tebricamente, en una construccidén normal no deben existir las condiciones que
propicien la acumulacién y multiplicaciéon de los microorganismos, de tal manera que
la concentracidn presente en intramuros esté balanceada por la ventilacién natural
que exista en las casas (Rylander, 1994). La ausencia de ventilacién puede causar su
acumulacién en el interior y aunado a otros problemas, como son el incremento de la
humedad o la presencia de plantas y mascotas, propiciar el deterioro de la calidad
microbiolégica en intramuros. Bajo estas condiciones, la circulacidn del aire puede
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resuspender el polvo de las superficies y aerosolizar microorganismos, que
normalmente no se encuentran en la atmoésfera.

Existe poca informacién disponible en relacién al tipo y concentracién de bacterias
presentes en un ambiente doméstico. Los niveles de aerobacterias meséfilas
cultivables obtenidos en este estudio (Med= 363 UFC/m3), son comparables a las
reportadas previamente por otros investigadores. Reponen y colaboradores (1989)
obtuvieron una mediana de 330 UFC/m3 durante un periodo de dos afios de estudio en
tres casas de Finlandia; Godish y colaboradores (1993), reportaron una media
geométrica de 585 UFC/m?, como resultado del muestreo de 40 casas en Australia;
Hunter y colaboradores (1995), colectaron muestras de 163 casas en el Reino Unido y
obtuvieron una media de 366 UFC/m3 de aire.

La diferencia en los resultados depende de varios factores, entre los que se
encuentran las condiciones de las viviendas, situacién geografica, método de
muestreo, asi como los periodos de actividad o inactividad durante la toma de
muestras. Es bien sabido que los nmiveles de aeroparticulas viables varian durante el
dia (Miller, 1992) y gue se incrementan como resultado de la actividad o decrecen
cuando la casa no estd ocupada (Hunter ef al., 1988; Macher et al., 1991). En este
estudio, los muestreos se realizaron durante periodos de inactividad, incluso sin la
presencia de la mayoria de los habitantes de las casas, por lo que es muy probable que
las concentraciones de aercbacterias se incrementen durante los periodos de actividad
en las viviendas.

Por otra parte, en la presente investigacién se compararon los niveles de bacterias
suspendidas en la atmésfera de intramuros, con los niveles del exterior. En las
regiones tropicales, como la Ciudad de México, la interaccién entre los ambientes
intra y extramuros es continuamente regulada por los gradientes de temperatura,
debido a la ventilacidon pasiva de las casas. En general, se asume que las
concentraciones de aeroparticulas viables en intramuros deben ser menores que las
del exterior, excepto posiblemente para las bacterias comensales del hombre
(Muilenberg, 1995). La penetracion de aerosoles microbianos al interior de las casas
depende del tipo de ventilacién de las mismas. En las construcciones con ventilacién
natural (es decir donde las puertas y ventanas estan abiertas y permiten la entrada
del aire del exterior), la tasa intramuros/extramuros (I/E) para un determinado tipo
de aeroparticulas suele ser mayor que en los edificios donde la ventilacién esta
controlada (Burge, 1995 ). Cuando existe una fuente de contaminacién biolbgica en
intramuros, la relacién I/E es mayor a la unidad (IUE >1).

Los resultados en esta investigacidn mostraron que las concentraciones de
aercbacterias cultivables registradas en el interior y el exterior de las casas fueron
similares (estadisticamente no se encontré diferencia significativa entre éstas), lo que
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puede ser reflejo de la ventilacién natural de las casas. A pesar de ello, los niveles de
aerobacterias cultivables en intramuros fueron mayores que en el exterior (tasa I/E >
1 en el 70-80% de los muestreos), sobre todo en el caso de las bacterias Gram-
negativas. Resultados similares fueron obtenidos por Reponen y colaboradores (1990),
durante el muestreo de diversas casas urbanas y suburbanas en Finlandia, donde se
obtuvo una tasa I/E >1 en el 90% de los muestreos. Sin embargo, es importante
mencionar que estos resultados incluyen la estacién invernal, cuando el exterior se
encuentra cubierto de nieve en esta zona, por lo que es normal que la concentracién de
aerobacterias en intramurog supere a la del exterior. En nuestro caso en particular, el
hecho de haberse presentado una mayor concentracién de aerobacterias en
intramuros, nos puede indicar la presencia de fuentes generadoras de bacterias en
este ambiente que deben ser localizadas para su control.

Al igual que lo reportado por otros investigadores (Flannigan et al., 1991), una alta
proporcién de las bacterias fueron colectadas en particulas con un didmetro
aerodindmico mayor a Spm (etapa 1 del muestreador Andersen), lo que sugiere que
las células bacterianas se dispersan con mayor frecuencia asociadas a particulas que
individualmente,

En el polvo depositado, se obtuvieron concentraciones de bacterias mesdfilas
cultivables y de bacterias Gram-negativas relativamente altas (del orden de 103 y 106
UFC/g de polvo). Los valores mas altos de bacterias se obtuvieron en casas con
alfombras (70x106 UFC/g), las cuales actian al mismo tiempo como fuentes de
generacion y como colectores de diversos materiales organicos e inorganicos
potencialmente contaminantes, entre los gue se encuentran los microorganismos y/o
partes -estructurales de los mismos, como las endotoxinas de las bacterias Gram-
negativas (Ragsdale et al., 1995).

En general, las bacterias aisladas en intramuros, al igual que en extramuros, estan
dominadas por cocos v bacilos Gram-positivos (Godish et al., 1993; Maroni et al.,
1993), entre los que se encuentran Staphylococcus, considerados como parte de la
microbiota normal de la piel de los individuos (Haberberg et al., 1991; Macher et al.,
1991). En otros estudios se han logrado colectar bacilos Gram-negativos en bajas
concentracicnes (2-5% del total de colonias determinadas), pero entre estas bacterias
no se ha detectado la presencia de bacterias coliformes (Maroni ef al., 1993). En
contraste, en la presente investigacién Escherichia coli fue aislada entre las bacterias
Gram-negativas, siendo un punto de interés ya que esta bacteria sbélo ha sido
reportada en ambientes donde la fuente de contaminacién puede ser materia fecal de
animales 0 humanos (Boutin et al. 1987 ; Crook et ¢l., 1987; Rosas et al., 1996).

La baja frecuencia de aislamiento de E. coli de la atmdsfera, puede estar asociada a
las econdiciones de inactividad gue prevalecieron en las casas durante los muestreos, o
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a la presencia de cepas viables no-cultivables. Es importante mencionar que, aungue
estadisticamente no se encontrd diferencia significativa entre las concentraciones de
aerobacterias obtenidas en los medios con y sin glicinabetaina, el aislamiento de E.
coli en el aire sdlo se logrd con el uso de este compuesto como osmoprotector (Ghoul et
al., 1990; Marthi y Lighthart, 1990). Esto sugiere que E. coli puede ser dafiada
durante el proceso de aerosolizacién (Cox, 1987, 1989; Marthi et al., 1991) y que la
adicién de glicinabetaina al medio de colecta favorece su recuperacién. Es posible que
incrementando el tamafio de la muestra se aprecie una diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones de bacterias colectadas con y sin el
osmoprotector.

Diversos estudios realizados con bacterias han demostrado el efecto osmoprotector de
la glicinabetaina y otros compuestos similares, como la prolina, taurina y trealosa.
Hstas moléculas de bajo peso molecular son acumuladas dentro de la célula,
regulando el balance osmético del citoplasma con el ambiente, lo que reduce el dafio
causado por la deshidratacién, al mismo tiempo que se estabiliza la actividad
enzimética de la célula (Yancey et al., 1982; Marthi y Lighthart, 1990). Asi, por
ejemplo, se ha reportado que un incremento en la sobrevivencia de E. coli en el agua
de mar, estd acompafiado por la sintesis de glicinabetaina (Munro et al., 1989).
También se ha observado que el estrés osmético en E. coli produce una pérdida en su
capacidad para formar colonias, la cual se recupera con la adicién de glicinabetaina
(Roth et al., 1988).

En el polvo depositado en el interior de las viviendas, la frecuencia de aislamiento de
E. coli fue superior al 33%, lo que indica que esta bacteria puede estar protegida en
un ambiente intramuros, debido, entre otros factores, a que no esta expuesta a las
radiaciones solares. Asimismo, es posible que los niveles de temperatura y humedad
que predominan en las alfombras (lugar de donde preferentemente se tomaron las
muestras de polvo) favorezcan la permanencia de estas bacterias en el ambiente.
Cabe sefialar que durante la época de lluvias se obtuvo un incremento significativo en
las concentraciones de bacterias contenidas en el polvo, lo que puede atribuirse al
mayor contenido de humedad dentro de las viviendas, y por lo tanto de las
alfombradas, sobre todo en 4reas poco ventiladas.

Se ha propuesto que una alta concentracién de bacterias Gram-negativas, oxidasa
negativas y fermentadoras de glucosa, en un ambiente intramuros, indica la
existencia de una fuga en el sistema de drenaje o bien una posible comunicacién entre
la ventilacién del sanitario y el resto de la vivienda, de manera que el aire del
sanitario, que puede estar cargado con este tipo de bacterias, actiie como fuente de
contaminacién dentro de las casas (Macher et al., 1995). En México, ademés de este
problema, se presenta el fecalismo al aire libre (tanto de animales domésticos como
del hombrve), asi como la convivencia con mascotas en el interior de las viviendas, por
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lo que las bacterias coliformes aisladas en este estudio pueden provenir tanto de
fuentes internas como externas.

La mayoria de los serotipos de E. coli determinados en esta investigacibn, pertenecen
a la microbiota nativa del intestino humano. A pesar de ello, se lograron aislar cinco
cepas que han sido reportadas como enteropatégenas: O20:H-, 028:H-, 086:H34,
0127:H9 y 0142:H34 (Law, 1994), las cuales se recuperaron del polvo depositado en
intramuros. Esto constituye un riesgo potencial hacia los habitantes de las viviendas,
sobre todo para los nifios que son los afectados con mayor frecuencia. Otros serotipos
identificados, que pueden pertenecer a E. coli patégenas, son: 08, 025, 020 del grupo
ETEC; 026 EPEC, y 0157 del grupo EHEC ; sin embargo, esto debe ser confirmado
por pruebas de DNA. El hallazgo del serogrupo O157 puede ser de gran importancia,
debido a que el grupo de E. coli enterohemorragica incluye como prototipo la
0157:H7, relacionada con diferentes casos de colitis hemorrégica y sindrome ureémico
hemolitico Mufioz et al., 1996; Schoeni y Doyle, 1994).

La presencia de estas bacterias en el ambiente puede estar asociada a caracteristicas
genéticas que les permiten mantenerse viables por ms tiempo en ambientes estrés.
Se ha reportado que algunas bacterias muestran una asociacién entre resistencia a
antibidticos y a diversos factores ambientales (Fernindez-Astorga et al., 1992; Jobling
et al., 1988). En el presente estudio, 14% de las cepas de E. coli mostraron
multirresistencia a antimicrobianos, principalmente a la ampicilina, ticarcilina,
piperacilina y tetraciclina, siendo factible que se deba al gran consumo de estos
antibiéticos en el control empirico de las enfermedades diarreicas (Shoemaker et al.,
1992; Singh et ol., 1992). :

Por dltimo, es importante mencionar que E. coli siempre debe ser considerada como
un agente causal potencial, atin cuando la caracterizacién detallada de los factores de
virulencia no permitan clasificar ficilmente una cepa sospechosa. La plasticidad
génetica de las bacterias puede favorecer que surja, bajo ciertas circunstancias, otra
combinacién de factores de virulencia, diferente a las que se conocen en la actualidad
(Hedberg et al., 1997). Recientemente se describi6 un brote de enfermedad
gastrointestinal, con caracteristicas clinicas y epidemiolégicas propias de E. coli
enterotoxigénica. Sin embargo, el agente causal fue una cepa no movil de E. coli (E.
coli 089 :NM), negativa a las toxinas termolbil (LT) y termoes:cable (Sta, STh) que
caracterizan al grupo ETEC, pero con otros factores de virulenecia, inusuales, en
funcionamiento (Hedberg et al., 1997). En los dltimos 50 afios, se ha descubierto una
amplia variedad de factores de virulencia en E. coli, 1o que ha permitido su
clasificacién en diversas categorias. No obstante, es claro que existen cepas de E. coli
asociadas con enfermedades diarreicas, que no han sido reconocidas como
enteropatbgenas.
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8. CONCLUSIONES

La contaminacién del ambiente por material de origen fecal es un problema que atn
persiste en nuestro pais, teniendo repercusiones en la salud de la poblacién. Se ha
comprobado que Escherichia coli enteropatégena es uno de los microorganismos
aislados con mayor frecuencia de heces de nifios con diarrea, asi como de viajeros que
desarrollan diarrea aguda. Por lo anterior, se han hecho esfuerzos para detectar cepas
de E. coli de muestras ambientales de diferentes origenes. Algunos serotipos que se
han determinado pertenecen a la microbiota indigena del intestino humano: sin
embargo, otros serotipos estan consistentemente asociados con mecanismos de
virulencia que hacen a estas bacterias, enteropatdégenas para los humanos.

En el presente estudio, se realizé una evaluacién cuantitativa y cualitativa de las
bacterias entéricas aisladas de diversos ambientes intra y extramuros de la Ciudad de
Meéxico, llegando a las siguientes conclusiones :

1. Las concentraciones de bacterias entéricas en el aire presentan una distribucién
estacional, dependiente tanto de las fuentes locales de generacién como de los
factores meteorologicos prevalecientes.

2.  Los niveles mas altos de aerobacterias registrados en extramuros se obtuvieron
durante la época de secas. En este periodo, los vientos dominantes en la ciudad
provinieron del este, lugar donde se encontraban los lagos de Chalco y Texcoco,
por lo que al paso del viento sobre ¢l suelo seco y desforestado se forman grandes
cortinas de polvo cargadas de microorganismos que se esparcen por la ciudad.

3.  Escherichia coli se logro aislar del aire principalmente durante 1a época de secas,
correspondiendo al pico estacional anual de infecciones gastrointestinales en el
Distrito Federal.

4. La presencia de bacterias Gram-negativas (BGN) y coliformes totales (BCT) en
el aire, correlacionaron positivamente (p<0.05) con las concentraciones de
particulas suspendidas totales (PST) y particulas menores de 10 um (PMaio).

5. Las zonas norte y centro de la ciudad presentaron las concentraciones maés altas
de aerobacterias, debido posiblemente a la turbulencia generada por el intenso
trafico vehicular imperante en estas 4reas, asl como por la presencia de una
gran numero de peatones (sobre todo en el rea cenfro), los cuales acthan por si
mismos como fuentes de dispersién de bacterias.

6. En relacion a los resultados obtenidos en intramuros, al igual que en el exterior,
las concentraciones de aerobacterias fueron mayores durante la época de secas ;
sin embargo, el nimero de bacterias presentes en el polvo depositado fue mayor
en el periodo de lluvias, lo cual indica que las bacterias se ven favorecidas por el
incremento de la humedad del suelo.
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La tasa intramuros/extramuros (I/E) para las concentraciones de BGN fue
mayor a uno en més del 50% de las muestras, procedentes tanto del aire como
del polvo, existiendo la posibilidad de que en el ambiente intramuros haya
fuentes generadoras de bacterias, o bien que exista deficiencia en la ventilacién
de las viviendas.

A pesar de que estadisticamente no se encontr$ diferencia significativa (p>0.05),
entre las concentraciones de aerobacterias colectadas en los medios de cultivo
con y sin glicinabetaina, la incorporacién del osmoprotector favorecié la
recuperacion de las aerobacterias Gram-negativas, incluyende de E. coli, por lo
que es posible que la mayoria de las aerobacterias Gram-negativas se dafien
durante la aerosolizacion, pudiendo estar no viables o en un estado viable no-
cultivable.

Es necesario reforzar el estudio comparativo entre los medios de cultivo con y sin
glicinabetaina, a fin de lograr estadisticamente mejores resultados que
comprueben el efecto osmoprotector que tiene este compuestc sobre las
aerobacterias Gram-negativas.

En las muestras de polvo, E. coli se aisldé con mayor frecuencia en el interior de
las viviendas que en el exterior, con mejores resultados usando la técnica de
tubos multiples de fermentacién (TMF) que con la inoculacién en placa. La baja
recuperacion de E. coli de las muestras sembradas en placas de agar, sugiere
que otras bacterias presentes en la muestra inhiben el desarrollo de las colonias
de E. coli. En cambio, con la técnica de TMF, el enrriquecimiento previo con
caldo lactosado favorece 1a recuperacion de las bacterias coliformes, antes de ser
sometidas a los medios selectivos y a la temperatura de 45°C.

En los diversos ambientes estudiados durante esta investigacion, la mayoria de
las aerobacterias se asociaron a particulas con un didmetro aerodindmico > 5um,
lo que indica que estas particulas se pueden impactar en la regién nasofaringea,
pero dificilmente llegan a la regién alveolar del tracto respiratorio.

La heterogeneidad mas alta de E. coli (70 serotipos) se obtuvo de las muestras de
polvo colectadas en intramuros, de los cuales cinco serotipos se asociaron con
cepas enteropatdgenas (020 :H-, 028 :H-, 086 :H34, 0127 :-H9 y 0142 :H34), lo
que representa un riesgo potencial hacia los habitantes de las viviendas.

El 14% de las cepas de E. coli presentaron resistencia a mas de dos antibiticos,
principalmente a aquélios utilizados con mayor frecuencia en el tratamiento de
enfermedades diarreicas, como son la ampicilina, ticarcilina, piperacilina y
tetraciclina.

Se requiere concientizar a la poblacién sobre la necesidad de implementar
medidas sanitarias, tanto en el interior como en el exterior de las casas, evitando
el fecalismo al aire libre (de animales y del hombre), manteniendo limpias las
alfombras y evitando la presencia de mascotas en el interior de las viviendas,
entre otras.
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Por ultimo, con base en los resultados y en la experiencia adquirida durante este
estudio, considero que en la actualidad no basta con evaluar el contenido de
bacterias coliformes o de E. coli como bacterias indicadoras de contaminacién
fecal en el ambiente, ¥ por lo tanto de riesgo hacia la poblacién. Es necesario
profundizar en el estudio de estas bacterias, realizando de ser posible, ademas de
analisis serolégicos y antimicrobianos (como en este trabajo), estudios
moleculares (como la presencia de plasmidos), y de patogenia (a nivel de ADN),
con lo que se puede tener una idea mas clara del verdadero riesgo que
representan estas bacterias. hacia la poblacién.
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ANEXO A

Lamina I : Muestreo de particulas biolégicas suspendidas en la atmésfera.
A) Impactador de cascada Andersen de dos etapas (Graseby Andersen,
Atlanta, Ga.) para el muestreo de aeroparticulas viables.
B) Medio de cultivo general para el desarrollo de bacterias meséfilas
cultivables.

Lamina IT : Muestreo de particulas depositadas.
A) Aspiradora VK-121 (Vorwerk, Madrid Espafia).
B) Tratamiento de las muestras de polve en el laboratorio : preparacién
de diluciones e inoculaciéon en el medio de cultivo selectivo para
bacterias entéricas.
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ANEXO B

Manual del equipo UniScept KB Gram-negative / type 2 (bioMérieux Vitek,
Inc., Hazelwood, Mo.) para el analisis de resistencia antimicrobiana.



Product No. V 7300, V 7301
UNISCEPT® KB/TYPE 2

For In Vitro Diagnostic Use

INTENDED USE

UniScept® KB is a clnical laboratory in vitro antimicrobial susceptibility test. it utihzes the broth-
microdilution procedure for determining susceptibility patterns of rapidly growing, non-fastidious aerobic
and facultative anaerobic bacteria. UniScept KB is available for both gram-negative and gram-positive
organisms. The antimicrobials contained in this system were selected based upon their performance
and acceptance by clinical laboratories, their correlation to conventional agar diffusion susceptibility
methods and empirical testing. UniScept KB results are reported as qualitative susceptibilities:
susceptible (S), intermediate (I} or resistant (R).

PRINCIPLES AND COMPONENTS

The UniScept KB system is comprised of a 40 well tray containing a series of antimicrobial agents
suspended in growth media and lyophilized. Each antimicrobial agent 1s present in cne or two dilutions
designed to produce results equivalent to the Kirby-Bauer method (1.23.4). For antimicrobials in two
dilutions, the low concentrations can be found in the row designated as “L" while the high
concentrations are in the *H" row. Each tray also contains a growth control well. A detailed outfine of
the gram-negative tray is shown below.

UNISCEPT@ KB GRAM-NEGATIVE/TYPE 2
Product No.: V 7300 - 25 determinations/box
Product No.: V 7301 - 100 determinations/box

Well No. ABBR. Antimicrobial Coneentration pg/ml  Supplement
L H
1 SXT  Trimethoprim/Sulfamethoxazole 2/38 4/76  Thymidire
. Phosphorylase
2 F/M  Nitrofurantomn 25 50
3 NOR Norfloxacin 4 8
4 CIP  Ciprofloxacin 1 2
5 AM  Ampicillin 8 16
8 TIC  Ticarcillin 16- 64
7 PIP  Piperacillin 64 128
8 CF  Cephalothin 8 16
g CZ Cetazolin 8 16
10 FOX Cefoxitin 8 16
11 CXM  Cefuroxime 8 16
12 CTX Cefotaxime 8 32
13 CAZ Ceftazidime 8 16
14 AN Amikacin 16 32 Ca*'Mg™
15 GM  Gentamicin 4 8 Ca"Mg~
16 NN Tobramycin 4 8 CaMg
17 C Chloramphenicol 12 24
18 Te  Tetracycline 4 8
19 IPM  Imipenem 4 8
20L GC  Growth Control +

Nutrient Medium=Muetler Hinton Broth Supplemented with a Block Copolymer Surfactant

bioMeérieux Vitek, Inc.

595 Anglum Drive, Hazelwood insert No. 007783-3
Missouri 63042-2335, USA {Rev. 0195). Use this insert
Phone: 314/731-8500 B00/538-4835 with Product No. V 7302 and V 7301

Fax: 314/731-8700



To determine the susceptibility of an organism to an antimicrobial, each well of the tray is inoculated
with 100p! of a standardized suspension of the organism. The trays are incubated for 18-24 hours at
35-37°C and each well is read for the presence or absence of growth. Interpretation for antimicrobials
with two concentrations is as follows: growth in both concentrations is recorded as “R" (resistant);
growth in the low but not the high concentration is recorded as “I" (intermediate} and the absence of
growth in the two concentrations is recorded as “S” (susceptible). If there is no growth in the fow
concentration but growth in the high, the result is invalid and should not be reported.

PRECAUTIONS

The UniScept KB trays are for in vitro diagnostic use only. They are to be used by qualfied laboratory
personnel using asceptic techniques and established precautions against microbiological hazards. After
use, contaminated materais should be autoclaved, wncinerated or immersed n germicide prior to
disposal, -

Care should be used when handling the tray. Hold the tray by the sides or bottom. If the integrity of
the pouch is compromised, discard the tray.

WARNING: All patient specimens and microbial cultures are potentially infectious and should be
treated with universal precautions (NCCLS M29-T2; CDC Manual: Biosafety in Microbiologreal and
Bromedical Laboratories, 1988).

The perormance data presented were obtained using the procedure indicated. Any change or
modification in the procedure may affect the results.

STORAGE AND SHELF LIFE

The Uniscept KB Product should be stored at room temperature {15-30°C). Product stored as directed
will retain activity until the expiration date printed on the tray pouch. Upon opening the sealed pouch,
the pellets should appear to be dry, white, straw or yellow in color. Product displaying pellets with
shrinkage or discoloration shouid be discarded. Once the pouch is opened, any trays that are not used
immediately should be returned to the pouch. The pouch should be taped closed and pfaced in a jar
with desiccant. Trays may be stored in this manner up to 5 days.

SPECIMEN COLLECTION AND PROCESSING

Regardless of their source. specimens should be transported to the iaboratory immediately after
collection, and processed as soon as possible following receipt. Althaugh methods of processing
specimens may vary somewhat from faboratory to laboratory, proper selection of plating media and
conditions of incubation are important (3. Specimens should be collected pnor to administering

antibiotic therapy (t.2.3.4),

MATERIALS
The following matenals are provided with the UniScept KB system' 25 pouched trays with covers and a

package insert. Also needed are common laboratory matenals not provided with the UniScept system:

» Sterile 0.85% Saline (pH 5.5-7.0) * Seed Trays

* Sterile Distilled Water ’ * Vortex Mixer

¢ 0.5 McFarland Standard {BaSQ,) » Capped Sterile Test Tubes
* Biood Agar Plates {BAP) * Test Tube Rack

* Inoculating Loop * Marking Pens

* Sterile Cottcn Swabs * Burner {Bunsen or Meker)
» Steriie Apphcator Sticks * Mirror Reader

* Sterile Serological Pipettes * lluminating Lamp

¢ Pipettor and Steriie Tips * incubation Chamber

* Incubator (35-37°C, non-CO,)



The following materials have been designed for use with the UniScept® KB system and are available
from bioMetieux Vitek:

UniScept® Autoinoculator [l Product No. v 7703
UniScept® Autoinoculator Syringes,

Needles and Purge Cups Product No Vv 7455
UniScept® Ten-Tip Inoculator (100u0) Product No, V 7701
UniScept® Ten-Tip inoculator Tips

and Seed Trays Product No. Vv 7451
MUIELECTRAPETTE® Product No. v 7702
Tips in Racks Product Ne. V 7452
Seed Trays Product No. V 7454
Bulk Tips Product No v 7453
UniScept® Mirror Reader Product No. vV 7704
Uniscept® 20E® Product No. 80 009
Uniscept® 1D Strip Holders and Lids Product No. V 7508
Saline (5ml) Product No. 20 220
UniScept® Saline Solution (24.75 ml) Product No. V 7450
UniScept® KBGN/TYPE 2 + 20E®

Report Form Product No. V 7500
UniScept® incubation Chamber Product No. vV 7513
UniScept® dezine-er™ System (UDS) Product No. V 7707

RECOMMENDED PROCEDURE

A, Preparation of the UniScept KB Tray

Remove the tray from the pouch and place i{ on the laboratory bench. Tap the top of the tray before
peeling off the cover 1o release any pellets chnging to the cover. Pee! off the plastic cover and retain.
Inspect the tray to insure it meels the criteria outhined in the Storage and Shelf Life section. Record the
specimen code on the frosted portion of the tray. Replace the plastic cover until ready to inoculate the

tray.

B. Preparation of inoculum

Use a sterite applicator stick, flamed inoculating locp or sterile cotton swab to pick a sufficient number
of colonies from a pure cufture on non-selective media which has been incubated for 18-24 hours at 35-
37°C. Suspend the colonies in Bml of 0.85% stetile saline or sterile distilled water. The resultant
suspension should be standardized to the equivalent of a No. 0.5 McFarland (BaSQ,) turbidity standard.
Mix the contents of the tube thoroughly. Use a sterile pipette to prepare a 1:100 dilution of the
inoculum in the appropriate volume of sterile 0.85% saline {pH 5.5-7.0). Mx thoroughly. The final
concentration of this inoculum is approximalely 1x106 CFU/ml.  This inocufum must be used within 15

minutes of preparation,

NOTE: IN PREPARATION OF THE McFARLAND STANDARD, CAREFUL ATTENTION MUST BE
GIVEN TO THE QUALITY OF THE REAGENTS AND ACCURACY OF THE
MEASUREMENTS. THE STANDARD DETERIORATES AND SHOULD BE STORED AT
ROOM TEMPERATURE IN THE DARK IN SEALED GLASS TUBES OR AMPULES 5.
SALINE CONTAINING PRESERVATIVES, BUFFERS OR BACTERIOSTATIC AGENTS
SHOULD NOT BE USED FOR PREPARATION OF BACTERIAL SUSPENSIONS. THE
ABOVE PROCEDURE FOR PREPARATION OF INOCULUM MUST BE USED WITH THE

UNISCEPT KB SYSTEM.

C. inoculaiion of Tray
1. To inoculate using UniScept Autcinoculator (I, MuiELECTRAPETTE or UniScept Ten-Tip

Inoculator, refer to the respective package insert for these devices.

2. To inoculate using a manual pipetting device:

Pour the inoculum into a seed tray. (If one is to be used).

Set tip firmly on the inoculator barrel.

Carefully draw up the prescribed volume into the tip. Avoid drawing up any air bubbies, as
they will interfere with the accurate delivery of the inoculurm.

O oo
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d. Carefully discharge 100 pl of inoculum into each well. Since the tip will be used fo
inoculate a series of wells, avoid touching the tip to the contents of the well. Refill the tip
as necessary.

e. Use the excess bactenal suspension to inoculate a Blood Agar Plate {BAP) as a purity
check. Incubate the plate for 18-24 hours at 35-37°C.

f. Place contaminated tip and seed tray into a discard receptacle for later decontarination.

D. Incubation of Trays
Replace the plastic cover on the UniScept KB tray.

pury

2. Incubate in the UniScept incubation Chamber or equivalent for 18-24 hours at 35-37°C in a non-
CO» incubator.

NOTE: TO PREVENT EVAPORATION, THE UNISCEPT KB TRAY MUST BE INCUBATED IN
THE UNISCEPT INCUBATION CHAMBER OR EQUIVALENT. TRAYS MUST NOT BE
STACKED MORE THAN FOUR {4) HIGH IN THE INCUBATION CHAMBER IN ORDER
TO MAINTAIN A CONSISTENT TEMPERATURE.

E. Reading the Trays
Following incubation, trays are read for the ability of the microorganism 1o grow in the presence of the

antimicrobials.

Growth can appear as:
- dense or hazy turbidity, uniformiy distributed throughout the weli; or
- concentrated or diftuse buttons of bacterial growth at the botiom of the well; or
- diffuse patlerns of bacteria scattered throughout the well.

The absence of any turbidity is considered “no growth™.

EXCEPTIONS:
- Extremely small buttons in  every well are sometimes encountered with

Trimethoprim/Sulfamethoxazole and indicate limited growth before the onset of
bacteriostasis. This type of growth should be disregarded and the well reported as

negative.

Trays should be read for growth by viewing each weil through the bottom using a mirror reader. An
overhead light source, adjusted to give the best contrast should be used. Wipe off any condensation

that may occur on the bottom of the tray.

1. Remove the plastic cover slowly and carefully.

2. Place the tray on a mirror reader and adjust the light and mirror to give the best contrast.

3. Transcribe the specimen code onto the report form and fill in all required information.

4, Read and record the positive growth control well_(L20). The absence of growth in this well

invalidates all results.

5. Record results starting with the first antimicrobia}. reading the required concentrations. Results
can be recorded by placing an X in the appropriate well on the report form diagram. Continue
until all antimicrobials are read and recorded. Refer to the UniScept® dezine-er™ System

Operator’s Manual for entry of results.



6. Wwith the EXCEPTIONS noted above, the results are interpreted as follows:

L H INTERPRETATION
No Growth No Growth s
Growth No Growth I
Growth Growth R
No Growth Growth tnvalid

7. After all results have been recorded. the entire UniScept KB tray must be autoclaved, incinerated
or immersed in a germicide prior to disposal.

QUALITY CONTROL OF THE UNISCEPT KB SYSTEM

Antimicrobials incorporated into the UniScept KB system are quality controlled at bioMérieux Vitek
according to standard procedures prior to use in the system. Furthermore, each lot of product is quality
contralled by in-house testing using stock cultures with known KB results. For user quality controt of
the UniScept KB system, we recommend the following cultures from the American Type Culture
Collection (ATCC):

UniScept KB Gram Negative/TYPE 2
Escherichia cofi ATCC 25922
Fseudomonas aeruginosa ATCGC 27853
Pseudomonas aeruginosa ATCC 35422
Escherichia coli ATCC 35421

Microorganisms should be maintained as described by the National Committee for Clinical Laboratory
Standards (4). The ingculation, reading and interpretation of KB trays tested for user quality control
should be performed as described in preceding sections.

We recommend that NCCLS guidelines are followed for the frequency of quality control testing.
Variation outside stated endpoint ranges indicates that the antimicrotsal 1s out of controt and should not
be reported far that day.



TABLE 1. ACCEPTABLE CONTROL ORGANISM ENDPOINTS CHART
UNISCEPT KB GRAM-NEGATIVE/TYPE 2

Ps. Ps.
E. coli E. coli  aeruginosa aeruginosa
Weli  ANTIMICROBIAL ATCC ATCC ATCC ATCC
No. 35421 25922 27853 35422
1 Trimethopnm/ [ S R -
Sulfamethoxazoie
2 Nitrofurantoin S s R R
3 Norfloxacin . S S -
4 Ciprofloxacin - S S -
5 Ampicilin R s R R
6 Ticarcilin (] S Sla -
7 Piperaciiiin R S ] S
8 Cephalothin R Sl R R
9 Cefazolin - 8 R R
10 Cefoxitin Sl 2 R R
11 Cefuroxime (Sodium) - S - R
12 Cetotaxime 3 S . iR
13 Ceftazidime - S - Si
14 Amikacin Sl S S -
15 Gentamicin R S S R
16  Tobramycin R s S A
17  Chioramphenicol Sl S R R
18  Tetracyciine ' s S IR R
19 Imipenem - 8 S -
20L  Growth Control + + + +

a NCCLS (5) control limit is S for this strain/antimicrobial

LIMITATIONS

The UniScept KB Gram-negative/Type 2 system should only be used to test non-fastidious rapidly
growing bacteria (1.e., Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.) Obligate anaerobes, capnophiles,
Neissenia spp. or Haemophifus spp. should not be used in the UniScept KB system.

These antimicrobial/organism combinations are contraindicated in the UniScept KB Gram-negative/Type
2 product due to a high incidence of false resistance: cefazolin when testing Citrobacter spp., Froteus
spp., and Providencia spp.; ceftazidime when testing Serratia spp., ticarcillin when testing F. vuigaris;
piperacillin when testing Providencia spp.; ciprofloxacin when testing X. malfophrlra cefuroxsme when
testing £. cloacae, Acinetobacter spp., Salmonella spp. and Serratia spp.

These antimicrobial/organism combinations are contraindicated in the UniScept KB Gram-negative/Type
2 product due to high incidence of false susceptibility: letracycline when testing Pseudomonas spp:
norfloxacin when testing X. maftophilia; ampicillin when lesting Acinetobacter spp.

Nitrofurantoin and norfloxacin should only be used 0 lest organisms recovered from urinary tract
infections (4),



PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The performance of the UniScept KB Gram-negative/Type 2 system has been established in a
multiphase evaiuation. The UniScept KB system demonstrated excellent correlation with disk diffusion
susceptibility tests: all antimicrobials showed =90% agreement. In addition, both gram-negative trays
demonstrated = 90% reproductibility when compared 1o the reference susceptibility test method.

TABLE 2, PERFORMANCE CHARACTERISTICS OF INDIVIDUAL ANTIMICROBIALS
ON THE UNISCEPT KB GRAM-NEGATIVE/TYPE 2 TRAY COMPARED TO THE
KIRBY-BAUER REFERENCE DISK DIFFUSION TEST (3,4)

Total No. %
Gram-Negative Total No. Category
Oroanisms Tested of Tests Agreement 2

Trimethoprim/ 94 158 96.2
Sullamethoxazole

Nitrofurantoin 94 158 94.8
Norfloxacin 297 297 98.6
Ciprofloxacin 297 297 88.0
Ampicilln 94 158 96.8
Ticarciilin 176 i76 87.7
Piperaciilin a3 157 92.4
Cephalothin 94 158 96.2
Cefazolin 178 176 97.7
Cefoxitin 94 158 92.4
Cefuroxime 269 269 93.7
Cefotaxime 94 158 92.4
Ceflazidime 299 299 © 98.0
Amikacin 94 158 a8.1
Gentamicin 94 158 94.3
Tobramycin 94 158 80.5
Chioramphenicol 94 158 93.0
Tetracycline 94 158 88.7
Imipenem 367 367 95,9

a Category Agreement=ldentical agreement between the UniScept KB Gram-Negative System and

the reference test method.
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PROCEDURE FOR UNISCEPT KB TRAY/STRIP HOLDER
ASSEMBLY FOR COMBINATION TESTING

Preparation of the UniScept KB Plus System

Remove the UniScept KB Tray from the pouch and place it on the laboratory bench with the letters L
and H &t the top. Peel off the plastic cover and retain. Inspect the tray to insure it meets the criteria
outlined in the Storage and Shelf Life Section. Record the specimen code on the frosted portion of the

tray.

1)

2)

3)

4)

Remove the appropriate strip from the pouch and place it in the stnp holder by sliding the strip
under the retaining clip. Then press down to snap the top of the strip into place. (Fig. 1)

Snap the strip holder into ptace on the UniScept tray by pressing the connectors on the strip
holder into the two receptacles on the UniScept tray. A snap fit indicates that the stnp holder is

properly joined. (Fig. 2)
Inoculate as described.

Dispense 5-10 ml of tap water into the strip holder to provide a humid atmosphere for incubation.
A plastic squeeze bottle may be used. (Fig. 3)

NOTE: CARE SHOULD BE USED WHEN HANDLING THE ASSEMBLED UNISCEPT K8 PLUS
SYSTEM.

bicMérieux Vitek, and UniScept are Registered Trademarks of bioMéneux, Vitek, Inc. and/or
bioMérieux SA {France}.
MuliELECTRAPETTE is a Registered Trademark of Matrix Technologies Corporation
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Fig 3 Water into Strip holder

Fig 2 Tray and Stnp holder conneching





