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RESUMEN

Los microorganismos presentes en el aire en zonas costeras han sido estudiados
en diversas partes del mundo; sin embargo, la presencia de bacterias en el aire
depende de condiciones particulares del lugar en el cual sean estudiadas. Para el
caso de Cartagena de Indias, no se tiene un conocimiento amplio de cuales son las
bacterias ambientales presentes en el aire y cual es la calidad microbiolégica en ese
ambiente. Es por ello que, esta investigacion caracterizd bacteriolégicamente el
material particulado menor o igual a 10pum (PM210) en un ambiente marino (playa la
Bocana) y se determind la relacion que existe entre la concentracion de material
particulado, parametros meteorolégicos. Dentro de los microorganismos se
encontraron bacterias propias de ambientes marinos, tales como: Bacillus
marisflavis (68 UFC/mL), Bacillus flexus (9 UFC/mL), Bacillus cohnii (9 UFC/mL),
Bacillus sp (22 UFC/mL) y Bacillus spp. Como resultados se encontraron que la
norma de calidad del aire para PM10 (100 pg/m?) fue excedida en 3 de los dias
durante el periodo de muestreo y las condiciones meteoroldgicas no parecieron ser
la razén que explique este fendmeno (r < 0.3).

Palabras claves: microorganismos, material particulado, bioaerosoles, parametros
meteoroldgicos.



ABSTRACT

The microorganisms present in the air in coastal zones have been studied in various
parts of the world; however, the presence of bacteria in the air depends on the
particular conditions of the place where they are studied. For the case of Cartagena
de Indias, there is not a broad knowledge of the bacteria present in the air and the
microbiological quality in that environment. That is why this research carried out
both, a bacteriological characterization of the particulate matter smaller than equal
to 10um (PM10) in a marine environment (La Bocana beach) and the determination
of the relationship among particulate matter, meteorological parameters. Within the
microorganisms, bacteria proper of marine environments were found, such
as: Bacillus marisflavis (68 UFC/mL), Bacillus flexus (9 UFC/mL), Bacillus cohnii (9
UFC/mL), Bacillus sp (22 UFC/mL) and Bacillus spp. As a result, it was found that
the air quality standard for PM10 (100 pg/m3) was exceeded in 3 of the days during
the sampling period and the meteorological conditions did not appear to be the
reason to explain this phenomenon (r < 0.3).

Keywords: microorganisms, particulate matter, bioaerosols, meteorological
variables.



1. INTRODUCCION

Las emisiones de material biologico particulado, mas conocidas como bioaerosoles,
son particulas transportadas por el aire y se encuentran presentes en la atmdsfera
en forma de bacterias, polen, hongos, virus, entre otros (Douwes et al.,2003). La
atmosfera no es considerada el habitat usual de los microorganismos; sin embargo,
algunos de ellos pueden reproducirse en este medio (Dimmick et al.,1979). La
presencia de bacterias en el aire es el producto de actividades antropogénicas
generadoras de aerosoles biolégicos, que se convierten en vehiculos transmisores
de patdgenos a humanos y a animales. Actividades como tréfico vehicular, centros
de manejo de residuos, practicas agricolas, entre otras, liberan gran cantidad de
bacterias a la atmdsfera, produciendo contaminacion en areas circundantes
(Hughes, 2003). Ademas, estas bacterias aerotransportadas en altas
concentraciones afecta el estado de salud de las personas que respiran este aire
(Garcia et al.,2016).

En consecuencia, se han hecho muchos estudios sobre la composicion quimica del
material particulado, pero los estudios de caracterizacion bacteriolégica son
escasos (Adhikari et al.,2006; Alexis et al.,2006; Mueller et al.,2004; Degobbi et
al.,2011). Debido a esto, no ha sido posible determinar con claridad las asociaciones
existentes entre las bacterias presentes en el aire y la calidad del aire en espacios
abiertos (ambiente marino). Esto incide en que, por ejemplo, en Colombia se carece
de normatividad sobre concentraciones de bioaerosoles en ambientes outdoor e
indoor. Por esta razdn, esta investigacidbn tiene como objetivo caracterizar
bacteriologicamente muestras de material particulado recogidas en un ambiente
marino de la ciudad de Cartagena, teniendo en cuenta su concentracion y los
parametros meteoroldgicos.

Para la identificacion de las bacterias presentes en el material particulado (PM10),
se ejecutaron dos etapas. La primera consistio en una campafia de monitoreo para
recolectar las muestras de PM10 en la Bocana (10°27°10,5” N - 75°30°27,9” W). En
la segunda etapa, se realizd el aislamiento y caracterizacion de las bacterias
presentes en las muestras analizadas de material particulado. El crecimiento de las
cepas bacterianas fue llevado a cabo en medio LB modificado con agua de mar.

Las muestras de material particulado fueron recolectadas por filtracién con dos
muestreadores de bajo volumen (BGI modelo PQ200 de caudal constante de 16.7
L/min) suministrados por el EPA Cartagena. Uno de los equipos se uso para medir
la concentracion de PM10, mientras que el otro para la caracterizacion
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bacteriolégica de PM10. Las muestras se tomaron de forma simultanea por un
periodo de 24 horas durante 2 meses (agosto-septiembre) del 2015.
Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Biologia de la
Universidad Tecnoldgica de Bolivar para su procesamiento.

En total se tomaron 30 muestras de las cuales fueron viables 12. Se inhibio el
crecimiento de hongos utilizando el antibidtico fluconazol. La identificacion
microscopica de las bacterias se realizé mediante tincion de Gram para bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Luego de obtener el resultado de la tincion de
Gram, se procedio a realizar la identificacion bioquimica de las bacterias aisladas
empleando el sistema de identificacién BBL Crystal™. Ademas, se realizé la prueba
de oxidasa, catalasa y conteo de unidades formadoras de colonias utilizando LBX
Zoom Stereo Microscope. Finalmente, se realizé la prueba de susceptibilidad al
cloruro de sodio (NacCl) y perclorato de potasio (KCIO4) a los géneros de bacterias
identificadas.

Los resultados obtenidos indicaron que durante 3 dias fue excedida la norma de
calidad del aire Tabla 1, con una concentracion maxima de 180 pg/m?3. Las variables
meteoroldgicas como temperatura y humedad presentaron una media de 29.5 °C y
78%, respectivamente. La velocidad del viento predominante fue de 2 m/s y la
direccion noreste. Por medio del coeficiente de correlacion (r) se establecié que no
existe correlacion lineal entre la concentraciébn del material particulado y las
variables meteoroldgicas (r < 0.3), lo cual indica que, posiblemente, no son los
fendbmenos meteoroldgicos los responsables de las altas concentraciones que se
presentaron en algunos dias durante el periodo de muestreo. En términos
microbiolégicos, se determind que de las muestras analizadas un 92%
correspondieron a bacterias Gram Positivas y solo un 8% a bacterias Gram
Negativas. Ademas, se identificd un género bacteriano Bacillus y se determinaron
las siguientes especies: Bacillus marisflavis (68 UFC/mL), Bacillus flexus (9
UFC/mL), Bacillus cohnii (9 UFC/mL), Bacillus sp (22 UFC/mL), y Bacillus spp. Estas
bacterias presentaron alta tolerancia a concentraciones de cloruro de sodio (50.000
a 300.000 ppm) y al perclorato de potasio en concentraciones de 250 ppm hasta
1250 ppm.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades

La atmésfera es la envoltura gaseosa que rodea la Tierra (MAVDT, 2010). Se
encuentra conformada por varios estratos (partiendo desde la superficie del suelo):
troposfera, estratosfera, mesosfera y termosfera (Quevedo, 2005).

Los compuestos mas abundantes de la atmosfera seca son el nitrogeno y el
oxigeno, con un coeficiente de mezcla volumétrico de 78.1% y 20.9%,
respectivamente. Asi mismo, existen gases traza como el argon, el helio y ciertos
gases de efecto invernadero radiativamente activos como el diéxido de carbono
(0,035%) y el ozono. Ademas, la atmosfera contiene vapor de agua, que es también
un gas de efecto invernadero en cantidades muy variables. Por lo general, con un
coeficiente de mezcla volumétrico de 1% (IPCC, 2013). La atmosfera contiene
también nubes y aerosoles.

Una caracteristica importante de la atmosfera es que sirve como medio de
dispersion de muchos organismos, como lo son: las esporas, bacterias, virus y
hongos. La atmdsfera no tiene una microbiota autoctona (De La Rosa et al., 2002),
esto se debe a que las variables fisicas y quimicas de la atmésfera no favorecen el
crecimiento microbiano.

La temperatura disminuye al aumentar la altitud de la troposfera. En la parte superior
de ésta, las temperaturas oscilan entre -43°C y -83°C, muy por debajo de la
temperatura minima de crecimiento que toleran los microorganismos. Al aumentar
la altitud, la presion atmosférica disminuye y la concentracion de oxigeno disponible
se reduce hasta un punto en el que es imposible la respiracion aerébica (Atlas &
Bartha, 2002).

En la capa mas baja de la atmésfera, la troposfera puede proporcionar héabitat
temporales para los microorganismos. En las nubes hay concentraciones de agua
gue permiten su crecimiento. La intensidad luminica y la concentracién de dioxido
de carbono de las nubes son suficientes para favorecer el crecimiento de
microorganismos fotoautotrofos y los nacleos de condensacion suministran algunos
nutrientes minerales (Atlas y Bartha, 2002). En el aire se aislan frecuentemente
bacterias esporuladas de los géneros Bacillus, Clostridium y Actinomicetos
(Underwood, 1997; Atlas y Bartha, 2002).
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En la troposfera, se encuentra concentrada el 75% de la atmdsfera. En esta zona,
encontramos el material particulado PM el cual, hace referencia a una mezcla
compleja de contaminantes, polvo, humo y particulas en estado sélido o liquido que
se encuentran suspendidas y dispersas en el aire (Sbarato et al., 2000); entre ellas
los bioaerosoles (Balasubramanian et al.,2003; Degobbi et al.,2011).

El material particulado, comunmente, es usado como indicador de contaminacion.
Ademas, hace parte de los contaminantes criterios, es decir, aquellos que deben
ser regulados por la autoridad ambiental, puesto que pueden ocasionar dafios en la
salud de los seres vivos, en el ambiente o causar dafio a la propiedad (MAVDT,
2010).

De acuerdo a su diametro aerodinamico, pueden agruparse en particulas finas y
gruesas. Las particulas finas tienen un didmetro aerodinamico menor o igual a
2,5um (PM2.5). Las particulas gruesas son aquellas que tienen un diametro
aerodinamico mayor a 2,5 ym y menor o igual a 10um (PM10). Por ultimo, estan las
Particulas Totales en Suspensién (TSP, por sus siglas en inglés) (Sbarato et al.,
2000). Las particulas pueden provenir de erupciones volcanicas, de la erosion de
las montafas, edificios, construcciones, vias sin pavimentar, chimeneas, incendios
(US EPA, 2016), plantas como granos de polen, o ser en si mismas, bacterias,
hongos o virus (Rojas, 2005).

Las particulas con diametro aerodinamico inferior o igual a 10 micrédmetros, son
particulas tan pequefias que pueden llegar a los pulmones, causando graves
problemas de salud. Para dimensionar el tamafio de estas particulas, la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en inglés) ha
comparado el tamafio de ellas con el de un cabello humano, tal como se muestra
en la Figura 1.
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Figura 1. Comparacion de tamafio (Cabello y Material Particulado)

Como se mencion6 anteriormente, el material particulado es un contaminante
criterio y debe estar regulado por las autoridades ambientales. En Colombia los
niveles maximos permisibles fueron establecidos por el Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial a través de la Resolucién 0610 de 2010 por la cual

Fuente: US EPA (2016)

se establece la Norma de Calidad del Aire o Nivel de Inmision (Tabla 1).

Tabla 1. Niveles méximos permisibles para PM10.

Contaminante Tiempo de Nivel maximo
criterio exposicion permisible (ug/m?3)
Anual 50
PM10
24 horas 100
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Para la medicion estdndar de material particulado existen dos métodos
comunmente utilizados:

1. Gravimetria: es el método de referencia para determinar la masa de
particulas PM10 y PM2.5 presentes en un flujo de aire (Sbarato et al., 2000;
US EPA, 2016; Gobierno de Aragon, 2017), con una variedad de
equipamiento homologados por la US EPA. Este método consiste en realizar
un muestreo de aire ambiente durante un periodo de 24 horas con un caudal
de flujo constante, el cual se hace pasar por un filtro, donde queda retenido
el material particulado. La concentracion del PM se obtiene restando el peso
inicial (filtro sin muestra) con el peso final (filtro con muestra), esto dividido
por el volumen total del muestreo.

2. Atenuacion de radiacion Beta: es un método de medicion continua alterno.
Aqui el equipo muestreador contiene una fuente de radiacion beta que
determina la ganancia de peso en un filtro a medida que este experimenta
acumulacion de particulas (Carnicer, 2007; Velasco, 2015).

2.2. Técnicas mas usadas para la medicién de material particulado

2.2.1. Muestreadores activos

Segun el Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial — MAVDT, los
muestreadores activos toman un volumen de aire conocido que es bombeado a
través de un colector (un filtro en el caso de las particulas o una solucion quimica
para los gases), por un periodo de tiempo determinado. En estos muestreadores,
se conoce el volumen real de la muestra del contaminante y se requiere de un
procesamiento posterior de la muestra. Por otra parte, los sistemas
semiautomaticos, como los muestreadores de PM10 y SOz, son adecuados para
mediciones de estandares diarios y anuales (MAVDT, 2010). Dentro de los
muestreadores activos se tiene:

e Equipos de bajo volumen o LowVol (Low Volumen Sampler).
Son equipos que funcionan con flujos entre 1 y 25 litros por minuto (Figura
2). Hacen pasar aire a través de un filtro de tamafio de poro de 47 mm durante

un periodo de 24 horas. El filtro es pesado antes y después para determinar
el peso neto ganado. El volumen total de aire muestreado se determina a
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partir de la velocidad promedio de flujo y el tiempo de muestreo (Wang et al.,
2005; MAVDT, 2010). La concentracion total de particulas en el aire ambiente
se calcula como la masa recolectada dividida por el volumen de aire
muestreado (Salminen y Karlsson, 2003).

e Equipos de alto volumen o Hi Vol (High Volumen Sampler)
Un muestreador de alto volumen es un equipo que succiona una cantidad
medible de aire ambiente hacia una caja de muestreo a través de un filtro
durante un periodo de tiempo conocido, generalmente 24 horas (Figura 2).

Figura 2. Equipos de muestreo de material particulado (a) Hi Vol y (b). Low Vol
Fuente: autoria propia

Los equipos usados en este estudio tienen un sistema de bombeo que obliga a una
corriente de aire con caudal de 16,7 L/min a pasar por un sistema de retencion. Este
sistema de retencién es un filtro de membrana.

El Intergovernmental Panel on Climate Change definen aerosol como el conjunto de
particulas sélidas o liquidas suspendidas en el aire, con didmetros que varian de
algunos nandémetros (10°) a 10 micrometros de diametro (IPCC, 2013). Los
aerosoles pueden ser de origen natural o antropogénicas. La niebla, la bruma, el
humo, el polvo, la ceniza volcanica fina, las nubes, las nubes de cenizas, el aire
salado del mar, todos son aerosoles (Hinds, 1999; Quevedo, 2005).

Cuando se habla de bioaerosoles, se hace referencia a todas las particulas
aerotransportadas de origen biolégico: bacterias, hongos, esporas de hongos, virus,

16



polen y sus fragmentos, incluyendo antigenos (Kalogerakis et al., 2005), los cuales
pueden unirse al material particulado (Degobbi et al., 2011).

El tamafio de las particulas de los bioaerosoles puede variar en un rango de
diametro aerodinamico de 0,5 a 100 um (Nevalainen et al., 1992; Cox y Wathes,
1995). Las bacterias, por ejemplo, tienen diametros tipicos de 0.28 a 8 um (Jones y
Harrison, 2004).

Los microorganismos pueden ser transportados rapidamente en forma de
bioaerosoles a través de grandes distancias con el movimiento del aire que presenta
el mejor camino de dispersion (De La Rosa et al., 2002), afectando no solo la calidad
de vida, sino también la visibilidad y el clima (Douwes et al., 2003). Sin embargo, la
dispersién y la supervivencia de los bioaerosoles en el aire dependen de las
condiciones a las que estén expuestas: velocidad del viento, direccion, humedad,
temperatura, etc. (Colls, 2002).

La mayoria de los dispositivos que se usan para el muestreo de aerosoles implican
técnicas que separan las particulas de la corriente de aire y son depositados en o
sobre un medio liquido o sélido (Jensen et al.,1994). Con base a lo anterior, los
equipos se clasifican en:

2.2.2. Equipos inerciales

En estos equipos, el flujo de aire que entra por la boquilla del dispositivo cambia de
direccién y las particulas contenidas en ella con suficiente inercia son separadas del
flujo impactando sobre una superficie (INSHT, 2001). Existen varios equipos que
funcionan con este principio, tales como: muestreador de rendija, impactador de
cascada, muestreador multiorificio, frascos borboteadores, ciclones lavadores y
muestreador centrifugo de Reuter o RCS. Sin embargo, solo se mencionaran los
mas relevantes.

e Muestreador de rendija.

En este equipo el aire ingresa a traves de una o cuatro rendijas con flujos de
aire de 30L/min y 700L/min (segun el modelo) y es impulsado sobre una
superficie de impactacion: una caja Petri con medio de -cultivo, un
portaobjetos o una cinta adherente (Guardino, 2009). La superficie de
impactacion depende del objetivo del muestreo (observacion directa al
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microscopio de las particulas, identificacion de especies microbianas, conteo
de colonias, entre otras).

Muestreador Andersen o impactador de cascada.

Dentro de los equipos inerciales, el muestreador Andersen es el mas utilizado
en los estudios de bioaerosoles (De La Rosa et al., 2002). Esta constituido,
usualmente, por una serie de seis placas de aluminio, perforadas cada una
con 400 orificios que van disminuyendo su tamafio al bajar el nivel; por lo que
la velocidad del aire se incrementa de una etapa a otra. Las cajas de Petri
con medio de cultivo (sélido) se colocan debajo de cada una de las etapas
como se muestra en la Figura 3.

Existe una version del impactador de cascada de dos etapas, cada una con
200 orificios. Pero, al igual que el de seis etapas, succiona un flujo de aire de
28.3 L/min por medio de una bomba de vacio (Rosas et al., 2004).
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Figura 3. Impactador de cascada
Fuente: Guardino (2009)

Frascos borboteadores o impactadores en liquido.
Los frascos borboteadores o impingers son equipos que funcionan
conduciendo una corriente de aire al interior de un frasco que contiene un

medio de captacion liquido, como se observa en la Figura 4(Guardino, 2009).
Este equipo funciona con un flujo de aire de 12.5 L/min y, normalmente se
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usan de 15 mL y 20 mL de medio de colecta (Rosas et al., 2004; Guardino,
2009).

Siguiendo los principios de la impactacion inercial ayudada por la dispersion
de las particulas en las burbujas formadas en la zona de impactacion, las
particulas son transferidas al medio liquido. Frecuentemente se utiliza agua
destilada, soluciones salinas tamponadas o medios de cultivo diluidos para
evitar problemas se les suele afiadir un antiespumante (INSHT, 2001).

Figura4. Frasco borboteador
Fuente: INSHT (2001).

La desventaja de este equipo es que la cantidad de liquido puede reducirse
por efecto de la evaporacion, modificando la concentracién de sales que
puede afectar la supervivencia de los microorganismos (Henningson y
Ahlberg, 1994)

2.2.3. Equipos de toma de muestra con filtro

El proceso de filtracion se presenta cuando las particulas suspendidas en el aire
son retenidas en un material poroso (Guardino, 2009). Existen filtros capilares,
hechos de una fina capa de policarbonato. La eficacia de captacion de estos filtros
es baja para particulas de tamafio inferior al poro y aumenta para particulas
menores a un micrometro (1um). Asi mismo, hay filtros de membrana que, por tener
una microestructura compleja, tienen una eficacia elevada, incluso para particulas
inferiores a las del poro (Griffiths y DeCosemo, 1994; INSHT, 2001; Guardino,
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2009). Para la captacion de bioaerosoles, los filtros de membrana mas usados son
los esteres de celulosa.

En general la captacion de una particula depende de:

e Su diametro aerodinamico.
e El tamano del poro del filtro.
e El caudal de aire que atraviesa el filtro.

De acuerdo a las caracteristicas anteriores se pueden diferenciar cuatro principios
de captacion de particulas:

e Tamizado.

e Interceptacion.
e Impactacion.

e Difusion

Como cualquier sistema de muestreo, la determinacién del caudal de aire y el
tiempo de muestreo basado en las normas de concentracion existentes son
pardmetros fundamentales para obtener muestras utiles para el analisis.

2.3. Bacterias

La Aerobiologia es la ciencia que estudia los microorganismos del aire desde todos
sus aspectos: identidad, comportamiento, movimientos y supervivencia, asi como
sus implicaciones con otros microorganismos, el hombre, los animales y la
vegetacion (De La Rosa et al., 2002).

Esta ciencia esta principalmente interesada en la fuente de aire, dispersién e
impacto. Ademas, su interés incluye los factores ambientales que afectan a la toma
de fuerza y la deposiciéon (Tormo, 2009).

La presencia de microorganismos en el aire depende de las condiciones particulares
del lugar en el cual sean estudiadas. Entre los microorganismos presentes en el aire
se encuentran las bacterias. Las bacterias son microorganismos procariotas, solo
tienen un cromosomas unico (nucleoide) que no esta encerrado en la membrana
nuclear. La pared celular contiene peptidoglucano, lipidos y proteinas (Tortora et al.,
2007).
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Las células bacterianas tienen una gran variedad de formas y tamafios, tipicamente
tienen un diametro con un rango entre 0,25 y 8 um (Jones y Harrison, 2004).
Algunas de las morfologias bésicas son: células esféricas (cocos), células en forma
de baston (bacilos), células en forma de espiral (espirilos) y células en forma de
coma (vibrios) (Figura 5) (Koneman y Allen, 2008). Ademas, cuando las células
bacterianas permanecen unidas entre si forman agrupaciones en forma de cadenas
0 racimos, las cuales son: Diplo (de dos células), Strepto (cadena de mas de dos
células), Estafilo (agrupacién en forma de racimo y en ocasiones pueden agruparse
de forma irregular) entre otros.
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Figura 5. Morfologia y agrupacion de distintas bacterias
Fuente: Koneman y Allen (2008).

Los microorganismos que viven en habitats caracterizados por la alta salinidad
(NaCl 2 - 5M), la alta alcalinidad (pH mayor de 8) o alta acidez (pH menor de 4), las
altas temperaturas (55 - 121°C), las bajas temperaturas (-2 - 20°C) o la alta presion
se les conoce como bacterias extremofilas (Madigan y Marrs, 1997; Rothschild y
Manicinelli, 2001; Freeman, 2009).

El mar es un cuerpo de agua que cubre un 71% de la superficie del planeta
configurando la mayor parte de la hidrosfera (Quevedo, 2005). La salinidad oscila
entre 34.000 a 36.000 partes por millon (ppm) y varia de un lugar a otro. Sin
embargo, hay muchos compuestos quimicos que la hacen salada, pero el principal
quimico es el cloruro de sodio (NaCl) (Anderson, 2003; Science Learning Hub,
2010).

Los microorganismos que toleran o necesitan NaCl se pueden clasificar en
halotolerantes (toleran elevadas concentraciones de cloruro de sodio pero no la
requieren), hal6filos moderados (suelen ser bacterias marinas que viven en
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concentraciones de cloruro de sodio igual a 0,5 M), haléfilos extremos o
hiperhalofilos, los cuales requieren concentraciones saturantes de sales, 4a 7 M de
NaCl (Apella y Araujo, 2005). Aquellos microorganismos capaces de competir
exitosamente en los medios salinos y resistir los efectos desnaturalizados del NacCl
(Atlas y Bartha, 2002; Gonzalez y Pefia, 2002) son una clase interesante, debido a
que cuentan con estrategias que les permiten enfrentar al estrés osmotico:
mantienen  altas concentraciones intracelulares de sal y sintetizan solutos
compatibles que les permiten balancear su presion osmaotica (Ramirez et al., 2004).

2.4. Criterios de identificacion microscopicay bioquimica para el aislamiento
bacteriano.

A continuacion, se hace una breve descripcién de los criterios de identificacion
microscopica y bioguimica para el aislamiento e identificacion de las bacterias
presentes en el material particulado (PM10) provenientes de un ambiente marino de
la ciudad de Cartagena de Indias.

2.4.1. Caracteristicas microscoépicas de las colonias.

La determinacion de las caracteristicas generales de las colonias suele realizarse a
través de la inspeccion de la superficie de la placa de agar. La Figura 6 contiene
términos e ilustraciones Utiles para la descripcion de las colonias bacterianas
(Koneman y Allen, 2008).
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Figura 6. Caracteristicas de las colonias.
Fuente: Koneman y Allen (2008).

2.4.2. Tincién de Gram.

Descubierta por el bacteridlogo Hans Christian Gram, suele utilizarse para el
examen directo por microscopia de las muestras y los subcultivos. La tincion emplea
4 reactivos diferentes: el cristal violeta es el colorante principal, se une a la pared
bacteriana y su funcion principal es dar color a todas las células; el yodo de Gram
(lugol), es el colorante mordiente, sirve para intensificar el color en la tincién; alcohol
acetona, es el agente decolorante (Roger y Stanier, 1996; Bernadette, 2005). Un
agente decolorante, puede o no remover el colorante primario de la célula entera o
solo de ciertas estructuras celulares; y fucsina, un colorante contraste. Si después
de la decoloracién el colorante primario ha sido lavado, los componentes
decolorados de la célula tomaran el color del colorante de contraste (Lopez et al.,
2004). Solo las células Gram negativas, que se decoloran, absorben el color rosado
del colorante; mientras que, las células Gram positivas retienen el color violeta del
colorante (Koneman y Allen, 2008; Jiménez y Vélez, 2012). En la Figura 7
observamos un ejemplo de Bacillus Gram positivas y Bacillus Gram negativas.
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Figura7. (a) Bacillus Gram positiva y (b) Bacillus Gram negativa
Fuente: autoria propia

Las principales diferencias entre las células Gram positiva y Gram negativa se

aprecian en la Tabla 2 y en la Figura 8.

Tabla 2. Diferencia entre Gram positivas y Gram negativas

Gram positiva

Gram negativa

Retienen el colorante béasico (cristal
violeta) y se tifien de color violeta.

Retienen el colorante contraste (fucsina)
y se tifien de color rosado.

Tienen una membrana plasméatica
rodeada por una pared celular con
abundante peptidoglucano
(Freeman, 2009).

Tienen una membrana plasméatica
rodeada por una pared celular que tiene
dos componentes: una delgada capa
gelatinosa que contiene peptidoglucano y
una capa doble exterior de fosfolipidos
(Freeman, 2009).

Pared celular grande (80%-90% de
peptidoglucano).

Esta compuesta por varias capas de
peptidoglucano que conforman una
estructura gruesa y rigida Figura
9(a) (Tortora et al., 2007).

Pared celular pequefia (capa de
peptidoglucano fina 10%- 20%).

Esta compuesta por una o por muy pocas
capas de peptidoglucano y una
membrana externa Figura 9(b).El hecho
de gue contengan una escasa cantidad
de peptidoglucano  aumenta  su
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susceptibilidad a la ruptura mecénica
(Tortora et al., 2007).

No tiene capa de lipopolisacéridos.

Tiene capa externa de lipopolisacéaridos.

(a)

Pared celular de bacteria Gram positiva
(b)

Pared celular de bacteria Gram negativa
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Figura8.Pared celular bacteriana y su composicién
Fuente: Tortora et al., (2007)

2.4.3. Pruebas bioquimicas.

Las pruebas bioquimicas realizadas cominmente son:

e Prueba de Oxidasa: la prueba de citocromo oxidasa es de utilidad para la
categorizacion inicial de muchas especies bacterianas que tienen diferentes
morfologia de colonias. Para realizar esta prueba, el reactivo (reactivo de
Kovacs) se adiciona a una tira o disco de papel filtro colocando sobre una
placa de Petri limpia y se extiende una alicuota generosa de microorganismo.
El cambio de color en la tira indica que la prueba es positiva (Koneman y

Allen, 2008; Rojas, 2011).

e Prueba de catalasa: es una enzima que descompone el perdxido de
hidrogeno en oxigeno y agua (H202> H20 + Oz(q). La rapida aparicion y
produccion sostenida de burbujas de gas o efervescencia indica una prueba
positiva. La mayor parte de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
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poseen actividad catalasa, salvo los Estreptococos (Amaya y Gutiérrez,
2004).

BBL Crystal™: son modificaciones de métodos clasicos, incluyendo pruebas
para la fermentacion, la oxidacion, la degradacion y la hidrdlisis de varios
substratos. EI BBL Crystal™ es un sistema de identificacion de bacterias
Gram positivas (BBL™ Crystal™ Gram-Positive ID Kit) y Gram negativas
(BBL™ Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit) a través de substratos
convencionales, tales como: fluorogénicos y cromogénicos. El substrato
fluorogénicos es una molécula sobre la que actda una enzima y, en este
caso, el sustrato tendra propiedades fluorescentes (Magiar, 2016). Los
medios cromogénicos proporcionan un método rapido y preciso de
aislamiento enumeracion de microorganismos. Con base en la deteccién de
actividades enziméticas especificas; reduce la necesidad de realizar pruebas
de confirmacién (Alonso y Poveda, 2008).

El panel BBL Crystal (Figura 9) tiene substratos ligados a cromdgenos y
fluorogénos que sirven para la deteccién de las enzimas utilizadas por los
microorganismos para metabolizar varios substratos (BBL Crystal™
Identification Systems Gram-Positive ID Kit).

Figura 9. BBL Crystal ID
Fuente: autoria propia

El panel BBL Crystal contiene 29 substratos enzimaticos y bioquimicos
deshidratados y un control fluorescente en las puntas de las puas de plastico
en su tapa, 30 pocillos para las reacciones en la base y tubos de BBL Crystal
de fluido in6éculo. El procedimiento para utilizar este método es el siguiente:
el indculo de la prueba se prepara con el fluido in6culo y con €l se llenan los
30 pocillos en la base. Cuando la tapa se alinea con la base y luego se cierra,
el inéculo de la prueba rehidrata los substratos secos e inician las reacciones
de las pruebas, como se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Procedimiento para la identificacién de bacterias con BBL Crystal
Fuente: (BBL Crystal™ Identification Systems Gram-Positive ID Kit).

Después de un periodo de incubacion, se examinan los pocillos para determinar
cambios de color o presencia de fluorescencia que resultan de las actividades
metabdlicas de los microorganismos. La serie de colores resultante de las 29
reacciones se convierte en un numero de perfil de diez digitos que se utiliza como
la base de identificacion. Las series de reacciones bioquimicas y enzimaticas de los
29 substratos BBL Crystal para una gran variedad de microorganismos estan
almacenadas en la base de datos BBL Crystal. La identificacion se deriva de un
analisis comparativo entre las series de reacciones del aislado de la pruebay las de
la base de datos de la lista de grupos taxonémicos.

2.5. Perclorato.

El perclorato (ClO47) es un anién inorgénico altamente oxidante (Oren et al., 2014;
Murray y Bolger, 2014). Se encuentra normalmente en forma de &cido perclérico y
sales como perclorato de amonio, perclorato de potasio y perclorato de sodio (Ryu
et al., 2012). El perclorato se conoce como un contaminante persistente y difundido
en los ecosistemas (Fisher et al, 2000; Motzer, 2001; Agudelo y Castro, 2015)
permaneciendo estable durante largos periodos de tiempo bajo condiciones
ambientales tipicas (Ellington y Evans, 2000; Urbansky et al.,2001; Agudelo y
Castro, 2015).
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En las industrias quimica, aeroespacial y de defensa, el perclorato se utiliza en la
fabricacion de propulsores, explosivos y dispositivos pirotécnicos (Wallace et
al.,1996). Puede estar presente en: el suelo, las aguas subterraneas (Ryu et al.,
2012), depdsitos de agua potable en muchos estados y, recientemente, en cultivos
como la lechuga (Hogue, 2003; Waller et al.,2004) e incluso en la leche (Kirk et
al.,2003; Waller et al.,2004).

El perclorato no es sélo tolerado por procariotas haléfilos, algunos microorganismos
incluso lo utilizan como aceptor de electrones para la respiracion. Algunas bacterias
como las heterétrofas pueden reducir perclorato (Wallace et al.,1996). Sin embargo,
en informes anteriores (Soria, 2004; Fennix y Miranda, 2015), los procariotas
haldfilos, archaea (Hfx. mediterranei, Hfx. denitrificans) asi como de las bacterias
(Halomonas halodenitrificans), pueden reducir el perclorato en concentraciones de
sal por encima de los de agua de mar (Oren et al., 2014).

Las sales de perclorato ejercen sus principales efectos fisioldgicos en la glandula
tiroides. Por ser un potente disruptor endocrino inorganico, bloquea la absorcion de
yoduro por la tiroides, inhibiendo asi la sintesis de la hormona estimulante de la
tiroides (Wolff, 1998; Agudelo y Castro, 2015; Waller et al., 2004). Agudelo y Castro
(2015) indican que es importante reducir este contaminante en el ambiente, porque
no solo produce cancer de tiroides y afecta los sistemas nervioso, reproductivo, e
inmunologico (Thrash et al., 2007), sino que también a concentraciones de 200-500
ppm perturba la metamorfosis de anfibios y algunos peces (Miwa y Inui, 1987; Shi,
2000; Einarsdattir et al., 2006).

Las tecnologias disponibles para el tratamiento de perclorato se han probado y
evaluado e incluyen: tratamientos biol6gicos por las bacterias reductoras de
perclorato, reduccion quimica de intercambio iénico utilizando resinas de
intercambio i6nico o carbén activado y la reduccion electroquimica (Ryu et al.,
2012).
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1. Generalidades.

De la Rosa et al., (2002), sefala que en el afio 1722, Leeuwenhoek observo y
describio por primera vez las bacterias en distintos ambientes. Y supuso que «estos
animalculos podian ser transportados por el viento mediante el polvo que flotaba en
el aire». Después de esto, Gaultier de Claubry en 1855, estudi6 las particulas
atmosféricas mediante un procedimiento en el que hacia borbotear el aire en agua
destilada para retenerlas. Finalmente, Pasteur perfecciond los procedimientos
empleados por Claubry, en donde hacia pasar un volumen determinado de aire con
la ayuda de un aspirador por algodén-poélvora colocado en un tubo de vidrio, que
posteriormente se disolvia en alcohol-éter. En el liquido se depositaban todas las
particulas del aire, entre ellas esporas de mohos y de bacterias. A su vez, Hesse
(1884) disefié un sistema que consistia de un tubo grueso recubierto en su interior
de gelatina, para contar los microorganismos.

De la Rosa et al., menciona ademas, que otro de los investigadores que mas estudio
los microorganismos del aire fue Pierre Miquel, quien emple6é un procedimiento
basado en el fraccionamiento de los cultivos, con el objetivo de determinar el
namero de hongos y bacterias. Este método consistia en dirigir el aire en tubos de
bolas y posteriormente en el afio 1880, en un matraz de borboteo que contenian
liguidos nutritivos estériles. Lo anterior, permitié que Miquel realizara numerosos y
variados estudios, para calcular el nimero de microorganismos por m? presentes en
diferentes ambientes, la naturaleza de estos, sus propiedades patégenas, la
influencia de diversos factores atmosféricos sobre ellos y la posibilidad de
transmision de enfermedades contagiosas por el aire. Sin embargo, en la época de
1901 fue dificil determinar el tipo de bacterias presentes en el aire. Miquel y Cambert
(1901) afirmaron que la mayoria eran saprofitas y procedian del suelo; siendo las
mas frecuentes las bacterias cromdgenas, los bacilos esporulados y los cocos.

3.2. Bacterias presentes en el aire.

En un estudio de caracterizacion de bioaerosoles atmosféricos realizado en la
ciudad de Tijuana, México, se obtuvo que las concentraciones mas altas de
microorganismos fueron en los meses de julio y agosto (verano) y las
concentraciones mas bajas en invierno (Hurtado et al., 2014; Rosas et al., 2004).
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También se demostrdé que las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los
microorganismos presentes en el aire varian dependiendo del lugar geografico,
como se evidencia también en un estudio realizado en Francia para la ciudad de
Marsella 'y la isla de Porquerolles (Di Giorgio et al., 1996).

Los estudios de (Bovallius et al., 1978; Jones y Cookson, 1983; Lacey y Venette,
1995) permitieron establecer que las aerobacterias son mas numerosas en las
ciudades, con el registro de concentraciones maximas de 4.000 UFC/m?3y promedio
de 850 UFC/m3; mientras que, en areas rurales la maxima reportada es de 3.400
UFC/m?3y promedio 99 UFC/m3.

Roldan (2003), en una industria textil de la ciudad de Puebla, se muestreo el aire
del area de produccion, utilizandolos siguientes medios de cultivo: agar eosina azul
de metileno (EMB), agar glucosa (AG) y agar soya tripticasa (TSA). Los cuales
fueron expuestos por triplicado durante un minuto en cinco puntos en el area de
produccion, el muestreo se realizé durante una semana a las 12:00 h y los medios
de cultivo se incubaron a temperatura ambiente (37°C) durante 24 horas. Las
bacterias identificadas correspondieron a Escherichia sp, Staphylococcus sp,
Streptococcus sp, Enterobacter sp y Bacillus sp.

En otro estudio realizado por (Borrego et al., 2008) en dos depdsitos del Archivo
Nacional de Cuba se determind la concentracion microbiana en el aire, se
caracteriz6 y se describieron las caracteristicas patogénicas de los
microorganismos aislados. Dentro de las bacterias Gram positivas se aislaron los
géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus y Streptomyces
y entre las Gram negativas Serratia, Enterobacter y Hafnia.

Méndez et al. (2015) aislaron e identificaron microorganismos presentes en la
ciudad de Neiva-Colombia en el aire de una zona urbana, en el mes de junio (época
de sequia) y noviembre (época de lluvias), para el afio 2012. En este estudio, se
emplearon dos métodos para la recoleccién de las muestras: sedimentacién en
placa y un bioimpactador M Air T de Millipore, en los cuales se dispensaron los
medios Agar tripticasa soya (ATS) para el crecimiento de bacterias. En distintas
zonas de muestreo se encontr6 que los bacilos Gram positivos fueron los
microorganismos predominantes; mientras que, los bacilos Gram negativos
presentaron frecuencia de aparicion ocasional y rara, ya que no son considerados
microorganismos propios del aire. La carga microbiana fue mayor en la época de
sequia con respecto a la época de lluvias.
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En cuatro sitios diferentes del campus de la Jawaharlal Nehru University (JNU),
Nueva Delhi, India, se midieron los niveles de bioaerosol. Se encontré que las
concentraciones mas altas de Gram positivas (338,8 UFC/m?) y bacterias Gram
negativas (614 UFC/m?) fueron encontradas en un vertedero de basura. Las
bacterias Gram negativas fueron mas predominantes que las bacterias Gram
positivas; posiblemente, debido a que la temperatura ambiente fue mas alta durante
su toma de muestras (Srivastava et al., 2012).

Maldonado et al. (2014), en dos hospitales de Ledn, Guanajuato, México realizaron
un estudio piloto para determinar la calidad del aire en el afio 2014. Se identificaron,
determinaron y caracterizaron las aerobacterias dentro de estos sitios publicos. Los
resultados obtenidos fueron: el hospital 1 presenté concentraciones de bacterias de
40 a 280 UFC/m3 con lo que su calidad de aire fue calificada como pobre, ademas
de que en este aire se encontraron 17 géneros de bacterias. El hospital 2 con mas
afos de servicio y mayor incidencia de pacientes present6 una mayor concentracion
de bacterias 90 a 548 UFC/m3, y se identificaron 17 géneros de bacterias. En cuanto
al aislamiento e identificacion de organismos, se encontraron mas del tipo Gram
negativos que Gram positivos en ambos hospitales. Las enterobacterias como
Escherichia coli, Enterobacter cancerogenus y Acinetobacter sp, fueron
predominantes y de importancia clinica para los usuarios del hospital, mientras que
las bacterias del género Bacillus fueron las Gram positivas predominantes.

Un estudio realizado de mayo a septiembre de 2010 por Dybwad, et al.(2012) en
una estacion de metro, en Oslo, Noruega. Encontraron que la mayoria de las
bacterias aerotransportadas identificadas pertenecieron a los géneros Bacillus sp,
Micrococcus sp y Staphylococcus sp. Otro trabajo realizado por Okten y Asan
(2012), en Edirne, Turquia se encontré que los principales agentes bacterianos en
una zona cerca de un hospital, fueron: Corynebacterium sp, Staphylococcus sp y
Bacillus sp. Por otro lado, en un estudio realizado en Beijing por Fang et al. (2007),
se identifico que la mayoria de las bacterias aerotransportadas pertenecieron a los
géneros Micrococcus sp, Staphylococcus sp, Bacillus sp, Corynebacterium sp, y
Pseudomonas sp. En un estudio similar hecho por Rodriguez et al. (2016), para la
ciudad mexicana de Mérida Yucatan, la mayoria de las bacterias aerotransportadas
pertenecieron al género Staphylococcus sp, mientras que géneros Bacilos sp,
Lactobacilos sp, Planococcus sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Pantotea sp
y Enterobacter sp, fueron identificados en un informe anterior en la ciudad de
México.

Por otra parte, Garcia, et al. (2016) analizaron la diversidad de bacterias
aerotransportadas a nivel de géneros en el Area Metropolitana de la Ciudad de
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México y encontraron que el género bacteriano mas abundante fue Bacillus spp,
una bacteria Gram positivas del filo Firmicutes. Este género era mas abundante,
especialmente durante la temporada de otofio (noviembre) del 2010 con el 62,8%
de abundancia relativa.

Asi mismo, Wallace et al. (1996) aislaron, de un digestor anaerobio municipal una
bacteria codificada como HAP-1, un Bacilo Gram negativa de 0.5 um de anchoy 2-
8 um de longitud, con capacidad para reducir concentraciones mayores de 7000
ppm de perclorato en aguas residuales. Han demostrado, ademas, que el organismo
reduce el perclorato y clorato independientemente de la presencia de nitratos y
utiliza el perclorato o clorato como aceptor terminal de electrones. Las
caracteristicas fisiolégicas y morfoldégicas demostraron que la bacteria HAP-1
pertenece al género y especie W. succinogenes.

En general, en la literatura se evidencia que los estudios de caracterizacion
bacteriolégica son escasos y en particular en ambientes marinos. Adicionalmente,
los estudios en donde se hacen asociaciones entre la presencia de bacterias y la
calidad del aire a nivel nacional e internacional son muy escasos.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar bacteriolégicamente el material particulado proveniente del aire de la
Bocana ubicado en la ciudad de Cartagena de Indias mediante la estandarizacion
de un protocolo para aislar las bacterias presentes en el aire.

4.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e l|dentificar y caracterizar microscépica y bioquimicamente las bacterias
aisladas del aire del ambiente marino de la Bocana.

e Correlacionar las variables meteorolégicas con la concentracion de material
particulado.

e Calcular las Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

e Realizar ensayos de susceptibilidad de NaCl y KCIOs4 a los géneros
bacterianos identificados.
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5. METODOLOGIA

Para la caracterizacion e identificacion de las bacterias presentes en el aire de un
ambiente marino de la ciudad de Cartagena de Indias, se recolectaron un total de
30 muestras de aire para los dos meses muestreados (agosto y septiembre) del
2015 en el sector de la Bocana (10°27°10,5” N - 75°30°27,9” W), como se presenta
en la Figura 11.

Esta investigacion fue de tipo experimental y cuantitativa. Se dividio en tres etapas:

5.1. Etapa I: Campafia de monitoreo de material particulado.

Esta camparfia consistio en recolectar muestras de material particulado por medio
de dos equipos de bajo volumen semiautomaticos (muestreador de aire BGl modelo
PQ200), como se presenta en la Figura 12, proveidos por el EPA Cartagena. Uno
para determinar la concentracion del material particulado y el otro para la
caracterizacion bacterioldgica. La importancia de tener dos equipos de muestreo se
debe a que la muestra obtenida para determinar concentracion de material
particulado se desecaba, es decir, quitar la humedad de los filtros. Lo anterior
genera la muerte de los microorganismos presentes en el filtro. Por lo tanto, se hizo
necesario tener otro equipo con el cual se caracterizara bacteriologicamente el
material particulado. Los filtros utilizados para realizar la caracterizacion
bacteriol6gica fueron previamente esterilizados para evitar contaminacién cruzada.
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Figura 12. Instalacién de los equipos de monitoreo de calidad de aire y estacion meteoroldgica
(BGI modelo PQ200)
Fuente: autoria propia

Con ambos equipos se realizaron muestreos en periodos de 24 horas de forma
simultdnea. Posteriormente, se determind, por analisis gravimétrico, la
concentracion de material particulado PM10.

Todas las muestras fueron transportadas en un porta cassette previamente
esterilizado. Se conservaron en refrigeracion a 4°C y luego fueron llevadas al
Laboratorio de Biologia de la Universidad Tecnolégica de Bolivar para su
procesamiento.

En forma general, las actividades que se realizaron durante el muestreo en la
Bocana se observan en la Figura 13.
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Figura 13. Diagrama de flujo de la campafia de monitoreo
Fuente: autoria propia
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5.2. Etapa II: Aislamiento y caracterizacion de las bacterias presentes en el
material particulado (PM10).

La descripcion de las actividades realizadas en esta etapa se encuentra resumida
en la Figura 15 y a continuacion son descritas.

5.2.1. Recoleccion de muestras.

Las muestras de microorganismos, a partir del material particulado de ambientes
marinos, fueron recogidas en la Bocana Estabilizadora de mareas de la ciudad de
Cartagena de Indias. Estas muestras de PM10 se recolectaron en un equipo de bajo
volumen semiautomético (PQ200), en un filtro de 47 mm nuevo y sin dafio alguno
(Figura 14).

(@)

(b)

P2y ) 7‘}%}3’
W a ™

Figura 14. Filtros de pelicula PTFE. (a) filtro sin muestra de material particulado y (b) filtro con
muestra de material particulado
Fuente: autoria propia
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Figura 15. Diagrama de flujo del analisis bacteriolégico
Fuente: autoria propia
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5.2.2. Aislamiento de las cepas bacteriana a partir del material particulado.

En una cabina de flujo laminar, se tomé un hisopo estéril y se rot6 en cada filtro que
contenia PM10 (Figura 16a). Luego, fue inoculado en Caldo Luria Bertani © (LB)
cuya composicion para 1 L es: 10 g Triptona, 5 g Extracto de levadura, 10 g NaCl,
2000 mg de fluconazol para inhibir el crecimiento de hongos y 1000 mL de agua de
mar previamente filtrada y esterilizada. Posteriormente, las cepas bacterianas se
incubaron a 37°C durante 48 horas en condiciones aerobias (Kersters y
Vancanneyt, 2005). Por ultimo, se volvio a suspender mediante un asa de siembra
en Agar LB modificado con agua de mar e incubado a 37 °C por 48 horas (Figura
16 b y c); transcurrido este tiempo, se verifico el crecimiento bacteriano mediante la
observacion de colonias.

Figural6.Aislamiento de cepas bacterianas: (a) Siembra en caldo LB, (b) y (c) siembra en agar LB
y d) cepas aisladas
Fuente: autoria propia
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5.2.3. Identificacion microscopica.

Las colonias bacterianas aisladas en medio LB fueron tomadas y repicadas en tres
oportunidades utilizando la técnica de agotamiento por estrias para garantizar asi el
aislamiento de cada una de ellas. Después del tercer repique, las colonias
bacterianas representativas aisladas en el Agar LB se les realizé la identificacion
microscopica mediante la técnica de tincion de Gram para bacterias Gram positivas
y Gram negativas, empleando un microscopio Olympus BX41, de acuerdo con las
claves taxonOomicas sugeridas por el Manual de Bergys (2008) y el Atlas
Microbiolégico de Koneman (2008). En cada caso, se registraron las caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas de cada grupo bacteriano identificado.

5.2.4. Purificacion bacterias aisladas.

Una colonia de las cepas aisladas fue transferida finalmente en agar Luria Bertani
© (LB) (Figural6 d) e incubadas a 37°C durante 48 horas para posteriores ensayos.

5.2.5. Identificacién bioquimica.

El perfil metabdlico de las bacterias se determind empleando el sistema de
identificacion BBL Crystal™ Kit ID para bacterias Gram negativas y Gram positivas,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Ademas, se realizaron la prueba
de Oxidasa, Catalasa (Kersters y Vancanneyt, 2005) (Figura 17).

Figura 17. Identificacion bioquimica: (a).BBL Crystal™ Kit ID, (b) catalasa y (c) oxidasa
Fuente: autoria propia
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5.2.6. Conteo de colonias.

Las colonias de las cepas aisladas fueron transferidas en agar Luria Bertani © (LB)
utilizando la técnica de agotamiento por estrias e incubadas a 37 °C durante 48
horas. Transcurrido este tiempo, se verificd el crecimiento bacteriano y se realizo el
conteo de colonia utilizando un LBX Zoom Stereo Microscope en cada una de las
cajas de Petri que contenia las cepas bacterianas, tal como se ilustra en la Figura
18.

Figura 18. Conteo de colonia utilizando un LBX Zoom Stereo Microscope
Fuente: autoria propia

Las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) se determinaron
mediante la ecuacion:

Ecuacion 1. Calculo de unidades formadora de colonia por mililitro de solucion.

Donde X es el niumero de colonia por mililitro de solucion (UFC/mL), C es el nimero
de colonia, equivalente a la medida total de las colonias en la caja de Petriy V es el
volumen del medio de cultivo tomado, que para este estudio fue de 25 mL. La
concentracion se reportd como las unidades formadoras de colonias por mililitros de
solucion.
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5.2.7. Pruebas de susceptibilidad.

Los géneros bacterianos identificados se expusieron a diferentes concentraciones
de cloruro de sodio y perclorato de potasio para determinar el grado de tolerancia o
de susceptibilidad a estos compuestos.

e Ensayos de susceptibilidad al cloruro de sodio (NaCl).

Una colonia de las cepas aisladas fue transferida en agar Luria Bertani © (LB) e
incubadas a 37°C durante 24 horas; transcurrido ese tiempo, se suspendieron en
caldo LB con diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (50000 ppm,
75000 ppm, 150000 ppm, 300000 ppm) (Figura 19). Se identificaron como bacterias
resistentes al cloruro de sodio (NaCl) aquellas que presentaron biopeliculas,
turbidez (0,5 densidad Optica) y cambio de color a las 24 horas después de
suspendida en caldo. Finalmente, se sembraron en Agar LB e incubadas a 37°C
durante 24 horas para verificar el crecimiento bacteriano mediante la observacion
de colonias y se realiz6 tincion de Gram para confirmar la pureza de las cepas.

50.000 ppm 75.000 ppm 150.000 pbm 3!?0.000 ppm

Figura 19. Concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)
Fuente: autoria propia

Los célculos de las concentraciones de NaCl para la realizacion de la prueba de
susceptibilidad se presentan en la Tabla 3. Se prepararon dos soluciones: la
solucion 1 (5g de caldo LB + 200 mL H20 de mar filtrada + 60 g NaCl), que contenia
la concentracion de 300.000 ppm de NaCl. Y la solucion 2 (5g de caldo LB + 200
mL H20 de mar filtrada + 2 capsulas de fluconazol), el medio de cultivo para facilitar
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el crecimiento de las bacterias. Estas dos soluciones se combinaron segun lo
descrito en la Tabla 3 para obtener las diferentes concentraciones de NaCl (300.000
ppm, 150.000 ppm, 75.000 ppm, 50.000 ppm), en un volumen final de 3mL.

Tabla 3. Célculos concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)

Soluciéon 1 (mL)

Solucién 2 (mL)

Volumen final

Concentracion NacCl

(mL) ppm
3,00 0,00 3,00 300.000
1,50 1,50 3,00 150.000
0,75 2,25 3,00 75.000
0,50 2,50 3,00 50.000

e Ensayos de susceptibilidad al perclorato de potasio (KCIOa4).

Las colonias de las cepas aisladas fueron transferidas en agar Luria Bertani © (LB)
e incubadas a 37°C durante 24 horas; transcurrido ese tiempo, se suspendieron en
caldo LB con diferentes concentraciones de perclorato de potasio (KCIO4) (250 ppm,
500 ppm, 750 ppm, 1250 ppm) (Figura 20). Identificandose como bacterias
resistentes al perclorato (KClO4) aquellas que presentaron formacion de
biopeliculas, turbidez y/o cambio de color a las 24 horas después de suspendida en
caldo. Finalmente, se sembraron en Agar LB y fueron incubadas a 37 °C durante 24
horas para verificar el crecimiento bacteriano mediante la observacion de colonias
y se realiz6 tincion de Gram para confirmar la pureza de las cepas.

Figura 20. Concentraciones de perclorato de potasio (KCIO4)
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Fuente: autoria propia
Las concentraciones de KCIO4 para la realizacion de la prueba de susceptibilidad,
se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Célculos concentraciones de perclorato (KCIO4)

o | e
2,750 3,00 250
5,500 3,00 500
8,250 3,00 750
13,75 3,00 1.250

Se prepararon 4 soluciones en las proporciones indicadas en la Tabla 4 (gramos de
KCLO, y 3,00mL de caldo LB) y se combinaron para obtener las concentraciones
de 250, 500, 750 y 1.250 de KCIOa.

5.3 Etapa Il Andlisis de correlacion de variables meteorologicas,
concentracion de PM10.

En esta etapa final, se relacionaron linealmente los parametros meteorolégicos y la
concentracion de PM10, para ello se llevaron a cabo las siguientes actividades.

A. Se organizé y depur6 la informacion meteoroldgica y de concentracion de
PM10. Los datos obtenidos durante la campafia de monitoreo, fueron
acopiados de forma organizada en una base de datos. Esto permitio la
visualizacion de cada uno de ellos. De esta forma se verificaba la presencia
de datos faltantes o datos atipicos, que quitaran veracidad a los céalculos
posteriores.

B. Se identifico por medio de rosas de vientos la direccion y velocidad del viento
predominante durante los periodos de muestreo y se analizaron las
variaciones de temperatura y humedad.

C. Se correlacionaron las variables meteorolégicas y la concentracion de PM10
a través de una regresion lineal.
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6. RESULTADOS

Siguiendo la metodologia antes mencionada para caracterizar e identificar las
bacterias presentes en el aire de la ciudad de Cartagena de Indias, se presentan los
siguientes resultados.

6.1. Andlisis bacteriolégico.

De un total de 30 muestras de material particulado (PM10) obtenidas durante los
meses de agosto y septiembre, s6lo 12 muestras fueron aisladas e identificadas
bacteriologica y bioquimicamente, debido a la presencia de crecimiento de hongos
en el resto de las muestras. De estas muestras fueron aisladas 5 bacterias marinas
del género Bacillus. con base al manual de Beryis (2008) y el Atlas Microbiolégico
de Koneman (2008) (Tabla 5y 6).

Tabla 5. Aislamiento de bacterias en muestras de material particulado (PM10) provenientes de la
Bocana, Cartagena de Indias

COdIg.O Muestra Método de aislamiento Género
Colonia
Material LB-caldo Bacillus
BO1 i ) )
particulado Agua de mar marisflavis
B02 Mgterlal LB-caldo Bacillus flexus
particulado Agua de mar
B03 M"’_‘te“a' LB-caldo Bacillus flexus
particulado Agua de mar
Material LB-caldo Bacillus
B0O4 . . .
particulado Agua de mar marisflavis
B0O5 Mgterlal LB-caldo Bacillus cohnii
particulado Agua de mar
Material LB-caldo ,
B ] Bacillus s
06 particulado Agua de mar PP
Material LB-caldo Bacillus
BO7 . . .
particulado Agua de mar marisflavis
Material LB-caldo Bacillus
BO8 . . .
particulado Agua de mar marisflavis
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B0O9 Mqterial LB-caldo Bacillus cohnii
particulado Agua de mar
Material LB-caldo .
B10 particulado Agua de mar Bacillus sp
B11 Material LB-caldo Bacillus
particulado Agua de mar marisflavis
B12 Material LB-caldo Bacillus
particulado Agua de mar marisflavis
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Tabla 6. Caracterizacion microscopica y bioquimica de las bacterias aisladas del Material particulado en la Bocana.

S S N
N;{*ﬂ@ e

Colonias pequefias de color
beige, convexas, forma

BO1 Ba.cnlus.
marisflavis
B02 Bacillus flexus
»
B0O3 Bacillus flexus

Forma: Bacilos Aerosoles | puntiforme y circular, bordes
alargados. marinos redondeados, forman
cadenas largas de
contextura pegajosas.
¢ .. 'p'
7‘ ‘ t w.
'\,,,;’_\ w’. .’%
{l' » ;d‘L
L s ﬁ . .
‘f;_"ﬂo 2k ")’" X ;‘y Forma: Colonias medianas de
’k, b S ‘E“,' '2;& ,'(‘%‘: Diplobacilos Aerosoles contextura viscosa, color
LA /i S - ~ . .
: > ,\? )d;i.; \?/‘ (f\‘ pequefios y marinos claro y forma irregular con
L i i 3 ’ ., .
.\ ‘3\"'/'”%}‘\(: j,_-;‘?_p-‘ "‘Q gruesos elevacion pulvinada.
N ? N7 4, |
WS v S A Ry
Js!( ‘4 {6 | ’5*\ L \J
27\ b'
}\‘ S ’1“'
s g-\ "l’ .1 S
VN s b
L T
- I N f\{ ,
b~ = ~‘_& - K t
-J‘)‘ﬁ "\6‘: 4',“’ &~
- Voo
& {{}«:‘ e ‘j@,‘ Colonias de color naranja
t N Forma: Aerosoles I8,
: . . pegajosa, forma puntiforme
’ Streptobacilos marinos

y con elevacion convexa.
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B04

Bacillus
marisflavis

Forma: Diplobacilos
semialargados

Aerosoles
marinos

Colonias medianas
elevadas de color
beige,forma circular,
bordes redondeados y
con barrido plano.

B0O5

Bacillus
cohnii

Forma: Diplobacilos
semialargados

Aerosoles
marinos

Colonias de color beige,
forma irregular,
viscosidad moderada,
elevacioén convexay
margen ondulado con
barrido delgado.

B06

Bacillus spp

3

]

drear

Forma: Bacilos alargados

Aerosoles
marinos

Colonias pequefas de
color naranja con forma
irregular y elevacion
convexa.
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¥ X

P40 A

-
A

)
LA,

AT,
a/\-“.v‘..‘?'{;gﬁ /{l/\ =y
e L1 d ‘\E‘
I TR A

‘:3’4 BT

\ M
e

Colonias de color beige de

(R Forma: forma irregular y puntiforme,
BO7 Bacillus '? % <% Diplobacilos Aerosoles | elevacion convexa y margen
marisflavis £\ N Ver 2 —“\’éé pequefios y marinos | ondulado. La muestra creci6
W T W e T R . L.
e Gue 125 AIRE 8 ’As:g gruesos demasiado y cubrié la capa
74 del agar.
“J
. . Colonias de color amarillo,
Bacillus Forma: Bacilos Aerosoles .
BO8 . . ) forma irregular y margen
marisflavis alargados marinos
ondulado.
AR 1 SR IR 0 € e s, W .
2 P E e 2 N T Colonias grandes de color
PRIRY 7 (e S R beige, filamentosa con
e A ) Fof G 1 BN R0 protuberancia en el centro
Bacillus | SSEARER LN | F Suiasy ¥ Forma: Aerosoles (elevacion umbonada),
B09 .. LR ¥ 2 40 Vi ket . . .
cohnii o DB NG 8 S Diplobacilos marinos margen ondulado. Las
" ' o, N\ WE: . . . .
) 9(&: P 2 '{‘\e. 3 colonias tienen viscosidad
A ol v 8 ¢
Ry A Tk Q—%Q J‘{’ abundante y ocuparon todo
’ T ¥
p L e ;”’,\Ff ¥ :Jg&,;,\ et el agar.
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Colonias pequefias de color

_ g Forma: beige, filamentoso, margen
I \ . . .
. "N Un /| Diplobacilos Aerosoles lobulado, aspecto liso
B10 Bacillus sp B P . p- y
f alargados y marinos rugoso, se extiende en el
vibrios medio de cultivo y dan
apariencia de cultivo mixto.
3 k)
Forma: Bacilos Colonias de color beige,
. semialargados margen ondulado, forma
Bacillus Aerosoles . . .
B11 ) . gruesos, . irregular, viscosidad
marisflavis marinos -
esporulados y moderada y elevacion
vibrios. convexa.
Y v Colonias pequefias de color
LA N b & Forma: beige, forma puntiforme e
. \ i e ¥ . . .
B12 Bacillus A NP Vah! Diplobacilos Aerosoles irregular, borde lobulado,
marisflavis SN p.L o< pequefios y marinos elevacion pulvinada y las

gruesos, vibrios.

colonias se agrupan como
bolitas.




De acuerdo con las tablas 5 y 6, de las 12 muestras analizadas, se identificé un
género de bacterias tipicas de ambientes marinos: Bacillus (Degobbi et al., 2011).
Cuatro (4) especies de bacterias fueron Gram positivas (Bacillus marisflavis,
Bacillus sp, Bacillus cohnii y Bacillus flexus) representando el 92% y una Gram
negativa (Bacillus spp) representando el 8% del total de las muestras.

6.2. Identificacion bioquimica.
En las Tablas 8 y 9 se presentan el cuadro del perfil metabdlico para bacterias Gram
positivas y Gram negativas, respectivamente.

En estos resultados bioquimicos, se observd la presencia de cinco especies
bacterianas que corresponden a: Bacillus marisflavis, Bacillus sp, Bacillus cohnii,
Bacillus flexus y Bacillus spp.
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Tabla 7. Actividad bioquimica de bacterias Gram positivas aisladas en la Bocana, ambiente marino de la ciudad de Cartagena

BO1| - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - + - - - + + + + +
B0O2 | - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - + +
B0O3 | - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - + +
B0O4 | - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - + +
BO5 | - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - + +
BO7 | - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - + +
B0O8 | - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - + +
BO9 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -+ |+
B10 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - + | + | +
Bit| - [ - | - |- -({-|-|-|-|-"|-|-"1-/-"{-/[-"{-/-}{-/-}/-/{-/{-/[+/}-1/]-+- - -+
B12 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - + | + | +

+, Reaccion positiva. -, reaccion negativa. BO1.Bacillus marisflavis. BO2.Bacillus flexus. B03. Bacillus flexus BO4. Bacillus marisflavis. BO5.
Bacillus cohnii. BO7. Bacillus sp. B08. Bacillus sp B09. Bacillus cohnii B10. Bacillus sp. B11.Bacillus marisflavis. B12.Bacillus marisflavis.
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Tabla 8. Actividad bioquimica de bacterias Gram negativas aisladas en la Bocana, ambiente marino de la ciudad de Cartagena

+, Reaccion positiva. -, reaccién negativa. B06.Bacillus spp.
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6.3. Conteo de colonias.

En el area de estudio (Bocana) el género identificado fue: Bacillus. Asi mismo,
Bacillus Gram positivas fueron las bacterias mas abundantes.

En la Tabla 9 se presentan los analisis de concentraciones de bacterias en unidades
formadoras de colonias por mL de solucién. Estas concentraciones se determinaron
mediante la ecuacion 1.

Tabla 9. Conteo de colonia por mililitro de solucién.

Nombre cientifico UFC/m.If de
solucion
Bacillus marisflavis 86
Bacillus flexus
Bacillus cohnii
Bacillus sp 22

De acuerdo a la Tabla 9, la especie mas abundante del genero Bacillus, fue Bacillus
marisflavis, con 86 UFC/mL de solucion.

6.4. Pruebas de susceptibilidad.

6.4.1. Ensayos de susceptibilidad al NacCl.

Los microorganismos aislados en la Bocana (Bacillus marisflavis, Bacillus sp,
Bacillus cohnii, Bacillus flexus) fueron expuestas a varias concentraciones de
cloruro de sodio (50.000 ppm, 75.000 ppm, 150.000 ppm, 300.000 ppm), como se
muestra en la Tabla 10. Los resultados obtenidos de la prueba de susceptibilidad,
sugieren que son bacterias tipicas de ambientes marinos, debido a que
sobrevivieron a concentraciones de NaCl mayores a las del agua de mar (35.000
ppm) (Anderson, 2003).
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Tabla 100. Pruebas de susceptibilidad al cloruro de sodio de bacterias aisladas a partir del material
particulado

Concentracion en ppm

Caodigo Nombre
colonia | cientifico | 50 00p | 75.000 | 150.000 | 300.000 | Observaciones
Bacillus o
BO1 ) i R R R R Crecimiento normal
marisflavis
Bacilus Crecimiento normal
B03 flexus R R R S hasta 150.000 ppm
B0O4 Ba.C|IIus. R R R R Crecimiento normal
marisflavis
Bacillus Crecimiento normal
. R R R
B0S cohnii S hasta 150.000 ppm
) Crecimiento normal
Bacill x X
B06 acillus spp R R R S hasta 150.000 ppm
BO7 Ba_cﬂlus. R R R R Crecimiento normal
marisflavis
Bacillus Crecimiento normal
B08 marisflavis R R R S hasta 150.000 ppm
Bacill o
B09 acl l.J.S R* R* R R Crecimiento normal
cohnii
B10 Bacillus sp R R R R Crecimiento normal
Bacill o
B11 a.CI us. R*x R R R Crecimiento normal
marisflavis
B12 Ba.(:|llus. R* R* R R Crecimiento normal
marisflavis

S, sensible (no se observa crecimiento). R, resistente (se observa crecimiento). *, Formacion de
biopeliculas. x, cambio de color.

Como se observa en la Tabla 10, las colonias B03, B0O5, B06 y BO8 al ser expuestas
a concentraciones de 150.000 ppm de NaCl, presentaron cambios de color y
formacion de biopeliculas. A diferencia de BO1, B04, BO7, B09, B10, B11y B12, que
a concentraciones de 300.000 ppm de NaCl, presentaron crecimiento normal
(condiciones de: 37°C, 12 y 24 horas, sin formacion de biofilms u otra estructura
que indique estrés por condiciones extremas). Sin embargo, todas las colonias
presentaron alto grado de tolerancia al ser expuestas a concentraciones de NacCl,

mayor a las del agua de mar (35.000 ppm).
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6.4.2. Ensayos de susceptibilidad al KClOa.

Las colonias bacterianas aisladas a partir del material particulado toleraron
concentraciones relativamente altas de perclorato de potasio (KCIO4) como se
muestra en la Tabla 11. Estas bacterias presentaron crecimiento normal y se
observaron cambios de color y formacién de biopeliculas en varias de las cepas
bacterianas analizadas.

Estos resultados muestran que las bacterias toleraron el perclorato en
concentraciones de 250 ppm a 1250 ppm. Lo que indica, que pueden ser
potencialmente utilizadas para degradar este contaminante en ambientes marinos.

Tabla 111. Pruebas de susceptibilidad al perclorato de bacterias aisladas a partir del material

particulado.
Cédigo Nombre Concentracion en ppm
cepa cientifico 250 | 500 | 750 | 1250 Observaciones
BO1 Ba.cnlus. R/R R/R R/R R/R Crecimiento normal
marisflavis
B03 Bacillus flexus R/R R/R R/R R/R Crecimiento normal
B04 Ba.(:|llus. R/R R/R* | RIR* | R/IR Crecimiento normal
marisflavis
B0O5 Bacillus cohnii R/R R/R R/R R/R Crecimiento normal
B0O6 Bacillus spp R/R R/R | RIR | R/IR Crecimiento normal
Bacillus o
BO7 ) - i R/R R/R | RIR* | R/IR Crecimiento normal
marisflavis
Bacill .
B08 a.CI us. R/R R/R R/R R/R Crecimiento normal
marisflavis
B09 Bacillus cohnii | R/R* R/R R/R R/R Crecimiento normal
B10 Bacillus sp R/R R/R | RIR* | R/R Crecimiento normal
Bacill .
B11l ) ! us. R/R* | R/R R/R R/R Crecimiento normal
marisflavis
Bacill .
B12 a.CI us. R/R* | RIR* | RIR* | R/IR Crecimiento normal
marisflavis

S, sensible (no se observa crecimiento). R, resistente (se observa crecimiento). *, Formacion de
biopeliculas. x, cambio de color.
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6.5. Variables meteoroldgicas

Después de realizar las campafias de monitoreo de material particulado (PM10) en
la estacion de la Bocana y obtener la informacion de las variables meteoroldgicas
de la estacion de la Aeronautica civil (Aeropuerto Rafael Nafiez), se procedio a
realizar la depuracion y andlisis de datos.

Para conocer la velocidad y la direccion predominante del viento del sitio
muestreado, se realiz6 una rosa de viento, que se muestra a continuacion.

0% ;
25% b N
20%
15%
10% \
.5%\ /
W 1 N E
i T
L
«3‘“—.—\\/
mean = 1.66
S calm = 0%
Oto 2 2tod 4to6 Bto11.5
(ms™)
Frequency of counts by wind direction (%)

Figura 21. Rosa de vientos para el mes de agosto y septiembre 2015.

En la Figura 21, se observa que para los meses de agosto y septiembre del afio
2015, la velocidad de viento predominante fue de 0 a 2 m/s y la direccion
predominante del viento fue Noreste.
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6.6. Relacion entre variables meteoroldgicas vs concentracion de PM10.

Las variables meteorologicas usadas en este estudio fueron la temperatura,
humedad relativa y la velocidad del viento las cuales se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Relacion entre variables meteoroldgicas (Agosto y Septiembre 2015), concentracién de
material particulado (PM10), y norma de calidad del aire en Colombia

En la Figura 22, se observan las fluctuaciones de las variables meteoroldgicas
(temperatura, humedad relativa, velocidad del viento) a través del tiempo con
respecto a la concentracion de material particulado. La Figura 22 también incluye la
norma de calidad del aire correspondiente a un valor de 100 pg/m?3
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7. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Durante el periodo de muestreo, se observa baja variabilidad en los datos
meteorolégicos. Mientras que en términos de la concentracion de PM10 se observa
alta variabilidad (Figura 22). Lo anterior, puede ser explicado, a través de un calculo
de correlacion lineal, entre las variables meteoroldgicas y la concentracion de
material particulado, como se presenta en la Figura 23.

0.35
0.3

0.25
mVelocidad del

0.2 viento
Presién
0.15
= Direccion del
0.1 viento

m Temperatura
0.05
® Humedad relativa
0 | —1
-0.05 -

-0.1

m Radiacion solar

Coeficiente de correlacion lineal

-0.15
Concentracion de PM10

Figura 23. Correlacion lineal de variables meteoroldgicas y concentracién para los meses de
Agosto y Septiembre de 2015.

Cada una de las barras representa el grado de asociacién que hubo con las
variables meteoroldgicas y la concentracion de material particulado PM10. El
coeficiente de correlacion, cuantifica esta relacion con valores comprendidos entre
1 (relacién positiva o directamente proporcional) y -1 (relacion negativa o
inversamente proporcional) (Martinez et al., 2009). De acuerdo a esto, al observar
la gréfica, los valores del coeficiente de correlacion (r) se encuentran en un rango
de -0.15 y 0.3, indicando que existe poca correlacion entre las variables
meteoroldgicas y la concentracion de material particulado.

Lo anterior, indica que, posiblemente las altas concentraciones de material
particulado no pueden ser explicadas por fenébmenos meteoroldgicos puntuales.
Estudios como los de Jones y Harrison (2004) y Vélez et al. (2010), afirman que la
liberacion de particulas aerotransportables se incrementan en dias secos, conforme
aumenta la temperatura y la velocidad del viento y se reduce la humedad relativa.
Sin embargo, este comportamiento no fue posible verlo en este estudio dado que el
periodo de muestreo fue corto.
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En términos de calidad del aire, de los dos meses que fueron muestreados, 3 de los
dias excedieron la norma de calidad del aire (100 pg/mS) para un tiempo de
exposicion de 24 horas. La mayor concentracion de material particulado se present6
el dia 06/09/2015 con una concentraciéon de 180 pg/ms3.

Microbiol6gicamente, del total de las colonias de bacterias aisladas se identificé que
el 92% de las muestras tomadas corresponden a bacterias Gram positivas y el 8%
a bacterias Gram negativas. Este comportamiento se asemejo con los resultados
obtenidos por Di Giorgio et al. (1996), en la identificacién de bacterias en la Isla de
Porquerolles, Francia, donde la incidencia de bacterias Gram positivas (80%), fue
mayor a las bacterias Gram negativas (20%). Asi mismo, en otro estudio, en la playa
Tijuana, México, el 61% de las bacterias encontradas, correspondieron a Gram
positivas y el 39% a bacterias Gram negativas (Hurtado et al., 2014). En Colombia,
también se realizo la identificacion de bacterias en un ambiente rural y se encontro
gue los microorganismos mas predominantes fueron los Bacilos Gram positivos
(Méndez et al., 2015). Esta tendencia de encontrar un mayor numero de bacterias
Gram positivas en el material particulado, se debe, probablemente a la constitucién
de su pared celular, que es mas gruesa en comparacion con la de las bacterias
Gram negativas. Lo que les permite mayor capacidad de supervivencia en diferentes
ambientes.

Por otra parte, las bacterias forman esporas, las cuales son metabdlicamente menos
activas y sobreviven mejor en la atmosfera. Algunas esporas tienen paredes
gruesas que las protegen de la desecacidn, otras son pigmentadas, lo que las ayuda
contra las radiaciones ultravioleta y su escasa densidad les permite permanecer
suspendidas en el aire sin sedimentar (De La Rosa, Mosso, & Ullan, 2002).

La literatura indica que tanto en ambientes exteriores como interiores (hospitales,
edificios, casa, escuelas), las bacterias del género Bacillus son las bacterias que se
aislan frecuentemente en el aire, como lo demuestran estudios realizados por
(Rodriguez et al., 2005; Fang et al., 2007; Dybward et al., 2012; Okten y Asan, 2012;
Garcia et al., 2016), y las méas predominantes, son las Bacillus Gram positivas (De
la Rosa., 2002; Maldonado et al., 2014). Los Bacillus Gram negativos no son
considerados microorganismos propios del aire (De la Rosa., 2002; Méndez et al.,
2015).

Por otra parte, en este estudio se encontraron cinco especies de bacterias tipicas
de ambientes marinos: Bacillus marisflavis (68 UFC/mL), Bacillus flexus (9
UFC/mL), Bacillus cohnii (9 UFC/mL), Bacillus sp (22 UFC/mL), y Bacillus spp. Estas
bacterias presentaron alto grado de resistencia al cloruro de sodio (50.000 a
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300.000 ppm). Y el 100% fueron capaces de tolerar el perclorato de potasio en altas
concentraciones (250 ppm hasta 1250 ppm) (Oren et al., 2014). Lo que las convierte
en bacterias con potencialidades biotecnoldgicas, y que pueden ser empleadas en
procesos de biorremediacion de este contaminante.

Este trabajo concuerda con los resultados obtenidos por (Acevedo et al., 2016), en
el cual, se caracterizé un grupo de bacterias del genero Bacillus Gram positivas
provenientes de ambientes hipersalinos del Caribe colombiano, hal6filas moderadas
con potencialidades biotecnoldgicas para tolerar el perclorato de Potasio.

Adicionalmente, (Rainey, 2012; Agudelo y Castro, 2015), indicaron que Bacillus spp
puede reducir el perclorato en condiciones aerobias, pueden tolerar altas
concentraciones de perclorato y son capaces de reducirlo a una tasa de 71.04
mg/dia por gramo de biomasa.
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8. CONCLUSION

Los resultados indicaron que del periodo muestreado el 10% de los dias,
excedieron la norma de calidad del aire para PM10. Los niveles mas altos no
pudieron ser explicados con fendmenos meteoroldgicos puntuales, como se
demostré con el resultado del coeficiente de correlacion lineal entre la concentracion
de PM 10y las variables meteoroldgicas.

De las muestras analizadas, el 92% correspondieron a bacterias Gram Positivas y
el 8% a bacterias Gram Negativas. EI 100% de estas bacterias fueron positivas para
las reacciones de oxidasa y catalasa, lo que indica, que todas las bacterias
encontradas son aerdbicas. Este resultado era de esperarse dado que el medio
donde se estan transportando los bioaerosoles es el aire.

Del mismo modo, se identificaron los microorganismos presentes en el material
particulado obteniendo un género: Bacillus y cinco especies de bacterias con sus
respectivas unidades formadoras de colonias: Bacillus marisflavis (68 UFC/mL),
Bacillus flexus (9 UFC/mL), Bacillus cohnii (9 UFC/mL), Bacillus sp (22 UFC/mL), y
Bacillus spp. Este tipo de bacterias son tipicas de ambientes marinos. No se
evidencio presencia de bacterias patdgenas en la Bocana durante la realizacién de
esta investigacion.

Estas bacterias presentaron alto grado de resistencia al cloruro de sodio (NacCl)
(50.000 a 300.000 ppm) y fueron capaces de tolerar al perclorato de potasio (KCIO4)
en concentraciones de 250 ppm a 1250 ppm. La tolerancia de las bacterias aisladas,
expuestas a las altas concentraciones de NaCl y KCIOs, indica que pueden ser
empleadas en procesos de biorremediacion para degradar al perclorato de potasio,
en los ecosistemas de Colombia. Estas bacterias tienen potencial para
bioprospeccion, de acuerdo a lo reportado en la literatura por Acevedo et al. (2016).

La necesidad de identificar bacterias nativas surge del incipiente conocimiento
sobre la diversidad microbiana de ambientes naturales con potencialidades
biotecnolégicas para degradar contaminantes ambientales; por lo tanto se
constituyen como una fuente importante para la investigacion en biorremediacion.
Los métodos biolégicos existentes desarrollados en otros paises tienen limitaciones,
porque las cepas bacterianas utilizadas frecuentemente no se adaptan bien a las
condiciones ambientales; reduciendo en muchos casos su capacidad degradadora
y generar mayor impacto y deterioro de la calidad ambiental. Mientras que el uso de
bacterias nativas no tendria problemas de adaptacion y generarian menor impacto
por ser propias de ese ecosistema.
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9. TRABAJO FUTURO

Para el muestreo de bioaerosoles se recomienda usar el método de impactacion,
debido a que este permite contabilizar la cantidad de bacterias presentes en el aire.
Si se cuenta de forma paralela con un equipo automatico de alta resoluciéon que
permita medir la concentracion de particulas en el aire, seria posible relacionar los
resultados del impactador con la calidad del aire del sitio de estudio. Esto resultaria
novedoso dado que en la literatura actual no se presentan este tipo de relaciones.

Las bacterias identificadas en este estudio son tipicas de ambientes marinos, con
capacidad de tolerar altas concentraciones de perclorato de potasio. Se sugiere
realizar estudios que permitan determinar la potencialidad de degradacion de este
contaminante en las diferentes matrices ambientales de los ecosistemas de
Colombia. Adicionalmente, estas bacterias pueden exponerse a concentraciones de
otros contaminantes atmosféricos (hidrocarburos, metales pesados, entre otros) e
investigar su capacidad bioremediadora de contaminantes.

No se evidencio presencia de bacterias patdégenas responsables de enfermedades,
por lo que se hace necesario realizar monitoreo permanente al menos en dos
épocas diferentes del afio (lluvia y sequia), para determinar si las poblaciones
bacterianas de la Boquilla varian de una época a otra. Deben ampliarse los puntos
y tiempos de muestreo en la ciudad de Cartagena, Bolivar y explorar con otros
bioaerosoles (hongos, virus y polen) para determinar asociaciones de la calidad del
aire y la presencia de enfermedades de interés en salud publica.

Finalmente, se hace necesario la realizacion de mas estudios en la linea de
bioaerosoles, debido a que, como se evidencid, en Colombia son pocos los estudios
sobre la de descripcion e identificacion de microorganismos presentes en el aire en
espacios abiertos (aerobiologia).
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11. ANEXOS

1. Descripcion del area de estudio.

La Bocana estabilizadora de mareas es un canal artificial entre el mar Caribe y la
Ciénaga de la Virgen atravesado por la Via al Mar o Anillo Vial que comunica las
ciudades de Cartagena y Barranquilla (Maldonado et al., 2011; Pefia, 2014). Esta
construccion se realizé para permitir un mayor volumen de intercambio de una forma
controlada entre el mar y la ciénaga, con el objeto de que el agua del mar diluyera
el de la Ciénaga y mejorara a corto plazo los niveles de oxigenacion y salinidad
(Maldonado et al., 2011). Este proyecto comenz6 a funcionar en el afio 2000 con el
fin de purificar y limpiar el agua de la Ciénaga de la Virgen y el sistema de cafios,
que venian sufriendo grandes dafios ecoldgicos, debido a que se habian convertido
en el lugar de descarga de las aguas residuales de la ciudad (Pefa, 2014).
Actualmente, se encuentra administrada por la autoridad ambiental urbana del
Distrito de Cartagena el Establecimiento Publico Ambiental (EPA), sin embargo,
quien ejerce jurisdiccion en esta zona es la Corporacion Autbnoma Regional del
Canal del Dique (CARDIQUE).

En la Figura se muestra la ubicacion de la Bocana, lugar donde se realizaron las
campafias de monitoreo de material particulado (PM10).

>
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Virgen
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Figura 24.Ubicacion de los equipos de monitoreo de calidad del aire en la Bocana
Fuente: (IGAC, 2017).
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Figura 26. Ensayos de susceptibilidad al perclorato
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Figura 27.Morfologia cepa b03, a través de LBX Zoom Stereo Microscope

Figura 28. Muestreo de material particulado en la bocana

76



Figura 29. Ensayos de analisis microbiol6gicos
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