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RESUMEN

Renee Gamboa Quezada.
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
Facultad de Ciencias Quimicas.

Titulo del Estudio: Estudio de la calidad microbiologica del aire en diferentes municipios
del Area Metropolitana de Monterrey.

Nimero de paginas: 66 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con orientacion en Microbiologia Aplicada.
Area de Estudio: Aerobiologia

Propdésito: Identificar y caracterizar preliminarmente la diversidad microbioldgica presente
en aire ambiente de interiores y exteriores en cuatro zonas del Area Metropolitana de
Monterrey (AMM), asi como su variacién estacional, por parametros atmosféricos y por las
caracteristicas de los edificios muestreados.

Metodologia: Los muestreos fueron en cuatro diferentes zonas del AMM (denominadas
zonas A (sur), B (poniente), C (norte) y D (oriente) a partir del dia 45 del inicio de cada
estacion, realizando asi cuatro muestreos en el afio, correspondientes a primavera (mayo
2019), verano (agosto 2019), otofio (noviembre 2019) e invierno (febrero 2020). Los
muestreos en exteriores tuvieron una duracion de 24 horas usando un muestreador de alto
volumen y filtros de fibra de vidrio para la captura de particulas suspendidas totales (PST).
Los filtros fueron tratados para obtener muestras microbioldgicas, suspendiendo 0.1 g de
filtro en agua estéril para luego ser sembrados en agar nutritivo (AN) para la obtencién de
bacterias y agar de papa dextrosa (PDA) para la obtencidn de hongos. Los muestreos en
ambientes interiores consistieron en exponer cajas Petri al ambiente por media hora,
usando los mismos agares que se usaron para las muestras de exteriores. Una vez obtenidas
las unidades formadoras de colonias (UFC) de cada muestreo, estas fueron caracterizadas
preliminarmente mediante tincién de Gram y microscopia éptica y finalmente se
identificaron por medio de secuenciacién de ADNr de la region 16S. Por otra parte, los
hongos fueron caracterizados por microscopia y morfologia macroscépica, haciendo
comparaciones con estudios publicados.

Resultados: Se encontrd que otofio fue la estacion que presentd mayor cantidad de UFC
bacterianas en ambientes interiores en las cuatro zonas de muestreo, presentando un
maximo de 87 UFC en un tiempo de exposicion de 30 minutos. La zona A siendo que en
verano, primavera e invierno se obtuvieron 1, 28 y 35 UFC respectivamente. En la zona B de
muestreo se presentd el mismo caso, 84 UFC en otofio, 40 UFC en primavera, 1 en verano
y 17 en invierno. En las dos zonas de muestreo restantes, los resultados se mantuvieron
entre 1 y 3 UFC en las tres estaciones. En cambio, para las UFC fungicas, las bajas
temperaturas y los altos porcentajes de humedad relativa de invierno fueron mas
favorables para su crecimiento, pues el nimero de éstas aumentd considerablemente en
todas las zonas a excepcidn de la zona D.

Conclusiones: La concentracidn de UFC bacterianas se ve afectada por la concentracién de
PST (acarreadoras de bioaerosoles), mientras que las mejores condiciones para el
crecimiento de UFC fungicas son alto porcentaje de humedad relativa y temperaturas bajas.

Firma del asesor:

Dr. Ulrico Javier L6pez Chuken
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Capitulo 1
INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

1.1.- Introduccidn.

La contaminacion atmosférica es un grave problema que el mundo
enfrenta dia a dia debido al aumento de la poblacién, industrializacion
y uso de medios de transporte.

Los contaminantes atmosféricos se clasifican en primarios (aquellos
emitidos directamente al aire), secundarios (sustancias originadas de
la reaccion de los contaminantes primarios) y los de referencia o
criterio (Alfaro, 1998). Los contaminantes criterio son aquellos que
tienen un limite maximo permitido de concentracion en el aire
ambiente, con el objetivo de proteger la salud humana (NL.gob.mx,
2009).

Alrededor del mundo, existen normas para la medicion de estos
contaminantes y sus limites maximos. Las normas que rigen en
México se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Normas Oficiales Mexicanas de salud ambiental vigentes. Reimpresa de Calidad
de aire, una practica de vida (SEMARNAT, 2013).

Contaminante Norma Oficial Mexicana Descripcién
50 pg/m2, como promedio de
Particulas con diametro 24 horas.
menor a 10 um (PMyo) NOM-025-SSA1-2014. 35 pg/m?3 como promedio
anual.
30 pg/me como promedio de
Particulas con didmetro 24 horas. _
menor a 2.5 pm (PM;s) NOM-025-SSA1-2014 10 g/m, como promedio
anual.
El indicador promedio de 8
Ozono (O3) horas no debe de exceder a
NOM-020-SSA1-1993 0.095 ppm.
El indicador promedio de 8
Monoxido de carbono (CO) horas no debe exceder una
NOM-021-SSA1-1993 vez al afio a 11 ppm.

El indicador promedio diario
no debe exceder una vez al
afio a 0.110 ppm.

El indicador promedio anual
debe ser menor o igual a
0.025 ppm.

El indicador promedio de 8
horas no debe exceder una
vez al afio a 0.200 ppm.

Dioxido de azufre (SO) NOM-022-SSA1-2010

El indicador promedio de una

Dioxido de nitrégeno (NOy) hora no debe exceder una
NOM-023-SSA1-1993 vez al afio a 0.210 ppm.

El indicador promedio
Plomo (Pb) NOM-026-SSA1-1993 trimestral debe ser menor o
igual a 1.5 pg/m?.




Por otra parte, existen contaminantes biolégicos Illamados
bioaerosoles, en los que se encuentran microorganismos cCOmMo
hongos, bacterias y virus, que, aungue no son propios de la atmésfera,
son transportados por el aire a través de polvo, hojas de arboles, piel,
fibras de la ropa y fluidos corporales, como la saliva que es expulsada
al hablar, toser y estornudar. La aerobiologia se encarga del estudio
de dichos microorganismos y particulas biolégicas como el poleny las
esporas (Galan et al., 2017).

Ligado a esto, existe una relacion entre la contaminacion atmosférica
y la epigenética, la cual se refiere a las modificaciones heredables que
ocurren en la cromatina, por ejemplo, la metilacion de ADN vy
modificacion de histonas. Dichas modificaciones no alteran el genoma
del individuo, pero si la manera en la que se lleva a cabo la
transcripcion de sus células. Algunos contaminantes presentes en el
aire, como patogenos bacterianos y virales, particulas suspendidas (
que por su pequefio tamafio se depositan sobre polenes y humo de
tabaco, son facilmente inhalables por lo que terminan en las vias
respiratorias) desencadenan o exacerban el asma, enfermedad
inflamatoria crénica que afecta las vias respiratorias y que posee un
componente genético complejo, el cual puede ser afectado mediante
acetilaciones que desencadenan expresiones de genes inflamatorios
(Rico-Rosillo et al., 2014).

Algunas de las principales enfermedades relacionadas a
contaminantes atmosféricos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Enfermedades causadas por contaminantes atmosféricos (Seoanez Calvo,
2002).

Perturbacion Factores de influencia Efectos

Desencadenamiento o
favorecimiento del inicio o

Cancer Contaminantes la propensién de un tumor
atmosféricos. ya existente.
Enfermedades Contaminantes Efectos sobre el sistema
cardiovasculares atmosféricos. cardiovascular.

Depresiones, esclerosis,
En dad . paralisis, enfermedad de
nfermedades nerviosas L - ;
al Y| Contaminacién atmosférica. | Parkinson, enfermedad de
mentales. Alzheimer, locura, etc.

Particulas, acaros,
animales o restos de
animales,
microorganismos.

Alergia respiratoria

Bronquitis, tos, resfriados,
rinitis, asma, neumonitis,
fibrosis pulmonar,

Polvo, gases, vapores, enfermedades bronco -
Enfermedades respiratorias | humos'y ciertas particulas. pulmonares, irritacién de
las mucosas.




La presencia de bioaerosoles en ambientes interiores es aun de
mayor preocupacion, ya que éstos, suelen ser lugares de trabajo o
donde la gente pasa la mayor parte de su tiempo, exponiéndose por
tiempos prolongados a estos contaminantes (Xie et al., 2017),
presentando a mediano o largo plazo, alergias o enfermedades
respiratorias como infecciones causadas por bacterias, hongos o
virus, como lo son la tuberculosis, neumonia (Legionella sp.), micosis
(Aspergillus sp.), y paperas; ademas de ocasionar el llamado
“Sindrome del edificio enfermo” en el que Ilos diversos
microorganismos se impregnan en las estructuras de los interiores, y
al inhalarlos, causan cefaleas, somnolencia, irritacion de las mucosas,
fatiga, etc. (Maldonado-Vega et al., 2014).

1.2.- Justificacion

El muestreo y medicién de las particulas suspendidas totales (PST)
en el aire cobran relevancia en México ya que el Area Metropolitana
de Monterrey (AMM) ocupa el tercer lugar dentro de las 10 ciudades
mas contaminadas en Latinoamérica, segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), dejando en quinto lugar a la Ciudad de Toluca,
qgue hace unos afos se posicionaba a niveles mayores que Monterrey
(Venegas Loaiza, 2018).

En el AMM, los contaminantes criterio mas relevantes desde el punto
de vista ambiental son las particulas suspendidas, las cuales estan
formadas de diversos compuestos inorganicos y organicos presentes
en el aire, pudiendo ser producto de la actividad humana o de los
fendmenos naturales. Las particulas presentan un riesgo para la salud
de la sociedad que habita en el AMM, pues por su pequefio tamafo,
son faciles de inhalar y alojarse en el sistema respiratorio.

En lo que respecta a los bioaerosoles, este campo esta casi
inexplorado cuando se trata de la cantidad de microorganismos dentro
de ambientes tanto interiores como exteriores y su variacion con
parametros como temperatura y humedad. El estudio de lo anterior es
de gran importancia ya que las personas pasan la mayoria de su
tiempo dentro de casas, oficinas, edificios, etc., inhalando todos estos
microorganismos de los cuales no existe mucha informacién acerca
de sus concentraciones, caracteristicas y efectos a la salud.

Es por lo anterior, que la presente investigacion representa una gran
area de oportunidad, dado que se muestre6 y se analizo el aire de
cuatro zonas geogréficas distintas del AMM tomando como criterio la
calidad de aire de cada zona segun el Sistema Integral de Monitoreo
Ambiental (SIMA) del Gobierno del Estado de Nuevo Ledén, ademas
de la accesibilidad y antigledad de edificios.



Capitulo 2
ANTECEDENTES

2.1.- Area Metropolitana de Monterrey (AMM)

El AMM esta constituida por doce municipios del estado de Nuevo
Leon: Garcia, Santa Catarina, San Pedro Garza Garcia, Ciudad
General Escobedo, San Nicolas de los Garza, Monterrey, Guadalupe,
Apodaca, Juarez, Cadereyta Jiménez, Santiago y Salinas Victoria
(figura 1) abarcando una extensiéon de aproximadamente 7, 700 km?.

Figura 1. Mapa del estado de Nuevo Ledn donde se sefialan los municipios que
conforman el AMM (en color negro). Imagen adaptada de: INEGI. Marco
Geoestadistico Municipal 2010:
http://cuentame.inegi.org.mx/mapas/pdf/entidades/div_municipal/nvoleonmpios.pdf

En la tablan 3 se muestra la cantidad de habitantes por municipio del
AMM que habia hasta el afio 2015, fecha mas reciente que tiene
reportada el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI,
2015).



Tabla 3. Cantidad de habitantes en los municipios del AMM en 2015. Tabla adaptada

de INEGI.

Recuperado

cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/nl/poblacion/

Municipio Habitantes (afio 2015)
Garcia 247 370
Santa Catarina 296 954
San Pedro Garza Garcia 123 156
General Escobedo 425 148
San Nicolas de los Garza 430 143

Monterrey 1109171

Guadalupe 682 880
Apodaca 597 207
Juarez 333481
Cadereyta Jiménez 95 534
Santiago 42 407
Salinas Victoria 54 192

En total, el AMM cuenta aproximadamente con 4, 500, 000 habitantes.
2.1.1.- Clima representativo.

Segun datos del INEGI, el 68% del estado de Nuevo Ledn presenta
un clima seco y semiseco, el 20% clima calido subhimedo (llanura
costera del Golfo), el 7% es clima templado subhumedo (partes altas
de la sierra) y el 5% restante posee un clima muy seco (hacia la Sierra
Madre Occidental).

En la figura 2, se muestra un mapa de los diferentes climas del Estado
de Nuevo Ledn, en donde se indica el AMM y sus climas

representativos.

Seco y semiseco
Calido Subhimedo

. Muy seco

Templado Subhimedo

Figura 2. Clima representativo en el AMM. Imagen

adaptada

de:

cuentame.inegi.org.mx/monografias/informacion/nl/territ
orio/clima.aspx?tema=me&e=19.



Como se puede apreciar en la figura 2, el AMM presenta tres de estos
cuatro climas representativos; el norte, sury centro del AMM presenta
clima seco y semiseco (Salinas Victoria, General Escobedo, San
Nicolas de los Garza, Monterrey, parte de San Pedro Garza Garcia,
de Santa Catarina, todo Guadalupe y parte de Juarez y Santiago),
clima calido (Cadereyta Jiménez) y clima seco (parte de Garcia y
Santa Catarina, lado Oeste).

2.1.2.- Sistema Integral de Monitoreo Ambiental

El AMM cuenta con una red de monitoreo atmosférico llamada
Sistema Integral de Monitoreo Ambiental (SIMA), la cual reporta
informacion de los niveles de contaminacion ambiental en el AMM.
Dentro del sitio web, se pueden observar las diferentes estaciones de
muestreo ubicadas en un mapa del AMM, cada estacion presenta
diferentes colores, dependiendo de la calidad del aire prevaleciente
(criterio que sera usado en la seccion de resultados para indicar si la
calidad de aire es buena, regular, mala, muy mala o extremadamente
mala) ademas de informar el nombre y la concentracion del
contaminante criterio (NOx, SOx, PMio, PM2s, Oz y CO) de mayor
impacto en cada zona, como se puede observar en la figura 3.

Mapa Satélite
&l Fraie Y,

i c
Rancho ; terrey
Carvajal S Cat ) & Gud

San Pedro
Garza Garcia

Figura 3. Mapa mostrado en la pagina del SIMA, en la que se puede apreciar la
calidad de aire en las diferentes estaciones de muestreo, asi como el contaminante
de mayor impacto. Imagen reimpresa de: http://aire.nl.gob.mx/map_calidad.html

El nivel de calidad de aire esta determinado por las concentraciones
de contaminantes criterio, en este caso particulas PM2sy PMio, con
base a la NOM-025-SSA1-2014. Ademas, en ese mismo sitio existe
una base de datos con reportes mensuales que incluyen parametros
meteoroldgicos como temperatura maxima y minima, porcentaje de
humedad relativa, direccion y velocidad del viento, radiacion solar.
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2.2.- Atmosfera

La atmosfera es una mezcla de gases que envuelve a la Tierra
permaneciendo unida a ella gracias a la fuerza gravitatoria y esta
compuesta idealmente de nitrogeno (78%), oxigeno (21%) y argén
(1%), sin embargo, existen en ella gases traza, la mezcla de todos
ellos apenas alcanza el 1% de la composicion de la atmdsfera.

En la tabla 4 se muestra la composicién basica de la atmdsfera en los
primeros 25 km de altura (tiene una altura mayor a los 1000 km).

Tabla 4. Composicién gaseosa basica de la atmésfera. Tabla adaptada de Sedanez,

2002.

Componente Porcentaje en volumen
Nitrégeno (N2) 78.084
Oxigeno (02) 20.946
Argén (Ar) 0.934
Diéxido de carbono (COy) 0.034
Neén (Ne) 0.0018
Helio (He) 0.000524
Ozono (0s) 0.0002
Hidrégeno (H2) 0.00005
Metano (CHs) Trazas
Cripton (Kr) Trazas
Xenédn (Xe) Trazas

Actualmente, las mediciones en la atmosfera han registrado aumento
en la concentracion de gases de efecto invernadero (CO2, CHa4, N20O
y compuestos halogenados), los cuales ademas de afectar la quimica
atmosférica, absorben radiacion infrarroja de la superficie de la tierra
y regresan una porcion de dicha radiacion a la superficie en el llamado
efecto invernadero (Seinfield, 2006).

2.2.1.- Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica es un problema cada vez mas grave en
las grandes ciudades, debido al rapido crecimiento de poblacién, la
industrializacion, el uso excesivo de automéviles, entre otras cosas.

Fue apenas hasta los aflos 1970 que se comenzaron a establecer
medidas para minimizar el impacto al ambiente, pues ya se
comenzaba a ver el dafio a la salud humana. Fue asi como nacieron
los limites maximos establecidos para los contaminantes (Seoanez,
2002).

2.2.1.1.- Material particulado

El material particulado se refiere a la materia dispersada en la
atmosfera, puede estar en forma liquida o sélida, con tamafios que
oscilan entre 0.05 y 500 pm.

Su composicion siempre sera dependiente de su lugar de origen, sin
embargo, en términos generales, el polvo esta formado por residuos
organicos e inorganicos, asi como particulas vivas (polen, bacterias y
esporas, algas, insectos y huevos de éstos, etc).
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2.2.1.2.- Particulas PM25

En 2015, un grupo de investigadores de diferentes paises, realizaron
una estimacion de la carga de enfermedades causadas por la
contaminacion del aire, explorando las tendencias espaciales y
temporales de la mortalidad atribuida a la contaminacion atmosférica
de 1990 a 2015, encontrando que la exposicion a PM2s causo 4.2
millones de muertes a nivel mundial, representando el 7.6% de las
muertes en el mundo, el 59% de ese 7.6% fueron en el este y sur del
sur de Asia (Cohen et al., 2017).

Se han llevado a cabo investigaciones en las que se estudia la
influencia de las estaciones del afio con respecto a la concentracion
de PMzs, tanto afuera, como dentro de casas habitadas por dos a
cinco personas, por ejemplo, en Colorado, Estados Unidos, se
muestrearon aerosoles dentro y fuera de 15 casas ubicadas en
diferentes ciudades de Colorado durante un afio. En dicha
investigacion se encontr6 que las concentraciones del material
particulado PM2s era mayor dentro de las casas y también las
concentraciones eran mayores en verano comparadas a primavera y
otofio (Clements et al., 2018).

En China, uno de los paises mas afectados por contaminacion
atmosférica, fue hasta el afio 2012 que se conté con una red de
monitoreo ambiental, sin embargo, a pesar de brindar informacion
diaria sobre los niveles de PMzs, se encontrd en un estudio realizado
entre los afios 2004 y 2013 que los monitoreos tradicionales de PMzs
a nivel del suelo, dejan un hueco en la informacion espacio-temporal,
por lo que fue necesario desarrollar un modelo de prediccion de
concentracion de PM2s mediante monitoreos via satélites y modelos
estadisticos, para predecir la informacién faltante de los monitoreos
realizados diariamente. Se concluy6 que la estacién de invierno es la
gue presenta mayor contaminacion por este tipo de particulas y
verano la estacion mas limpia (Ma et al., 2016).

En Santiago, Chile, se hizo una investigacion de 15 afios para
determinar las principales fuentes de contaminacion ambiental y la
evolucion de PMzs. Los monitoreos de particulas fueron llevados a
cabo mediante filtros de teflon en un muestreador de bajo volumen
operando 24 horas a un flujo de 15 L/min. Se concluyé como en
estudios anteriormente mencionados, que la temporada con mas altas
concentraciones de particulas fueron otofio e invierno (Barraza et al.,
2017).

Las PM2s a pesar de tener un diametro muy pequeiio, tienen grandes
areas superficiales en las que es posible acarrear diferentes
compuestos toxicos que, por el pequefio tamafio de estas particulas,
les es posible alojarse en el sistema respiratorio, sin ser afectadas por
el sistema de filtracion nasal (vellos) alcanzado el final del tracto
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respiratorio, dafiando otras partes del cuerpo mediante el intercambio
de aire en los pulmones (Yu-Fei et al., 2016)

2.2.1.3.- Particulas PM1o

Se dice que este tipo de particulas contienen una gran carga de
metales pesados, representando un dafio a la salud, pues al igual que
las PM2s estas particulas son inhalables, por lo que se han realizado
estudios de muestreo de aire para recoleccion de PMio durante el
periodo de un afo, para determinar la carga de plomo presente en los
filtros y la evaluacién de los dafios a la salud ocasionados por la
ingestion, inhalacion y absorcion dérmica de particulas depositadas
(Ahmad et al., 2019).

En Polonia, se realizé un estudio durante 12 afios en el que se
estudiaron las concentraciones de PMioy algunos metales contenidos
en estas particulas (As, Pb, Cd y Ni) que son considerados agentes
cancerigenos (cancer pulmonar). Se observo que los mayores valores
de PMio se presentan durante el invierno, ya que los habitantes hacen
uso de calentadores para sus hogares, quemando combustibles
fosiles. Ademas, las malas condiciones atmosféricas como la
estabilidad atmosférica, baja velocidad de aire, alto porcentaje de
humedad relativa y las inversiones térmicas, favorecen la presencia y
permanencia de dicho contaminante (Widziewicz et al., 2018).

En China hay abundantes estudios acerca de la calidad del aire, por
ejemplo, en uno de ellos, estudiaron la composicion de PM2sy PM1o
encontrando que bacterias consideradas patdgenas oportunistas
fueron encontradas en mayor cantidad en otofio e invierno. También
encontraron que el factor que méas afectaba la proporcion de tales
bacterias era el material particulado, asi como los demas
contaminantes criterio, haciendo que los factores meteorol6gicos no
impactaran tanto en las proporciones de bacterias. Este estudio
encontré géneros de bacterias patdgenas oportunistas que incluyen
Staphylococcus, Neisseria y Corynebacterium (Fan et al.2019).

2.2.1.4.- Particulas suspendidas totales (PST)

Las PST han sido objetivo de investigaciones realizadas para
determinar la cantidad de metales traza (Si, Al, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,
Zn, Mo, Cd, Ba, Pb and Ti) en el aire de paises como Malasia (Chen,
R., et al., 2015) y China (Chen et al., 2016) usando ICP-MS.

Muestreos simultaneos de PST, PMio y PM2srealizados en Colombia,
Canada y Meéxico, han ayudado a establecer relaciones de
equivalencia entre la concentracion de dichas particulas, por ejemplo,
en Colombia, se registraron las correlaciones de PM1o/PST de 0.595
como promedio de 6 estaciones de muestreo, una relacion PM2.s/PM1o
de 0.41 y una relacion de PM2s/PST de 0.20 (Rojano et al., 2013). En
Canada se encontro que el PMzs corresponde a un 49% de la
composicion de las PM1oy que un 44% de las PST es constituido por
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PMio (Brook et al., 1997). Finalmente, en Meéxico soOlo ha sido
establecida la relacién entre PM1o y PST correspondiente a un 0.495
(PM1o/PST) (Cicero-Fernandez et al., 1993).

2.3.- Bioaerosoles en ambientes interiores

Los estudios de bioaerosoles en ambientes interiores son menores a
los realizados en ambientes exteriores. Generalmente, la
determinacion de microorganismos en interiores se enfoca a
establecimientos de trabajo. Por ejemplo, en México, se han
comparado las concentraciones de microorganismos en diferentes
areas de dos hospitales (Maldonado-Vega et al., 2014). En 2015, en
Colombia, se realiz6 un estudio en el cual se caracterizaron
bioaerosoles de diferentes edificaciones administrativas (Cardozo-
Becerra y Arague-Mufioz, 2015).

En 2018, en Kuwait se llevé a cabo un muestreo en una industria
dedicada al reciclaje y procesamiento de papel. En dicha investigacion
se determinaron dos géneros bacterianos que se desarrollan en dicho
material y sus alrededores los cuales son Thermicamus vy
Burkholderia (Hamoda et al., 2018).

En latabla 5 se muestran algunos géneros bacterianos y fungicos que
han sido encontrados en los estudios mencionados en el presente
trabajo.

Tabla 5. Microorganismos encontrados en estudios recientes.

Microorganismos

Titulo Autor y afio
encontrados
Bacterias: E. coli,
Enterobacter spp,
Cancerogenis spp,
. L Acinetobacter spp, Bacillus
Bioaerosoles y evaluacion
. . Spp.
de la calidad del aire en . .
. ; Maldonado-Vega et al., Hongos: Fusarium  spp,
dos centros hospitalarios P
. . 2014 Penicillium spp, Icosporum
en Leon, Guanajuato, . .
.. audoounii, Cladosporium
Mexico
oxysporum, Incor
ramosissimus,  Alternaria
arborescens

Cryptococcus albidus.
Bacteria:  Staphylococcus
spp, Micrococus  spp,
Steptococcus spp.

Hongos: Cladosporium spp,
Aspergillus spp y Penicillium
spp.

Bacterias: Enterobacter
spp, Klebsiella spp,
Pseudomonas aerogenes.

Evaluacion de la
contribucién de sistemas de
enfriamiento y ventilacion Xion et al., 2016
mecanica al nivel de
bioaerosoles en interiores.

Identificacién de Hongos: Aspergillus spp,
microorganismos presentes Veréstegui et al., 2015 Rizhopus _ spp,
en la atmésfera baja de una Cladosporium spp,

zona industrial del AMM Bipolariis spp, Monilia spp,
Vurbularia spp,

Chaetomium spp, Fusarium
spp Yy Ceohalosporium spp.
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Caracterizacion
microbiolégica de
bioaerosoles en el interior
de una fabrica recicladora
de papel.

Hamoda et al., 2018

Bacterias: Thermicamus
spp, Burkholderia  spp,
Vibrio spp, Prevotella spp,
Bisidiobacterium spp.

Composicion bacteriana de
bafios publicos en un
edificio.

Thiago-Dobbler et al., 2018

Bacterias: Proteobacteria
spp, Actinobacteria spp,
Bacteroidetes spp y

Firmicutes spp.

En el AMM hay contados estudios relacionados al enfoque de la
presente investigacion, los cuales, han sido realizados sélo en
ambientes exteriores, en periodos de tiempo cortos y sin presentar
comparaciones entre los tipos y/o la cantidad de microorganismos
presentes en las diferentes estaciones del afo.

La principal referencia es el estudio 2015 por Verastegui y
colaboradores quienes identificaron microorganismos presentes en la
atmosfera baja de una zona industrial del AMM, en un periodo de seis
semanas en primavera y en un solo punto de muestreo de ambiente
exterior (Verastegui Rubio et al., 2015).

Con la informacién presente en la tabla 5, se puede resumir que los
géneros bacterianos y fungicos que se reportan con mas frecuencia
en las investigaciones anteriormente citadas son Acinetobacter,
Enterobacter, Cladosporium, Penicillium y Fusarium, por lo que en la
tabla a continuacion (tabla 6) se muestran algunas de las afectaciones
a la salud que estos géneros de microorganismos pueden ocasionar.

Tabla 6. Afectaciones a la salud por algunos géneros microbiolégicos.

Afectaciones a la salud
Neumonia
Suelen atacar a pacientes hospitalizados,
causando infecciones en heridas de
guemaduras, vias respiratorias y tracto
urinario.
Fiebre del heno (alergia de la primavera y
verano) y asma.
Causante de infecciones en huéspedes
inmunocomprometidas.

Género
Acinetobacter

Enterobacter

Cladosporium

Penicillium

Queratitis, onicomicosis y puede llegar a
causar infecciones graves en huéspedes
inmunodeprimidos.

Fusarium

2.3.1.- Métodos de muestreo de aire en ambientes interiores
Existen diferentes métodos de muestreo de aire de interiores, como lo
son la impactacién, impregnacion, método de filtracion, el muestreo
por gravedad, precipitacion electrostatica, ciclon, precipitacion térmica
y la técnica de condensacion (Ghosh et al., 2015).

A pesar de que las opciones son amplias, los métodos més reportados
son por impactacién y gravedad.
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2.3.1.1 Impactacion

Para esta técnica de muestreo se utilizan equipos que succionan aire,
haciendo que éste cambie su direccién causando que las particulas
con gran inercia se impacten sobre la superficie de recoleccion
(Henningston y Ahlberg, 1994).

Estos muestreadores presentan diferentes caracteristicas en el
tamafio y la forma de entrada (factores mas importantes en la
eficiencia del muestreador), el nimero de camaras de recoleccion
dentro del muestreador ademas del tipo de material en el que los
microorganismos se impactan, pudiendo ser en un solido (lamina de
vidrio), una superficie semi sélida (caja de agar) o un filtro o gelatina
(Macher y Hasson, 1987).

Una de las mas grandes desventajas de este método es la
sobrepoblacion de microorganismos, ocasionando que las colonias se
empalmen en el medio de cultivo dificultando el conteo de unidades
formadoras de colonias.

Diversas investigaciones mencionan este método, por ejemplo, en la
evaluacion de la calidad del aire en dos centros hospitalarios en la
ciudad de Guanajuato, México (Maldonado-Vega et al., 2014), en la
determinacion de calidad microbiolégica de aire de un area limpia en
una industria farmacéutica (De la Rosa et al., 2000). En Colombia fue
usado un impactador de seis etapas para la caracterizacion de
bioaerosoles en tres edificaciones administrativas (Cardozo-Becerra
y Araque-Mufioz, 2015).

2.3.1.2 Impregnacion

El método de captacion consiste en la succion de aire a través de un
tubo de entrada angosta sobre el medio de recoleccion, donde el flujo
del aire muestreado depende del didmetro de la boquilla de la entrada.
Después del muestreo se debe tomar una alicuota de las muestras
originales y sembrarlas en el medio apropiado para el conteo de
microorganismos viables (Cartwright et al., 2009).

Los medios liquidos deben ser isoténicos o0 una solucion amortiguada
para evitar el estrés osmaotico impuesto a los microorganismos en su
recoleccion (Ghosh et al., 2015).

2.3.1.3 Método de filtracion

Este tipo de muestreo hace uso de membranas porosas por las que
se hace pasar el aire. Dichas membranas pueden estar hechas de
fibra de vidrio, cloruro de polivinilo (PVC), policarbonato o acetato o
bien, gelatina (Mandal y Brandl, 2011).

Aunque este método es mas sencillo y econémico que algunos otros,
es mas utilizado para muestreadores personales en estudios
realizados a ambientes laborales, ya que es pequeiio y hace sencillo
que el empleado lo use en su ropa (Ghosh et al., 2015).
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2.3.1.4 Método por gravedad

El método por gravedad es una opcién mas simple comparada con las
anteriores, pues consiste en la exposicién de cajas al ambiente con
medio de cultivo (agares) durante un determinado tiempo, permitiendo
gue los microorganismos caigan en la caja y sean colectados en ella.

Una desventaja de este método es que los resultados obtenidos
brindan informacion del numero total de bioaerosoles colectado (o
masa) y no cuantifica su concentracion ya que no se tiene un volumen
especifico de aire muestreado (Ghosh et al., 2015).

En la investigacion de De la Rosa (previamente mencionada) también
hace uso de este procedimiento a la par del impactador portatil (De la
Rosa et al., 2000), dejando las cajas expuestas por 30 minutos. En
Singapur, se evalu6 la contribucion del aire acondicionado y
ventilacion mecanica en los niveles de bioaerosoles en ambientes
interiores (Xiong et al., 2016) adhiriendo las cajas en las paredes de
los ductos de ventilacion por intervalos de media hora.

2.4.- Caracterizacion de microorganismos transportados por el
aire

Existen diferentes métodos de caracterizacion e identificacion de
microorganismos, que van desde la morfologia de las colonias hasta
secuenciaciones moleculares, pasando por tinciones diferenciales,
microscopia y pruebas bioquimicas.

En la Universidad Nacional de Singapur, se realizo la caracterizacion
de los microorganismos captados en un muestreo de los interiores de
dos establecimientos aislando las bacterias aerdbicas en placas con
Agar Tripticasa Soya (TSA) y se siguié el criterio del Manual de
Bergey para la identificacién de dichas bacterias. Ellos identificaron
hasta el nivel de género por la morfologia de colonias y realizaron una
caracterizacion bioquimica parcial usando procedimientos como
tinciébn de Gram y pruebas de movilidad, produccién de indol, rojo de
metilo, Voges-Proskauer, utilizacion de citrato, produccion de HzS,
fermentacion de carbohidratos, catalasa, oxidasa, almidon, gelatina e
hidrdlisis de lipidos (Rajasekar et al., 2011).

En ldaho, Estados Unidos, se realizé un muestreo en una fabrica de
lacteos, y para la identificacion de microorganismos se realizé analisis
de secuenciacién de ADN amplificado por Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de bacterias clonadas y hongos aislados para
determinar género y especie de microorganismos. Las secuencias
obtenidas de rADN 16S fueron comparadas con las existentes en la
base de datos BLAST del Centro Nacional de Informacion para
Biotecnologia (NCBI por sus siglas en inglés) y la alineaciéon de
secuencias se realizé con el editor de alineacion de secuencias
BioEdit (Dungan et al., 2010).
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En Japon se evalué la composicién y el origen de bacterias
transportadas por el aire. Los investigadores extrajeron ADN de los
cultivos en caldo tripticasa soya (TS) después de tres dias de
incubacion usando dodecilsulfao sodico (SDS), proteasa y lisozima.
Posterior a la extraccién el ADN fue purificado con extraccion de fenol-
cloroformo, extraccion de cloroformo y precipitacion de etanol. Los
fragmentos de rADN 16S fueron amplificados por PCR para realizar
la secuenciacion y dichas secuencias fueron comparadas con el
banco de datos de ADN de Japon (DDBJ por sus siglas en inglés)
usando BLAST (Maki et al., 2013).

2.5.- Microorganismos comunmente transportados por el aire en
ambientes interiores.

A pesar de las diferentes condiciones ambientales, geogréficas y
ocupacionales de los lugares de muestreo de las diferentes
investigaciones de este tipo, es comun encontrar los mismos géneros
y especies de microorganismos en los resultados obtenidos.

En Cuba, en el 2014, se realiz6 una investigacion para la
caracterizacion de la microbiota aérea en dos depdsitos del Archivo
Nacional de la Republica de Cuba enfocandose solo en los hongos.
Los autores reportaron la presencia de géneros flngicos como
Cladosporium, Aspergillus y Penicillium, siendo Cladosporium el
género mas abundante. Ademas, se encontraron levaduras de los
géneros Candida y Rhodotorula (Borrego et al., 2014).

En edificaciones administrativas (Cardozo-Becerra y Araque-Mufioz,
2015) se reportaron hongos de los géneros Cladosporium, Aspergillus
y Penicillium.

En la troposfera baja del AMM cercana a un area industrial, se
encontraron bacterias de los géneros Enterobacter, Agglomerans,
Salmonella, Klebsiella, y bacterias como Pseudomonas aeuroginosa,
Enterobacter aerogenes (Verastegui et al., 2015).
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Capitulo 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1.- Hipétesis

La microbiota en el aire ambiente de exteriores e interiores diferira
segun la ubicacion de cada area de muestreo, parametros
atmosféricos y antigiiedad de las edificaciones muestreadas.

3.2.- Objetivos

3.2.1.- Objetivo general

Identificar y caracterizar preliminarmente la diversidad microbiolégica
presente en aire ambiente de interiores y exteriores durante cuatro
estaciones del afio en cuatro zonas del AMM.

3.2.2.- Objetivos especificos
1. Recolectar muestras de aire de ambientes interiores y
exteriores en cuatro diferentes zonas del AMM.

2. Cuantificar, aislar y caracterizar los microorganismos viables y
cultivables (hongos y bacterias) en las muestras para iniciar
una base de datos.

3. Estimar la concentracion contaminantes criterio en exteriores
de las zonas a muestrear (PM1o y PMz2.5)

4. ldentificar mediante técnicas moleculares la diversidad
microbioldgica obtenida en primavera y verano.

5. Correlacionar la presencia de microorganismos cultivables con
parametros atmosféricos para determinar la prevalencia de
estos en diferentes épocas del afio.

6. Realizar un diagnéstico de la calidad microbiologica del aire de
acuerdo con los datos obtenidos con el fin de identificar zonas
criticas.

7. Correlacionar la presencia de microorganismos Yy
contaminantes criterio en la incidencia de diversas
enfermedades asociadas con su presencia en los centros de
trabajo y aire de exteriores.

8. Sugerir posibles acciones preventivas o correctivas con el
propoésito de disminuir la carga microbiana de las zonas
afectadas.
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Capitulo 4
MATERIALES Y METODOS

4.1.- Area de trabajo

Para la elaboracion de la presente investigacion se hizo uso de las
instalaciones del Laboratorio de Procesos Microbiolégicos en el
Centro de Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia (CIByN)
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL y el Laboratorio de
Biotecnologia IV de la Universidad Autbnoma de Chihuahua (UACh).

Los muestreos de ambientes interiores y exteriores fueron realizados
en A: institucion de educacién media superior ubicada en la zona sur
del AMM, B: institucién de educacion media superior ubicada en la
zona poniente del AMM, la C: biblioteca ubicada en la zona norte y D:
centro de investigacion ubicado en la zona oriente del AMM.

4.2.- Disposicién de residuos

Los residuos generados durante la realizacion del proyecto de
investigaciébn se dispusieron y clasificaron de acuerdo con las
caracteristicas de estos y a los reglamentos establecidos por la
Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ) de la UANL, haciendo uso de
los contenedores proporcionados por el Departamento de Medio
Ambiente y Seguridad, mismo que se aseguré de llevar a cabo las
labores pertinentes de almacenaje previo a la disposicion final de los
residuos.

4.3.- Muestreos
Las coordenadas de las zonas de muestreo son las siguientes:

Zona A: 25.611052, -100.276181 ZonaB: 25.671709, -100.427630
Zona C: 25.724465, -100.310578 Zona D: 25.763759, -100.123280

A continuacion, en la figura 4, se muestra un mapa de las estaciones
de muestreo con las que cuenta el SIMA, sefialando la ubicacion de
los puntos de muestreo.

Las estaciones de muestreo del SIMA correspondientes a los sitios de
muestreo de esta investigacion son:

e Zona A: Estacién sureste (Guadalupe)

e Zona B: Estacion suroeste (Santa Catarina)

e Zona C: Estacion norte 2 (San Nicolas de los Garza)
e Zona D: Estacion noreste 2 (Apodaca)
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Figura 4. Mapa de sitios de muestreo y estaciones de muestreo del SIMA.

4.3.1 Muestreos en exteriores
Las zonas de muestreo fueron elegidas con el fin de abarcar lo mas
posible el AMM y sus zonas representativas.

Los periodos de muestreo fueron programados para ser realizados en
la mitad de cada estacion, es decir, a partir del dia 45 de cada
temporada, debido a que se haria un solo muestreo por zona y por
estacion, de esta manera se aseguré que hubiera los menores
cambios de temperatura posibles y la medida de PST fuera mas
representativa para cada estacion. Las fechas de los muestreos de
primavera fueron las siguientes: el 29 de mayo se muestrearon las
zonas Ay By el 30 de mayo zonas C y D (2019). Los muestreos de
verano fueron realizados el 7 de agosto en las zonas C y D, mientras
que en las zonas Ay B el 8 de agosto de 2019. En otofio, el 20 de
noviembre se muestred la zona A, el 21 de noviembre la zona B, el 25
de noviembre la zona C y la zona D el 28 de noviembre, todas en el
afo 2019. Finalmente, los muestreos de invierno fueron el 4 de febrero
en la zona D, el 5 de febrero en la zona A, el 7 de febrero en la zona
By el 12 de febrero en la zona C (afio 2020).

En los muestreos de verano, el muestreador utilizado para las zonas
B y C presentd fallas, al muestrear un flujo muy bajo que no permitia
las correctas mediciones de PST, por lo que dichos datos tuvieron que
ser estimados con las concentraciones de PMio reportadas por el
SIMA, usando las relaciones de PM10/PST mencionadas en la
seccion 2.2.1.4.

Para los muestreos se utilizaron muestreadores de alto volumen (High
volumen sampler) (Hi Vol) marca Tisch Environmental (figura 5).
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Dichos muestreos tuvieron una duracion de 24 horas para que
tuvieran validez estadistica, tal y como lo dicta la norma NOM-035-
SEMARNAT-1993. De la misma manera, el flujo de los muestreadores
fue calibrado utilizando el método mencionado en dicha norma, en
donde se hizo uso de un manémetro Dwyer y cartas de flujo (figura 6)
para medir presion y flujo respectivamente.

Figura 6. Carta de flujo para muestreador de alto volumen.

La calibracion consistio en registrar tanto el menor y el mayor volumen
de aire de muestreo, asi como las presiones correspondientes de
tales flujos. Después, se eligieron cinco valores de flujo que estuvieran
entre el volumen menor y el volumen mayor. Una vez registrados los
flujos elegidos, se modulo el flujo con el calibrador del equipo (figura
7) y se registraron las presiones registradas en el manometro para
cada valor de los flujos elegidos anteriormente.
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Figura 7. Modulador de flujo (encerrado en
rojo).

Con dichos datos, se construyd una gréafica, teniendo como valor
dependiente las presiones (en el eje de las ordenadas) y como valor
independiente los valores de flujo (en el eje de las abscisas),
obteniendo una grafica de una recta con la que fue posible realizar
una regresion lineal para obtener un coeficiente de correlacion (r?).

Una vez calibrado el equipo, se retiré el modulador de flujo y se coloco
el filtro de fibra de vidrio para PST y se iniciaron los muestreos por 24
horas. Cabe mencionar que a los filtros se les realiz0 un
acondicionamiento (propuesto por el equipo de investigacion)
calentando a 100 °C en la estufa por al menos 24 horas para llevarlos
a peso constante. Los filtros se pesaron y se registré el peso (Gi).

En cada uno de los lugares de muestreo, se registré la temperatura,
la humedad relativa, la calidad de aire, presencia de precipitacion en
ese periodo de tiempo y ademas la velocidad del viento.

4.3.1.1 Tratamiento de muestras de ambientes exteriores
(Concentraciéon de PST, PMioy PMas)

Después de las 24 horas de muestreo, los filtros fueron cortados a la
mitad. Una de las mitades se conservo tal cual como se sacé del
muestreador (filtro usado para el andlisis microbiologico) y la parte
restante, se sometié al mismo tratamiento mencionado en el parrafo
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superior (calentamiento a 100 °C por 24 horas) para eliminar la
humedad contenida.

Al retirar los filtros de la estufa, estos se pesaron nuevamente (Gt/2) y
se utilizo la ecuacion 1 para obtener la concentracion de PST, como
lo dicta la NOM-035-SEMARNAT-1993:

Ecuacion 1. Ecuacion dictada por la NOM-035-SEMARNAT-1993

(G; — G;) X 10°
4

PST =

Dénde V es el volumen total de aire muestreado en m?3 y el resultado
es expresado en pg/ms3.

Como se mencionod en los antecedentes, algunos autores propusieron
relaciones de PMi1o/PST y PM2s/PMio. Para los resultados que se
muestran en el presente trabajo, se realiz6 un promedio de dichas
relaciones propuestas por tres diferentes autores (mencionados en la
seccion 2.2.1.4) y se usaron las relaciones siguientes: PM1o/PST =
0.51 y PM2.5/PM1o = 0.45.

4.3.1.2 Tratamiento de muestras para analisis microbioldgico

Se tomaron las mitades de filtro que no se someti6é a calor y en una
capsula se peso6 0.1 g de cada uno de los filtros tal como se sacaron
del muestreador (figura 8) y esta cantidad de muestra se afiadio a 100
ml de agua estéril en matraces Erlen Meyer, dejando reposar la
solucion por 15 minutos, agitando al principio y ocasionalmente
durante este tiempo (De la Rosa et al. 2000) (figura 9).

Figura 8. Pesaje de filtro con microorganismos después de retirarlo del
muestreador.

Al paso de los 15 minutos, con un asa de nicromo se tomd una
muestra de cada matraz y se realiz6 una siembra estriada en agar
nutritivo (para el crecimiento de bacterias) y en agar PDA (para el
crecimiento de hongos). Las cajas de agar nutritivo se incubaron por
48 horas y las de PDA por 7 dias, ambas a 37 °C; aunque la
temperatura Optima para el crecimiento de los hongos es de 25 °C, se
incubaron a 37 °C debido a que solo se contaba con una incubadora
y se le daba preferencia a esta ultima temperatura debido a que los
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demas investigadores trabajaban con bacterias, las cuales requieren
diferentes temperaturas a los hongos.

Figura 9. Obtencién de suspension microbiana a partir de los filtros
empleados en los muestreadores.

Transcurrido el tiempo de incubacion de microorganismos, se aislaron
las diferentes colonias obtenidas de los cultivos de las muestras
originales (filtros) para realizar tincion de Gram y observarlos en el
microscopio éptico.

4.3.2 Muestreo en interiores

Los lugares donde se realizaron los muestreos fueron contiguos a las
zonas del muestreo de exteriores. Dichas instalaciones tenian las
caracteristicas de ser centros de educacion media superior (zonas A
y B) con alto flujo de personas, una biblioteca de aproximadamente
30 afios con alto flujo de personas y un edificio recientemente
construido con poco flujo de personas (zona D)

Los muestreos se llevaron a cabo durante el 2019, los
correspondientes a primavera fueron realizados el 29 de mayo en las
zonas Ay By el 30 de mayo en las zonas C y D. Los de verano se
llevaron a cabo el 7 de agosto para las zonas C y D, mientras que en
las zonas A y B fueron el 8 de agosto. En otofio el muestro en la zona
A fue el 20 de noviembre, el 21 de noviembre en la zona B, el 25 de
noviembre en la zona C y el 28 de noviembre en la zona D. Los
muestreos correspondientes a la estacion de invierno fueron todos en
el afo 2020, teniendo las fechas siguientes: 4 de febrero para la zona
D, 6 de febrero para la zona A, 7 de febrero en la zona B y el 13 de
febrero en la zona C.

En los lugares de muestreo, se verificO que no hubiera corrientes de
aire, se registro si las ventanas estaban abiertas o cerradas y la
cantidad aproximada de personas que habia dentro de las
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instalaciones (alrededor de 40 personas en los salones de clases, 20
en la biblioteca y un méaximo de cinco en el centro de investigacion).

Se prepararon algunas cajas de Petri con agar nutritivo (AN) y otras
con PDA (agar dextrosa papa) y estas fueron abiertas en los lugares
de muestreo, exponiéndolas al ambiente por 30 minutos (De la Rosa
et al., 2000) (figura 10).

Al igual que en los muestreos de exteriores se registraron los
parametros de temperatura, humedad relativa y calidad de aire (en el
exterior).

Figura 10. Cajas expuestas al ambiente (dentro del recuadro rojo).

4.3.2.1 Tratamiento de muestras de ambientes interiores

Una vez finalizados los muestreos, las cajas de Petri fueron selladas
con parafilm para evitar contaminaciones y se transportaron al
laboratorio en una hielera.

Las cajas fueron incubadas por 48 horas (AN) y por 7 dias (PDA) a 37
°C. Transcurrido el tiempo mencionado se hizo un conteo de las
colonias y el resultado fue registrado. Las colonias mas
representativas fueron aisladas en nuevos agares con la técnica de
estria cruzada para bacterias. Estos aislados fueron incubados a las
mismas condiciones que las muestras originales y a cada uno de los
aislados se les realiz6 una caracterizacion morfolégica por medio de
tincibn de Gram y observacion en el microscopio 6ptico. Por su parte,
los hongos fueron tefiidos con azul de metileno (Bonifaz Trujillo,
2015).

Las muestras bacterianas que serian sometidas a secuenciacion (de
las estaciones de primaveray verano) se prepararon en caldo nutritivo
pues era necesario que estuvieran en estado liquido para realizar la
extraccion de ADN. Se usaron las mismas condiciones de incubacion,
s6lo que esta vez en tubos de ensayo con tapa de rosca.
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4.4 Caracterizacion molecular

4.4.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN bacteriano fue realizada con un ml de cultivo y
un kit de extraccién de ADN (Wizard®), siguiendo los siguientes pasos
descritos por el fabricante del kit de extraccion:

1.

2.

w

o

9.

Los tubos Eppendorf que contenian el cultivo fueron
centrifugados por tres minutos a 10000 rpm.

Se afadieron 120 pl de buffer de fosfatos a los tubos, se
centrifugaron por tres minutos a 10000 rpm y se decanto el
sobrenadante.

Se agregaron 600 ul de solucién de lisis nuclear.

Se incubaron los tubos por cinco minutos a 80 °C vy
posteriormente las muestras se dejaron enfriar a temperatura
ambiente.

Se afadieron 3 pl de solucién de RNAasa.

Se incubaron las muestras en bafio maria por 45 minutos a
temperatura ambiente.

Se agregaron 200 pl de solucién de precipitado de proteinas y
se mezcl6 con ayuda de un vortex.

Las muestras fueron incubadas en hielo por cinco minutos y
posteriormente se centrifugaron por cinco minutos a 10000
rpm.

El sobrenadante fue transferido a tubos limpios con 600 ul de
alcohol absoluto.

10. Los tubos con alcohol y sobrenadante fueron centrifugados a

10000 rpm por tres minutos.

11.Se afadieron 600 pl de etanol al 70% a los tubos y se

centrifugaron por tres minutos a 10000 rpm.

12.El sobrenadante fue decantado y los tubos se dejaron secar

por 10 minutos, para posteriormente ser rehidratados en 100 pl
de solucion rehidratante.

Figura 11. Electroforesis para verificacion de
extraccion de ADN.
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Para verificar la calidad del ADN extraido, se realizé una electroforesis
(figura 11) en gel de agarosa al 1% usando un voltaje de 95 V por 30
minutos, usando TAE (Tris-Acetato-EDTA) como buffer de carga. Se
colocaron 5 pl de muestra en el gel y una extraccion de ADN
previamente obtenida por el equipo de investigacion para comparar la
banda producida por la muestra.

El ADN bacteriano extraido fue congelado hasta el momento de
realizar PCR, en donde se buscé amplificar la region 16S.

4.4.2 Amplificacién de ADN por PCR

Para realizar la PCR, se elaboraron 20 pl de mix, usando las
siguientes cantidades de reactivos: 2.5 ul de buffer de reaccién, 2 ul
de MgCl2 (50 mM), 1 pl de DNTP’s (10X), 1 ul de primer forward 100X
(5 CCATATCAATAACCGGAGGAAAAG 3’), 1 ul de primer reverse
100X (5° GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’), 0.25 pl de GoTaq®
polimerasa y 12.25 pl de agua.

La amplificacion fue realizada en un termociclador Labnet (figura 12)
usando 35 ciclos de: 94 °C por cinco minutos (ciclo inicial), 94 °C por
un minuto, 55 °C por un minuto, 72 °C por un minuto y un ciclo final de
72 °C por 5 minutos.

Las amplificaciones, al igual que las extracciones, fueron
comprobadas mediante electroforesis usando un marcador de 100

pb).

\

Figura 12. Termociclador Labnet.

28



4.4.3 Secuenciacion e identificacion
Una vez verificadas las amplificaciones, éstas fueron enviadas a
Macrogen para su secuenciacion.

Las secuencias recibidas fueron analizadas utilizando la base de
datos BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology
Information:  http://www.ncbi.nim.nih.gov). La alineacion de
secuencias se realizdé con el programa Clustal X2 y la edicion de
secuencias con el programa SeaView4.

Capitulo 5
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Muestreos

5.1.1 Muestreos en exteriores (concentracién de PST, PMio y
PM2s)

Estudios de diferentes paises han encontrado que las mayores
concentraciones de PMzs se dan en la estacion de invierno, mientras
que la estacién de verano es la més limpia (Ma et al., 2017). Ha sido
reportado que la concentracion de PM2s es casi tres veces mayor en
temporadas frias que en temporadas calidas (Barraza et al., 2017).
Dichos estudios fueron realizados durante periodos largos de tiempo,
9y 15 afios respectivamente, por lo que el comportamiento estacional
descrito por tales datos es recurrente y respalda dicha tendencia.
Cabe mencionar, que existen relaciones establecidas en estudios
anteriores sobre la existencia de correlacion entre las concentraciones
de PMio, PM2sy PST, por lo que al incrementar una de estas
concentraciones, se debe tener en cuenta que las dos restantes
también lo hicieron.
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Los resultados obtenidos correspondientes a PST en las cuatro zonas
de muestreo durante las cuatro estaciones en este trabajo se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones de PST por zonas de muestreo de exteriores del AMM en

las diferentes estaciones del afio 2019-2020.

Concentracion de PST (ug/ms3)

Zona Primavera Verano Otofio Invierno
A 98.14 52.5 *234.15 157.2
B *293.31 *130* 57.84 *180.77
C 176.8 110.41* 216.5 139.36
D 29.2 43.47 77.2 90.37

*Valores de las concentraciones mas altas
*Datos estimados con las concentraciones de PMjq registrados por el SIMA

Se puede observar en la tabla 7 que la zona B fue la que presenté
concentraciones mas altas en tres de las cuatro estaciones del afo,
concordando con los datos arrojados por el SIMA en afios anteriores.
Debido a que las normas oficiales mexicanas solo establecen limites
para las PMio (50 pg/m?) y las PM2s (30 pug/m3), no para PST, se
calcularon las concentraciones de las dos primeras mediante el uso
de relaciones PM1o/PST y PM2.5/PM10 mencionadas anteriormente en
la seccion de antecedentes para poder determinar qué zonas rebasan
estos limites y asi ser catalogadas como “zonas criticas”.

Los resultados se presentan a continuacion por estacion del afio, para
poder realizar el analisis de variaciones en concentraciones y
parametros meteorologicos.

En la tabla 8 se muestran las concentraciones de PMio y PM2sYy las
condiciones meteoroldgicas presentes en los dias de muestreo.

La temperatura, la humedad y la velocidad del viento son un promedio
de los datos reportados por el SIMA cada hora en los dias de
muestreo.

Tabla 8. Concentraciones estimadas de PM1wo y PM2s y parAmetros climéticos en
primavera.

Zona de 3 2 | Temperatura | Humedad Velocidad
muestreo | PMao (Mg/m?) | PMzs (ug/m®) °C) relativa (%) | J€! viento
(km/h)
A *50.05 22.52 29 66 17
B *149.59 *67.31 29 60 6
C *90.17 *40.58 29 62 )
D 14.89 6.7 25 82 9.7

*Valores que sobrepasan los limites establecidos por la NOM-025-SSA1-2014.

Tres de las zonas de muestreo estuvieron por encima de los limites
marcados por la NOM-025-SSA1-2014 para PMioy dos zonas por
encima de los establecidos para PMzs, sin embargo, la zona A apenas
rebaso los 50 pg/m3y su concentracion de PMas estuvo dentro del
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valor establecido. En contraste, las zonas B y C mostraron valores
muy altos en ambos tipos de particulas, siendo los lugares con
velocidades de viento mas bajas, ademas de que la zona B (Santa
Catarina) a pesar de que Santa Catarina es el municipio con menos
habitantes de los cuatro municipios muestreados, existe una gran
industrializacion; detras de la zona de muestreo se encuentra ubicada
una pedrera, lo que puede contribuir a las altas concentraciones de
particulas.

Nuevamente, en la tabla 9 se muestra que las zonas B y C presentan
las mayores concentraciones de PMio y PMzs, incumpliendo los
limites establecidos por la norma, pero se ve un decremento
significativo, pudiéndose atribuir al incremento de temperatura, cuyo
efecto se discutirh mas adelante.

Tabla 9. Concentraciones estimadas de PM1o y PM2sy parametros climaticos en
verano.

Zona de PM2s Temperatura Humgdad Velogldad
muestreo | PMao (Hg/m?) (ug/m?) °C) relativa | del viento
(%) (km/h)
A 26.78 12.05 38 47 15,7
B *66.3 29.84 37 37 16
C *60.69 27.31 34 42 13
D 22.17 9.98 29 60 8

* Valores que sobrepasa los limites establecidos por la NOM-025-SAA1-2014.

En la tabla 10 correspondiente a la estacion de otofio, se muestra que
por primera vez la zona B no muestra mayores concentraciones a las
establecidas por la norma y también se puede observar que tiene las
concentraciones mas bajas, tanto de PMio como de PM:s,
pudiéndose atribuir a que esta zona es la que presenta la méas alta
velocidad de viento. La zona C sigue mostrandose con
concentraciones mayores a las debidas, acompafada de la zona A.
En la zona A se puede observar que la temperatura es la més baja de
las cuatro zonas también presentando el porcentaje de humedad mas
alto, condiciones que propician la estabilidad de la capa limite
atmosférica, impidiendo la dilucion de contaminantes (Garret et al.,
1994).

Tabla 10. Concentraciones estimadas de PM1o y PM2sy parametros climaticos en otofio.

Zona de PMuo (ug/m?) | PMas (ug/m?d) Temperatura | Humedad \ég:(i/(fédna:g
muestreo 10{Hg 25 (M9 (°C) relativa (%)
(km/h)
A *119.42 *53.74 21 79 9
B 29.50 13.27 26 60 13*
C *110.45 *49.70 31 21 5
D 39.37 17.72 23 10 3

*Valores que sobrepasan los limites establecidos por la NOM-025-SSA1-2014.
*Valor tomado de un histdrico climatico (meteored.mx) diferente al SIMA, pues los datos no estaban
disponibles.

Finalmente, en la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos en
invierno, en donde tres de las cuatro zonas muestreadas
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sobrepasaron los limites establecidos para los dos tipos de particulas,
a excepcion de la zona D que siempre se encontr6 dentro de los
limites, sin embargo, se puede observar un aumento en las
concentraciones, acercandose bastante a la concentracibn maxima
establecida.

Tabla 11. Concentraciones estimadas de PMio y PM2sy parametros climaticos en invierno.

Zona de 3 5y | Temperatura | Humedad Velocidad
muestreo PM1o (ug/m3) PMzs (ng/m?3) °C) relativa (%) del viento
(km/h)
A *80.17 *36.08 15 37 12
B *92.19 *41.49 18 35 5
C *71.09 *31.99 13 71 8
D 46.09 20.74 22 37 6

*Valores que sobrepasan los limites establecidos por la NOM-025-SSA1-2014.

La temperatura, la velocidad del viento y la humedad relativa son
factores determinantes para la capa limite atmosférica la cual es la
porcion de tropésfera mas cercana a la superficie, jugando un papel
fundamental en el transporte y difusibn de contaminantes, asi, la
calidad de aire se ve afectada por la profundidad de esta capa (Garcia
et al, 2014).

A altas temperaturas la superficie sufre un fuerte calentamiento,
produciendo inestabilidad térmica. La altura de la capa limite en
condiciones inestables se encuentra generalmente por debajo de los
dos a tres km, su cima esta bien definida por la fuerte disminucion de
concentracién de aerosoles a una altura de 1200 m (figura 13). Por el
contrario, se tiene también la capa en condiciones estables, la cual se
da a temperaturas bajas, en respuesta al enfriamiento de la superficie
por emisiones de longitudes de onda largas al espacio. La turbulencia
es mucho menor y en consecuencia la profundidad de la capa es no
mayor a unos cientos de metros, por lo que la dilucion de los
contaminantes es muy pobre (Garret et al., 1994).
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Figura 13. Concentracion de aerosoles vs altura. Imagen reimpresa
de: Review: the atmospheric boundary layer por Garret, J. R et
al.,1994. 32



Con la informacién anterior se puede explicar por qué las
concentraciones de contaminantes en invierno (condiciones estables)
suelen ser mayores que en las estaciones con temperaturas calidas
(condiciones inestables). Entre mas alta sea la temperatura y la
velocidad del viento, es mas facil que ocurran turbulencias, las cuales
hacen que las corrientes verticales suban, provocando que la capa
limite adquiera méas profundidad y altura, dando lugar a la mejor
difusion y transporte de los contaminantes. Mientras tanto, con
temperaturas frias, donde suele haber mas humedad, las corrientes
de aire verticales no suben lo suficiente y la capa limite suele tener
altura y profundidad menores a cuando se presentan las condiciones
inestables, por lo que los contaminantes se encuentran mas cercanos
a la superficie y mas concentrados.

En la figura 14, se muestran los filtros de los muestreos en cada
estacion y cada época del afio. En el recuadro blanco en la parte
superior de cada columna de filtros se indica la estacion del afio y en
dentro de cada filtro se indica la letra A, B, C o D para indicar en que
zona fue realizado el muestreo.

Figura 14. Filtros (fibra de vidrio) después de muestreos de PST por época del afio.

Para una mejor apreciacion del comportamiento de las
concentraciones de PST con respecto a parametros meteorolégicos,
se presentan las figuras 15, 16 y 17. En las tres graficas se representa
en el eje horizontal la zona de muestreo (primera letra) y la estacion
del afio (segunda letra), por ejemplo, la primera barra corresponde a
la zona A en primavera (AP).

En la figura 15 se puede apreciar que en el pico mas alto de
temperatura (aproximadamente 38 °C) se encuentra una de las
concentraciones mas bajas de PST (50 pug/m3) y en la temperatura
mas baja (15 °C) se presenta una concentracion de 157 pg/m?d. La
tendencia observada por lo general parece ser inversamente
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proporcional a la temperatura, aunque la humedad y la velocidad del
viento también juegan un papel muy importante en su dispersion, pero
basado en los datos se puede observar que, en las temperaturas mas
bajas de cada zona, se muestran concentraciones de PST mas altas
de esa estacion de muestreo.
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Figura 15. Concentracién de PST vs temperatura por zona de muestreo en cada
estacion del afo.

En la figura 16, no es tan notable la relacién que existe entre las
concentraciones de PST y el porcentaje de humedad relativa; un
estudio realizado con enfoque en las PMio menciona que las
condiciones favorables para la permanencia de estas particulas son
en invierno, cuando la velocidad del viento es baja, el porcentaje de
humedad relativa es alto y las temperaturas son bajas (Widziewicks
et al., 2018). Sin embargo, a diferencia de la temperatura, que afecta
en tiempo real, la humedad no. Eso podria explicar el alto porcentaje
de humedad que se aprecia en el pico correspondiente de primavera
en la zona D, en donde se presento lluvia el dia de muestreo y dias
anteriores, lo que pudo haber limpiado el aire.
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Figura 16. Concentracion de PST y humedad relativa por zona de muestreo en cada
estacion del afio.

Finalmente, en la figura 17, haciendo la comparacién por zonas de
muestreo, se observa que en donde se encuentran los picos de mas
bajas velocidades de aire, también se ubican las mayores
concentraciones de PST. Lo anterior debido a las pocas corrientes de
aire que favorezcan la dispersion de los contaminantes. Por ejemplo,
en la zona A, verano fue la estacién con menor velocidad del aire fue
otofio y es ahi donde se presenta la mas alta concentracion de PST
de las cuatro estaciones del afio. En la zona B, primavera e invierno
tuvieron las temperaturas mas bajas y las concentraciones de PST
mas altas. En la zona C, otofio fue la estacibn con mayor
concentraciéon de PST y también presentd la menor temperatura.
Finalmente, la zona D presenta su menor temperatura en la estacion
de otofio, sin embargo, la mayor concentracién de PST se tiene en
invierno, cuando se tuvo la temperatura mas baja.

Desde el 2005, la NOM-025-SSA1-1993 “Salud ambiental. Criterios
para evaluar la calidad del aire ambiente, con respecto a material
particulado. Valor de concentracion maxima de material particulado
para particulas suspendidas totales PST, particulas menores de 10
micrometros PM1o y particulas menores de 2.5 micrometros PMzs en
el aire ambiente como medida de proteccion a la salud de la
poblaciéon” quedé modificada estableciendo concentraciones
maximas permisibles solo para PMio y PMzs, pues son de mayor
importancia por su pequefio tamafio y facil inhalacion. Antes de esta
modificacion, el promedio maximo permitido en 24 horas era de 210
nug/m3. En la figura 17 dicho limite se indica con una linea roja, sin
embargo, cabe recalcar que este limite ya no es valido y se usa como
referencia solamente.
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Figura 17. Concentracion de PST vs velocidad del viento por zona de muestreo en
cada estacion del afio.

Se puede observar en la figura 17 que la zona A, By C excedieron la
concentracibn maxima que permitia la norma antes del afio 2005, la
zona A y C en otofio y la zona B en primavera. Debido a que
actualmente solo son vélidas las concentraciones de PM1oy PMz s, se
establecen como zonas criticas la zona B y C, pues, la zona B
sobrepaso el limite establecido en tres de las cuatro estaciones del
afio y la zona C incumplié los limites en las cuatro estaciones.

5.1.2 Bioaerosoles en exteriores

A continuacion, se presenta una tabla por cada zona de muestreo,
mostrando los resultados obtenidos en cada una de las estaciones del
afno.

En la tabla 12 se muestran los resultados de los muestreos realizados
en la zona A. En las estaciones de verano e invierno no se obtuvieron
UFC; en verano pudo deberse a la baja concentracion de PST,
ademas de presentar la velocidad de viento mas alta, la cual favorece
la dispersion de contaminantes en el aire. En cambio, en invierno, la
cantidad de PST es aproximadamente tres veces mayor que en
verano y aun asi no se presentan bacterias; en algunos estudios sobre
la variabilidad estacional de la concentracién de bacterias en el aire
en ambientes urbanos, acuerdan que la concentracion bacteriana es
mayor en periodos donde las temperaturas son altas (Genitsari et al.,
2017). En cambio, el crecimiento de hongos se ve favorecido por bajas
temperaturas y el alto porcentaje de humedad relativa (Rajasekar et
al, 2011).

Es posible apreciar, que primavera es la Unica estacion presenta nivel
de calidad regular y es el que cuenta con mas UFC de bacterias.
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Tabla 12. UFC obtenidas de los filtros de muestreo de exteriores en la zona A.

Zona A Filtros AN | Filtros PPA PST3 Temperatura Hrirg?iegd Xsll?/?édnet‘g
(UFC) | (UFO) | (ugim?) ¢C) %) km/h)
RPrimavera 17 0 98,.4 29 66 17
BVerano 0 0 52.5 38 47 16
BOtofio 1 0 234.15 21 76 9
Blnvierno 0 3 157.2 15 37 12

Rindica calidad de aire regular de acuerdo con el SIMA

BIndica calidad de aire buena de acuerdo con el SIMA

anAgar utilizado para el crecimiento de bacterias (agar nutritivo)

PDA Agar utilizado para el crecimiento de hongos (agar dextrosa papa)

En la tabla 13, correspondiente a la zona B se sefala que, en los dias
de muestreo de cada estacion del afio, hubo buena calidad de aire
(segun los criterios mencionados en la seccién 2.1.2). Las Unicas
estaciones que presentaron UFC de bacterias fueron primavera e
invierno, las cuales fueron las estaciones con mayor concentracion de
PST y bajas velocidades de viento. Segun Fan et al. (2019) la
concentracion de bacterias depende mas de la cantidad de material
particulado en el ambiente, mientras que los parametros
meteoroldgicos afectan en menor cantidad, sin embargo, no se deja
de lado que estos ultimos siguen afectando, aunque sea un poco las
concentraciones bacterianas. Las UFC de hongos se obtuvieron
también en primavera e invierno, con una mayor cantidad en invierno,
donde el porcentaje de humedad relativa no es alta, sin embargo, la
temperatura es menor que en primavera. A pesar de que la
concentracion de PST fue mayor en primavera, la temperatura era
mayor que en invierno, por lo que en ésta Ultima estacion, el
crecimiento se vio favorecido por la baja temperatura (se ha
establecido que la temperatura 6ptima de crecimiento de los hongos
es de entre 25y 30 °C) (Pietikainen et al., 2005) y la alta concentracion
de PST.

Tabla 13. UFC obtenidas de los filtros de muestreo de exteriores en la zona B.

Zona B Filtros AN | Filtros PPA PST Temperatura Hrlggfi?/gd \ég:?/?édn?g
(UFC) | (UFC) | (ug/m?) (°C) %) (kmih)
BPrimavera 2 1 293.31 29 60 6
BVerano 0 0 130+ 37 37 16
BOtofio 0 0 57.84 26 60 0
BInvierno 2 3 180.77 18 35 5

BIndica calidad buena calidad de aire de acuerdo con criterios del SIMA
an Agar utilizado para el crecimiento de bacterias (agar nutritivo)

PDA Agar utilizado para el crecimiento de hongos (agar dextrosa papa)
*Dato estimado con las concentraciones de PM g registradas por el SIMA

En la zona C (tabla 14) hubo calidad de aire regular en primavera,
siendo la estacion con mas UFC de bacterias mostrando, ademas,
una de las mayores concentraciones de PST. En invierno solamente
se presentd una UFC, la concentracion de PST es menor que la de
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primavera y la calidad de aire fue buena, ademas mostré parametros
meteoroldgicos como la temperatura mas baja y el porcentaje de
humedad mas alto, lo que probablemente propicié que se presentara
la mayor cantidad de UFC de hongos que en las otras estaciones del
afo (Rajasekar et al, 2011).

Tabla 14. UFC obtenidas de los filtros de muestreo de exteriores en la zona C.

Zona C Filtros AN | Filtros PPA PST Temperatura Hrlglg(;sgd \é::?/?édn?g
(UFC) (UFC) (Hg/m3) (°C) (%) (km/h)
RPrimavera 7 1 176.8 29 62 8
BVerano 0 0 110.41* 34 42 13
BOtofio 0 1 216.57 31 21 5
Blnvierno 1 2 139.36 13 71 8

R Indica calidad de aire regular de acuerdo con el SIMA

BIndica calidad de aire buena de acuerdo con el SIMA

an Agar utilizado para el crecimiento de bacterias (agar nutritivo)

PDA Agar utilizado para el crecimiento de hongos (agar dextrosa papa)

*+ Dato estimado con las concentraciones de PM g registradas por el SIMA

En la zona D (tabla 15) el nivel de calidad de aire fue regular en dos
de las estaciones (primavera y verano), siendo primavera la que
presentd mayor cantidad de UFC de bacterias, en otofio solo se
obtuvo una UFC. Con respecto a las UFC de hongos, solo se
obtuvieron en invierno, nuevamente cuando se presento la
temperatura més baja.

Tabla 15. UFC obtenidas de los filtros de muestreo de exteriores en la zona D.

Zona D Filtros AN | Filtros PPA PST Temperatura Hrlglg(;s:d X::?/?édnatlg
(UFC) | (UFO) | (ng/m?) (°C) ) (kmih)
RPrimavera 14 0 29.2 25 82 9,7
RVerano 0 0 43.47 29 60 8
BOtofio 1 0 77.2 23 10 3
BInvierno 0 5 90.37 22 37 6

RIndica calidad de aire regular de acuerdo con el SIMA

BIndica calidad de aire buena de acuerdo con el SIMA

anAgar utilizado para el crecimiento de bacterias (agar nutritivo)

PDA Agar utilizado para el crecimiento de hongos (agar dextrosa papa)

Las bacterias obtenidas del exterior fueron en su mayoria cocos Gram
+. La mayoria de los hongos obtenidos en el ambiente exterior, fueron
del género Aspergillus.

5.1.3 Muestreos en interiores.

A continuacién, se presenta la tabla 16, que muestra la cantidad de
UFC obtenidas en cada una de las zonas de muestreo y en cada
época del afio.
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Tabla 16. Cantidad de UFC bacterianas obtenidas en cada zona de muestreo y
estacion del afio 2019-2020.

UFC bacterias
Estacion del afio A B C D
Primavera 1 40* 1 1
Verano 28* 1 1 3
Otofio 87+ 84 1 3
Invierno 35+ 17 3 35*

*Indica los valores mas altos de UFC en cada estacion del afio.

En la tabla anterior se puede apreciar que las mayores cantidades de
UFC se obtuvieron en la zona de muestreo A. Es dificil catalogarla
como zona critica, ya que no existen normas que especifiquen la
cantidad de UFC por unidad de tiempo, sin embargo, es notable que
las cantidades son mucho mayores a las obtenidas en las zonas C y
D (con excepcién de invierno, en donde la zona A y zona D tuvieron
la misma cantidad de UFC). Comparado con la zona B la diferencia
es menor, pero no existe tanta diferencia como con las otras dos
zonas restantes; estos dos lugares de muestreo son del mismo giro
(salones de clases), la diferencia de cantidad de microorganismos
puede ser debido a la cantidad de alumnos, la zona A cuenta con
aproximadamente 40 alumnos en el salén, pero el espacio de los
salones es mas reducido (6 x 5 m aproximadamente) que en la zona
B (8 x 7 m, con una cantidad de alumnos entre 45 y 55) ademas, en
la zona A las ventanas raramente se abren, aparte, los salones se
encuentran dentro de una edificacién, por lo que las ventanas dan a
instalaciones interiores como se muestra en la figura 18 y cada salén
cuenta con sistema de climatizacion (minisplit). Por el contrario, en la
zona B se abren las ventanas con mayor frecuencia y hay intercambio
de aire interior y exterior, logrando una mejor dilucion de
contaminantes.

L & ! y — <
£ |

Figura 18. A la izquierda se muestra la distribucion de salones en la zona
A dentro de un edificio. En la figura de la derecha se muestra una ventana
de la zona B.

En la tabla 17 se muestra que las UFC de hongos presentaron una
tendencia similar a las UFC bacterianas, las mayores cantidades se
dieron en la zona A en las estaciones de otofio e inverno, lo que va de
acuerdo con lo descrito en las secciones anteriores.
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Tabla 17. Cantidad de UFC (de hongos) obtenidas en cada zona de muestreo y
estacion del afio 2019-2020.

UFC hongos
Estacion A B C D
Primavera 1 1 1 2+
Verano 0 0 1+ 1*
Otofio 23+ 6 2 0
Invierno 78* 13 5 0

* Indica los valores mas altos de UFC en cada estacion del afio.

A continuacién, se muestra una tabla por cada zona, para presentar
los datos meteoroldgicos de los dias de muestreo.

La tabla 18 muestra los resultados en la zona A, donde la mayor
cantidad de bacterias se obtuvo en otofio, estacion que también
presentd mayor concentracion de PST, cumpliendo lo que Fan
establecio en su estudio, que el material particulado influye mas en la
cantidad de bacterias que las condiciones climaticas (Fan et al, 2019).
En contraste, los hongos suelen crecer mas donde hay menores
temperaturas, como lo fue en la estacién de invierno. También cabe
resaltar el hecho de que tanto la mayor cantidad de hongos como de
bacterias se dieron en los dias con velocidad de viento mas bajas.

Tabla 18. UFC en la zona A durante las cuatro estaciones del afio 2019-2020.

sonaa | UFC | UFC | PST | Temperawra | TRCA | (GOOC]
bacterias hongos (ng/m3) (°C) (%) (km/h)
Primavera 1 1 98.14 29 66 17
Verano 28 0 52.5 38 47 15,7
Otofio 87+ 23 234.15* 21 76 9
Invierno 35 78* 157.2 17 57 10

*Indica los valores mas altos de UFC en cada estacion del afio.
* Indica la concentracién de PST mas alta

En la figura 19 se muestra una imagen al microscopio de uno de los
hongos obtenidos de la zona A. Dichas esporas son correspondientes
al género Alternaria, el cual esta implicado en contribuir a reacciones
alérgicas, rinitis en personas que pasan su tiempo en ambientes
interiores (Fung et al, 2000). Macroscopicamente, el cultivo de este
género se aprecia como una colonia que no presenta relieve, es decir,
es plana, algodonosa e inicialmente de color gris, tornandose verde
oliva al paso de los dias. Para la observacion microscopica la tincion
no es necesaria, pues las esporas muestran un color verde intenso o
café. Las esporas de este género son conidios pigmentados de color
verde y suelen estar separados uno del otro, no en cadena. Son
ovoides y septados tanto longitudinal y transversalmente (Rivas et al.,
2014).
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Figura 19. Observacién microscopica sin tincion de Alternaria sp. A) Imagen tomada
al microscopio optico (40x) de muestra de invierno, tomada de la zona A. B)
Observacion microscépica de cultivo (40x), Lab MTU; Imagen tomada de Revista
Chilena de Infectologia (2014).

En 2016, se realizé un estudio en Nuevo Leon, para determinar la
prevalencia de sensibilizacion a hongos en pacientes con alergias
respiratorias mediante pruebas cutaneas. Alternaria alternata mostro
los siguientes porcentajes: 5.2% en rinitis alérgica, 6.5% en asma y
7.2% en rinitis alérgica + asma (Gonzalez et al., 2016).

En la tabla 19 correspondiente a la zona B la maxima cantidad de
bacterias se encuentra en la estacion de otofio y la mayor cantidad de
hongos en invierno. Durante este muestreo la maxima cantidad de
bacterias no coincidié con la maxima concentracion de PST, pero si
con la minima velocidad de viento, condiciébn que causa una baja
dispersién de contaminantes. La maxima cantidad de hongos se
volvié a presentar en invierno, estacion con la temperatura mas baja,
a pesar de que la humedad era la menor que se habia presentado
durante los muestreos.

Tabla 19. UFC en la zona B durante las cuatro estaciones del afio.

Zona B UFC UFC PST3 Tem pl))eratura Hriﬂ?i?lgd Xee II ?/?Iei&:g
bacterias hongos (ng/m3) (°C) (%) (km/h)
Primavera 40 1 293.31* 29 60 6
Verano 1 0 130* 37 37 16
Otofio 84* 6 57.84 26 60 0
Invierno 17 13* 180.77 24 18 8

* Indica los valores més altos de UFC y PST en cada estacidn del afio.
* Dato estimado con las concentraciones de PM1q registradas por el SIMA

En la zona B se tuvo la presencia de Aspergillus niger (figura 20) en
las estaciones de primavera y verano. En la figura A se aprecia el
crecimiento en PDA. Las colonias son granulares y de color negro,
aunque al inicio de su crecimiento el color de estas es blanco. Al igual
qgue con el género Alternaria, no es necesario realizar tincion para la
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observacién de sus caracteristicas microscépicas (20 B), pues el
conidioforo es grueso, largo y aunque carecen de color, sus paredes
se ven muy claras al microscopio; los conidios, son cafés y circulares,
por lo que también tienen mucha visibilidad (Akhtar et al., 2014). Este
hongo al igual que A. fumigatus y A. flavus esta implicado en alergias
e irritaciones previamente mencionadas (Klich, 2009).

Ademas, la zona B fue la Unica en la que se obtuvieron levaduras, en
las estaciones de primavera y verano (figura 21).

B hN

Figura 20. Aspergillus niger aislado en la zona B. A) Crecimiento en PDA B)
Observacion al microscopio (40x).

&

’ r
S
Figura 21. Levaduras de los muestreos de primavera y verano respectivamente
aisladas en la zona B.
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La tabla 20 a diferencia de las dos tablas anteriores, muestra que las
concentraciones tanto de hongos como de bacterias se mantuvieron
uniformes durante las estaciones en la zona C, a excepcion de
invierno, donde se aprecia una pequefia diferencia en el nimero de
colonias, presentdndose en mayor cantidad que en las estaciones
pasadas. Nuevamente las condiciones de temperatura y humedad (la
mas baja y la mas alta respectivamente) favorecieron la mayor
presencia de hongos en esta estacion.

Tabla 20. UFC en la zona C durante las cuatro estaciones del afio 2019-2020.

UFC UFC PST | Temperatura | Humedad | Velocidad
Zona C bacteria hongos (ug/m?) (°C) relativa del viento
(%) (km/h)
Primavera 1 1 176,8 29 62 8
Verano 1 1 110,41* 34 42 13
Otofio 1 2 216,57* 31 21 5
Invierno 3* 5* 139,36 19 73 8

" Indica los valores mas altos de UFC en cada estacidn del afio.
*+ Dato estimado con las concentraciones de PMy registradas por el SIMA

En la figura 22 A se muestra una micrografia de uno de los hongos
obtenidos en la zona C comparada con una imagen tomada de un
trabajo realizado en Espafia, donde se establece que pertenece al
género Cladosporium (figura 22 B). Las colonias que se presentaron
eran redondas, aterciopeladas y de color verde oscuro. Ambos
microorganismos presentan hifas septadas y clamidosporas al
observar sus caracteristicas microscopicas. Es de suma importancia
mencionar que la zona C es una hemeroteca y Cladosporium sp es
un hongo de comun crecimiento en librerias y archivos, siendo
responsable de producir dafios y manchas en papeles (Reis-Menezes
et al, 2011).

Cladosporium sp es un hongo oportunista causante de infecciones
cutaneas, pulmonares y en el sistema nervioso central en pacientes
inmunodeprimidos principalmente (Garnica-Escamilla et al, 2012).

Figura 22. A). Foto tomada de hongo obtenido en los muestreos en la zona C (40X)
B) Cladosporium sp. Micrografia tomada por Lamolda Garcia, C (2016).
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Entre los hongos que se aislaron en la zona C también estan el género

Aspergillus, como lo es Aspergillus niger y Alternaria sp, que se
muestran en la figura 23. Una enfermedad poco comun pero descrita
en hallazgos clinicos es la Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica
(ABPA), la cual en diagnosticos tardios o la falta de tratamiento puede
ocasionar fibrosis, bronquiectasia con produccion cronica de esputo,
y asma cada vez mas severa con pérdida de la funcién pulmonar
(Greenberger et al., 2014).

Figura 23. A. Aspergillus niger. B. Aspergillus sp C. Alternaria sp. (40X)

La zona D, que en general resulté con los valores mas bajos de PST
entre las diferentes zonas, presentd un aumento en las UFC
bacterianas en la estacion de invierno, coincidiendo con los més altos
valores de PST registrados (Fan et al, 2019), por otra parte, la mayor
cantidad de hongos se presentaron en la estacion de primavera, la
cual coincidié con el mayor porcentaje de humedad y una de las
temperaturas mas bajas.

Tabla 21. UFC en la zona D durante las cuatro estaciones del afio 2019-2020.

UFC UFC PST | Temperatura | Humedad | Velocidad
Zona D bacteria hongos (ug/m?) (°C) relativa | del viento
(%) (km/h)
Primavera 1 2% 29,2 25 82 9,7
Verano 3 1 43,47 29 60 8
Otofio 3 0 77,2 23 10 3
Invierno 35* 0 90,37* 22 42 14

* Indica los valores mads altos de UFC en cada estacién del afio.

La identificacibn por medio de observacion de caracteristicas
macroscopicas y microscopicas se realiz6 principalmente en hongos,
ya que su tamafio facilita su distincion por medio de morfologia. Para
el caso de bacterias se realiz6 identificacion por medio de
secuenciacion, para muestras de verano e invierno, resultados que se
muestran en la seccion 5.2. Cabe mencionar que sélo se realizd
secuenciacion de bacterias y especialmente sé6lo de esas dos
estaciones por cuestiones de tiempo y disponibilidad de equipo.
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Durante el afio de muestreo, se aislaron en total 52 colonias
diferentes, presentando morfologia de cocos y bacilos.

En la figura 24, se muestra la distribucién de las 52 colonias aisladas
de acuerdo con la estacion del afio en el total de los sitios de
muestreo. Los cocos Gram (+) fueron los que mostraron
predominancia en las cuatro estaciones del afio. Ademas, se
presentan levaduras, las cuales estuvieron presentes solamente en
verano e invierno.

Microorganismos en muestreos

8

4

: i
. m

Primavera Verano Otoio Invierno

NuUmero de aislados
[e)]

m Cocos gram (+) M Cocos gram (-) Bacilos gram (+)
Bacilos gram - M Levaduras
Figura 24.Distribucion de microorganismos en las diferentes estaciones del afio.

En la figura 25 se muestra que la zona B fue la que presenté mayor
cantidad de cocos Gram (+), en la zona A se aislaron mas bacilos
Gram (+) y Gram (-).

Microorganismos por zona de muestreo
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Zona A Zona B Zona C Zona D
B Cocos gram (+) M Cocos gram (-) M Bacilos gram (+)  Bacilos gram - M Levaduras

Figura 25. Distribucién de microorganismos por zona de muestreo.

Finalmente se presenta en la figura 26 los porcentajes de cada una
de las clasificaciones anteriores, mostrando que los microorganismos
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mas frecuentes son los cocos Gram (+) y los menos frecuentes los
cocos Gram (-) de los cuales no se pudo obtener ninguna cepa a lo
largo de los muestreos.

Distribucion de microorganismos

m Cocos gram (+) = Cocos gram (-) = Bacilos gram (+) = Bacilos gram (-) = Levaduras

Figura 26. Porcentajes de aislados de los diferentes microorganismos.

Cabe mencionar que los bacilos Gram (-) son microorganismos
oportunistas y cuando se contraen causan enfermedades graves, por
ejemplo, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp, las cuales
son asociadas a infecciones nosocomiales (Larrondo, 2010). Por otra
parte, las infecciones por cocos Gram (+) no suelen ser tan graves,
sin embrago su tratamiento se complica debido a la gran resistencia
a antibioticos que presentan estos microorganismos como lo son
Staphylococcus aureus y Enterococcus spp (Rincon et al, 2014).

5.2 Caracterizacion molecular.
5.2.1 Extraccién de ADN.

Se contaba con 22 muestras para las cuales realizarles extraccion de
ADN, sin embargo, solamente se eligieron las 14 muestras que no se
contaminaron en el transporte al laboratorio de Biotecnologia IV
(Ubicado en la UACh, en la ciudad de Chihuahua, Chih.) las cuales se
pudieron reactivar.

En la figura 27 se muestra una imagen de uno de los geles de
electroforesis para verificar la presencia y calidad de ADN bacteriano
extraido, se puede apreciar la diferencia entre M3 y las muestras
restantes (M1, M2, M6 y M7). En presencia de material genético se
pueden observar dos bandas claras, la primera banda es el pocillo
donde la muestra fue depositada y la segunda es hasta donde avanzo
el material genético, indicando que no todo el material genético
depositado en el gel de agarosa avanzo.
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M1 M2Z M3 M6, M7/

- -

Figura 27. Gel de agarosa empleado en electroforesis. Las bandas encerradas en
el recuadro rojo muestran la presencia de ADN no fragmentado y de buena calidad.

5.2.2 Amplificacion de ADN por PCR.

De las 14 extracciones exitosas, se lograron amplificar 12, pues para
dos de las muestras el método indicado en el kit de extraccion no
funciond. En la figura 28 se observa el gel sometido a electroforesis
para comprobar la amplificacién del material genético, ésta vez las
bandas se ubican en diferente posicién debido al tamafio de la cadena
(100 pb), la cual se confirmo6 con el uso de un marcador. Solamente
las etiquetas que inician con la letra M seguida de un numero
corresponden a este trabajo y las etiquetas de Al y A2 corresponden
al agua que se uso para los mixes, verificando que no estuviera
contaminada.

21(2)MF(2)
13,21*%59,49 Mf M1,M1 A1A2

& HB - I e

18,M7,Mc,22,M2

Figura 28. Electroforesis de la amplificaciéon obtenida. Las bandas encerradas en
el recuadro blanco muestran que se logré amplificar el fragmento correspondiente
(100 pb). La primera banda encerrada en el recuadro amarillo corresponde al
marcador de 100 pb.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas en BLAST bajo el criterio
de Rosell6-Mora y Arman (2001) quienes establecen que
microorganismos que tienen mas de un 70% de similitud comparten
un 95% de su ADN. Con un 95% de similitud pertenecen al mismo
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género y pertenecen a la misma especie si se cumple con un 97% o
mas de similitud.

A continuacion, se presentan los arboles filogenéticos de las cepas
RGQ1, RGQ2y RGQ13, RGQ6, RGQ11, RGQ9, RGQ10y RGQ14 de
la figura 30 a la figura 35.

—
0 RGQ7
80

L————— RGQ13
JX517227.1 Bacillus thuringiensis
MK184211.1/ Bacillus safensis
MH367273.1 Bacillus subtilis
MK757966.1 Escherichia coli

Figura 29. Posicion filogenética de las muestras 1, 7 y 13 obtenidas de muestreos
de aire. Analisis basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA con 500
aleatorizaciones tipo Boostrap para maxima verosimilitud usando el modelo de
Tamura-Nei para el género Bacillus.

MK648334.1 Bacillus cereus
52 —|: JX517227.1 Bacillus thuringiensis
RGQ6
— MK184211.1 Bacillus safensis

8 l—— MH367273.1 Bacilus subtilis
MK757966.1 Escherichia coli

Figura 30. Posicion filogenética de la muestra 6 obtenida de muestreos de aire.
Analisis basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA con 500
aleatorizaciones tipo Boostrap para maxima verosimilitud usando el modelo de
Hasewaga-Kishino-Yano para el género Bacillus.

62 MN535170.1 Enterococcus faecium
——_ e
MF582908.1 Enterococcus durans
—74: MK007471.1 Enterococcus lactis

MK757966.1 Escherichia coli

Figura 31. Posicion filogenética de la muestra 9 obtenida de muestreos de aire.
Andlisis basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA con 500
aleatorizaciones tipo Boostrap para maxima verosimilitud usando el modelo de
Hasewaga-Kishino-Yano para el género Enterococcus.
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4100: MK648334.1 Bacillus cereus
8 RGQ10

MK757966.1 Escherichia coli 600468

—— J01859.1 Escherichia coli
62— AB269763.1 Escherichia coli AE1-2
MN960309.1 Escherichia coli EMH-542017

Figura 32. Posicion filogenética de la muestra 10 obtenida de muestreos de aire.
Andlisis basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA con 1000
aleatorizaciones tipo Boostrap para maxima verosimilitud usando el modelo de
Tamura de 3 parametros para cepas Escherichia coli.

% MK648334.1 Bacillus cereus

JX517227 1 Bacillus thuringiensis
— MK184211.1 Bacillus safensis
99— MH367273.1 Bacillus subtilis

MK757966.1 Escherichia coli

Figura 33. Posicion filogenética de la muestra 11 obtenida de muestreos de aire.
Andlisis basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA con 500
aleatorizaciones tipo Boostrap para maxima verosimilitud usando el modelo de
Hasewaga-Kishino-Yano para el género Bacillus.

- Stpahylococcus sp

Stpahylococcus warneri
Enterococcus casseliflavus
Psychrobacter pulmonis

{ Stpahylococcus pasteuri

Escherichia coli

Figura 34. Posicion filogenética de la muestra 14 obtenida de muestreos de aire.
Andlisis basado en las secuencias parciales del gen 16S rRNA con 500
aleatorizaciones tipo Boostrap para maxima verosimilitud usando el modelo de
Kimura de dos parametros para varios géneros.

En la tabla 22 se muestran los porcentajes de similitud que las
secuencias de las muestras tuvieron con las secuencias almacenadas
en BLAST, ademas de especificar su identificacion a nivel género y/o
especie, estacion del afilo en que fueron obtenidas y zona de
muestreo.
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Tabla 22. Microorganismos identificados por secuenciacion.

Muestra Microorganismo %Similitud Epoca del afio Zona de

en BLAST muestreo
RGQ1 Bacillus thuringiensis 97 Primavera B
RGQ6 Bacillus sp 95 Primavera B
RGQ7 Bacillus thuringiensis 97 Primavera B
RGQ9 Enterococcus faecium 97 Primavera B
RGQ10 Bacillus cereus 97 Primavera B
RGQ11 Bacillus cereus 96 Primavera B
RGQ13 Bacillus thuringiensis 97 Verano A
RGQ14 Staphylococcus sp 98 Verano D

El género predominante fue Bacillus, siendo Bacillus thuringiensis el
microorganismo que aparecio en tres de las muestras secuenciadas.
Luego se posiciona Bacillus cereus que aparecié en dos de las
muestras.

De acuerdo con la informacion brindada por el médico alergélogo del
grupo de investigacion del presente trabajo, los géneros Bacillus sp y
Enterococcus sp no estan ligados a enfermedades respiratorias, sin
embargo, estas bacterias forman parte de la microbiota intestinal o
respiratoria, y en conjunto juegan un rol muy importante en la
homeostasis y cualquier alteracidn por uso de antibiéticos o algun otro
factor condiciona el desarrollo de enfermedades alérgica y mas
infecciones.

Respecto con el género de Stapylococcus, se tiene que
Staphylococcus aureus esta ligado a la dermatitis atopica,
enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por infecciones
bacterianas recurrentes como las causadas por dicho
microorganismo. La severidad de la dermatitis atépica puede ser
atribuida a muchos factores ambientales como la contaminacion
ambiental, factores meteorolégicos y la microbiota de la piel. Se sabe
gue del 60% al 100% de los pacientes con dermatitis atopica tienen la
piel colonizada por Staphylococcus aureus a diferencia de una
persona saludable (5% al 30%) (Kim et al., 2019).
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Capitulo 6
CONCLUSIONES

Con base en los resultados del presente estudio y bajo las condiciones
de este, se pueden identificar como zonas criticas a las zonas de
muestreo B y C, ya que superaron los limites permisibles de PMio y
PMz2.s establecidos en la NOM-025-SSA1-2014 en al menos tres de
las cuatro estaciones del afio.

Las zonas criticas con respecto a calidad microbioldgica en ambientes
interiores son las zonas A y B, las cuales presentan mayor cantidad
de UFC debido a la concurrencia de personas.

El mayor conteo de UFC bacterianas y fungicas en interiores se
presentd en la estacién de invierno tal como se esperaba, pues las
mas altas concentraciones de PST se presentan en condiciones
estables de la atmédsfera, es decir, debido a temperaturas bajas las
corrientes verticales de aire son muy pocas en comparacion con las
de verano, por lo que hay muy pocas turbulencias que dispersen los
contaminantes, habiendo mayor concentracion de PST y como se
mencion6 en las discusiones, las particulas son las mayores
acarreadoras de bacterias. De la misma manera, los hongos se vieron
favorecidos por las bajas temperaturas y los altos porcentajes de
humedad relativa en dicha estacion.

El comportamiento del asilamiento de hongos tanto en ambientes
interiores, como exteriores fue muy similar en las cuatro estaciones
del afio, presentdndose mas UFC en los lugares con mayor porcentaje
de humedad relativa y menor temperatura, sin embargo, si la
humedad relativa es baja, el crecimiento de hongos sigue siendo
favorecido por las bajas temperaturas. Por el contrario, la abundancia
de bacterias se ve mas afectada por la concentracion de particulas
suspendidas que por los parametros meteoroldgicos.

Los hongos encontrados en el presente trabajo han sido reportados
que causan padecimientos como rinitis alérgica y asma. Mientras que,
de los microorganismos identificados por secuenciacion,
Staphylococcus sp es el mas relevante con respecto a padecimientos
como la dermatitis atépica.

En ambientes interiores la cantidad de UFC bacterianas aisladas se
ve afectada por el flujo de personas en el lugar de muestreo, mientras
que el aislamiento de hongos se ve méas afectado por condiciones
climaticas. Ademas, al realizar la comparacion en los aislamientos de
ambientes interiores en los sitios de muestreo C y D (edificio antiguo
y nuevo respectivamente) la diferencia de cantidad de colonias no fue
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muy diferente, sin embargo, se observé que es mas comun aislar
hongos en el lugar antiguo que en el edificio nuevo.

Gracias a los aislamientos realizados se cumplié con el objetivo de
generar un listado que contiene los géneros mas comunes de hongos
y bacterias, asi como la estacién en la que se presentan mas
frecuentemente en el Area Metropolitana de Monterrey. Por medio de
la secuenciacion molecular de las muestras de ambientes interiores,
correspondientes a las estaciones de primavera y verano fue posible
la identificacion de bacterias a nivel género de Bacillus sp y
Staphylococcus sp y a nivel especie los microorganismos Bacillus
thuringiensis, Enterococcus faecium y Bacillus cereus. Ademas, por
medio de caracterizacibn microscOpica y macroscopica, Sse
identificaron géneros fungicos como Aspergillus sp, Penicillium sp,
Alternaria sp, Cladosporium sp.

El presente trabajo servirh como complemento para evaluar el grave
problema de contaminacion del aire que actualmente se presenta en
el Area Metropolitana de Monterrey, ya que actualmente solo esta
enfocado en el andlisis de especies de origen quimico, y asi poder
apoyar en la toma de decisiones para la elaboracion de politicas
publicas.

RECOMENDACIONES

Con el fin de reducir las concentraciones de microorganismos en
interiores, se recomienda el debido mantenimiento de sistemas de
enfriamiento ya que por la humedad en ellos se convierten en un
ambiente favorable para hongos y bacterias. En verano, por ejemplo,
se hace uso del aire acondicionado y éste favorece el control de
humedad en interiores disminuyendo la microbiota en el aire, y si
ademas se abren las ventanas de las instalaciones para la circulacion
del aire, se ayuda a diluir la concentracion de contaminantes. Por el
contrario, en estaciones frias, se recomienda el uso de
dehumidificadores en interiores para prevenir la formacion de mohos
en superficies, los cuales se discutieron en los resultados y son
causantes de padecimientos como rinitis y asma.

Con respecto a los ambientes exteriores, el control de los parametros
mencionados anteriormente es complicado, sin embargo, se pueden
adoptar medidas de higiene personal y ambiental que ayuden a la
sociedad a estar expuesta a menores concentraciones de
bioaerosoles tales como las que han estado sugiriendo debido a la
presente pandemia de COVID-19. Dichas indicaciones incluyen el uso
de cubrebocas, los cuales dependiendo de su accesibilidad presentan
diferentes porosidades, como cubrebocas de tela (97.14% de

52



eficiencia), o hechos en casa, con cuatro capas de papel de cocina
(95.15% de eficiencia) segun datos reportados por Qing-Xia Ma y
colaboradores (2020), ademas del adecuado lavado de manos y la
desinfeccion de superficies y uso de gel antibacterial.

Como medidas a largo plazo se recomienda la siembra de plantas y
arboles para controlar la suspensién de polvo en el ambiente.

Como trabajo a futuro se sugiere el estudio de concentracion de
bioaerosoles en diferentes alturas de edificios, ya que es la nueva
tendencia en vivienda y oficinas (torres de departamentos y
ejecutivas).
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