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RESUMEN

La contaminacion bioldgica dentro de los hospitales es de gran preocupacion de-
bido a que las bacterias y hongos son las causas mas importantes de infecciones
nosocomiales. Un gran numero de bacterias y propagulos fungicos son capaces de
dispersarse via aérea por lo que la exposicion a estos patdgenos potenciales debe
ser controlado y para ello es necesario evaluar la composicion y concentracion de
microorganismos aéreos en clinicas y hospitales. En este trabajo se realizo un estudio
piloto para determinar la calidad del aire en dos hospitales en Ledn, Guanajuato,
Me¢éxico. Los objetivos de este trabajo fueron identificar, determinar y caracterizar
a los propagulos fingicos y aerobacterias dentro de estos sitios publicos, asi como
aislar e identificar organismos que pudieran comportarse como patdogenos potencia-
les en el ambiente hospitalario, en areas donde permanecen pacientes vulnerables
sometidos a cirugia, quimioterapia y terapia intensiva. El nimero de aerobacterias y
propagulos fungicos fueron cuantificados por medio de cultivos selectivos y fueron
reportados en términos de unidades formadoras de colonias por metro ctbico de
aire (UFC/m?). Las concentraciones obtenidas indicaron que los dos hospitales se
consideran como contaminados en ciertas areas, ya que los niveles de bacterias y
propagulos fungicos estuvieron muy por arriba de los aceptables de acuerdo con
lo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO 1990). El hospital
1 presentd concentraciones de bacterias de 40 a 280 UFC/m? con lo que su cali-
dad de aire fue calificada como pobre, ademas de que en este aire se encontraron
17 géneros de bacterias y 15 de hongos. El hospital 2 con mas afios de servicio y
mayor incidencia de pacientes presenté una mayor concentracion microbiana tanto
de propagulos fungicos (32 a 442 UFC/m?) como de bacterias (90 a 548 UFC/m?).
En este segundo hospital se identificaron 17 géneros de bacterias y 22 de hongos.
En cuanto al aislamiento ¢ identificacion de organismos, se encontraron mas del
tipo Gram-negativos que Gram-positivos en ambos hospitales. Las enterobacterias
como Escherichia coli, Enterobacter cancerogenus'y Acinetobacter sp. fueron pre-
dominantes y de importancia clinica para los usuarios del hospital, mientras que las
bacterias del género Bacillus fueron las Gram-positivas predominantes. Entre los
hongos, Fusarium y Penicillium eran los mas comunes. Asimismo se identificaron
hongos de alta importancia clinica como Microsporum audouinii, Cladosporium
oxysporum, Mucor ramosissimus, Alternaria arborescens 'y Cryptococcus albidus.
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La identificacion y densidad de los microorganismos en el aire de estos hospitales
son el primer paso para tomar medidas preventivas y reducir los niveles de mi-
croorganismos.
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ABSTRACT

Microbiological contamination in hospitals is of main concern since bacteria and
fungi constitute a threat on the spreading of nosocomial infections. Airborne micro-
organisms in hospitals can cause negative health effects in immune-compromised
people. Hence, it is very important to determine the density and types of microorgan-
isms which live in the hospital environment. This study was aimed to measure the
fungal and bacteria loads from air samples, as well as to identify them at the level
of genus or species in two different hospitals of Leon, Guanajuato, Mexico. Micro-
bial identification was run by molecular and standard microbiological techniques.
Concentration of bacteria and fungus present in the air is reported in terms of the
number of colony forming units per cubic meter of air (CFU/m?). Both hospitals
were considered contaminated, since microbial density was significantly higher
than the acceptable level reported by the World Health Organization (WHO 1990).
Hospital 1 presented bacterial density values ranging from 40 to 280 CFU/m?.
While, fungal density values ranging from 56 to 408 CFU/m?. Hospital 2 showed
fungal density values ranging from 32 to 442 CFU/m?, and bacteria density val-
ues ranging from 90 to 548 CFU/m?. Bacterial identification revealed 9 genera,
and fungal identification showed 17 genera in hospital 1 and 17 bacterial genera,
22 fungal genera in hospital 2. The predominant bacteria were Escherichia colli,
Enterobacter cancerogenus, and bacteria of Acinetobacter genera. Fusarium and
Penicillium were the most common fungal isolates. Likewise, fungus such as Mi-
crosporum audouinii, Cladosporium oxysporum, Mucor ramosissimus, Alternaria
arborencens and Cryptococcus albidus were found as medically important fungi.
The identification and quantification of bioaerosols of these hospitals could be used
to take action toward the reduction of bioaerosol concentration in order to protect
the people who generally use hospital.

INTRODUCCION

Los bioaerosoles o bioparticulas pueden definir-
se como particulas o microfragmentos de animales,
plantas o microorganismos en el aire (Rose 1994,
Cox y Wathes 1995). El analisis de la calidad del
aire se recomienda para obtener informacién sobre
la mayoria de los microorganismos relacionados
con enfermedades infecciosas o alergénicas.
Adicionalmente, la estimacion de la densidad y
diversidad de estos microorganismos en hospitales
es un indicador de la calidad del ambiente (Burge
1990, Hoseinzadeh et al. 2013). Aunque los pat6-
genos oportunistas aéreos pueden ser relativamente
inofensivos para personas sanas, pueden causar
efectos adversos en personas inmunocomprometi-
das (Augustowska y Dutkiewicz 2006). Se ha visto
que muchas enfermedades infecciosas y alérgicas

estan asociadas con la exposicion a bioparticulas
en edificios con humedad o aire acondicionado
sin mantenimiento (Burge 1990). En México se
ha reportado una correlacion entre los sintomas
manifestados por los trabajadores y el tipo de
poblacion bacteriana aislada en los bioaerosoles
(Castafieda Roldan et al. 2003, 2006). Por lo que
el control de la calidad del aire en el interior de
los hospitales adquiere un papel importante en la
prevencion de infecciones hospitalarias y puede ser
util para el disefo de estrategias que protejan tanto
a los empleados del hospital, como a los pacientes,
especialmente aquellos inmunocomprometidos
¢ inmunosuprimidos (Leung y Chan 2006). El
objetivo de este trabajo fue determinar la concen-
tracion y el tipo de microorganismos presentes en
la atmoésfera intramuros de dos hospitales de la
ciudad de Leon Guanajuato, México.
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MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron dos hospitales en la ciudad de
Ledn, Guanajuato, México para evaluar la calidad
del aire. El hospital 1 corresponde a un hospital de
especialidades de primer nivel, mientras que el hos-
pital 2, corresponde a un hospital regional de consulta
familiar de segundo nivel. El primero se localiza en
un area de menor impacto urbano, mientras que el
segundo se localiza en un area céntrica y de mayor
urbanizacion.

Obtencion de muestras de aire

El muestreo y analisis de aire para determinar la
calidad microbiologica consider¢ las recomendacio-
nes metodoldgicas descritas por el Instituto Nacional
de Seguridad e Higiene de Espafia (NTP 409, 1990,
NTP 608, 2001), pues en México no se tiene refe-
rencia de normas al respecto. El protocolo utilizado
para la toma de muestras se realizo por duplicado y
fue el siguiente: una vez en el punto de muestreo, el
responsable se coloco los guantes desinfectados con
una solucion de etanol al 70 %. Asimismo, las piezas
del equipo de monitoreo microbioldgico ambiental
fueron desinfectadas con toallas sanitizantes Milli-
pore. Se coloco el casete (caja con medio de cultivo
especifico, surtido por Millipore) en la rejilla del
equipo. Una vez terminado el tiempo de muestreo
para cada medio de cultivo, los casetes fueron rotu-
lados y sellados con papel parafilm y almacenados a
4 °C. Se hicieron las siguientes consideraciones: el
tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y su
procesamiento en el laboratorio no fue mayora 12 h.
Se tomaron casetes no abiertos e incubados bajo las
mismas condiciones como testigo. El equipo utilizado
fue un muestreador microbioldgico ambiental de la
marca Millipore (Sistema M. Air T.) comparable al
método Slit-To-Agar basado en las directivas de la

Farmacopea de EUA para salas limpias (Fig. 1A). El
equipo de captura de aire contenia placas de medio
de cultivos de 73 mm de didmetro X 6 mm de alto
(equivalente a un 4rea de 44 cm?). En estas placas
con 20 g de medio, se impactaron las particulas
contenidas en el volumen de aire muestreado y se
propagaron los organismos viables. Este método es
frecuentemente usado para el aislamiento de hongos
y bacterias que se encuentran en el ambiente, se basa
en la cuantificacion de los microorganismos conte-
nidos en 1000 L 6 1 m? de aire (Costa Baquiao et al.
2012). El sistema M. air T. se basa en el principio de
inercia de impacto de Anderson y usa una serie de
coladores con cerca de 1000 microperforaciones, lo
cual reduce el potencial de colonias sobrelapadas y
desecacion del medio (Luksamijarulkul ef al. 2012).
El fluyjo de aire captado ya estd preprogramado en
el equipo, el cual fue de 140 L/min y el volumen
de cada muestra de 100 o de 250 L, el tiempo de
muestreo de 42 s y 1.47 min respectivamente. La
altura del muestreo fue de 1.5 m. Una vez que se
tomaron las muestras de aire, cada uno de los casetes
con medio de cultivo se almacenaron a 4 °C hasta su
procesamiento en el laboratorio. El medio utilizado
para cada tipo de microorganismo fue especifico para
hongos y levaduras (agar rosa de Bengala (ARB)), asi
como selectivo para bacterias (agar soya tripticaseina
(AST); Fig. 1B y 1C). El volumen de aire analizado
de los hospitales se compard con un control de aire
externo en ambos sitios de estudio para determinar
datos de concentracion diferencial y ambiental. Como
el sistema de captura microbiana consiste en recoger
aquellas bioparticulas viables, éstas se hacen impac-
tar en medios nutritivos. Por ello las placas expuestas
fueron incubadas a la temperatura correspondiente al
crecimiento 6ptimo de los componentes biologicos.
El agar soya de tripticaseina (AST) se utilizd para
el cultivo de bacterias aerobias ya que provee un

Fig. 1. A. Equipo utilizado para el analisis de calidad del aire: M air T, MilliporeMR, B. Placa con medio rosa de bengala. C. Placa

con medio AST.
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excelente soporte de crecimiento para estos organis-
mos. Estos cultivos de bacterias fueron incubados a
37 °C por un periodo de 24 h para iniciar el conteo
de colonias, las que fueron monitoreadas durante
tres dias para observar detalles de sus caracteristicas
morfoldgicas. El medio de cultivo ARB se utilizé
para los hongos, las cajas de Petri fueron incubadas a
25 °C por un periodo de 5 dias. El ARB fue utilizado
debido a sus propiedades bacteriostaticas, asi como a
su efecto ligeramente fungistatico sobre el crecimien-
to del micelio (Ottow 1972). Una vez transcurrida la
incubacion, se realizaron los conteos de colonias en
cada una de las cajas de Petri, mismos que fueron
reportados como unidades formadoras de colonias
por metro cubico de aire (UFC/m?) y calculados con
la siguiente formula:

Conteos totales (UFC/m?) = [Colonias totales x
1000]/250 o 100 L, dependiendo del volumen de
muestra tomado.

Una vez contadas las colonias observadas con
mayor frecuencia, se aislaron en cajas de agar papa
dextrosa (APD ) en el caso de los hongos y de AST
en el caso de las bacterias para su posterior identifi-
cacion macro y microscopica.

Observaciones morfologicas

Los organismos aislados fueron cultivados
durante siete dias en APD a 25 °C. Para el caso de
hongos se consider6 la textura o aspecto, color,
velocidad de crecimiento radial, tamafio (mm),
pigmentacion del micelio y al anverso del medio,
forma, borde y elevacion de la colonia. Para la iden-
tificacion microscopica se observaron las conidias,
hifas, conidioforos, esporas y cuerpos fructiferos.
Para el caso de las colonias de bacterias se considerod
el color, textura, forma, tamafio y bordes. En cuanto
a la morfologia microscépica se realizo la prueba
de tincién de Gram.

Extraccién de ADN de los cultivos

Los diferentes aislados de bacterias se sembra-
ron en 3 mL de caldo soya tripticasa (CST), mas un
duplicado del medio sin inocular como testigo nega-
tivo. Todos los cultivos se incubaron en bafio maria
(marca Lab-Line Instrument, Inc. modelo 4682), con
agitacion (250 rpm) por 12 ha 37 °C. Transcurrido el
tiempo de incubacién se tomaron los 3 mL del CST
para la extraccion del ADN a través del ZR Fungal/
Bacterial DNA Kit™ siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se utiliz6 el mismo kit para la extraccion
del ADN fungico.

Condiciones de la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
Lareaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen
total de 50 pL bajo las siguientes condiciones: 5 pL
de 10 x amortiguador PCR, 1.5 pL de MgCl,
(50 mM), 1 pL de solucion de dNTP (10 mM), 1 uL
de cada iniciador directo y reverso (30 mM), 0.25 uL
de polimerasa Platinum Taq DNA 5 U/uL (Invitro-
gen). El programa se llevo a cabo en un Mastercycler
Gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Modelo: 5331),
el templado fue inicialmente desnaturalizado a 95 °C
por 5 min, seguido por 30 ciclos de amplificacion de
PCR con una desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, ali-
neamiento a 57 °C por 40 s, primera extensiéon a 72 °C
por 1 min y una extension final de 5 min a 72 °C.

Identificacion de bacterias

Se realizd la amplificacion y secuenciacion de
regiones conservadas del gen 16S ribosomal (16S
RNA). Los oligonucledtidos utilizados fueron FD1: 5
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCT
GGCTCAG3 yRDI1:5" CCCGGGATC CAAGCT
TAA GGA GGT GAT CCA GCC 3" (Weisburg et al.
1991). Para la identificacion del género y especie de
las bacterias aisladas, las secuencias fueron alineadas
y comparadas con las secuencias ARNr 16S de las
bases de datos National Center for Biotechnology
Information mediante el programa BLAST (Gasch
et al. 2000) y para dar mas confianza a los resultados
y verificar si se trataba del mismo microorganismo
se utilizaron tres bases de datos adicionales: Ribo-
somal Database Project II (http://rdp.cme.msu.edu/
seqmatch/seqmatch_intro.jsp; Cole et al. 2005, Cole,
et al. 2007) y Greengenes Project (http://greengenes.
Ibl.gov/cgi-bin/nph-blast_interface.cgi; DeSantis et
al. 2006), SILVA database project (http://www.megx.
net/gms/geographic-blast/). Las cuatro bases de datos
fungieron como herramientas para el alineamiento y
clasificacion de las secuencias.

Identificacion de propagulos fiingicos

La identificacion molecular de los propagulos
fungicos se llevo a cabo mediante la amplificacion de
la region 5.8 S de los genes ribosoémicos. La region
ITS1-5.8S-ITS2 fue amplificada a partir del ADN
genomico usando los oligonucleotidos especificos
ITS1: (5" TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3"),
ITS4: (5" GCTGCG TTC TTC ATC GAT GC 3’; Luo
y Mitchell 2002). El programa de amplificacion fue
predesnaturalizado a 95 °C por 5 min; 35 ciclos a 95
°C por 30 s, 50/55/60 °C por 30 s y 72 °C por 1 min;
y una extension final a 72 °C por 10 min. Los datos de
secuenciacion fueron optimizados usando el programa
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Fig. 2. Promedios de concentracion de propagulos fingicos =+ error estandar entre un hospital privado de primer nivel

(hospital 1) y un hospital publico regional con limitaciones (hospital 2).

BioEdit v. 7.0 y los alineamientos fueron creados
utilizando CLUSTAL-X (Thompson et al. 1997).
Para la identificacion del género y la especie de los
hongos aislados, las secuencias fueron analizadas en
las siguientes bases de datos: Fungal ITS Pipeline
(http://www.emerencia.org/fungalitspipeline.html;
Nilsson et al. 2009), la base de datos para identifi-
cacion molecular de hongos UNITE database (http://
unite.ut.ee/; Koljalg ef al. 2005, Nilsson et al. 2008)
y 1la ITS2 database II (http://its2.bioapps.biozentrum.
uni-wuerzburg.de/; Koetschan et al. 2010).

Secuenciacion

La purificacion del ADN amplificado durante
la PCR se realizé usando el kit UltraClean® PCR
Clean-Up siguiendo las indicaciones del fabricante.
Se cuantificé en un Nanodrop (Thermo Scientific,
Modelo: ND2000) para determinar la cantidad de
ADN en cada una de las muestras. Finalmente el
producto purificado se envi6 al laboratorio de se-
cuenciacion del CINVESTAV-Irapuato-México para
secuenciar en la plataforma Illumina MiSeq.

RESULTADOS

De los bioaerosoles analizados se encontré una
concentracion de propagulos fungicos que oscild en
un intervalo de 56 a 184 UFC/m? para el hospital 1,
mientras que el testigo de ambiente exterior fue de
408 UFC/m? (Fig. 2) Para el hospital 2, el intervalo
fue de 32 a 442 UFC/m?, con el testigo de ambiente
exterior de 404 UFC/m? (Fig. 2). La mayor con-
centracion de propagulos fingicos se presentd en la
mayoria de las secciones del hospital 2 con excepcion
del area de terapia intensiva de nifios (Fig. 2). Las

observaciones macroscopicas y microscopicas de
algunos de los hongos aislados permitieron identificar
propagulos fngicos (datos no mostrados). Respecto
a las aerobacterias encontradas en los bioaerosoles
analizados, el hospital 1 present6 un intervalo de 40
a 232 UFC/m?, mientras que el testigo de ambiente
exterior fue de 280 UFC/m? (Fig. 3). En el hospital
2, fue de 90 a 548 UFC/m? y el testigo de ambiente
exterior present6 122 UFC/m? (Fig. 3). En el hospital
1 lamayor concentracion de bacterias fue encontrada
en el drea de terapia intensiva de nifios (232 UFC/m?),
mientras que la menor concentracion fue en el area
de trasplantes (40 UFC/m?; Fig. 3). En el hospital 2
la mayor concentracion de bacterias fue en el area
de terapia intensiva de adultos (448 UFC/m?) y la
menor concentracion en el area de pediatria intensiva
(32 UFC/m’; Fig. 3).

Las aereobacterias identificadas en los hospitales
se presentan en el cuadro I. En el hospital 1 se iden-
tificaron 11 bacterias distribuidas en nueve géneros
(Fig. 4A): Bacillus, Corynebacterium, Escherichia,
Kocuria, Enterobacter, Proteus, Rhanella, Pseudo-
monas, Kluyvera. Entre los organismos aislados, se
encontraron 11 especies (Cuadro I).

En el hospital 2 las bacterias estuvieron distri-
buidas en 17 géneros (Cuadro I y Fig. 4B): Baci-
llus, Escherichia, Knoellia, Kocuria, Micrococcus,
Mycobacterium, Rothia, Klebsiella, Alcaligenes,
Agrobacterium, Kluyvera, Neisseria, Pseudomonas,
Acinetobacter, Enterobacter, Stenotrophomonas,
Pandoraea. Entre los organismos aislados se encon-
traron 21 especies (Cuadro I).

La abundancia de los propagulos fungicos
identificados para cada hospital se muestra en las
figuras Sy 6, respectivamente. Los aislados de hongos
fueron obtenidos de los dos hospitales. Se observo el
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CUADRO I. AEROBACTERIAS IDENTIFICADAS EN UN HOSPITAL PRIVADO DE PRIMER NIVEL (HOSPITAL 1) Y EN
UN HOSPITAL PUBLICO REGIONAL CON LIMITACIONES (HOSPITAL 2)

Gram (+) Gram (-)

Hospital 1 Hospital 2 Hospital 1 Hospital 2
Bacillus cereus Bacillus flexus Escherichia coli Escherichia coli
Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis Enterobacter ludwigii Klebsiella pneumoniae
Corynebacterium efficiens  Bacillus subtilis Proteus mirabilis Alcaligenes faecalis

Knoellia aeronata
Kocuria rosea
Micrococcus luteus
Mycobacterium ulcerans
Rothia mucilaginosa

Rahnella aquatilis
Enterobacter cancerogenus
Pseudomonas synxantha
Kluyvera cryocrescens
Pseudomonas psychrotolerans

Agrobacterium tumefaciens
Kluyvera ascorbata

Neisseria bacilliformis
Neisseria sicca

Neisseria mucosa
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter johnsonii
Enterobacter aerogenes
Stenotrophomonas maltophilia
Pandoraea pulmonicola

micelio de varios propagulos fingicos en las mues-
tras tomadas, algunas de las cuales fue dificil aislar
debido a que hongos como los Zygomycetos cubren
la superficie de las placas impidiendo el crecimiento
de otros hongos. Sin embargo, fue posible aislar e
identificar un total de 17 propagulos fiingicos en el
hospital 1 y 22 en el hospital 2. Los resultados de
secuenciacion del ITS y algunas otras, permitieron la
identificacion de especies, principalmente con base
en las las caracteristicas micro y macromorfoldgicas
tales como tipo de colonia, presencia o ausencia
de micelio aéreo, color de la colonia y produccion
de pigmentos (Samsom et al. 2010). Algunos propa-
gulos fungicos pertenecieron a la misma especie. Sin
embargo, al momento de aislarlos presentaban varia-
ciones ligeras en las caracteristicas de sus colonias. Los
siguientes seis géneros fueron identificados en el hos-
pital 1: Fusarium, Helminthosporium, Microsporum,

Penicillum, Botryotichum, Achremonium (Fig. SA).
Mientras que en el hospital 2 los siguientes 15 géne-
ros fueron identificados: Cladosporium, Penicillum,
Pythium, Stemphyllium, Trichoderma, Fusarium,
Melanconis, Hormodendrum, Epicoccum, Mucor,
Clamidosporium, Cylindrocarpon, Alternaria, Cryp-
tococcus, Aspergillus (Fig. 6A). En los hospitales 1
y 2, el género dominante entre las secuencias identi-
ficadas de hongos fue Fusarium conun 56 %y 21 %
del total respectivamente. En el hospital 1, hubo una
distribucion homogénea entre los géneros Penicillum,
Microsporum y Helminthosporium (11 % de cada
uno; Fig. SA). Algunos de los hongos reportados en
la figura SA no fueron identificados a nivel de espe-
cie debido a que no fue posible separarlos de otras
colonias, lo cual se ha reportado como un problema
recurrente en estudios de identificacion de hongos
(Nilsson et al. 2009).
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Fig. 4. Porcentaje de géneros pertenecientes a las bacterias
aisladas e identificadas. A: hospital 1. B: hospital 2
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Fig. 5. Porcentaje de géneros pertenecientes a los propagulos
fingicos aislados e identificados en el hospital 1.A: Gé-

neros identificados B: Especies de Fusarium encontradas
con mayor frecuencia
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DISCUSION

Los microorganismos en el ambiente representan
un peligro invisible ya que son un factor de riesgo
para contraer y manifestar enfermedades. En afios
recientes, se han llevado a cabo diferentes estudios

m Fusarium

m Penicillium

m Pythium

m Trichoderma

m Aspergillus niger

m Hormodendrum

m Melanconis desmazieri

m Stemphyllium
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m Cylindrocarpon didymium
Alternaria arborescences
Cryptococcus albidus

m Fusarium flocciferum

m Fusarium chlamydosporum
m Fusarium equiseti

m Fusarium

Fig. 6. Porcentaje de géneros y especies pertenecientes a
los propagulos fungicos identificados en hospital 2.
A: organismos identificados B: especies de Fusarium
encontradas con mayor frecuencia

para evaluar la contaminacion microbiana del aire
en lugares de riesgo tales como hospitales, estas
acciones son consideradas como aportacion hacia la
prevencion de infecciones nosocomiales (Whyte, et
al., 1992, Eickhoft, 1994). Dado que los niveles de
microorganismos dependen de un gran niimero de
variables, actualmente no existen niveles especificos
de UFC/m? aceptados por todas las instituciones
(Gulliver y Briggs 2004, Pasquarella et al. 2000, Ho-
seinzadeh et al. 2013). Sin embargo, se han propuesto
estandares que son aceptados ampliamente. Hasta
el momento, el medio mas efectivo para cuantificar
microorganismos en el aire esta limitado al conteo
de unidades formadoras de colonias (UFC); éste es el
parametro mas importante ya que indica el nimero de
microorganismos viables (capaces de multiplicarse)
(Pasquarella, et al., 2000). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) ha sugerido que la concentracion
de microorganismos en lugares de uso comun debe
ser menor de 300 UFC/m?3. Mientras que en lugares
para individuos con sistemas inmunocomprometidos,
la concentracion debe ser menor de 100 UFC/m?3
(WHO 1990). Adicionalmente, se ha propuesto una
relacion de los valores de concentracion de microor-
ganismos entre el ambiente interior (I) y el ambiente
exterior (E) para determinar la procedencia de la
contaminacion. Se dice que una relacion I/E mayor de
1 indica que la fuente de contaminacion microbiana
se encuentra en el ambiente interior (Brooks y Davis
1992). La relacion I/E de los propagulos fungicos
para el hospital 1 (tomando el valor mas alto repor-
tado en la sala de espera 1) fue 184/408 = 0.45. Para
el hospital 2 fue 442/404 = 1.09 (tomando el maximo
valor de concentracion microbiana encontrado en el
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3er piso de cirugia). En el caso de aerobacterias para
el hospital 1 la mayor concentracion fue encontrada
en terapia intensiva de nifos, de tal modo que la
relacion fue de 232/280 = 0.82. Para el hospital 2
fue de 448/122 = 3.6 (tomando el valor mas alto que
fue encontrado en terapia intensiva de adultos). Con
estas consideraciones es posible decir que la fuente
de contaminacién en la mayoria de las muestras de
aire colectadas en el hospital 1 es mayor en el exterior
(va que larelacion fue menor a 1) y para el hospital 2
la fuente de contaminacion procedié del ambiente
interior. Esta diferencia podria explicarse en funcion
del tiempo de operacion de cada uno de los hospitales.

Las concentraciones obtenidas indicaron que los
dos hospitales se consideran como contaminados
en ciertas areas, ya que los niveles de bacterias y
propagulos fingicos estuvieron muy por arriba de
los aceptables de acuerdo con lo establecido por
la OMS (WHO 1990). Respecto a los niveles de
microorganismos del hospital 1 se observa en la
figura 2 que para propagulos fingicos el area de
quimioterapia, terapia intensiva (adultos), terapia
intensiva (nifios) y trasplante (presion 4to. piso)
tuvieron concentraciones menores de 100 UFC/
m?3, lo que de acuerdo con la OMS es aceptable
para lugares donde se encuentran individuos con
sistemas inmunosuprimidos. Para aerobacterias
las mismas 4reas tuvieron niveles menores de 100
UFC/m? (Fig. 3) excepto terapia intensiva (nifios)
que presentd 232 + 4 UFC/m? y quimioterapia
con 136 £ 16 UFC/m>. En cuanto al hospital 2,
todas las areas muestreadas estuvieron por arriba de
100 UFC/m? excepto pediatria intensiva con 32 =4
para hongos y 90+ 8 para bacterias (Figs. 2 y 3).
De tal modo, el analisis microbiolégico del ambien-
te de los dos hospitales indica que se superan los
valores de los estandares para bacterias y hongos
en el aire de estos centros hospitalarios de acuerdo
con lo establecido por la OMS (Figs. 2 y 3).

La parte del ADN mas utilizada para conocer la
taxonomia e identificar bacterias es el gen 16S ARNr
(Lansac et al. 2000, Weill et al. 2006). En microbio-
logia clinica la identificacion rapida y correcta de
los agentes patdgenos es un requisito esencial para
el diagndstico y la aplicacion de un tratamiento ade-
cuado. Los resultados muestran que en el hospital 1
mas del 60 % de las bacterias aisladas pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae (Figs. 3A y 7).
Las especies que pertenecen a este grupo habitan
ambientes naturales como agua limpia, aguas re-
siduales, vegetales, suelo. Sin embargo, cuando
incrementan su poblacion pueden causar infeccio-
nes nosocomiales como las del tracto urinario y la

bacteremia (Giammanco et al. 2011). Respecto a
Enterobacter cancerogenus se ha reportado un in-
cremento en infecciones nosocomiales causadas por
esta bacteria (NNIS 2003), la cual ademas presenta
una resistencia natural a aminopenicilinas (Rottman
et al. 2002). En tanto que Enterobacter ludwigii es
una de las seis especies asignadas a un complejo
denominado Enterobacter cloacae que ha llamado
la atencion por el aumento en su incidencia como
patdégeno (Mezzatesta et al. 2012). Por otro lado
el diagnostico de Kluyvera asociado a infecciones
es de muy baja frecuencia, produce enfermedades
de manera aislada y es reconocido principalmen-
te como un patégeno oportunista. Sin embargo,
recientemente se han reportado casos en los que
Kluyvera se comporta de forma mas virulenta de
lo que previamente se conocia (Farmer ef al. 1981,
Sarria et al. 2001, Carter y Evans 2005). Asimismo,
se ha reportado que Kluyvera cryocrescens puede
causar infecciones serias en pacientes con catéter
venoso central, especialmente en inmunosuprimidos
(Toprak et al. 2008). En el caso de Rahnella aquati-
lis se le han adjudicado varios tipos de infecciones
como bacteremia (Hoppe et al. 1993, Oh y Tay
1995), sepsis (Goubau et al. 1988), infecciones
respiratorias (Harrell et al. 1989) e infecciones del
tracto urinario especialmente en pacientes inmuno-
comprometidos o que presentan enfermedades como
endocarditis o enfermedad congénita el corazon
(Matsukura et al. 1996). También se ha reportado
un caso de sepsis causada por Rahnella aquatilis en
un paciente inmunosuprimido (Chang ez al. 1999).
En hospedantes normales Proteus mirabilis no es
un agente causal comun en infecciones del tracto
urinario (Tolkoff-Rubin y Rubin 1986), aunque si
puede infectar a una alta proporciéon de pacientes
con tractos urinarios que presentan anormalidades
anatémicas o con instrumentacion cronica (Tolkoff-
Rubin y Rubin 1986, Pearson ef al. 2008).

Algunos géneros encontrados en el hospital 1
como Pseudomonas son bacterias ubicuas, especi-
ficamente las especies aisladas en este hospital no
son reconocidas como patéogenos de humanos. Sin
embargo pueden presentarse como oportunistas
(Palleroni 1993, Moore 2006).

Por su lado el hospital 2 mostrd una amplia dis-
tribucion de los organismos aislados comparada con
el hospital 1 (Fig. 3B y 7). Ademas de especies que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae se encon-
traron: una especie del género Pandoraea y tres del
género Neisseria, aunque ninguna de ellas tiene im-
portancia como patégeno en humanos (Bennett et al.
2012), ademas de Alcaligenes, Kluyveray Klebsiella.
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Se ha reportado la presencia de Enterobacter
aerogenes en agua limpia, aguas residuales, suelo,
productos lacticos y en las heces de animales y hu-
manos. Esta especie produce infecciones y bacteremia
(Grimont 2006). Por otro lado, todas las especies del
género Neisseria son primariamente comensales de
membranas mucosas en mamiferos (Lansac et al.
2000). Sin embargo, s6lo dos especies son conside-
radas de importancia clinica Neisseria meningitidis
y Neisseria gonorrhoeae (Bennett et al. 2012). Las
demas especies pueden estar presentes en la microbiota
natural del tracto respiratorio superior, pero ocasio-
nalmente causan infecciones oportunistas si llegan al
torrente sanguineo (Lansac ez al. 2000). Existe un caso
reportado en el que Alcaligenes faecalis causé absce-
so pancreatico (Ashwath y Katner 2005). Kluyvera
ascorbata ha sido el agente causal de infecciones en
el tracto urinario (Isozaki et al. 2010), y septicemia
(Moonabh et al. 2010). Precisamente de este género es
la especie aislada con mayor frecuencia en muestras
clinicas (Sarria et al. 2001). Por su parte, Klebsiella
pneumoniae es uno de los principales productores
de infecciones intrahospitalarias cuya prevalencia va
en aumento al volverse resistente, por lo que se le ha
relacionado con estancias hospitalarias largas y con
la mortalidad (Hoyos-Orrego et al. 2007, Echeverri
Toro y Cartafio Correa 2010, Wollheim et al. 2011).
Finalmente, Pandoraea pulmonicola se ha aislado en
pacientes con fibrosis quistica (Costello ef al. 2011)

Respecto a los propagulos fungicos identificados
en el hospital 1 se observé que Fusarium equiseti, F.
semitectum, F. solani y F. crookwellense fueron de
las especies encontradas(Fig. 5B). Los hongos del
género Fusarium se encuentran comunmente en el
suelo y han sido aislados de varios frutos y vegetales
(Jain et al. 2008). Suelen ser fitopatogenos débiles
de algunas especies de plantas, sin embargo, en los
ultimos afios se han reportado infecciones invasivas
en pacientes con tratamientos de quimioterapias,
con trasplante de médula dsea o que sufren anemia
aplasica (Anaissie et al. 1986, Vartivarian et al.
1993, Segal ef al. 1998,). La mayoria de los casos de
fusariosis invasiva han sido causados por F. solani,
F. oxysporum, F. moniliforme y F. chlamydosporum
(Guarro y Gene 1995, Segal et al. 1998). Ninguna
de estas especies estuvo presente en las muestras
aisladas del hospital 1, no obstante, en el hospital 2 se
puede ver que F. chlamydosporum estuvo representa-
day que en general el género Fusarium cubri6 el 21
% de todas las muestras (Fig. 6B). Por otro lado, la
dermatofitosis causadas por Microsporum audouinii
son infrecuentes en paises desarrollados (Fig. 5A).
Sin embargo, el género Microsporum resulta de

importancia como agente causal de tifia capitis, tifiea
corpus y tifiea rosada entre otras dermatofitosis para
los pacientes y el personal involucrado en las diver-
sas actividades del hospital (Escutia et al. 2001). El
género Penicillium esta ampliamente distribuido en
la naturaleza por lo que es muy comun encontrarlo.
Estudios recientes han indicado que las esporas de
este hongo en el aire contribuyen a crear varios tipos
de alergias respiratorias, especificamente asma y
rinitis alérgica (Chow et al. 1999, Chow et al. 2000).
En lo que respecta al hospital 2 se encontr6 una
mayor riqueza de hongos (14 en comparacion con
seis del hospital 1; Figs. 6Ay 8). Después de Fusa-
rium (21 %), Penicillium (17 %) fue el género aisla-
do con mayor frecuencia en el hospital 2 (Fig. 6A).
Como ya se ha sefialado previamente respecto a
Penicillium, también las especies de Aspergillus
(4 %) son consideradas prevalentes en el aire y
pueden causar alergias en individuos inmunosupri-
midos. Asimismo, las especies de este género son los
hongos oportunistas mas comunes que pueden cau-
sar infecciones pulmonares (Shen et al. 2007, Kous-
ha et al. 2011). Otro de los géneros identificados en
el aire del hospital 2, fue Cladosporium que también
es considerado uno de los hongos més comunes
en el ambiente y que es capaz de causar algunas
respuestas alérgicas y queratomicosis (Chew et al.
2009). El siguiente de los propagulos fungicos que
podrian tener importancia clinica identificados en
el hospital 2 son especimenes del género Pythium,
que se asocian con la queratitis (Thanathanee et al.
2013). Entre los hongos que se han documentado
como alergénicos estan Epicoccum nigrum, Mucor,
Alternaria y Cladosporium (Horner et al. 1995).
Tomando en consideracion estos resultados, vemos
diferencias importantes entre los dos hospitales, las
cuales pueden ser explicadas en términos del tipo y
numero de pacientes que reciben, asi como de las
instalaciones. La identificacion de la diversidad de
microorganismos que se encuentran en estos hos-
pitales nos ayuda a identificar factores que pueden
contribuir a mejorar la calidad del aire y con ello
la prevencion de infecciones nosocomiales. Ciertas
acciones de higiene pueden incluso controlar la
presencia de bacterias como Staphylococcus aureus
(Rampling et al. 2001). Por ello, practicas como la
desinfeccion y limpieza de las diferentes areas del
hospital pueden reducir la transmisioén de patoge-
nos (Boyce 2007). Asimismo, el uso de sistemas
de aire acondicionado con filtros efectivos puede
ayudar a mantener los estandares de limpieza que
eviten la propagacidon de microorganismos en el aire
(Charkowska 2008, Tigli et al. 2013).
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CONCLUSIONES

Esta investigacion de la concentracion y tipo de
bioaerosoles en dos hospitales demuestra que la cali-
dad del aire es pobre y que no se estan llevando a cabo
medidas esenciales para el control de los mismos. La
identificacion de propagulos fingicos de géneros y
especies como Cladosporium, Mucor ramosissimus,
Alternaria arborencens'y Cryptococcus albidus en el
hospital 2 y Microsporum en el hospital 1, tienen alta
importancia clinica por ser patdogenos dermatofitos
y agentes de enfermedades respiratorias. Kluyvera
cryocrescens'y Enterobacter cancerogenus encontra-
das en el hospital 1y Alcaligenes faecalis, Kluyvera
ascorbata, Klebsiella pneumoniae y Pandoraea
pulmonicola presentes en el hospital 2, también se
consideran de importancia clinica con posibilidad de
incidencia para los usuarios de hospitales.
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