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II. Resumen

Este estudio tuvo como objetivo identificar y caracterizar bacterias
aerotransportadas en Zinacantepec y San Lorenzo, localidades de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT), durante las temporadas de lluvias y
secas. Se recolectaron muestras mediante filtros de fibra de vidrio, obteniendo un
total de 91 cultivos bacterianos puros. A estos se les realizaron andlisis
morfoldgicos, fisioldgicos, metabdlicos, enzimaticos, hemoliticos y pruebas de
susceptibilidad a antibiéticos. Se observaron diferencias significativas entre sitios y
temporadas: en Zinacantepec, durante la temporada de lluvias, predominaron
bacilos Gram positivos esporulados; mientras que en San Lorenzo, especialmente
en época de lluvias, se evidencié una mayor diversidad morfologica, incluyendo
cocos Yy cocobacilos. La mayoria de las bacterias presentaron metabolismo
anaerobio facultativo y capacidad de utilizar diversos azucares simples como fuente
de carbono. Asimismo, se detectd produccién de enzimas extracelulares como
amilasa, lipasa y gelatinasa, asi como actividad hemolitica, especialmente en
condiciones de alta humedad. Algunos cultivos mostraron resistencia a antibiéticos
de uso clinico como cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima, lo que representa un
riesgo potencial para la salud publica. Estos resultados nos indican la importancia
de monitorear la microbiota aérea y demuestran la utilidad de los filtros de fibra de

vidrio en la colecta y conservacion de microorganismos aerotransportados.

Palabras clave: Bacterias aerotransportadas, filtros de fibra de vidrio, Zinacantepec

San Lorenzo, Bacillus.
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1. INTRODUCCION

El aire es un medio de transporte para microorganismos que provienen de
ambientes distantes y se pueden distribuir rapidamente en forma de bioaerosoles
(De la Rosa et al., 2002), en las particulas suspendidas que tienen un tamafio de
1 a 100 um, hay componentes biolégicos que pueden causar algun tipo de alergia,
toxicidad o infeccion e incluyen virus, bacterias o esporas (Sanchez-Monedero et
al., 2007), estos microorganismos se distribuyen temporal, estacional y
espacialmente.

Se ha observado que las bacterias son mas abundantes en primavera y otofio
debido a factores como la temperatura, humedad relativa del aire, exposicion a la
luz solar, etc. (Bovallius et al., 1978). La transmision de las enfermedades
dependen de la presencia de un agente infeccioso y de la llegada de cantidades
suficientes de este, para infectar al huésped secundario (Tang 2009),
distribuyéndose facilmente, lo cual aumenta las posibilidades de provocar
enfermedades (Roldan et al., 2003), aunado a que, tanto las bacterias Gram
positivas y negativas, han desarrollado multirresistencia, debido al intercambio
horizontal de genes (Partridge et al., 2018), al uso constante y sin control,
adecuados, de los antibiéticos (Correa-Basurto et al., 2007).

El objetivo de esta investigacion fue identificar bacterias de aire provenientes de
la Zona Metropolitana del Valle de Toluca, con ello se contribuird al conocimiento
de este grupo de organismos en México.

2. MARCO TEORICO

Actualmente, la contaminacién del aire es un problema mundial donde sus efectos
adversos siguen aumentado (Smets et al., 2014), en las ultimas décadas en la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT), se han establecido industrias que junto
con las actividades antropogénicas y el crecimiento de la poblacion han contribuido
al aceleramiento de la contaminacion (Céspedes et al., 2009), todo ello, entre otros,
han afectado, severamente, al estado de salud de los ecosistemas y de las
poblaciones humanas, que estan expuestas a corto y largo plazo, a contaminantes
del aire, como por ejemplo, el diéxido de nitrégeno, ozono (Chen y Kan, 2008), el
diéxido de azufre, bibéxido de carbono, hidrocarburos y otras particulas en
suspension (Aragon-Pifia, 2011).

Diversas investigaciones han mostrado que la presencia, distribucion y actividad de
bacterias en ambientes atmosféricos dependen de multiples factores, entre ellos la
temperatura, humedad relativa, radiacion ultravioleta (UV), disponibilidad de materia
organica y oxigeno (Qiu et al., 2022). Aunque la radiacion UV puede actuar como
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agente inactivador puntual de bacterias (“inactive”), esta no garantiza la ausencia
total de microorganismos, pues algunas especies presentan resistencia adaptativa
a estos factores y pueden entrar en estados de inactividad, deshidratacion o incluso
congelaciéon temporal. Sin embargo, cuando las condiciones ambientales mejoran,
dichas bacterias reactivan su metabolismo, se multiplican y se dispersan
ampliamente en el aire (Qiu et al., 2022). Los bioaerosoles son contaminantes
atmosfeéricos, ubicados en la troposfera, capa en la que los seres vivos obtienen
oxigeno (Ataz y de Mera, 2004), sin embargo, organismos vivos con tallas de entre
1 a 100 um, presentes en el aire, pueden causar algun tipo de alergia, toxicidad o
infeccion como los virus, bacterias o esporas (Sanchez-Monedero et al., 2007). El
tamafio de la biota en la atmésfera varia, puede ser de nanémetros a micrometros
e incluye bacterias, esporas y polen, ademas de semillas; los insectos sin alas
pueden encontrarse cerca del suelo o a grandes alturas (Rosas, 2004).

La cantidad de microorganismos dependera de la altitud atmosférica en la que se
encuentren (10-104 por m?d), incluyéndose el microclima de los humanos,
considerando los dos metros inferiores a este, ya que después de los 5000 metros
de altura son escasos. En la tropésfera, se encuentran microorganismos (Bovallius
et al. 1978), asi como también en la estratosfera; se han reportado bacterias y
hongos a una altura de 41 km., los cuales, son de interés por su origen, si son del
espacio y/o provenientes de la Tierra (Wainwright et al., 2004), también depende del
namero y tipo de movilidad, asi como de las zonas pobladas, de las actividades de
la region, tanto industrial o agricola. La proporcién de microorganismos es mayor en
las zonas urbanizadas y después en el mar. La diversidad y abundancia de los
microorganismos en la atmoésfera varian con las estaciones, en especial, las
bacterias, son mas numerosas en primavera y en otofio debido al aumento de la
temperatura, la humedad relativa del aire, la exposicion a la luz solar, entre otros
factores (Bovallius et al., 1978).

Para la recoleccién e identificacion de bacterias aéreas, se han aplicado técnicas
comunmente usadas y validadas en la literatura cientifica, tales como impactadores
de aire, filtros de membrana y métodos de sedimentacion en placas de agar
expuestas en el ambiente (De la Rosa et al., 2002). Estas técnicas permiten aislar
bacterias para su posterior cultivo y caracterizacion, facilitando el estudio de su ciclo
de vida, adaptaciones y potenciales aplicaciones biotecnoldgicas, ademas de su
relevancia en salud publica. En México, estudios similares han utilizado estas
metodologias para aislar géneros bacterianos asociados a ambientes urbanos,
hospitalarios y naturales. Por ejemplo, Maldonado et al., (2014) lograron aislar
nueve aerobacterias de los géneros Bacillus, Corynebacterium, Escherichia,
Kocuria, Enterobacter, Proteus, Rhanella, Pseudomonas y Kluyvera mediante
técnicas de impactacion en ambientes hospitalarios. Asimismo, Garcia-Mena et al.
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(2016) emplearon impactacion directa en agar Luria-Bertani y agar sangre,
identificando géneros como Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Erwinia,
Gluconacetobacter, Proteus, Exiguobacterium y Staphylococcus en muestras
aéreas.

En la atmosfera, las bacterias y hongos se han adecuado a este ambiente, por
ejemplo, las que habitan en el suelo, al estar en contacto con los contaminantes se
hacen mas resistentes a farmacos (Smets et al., 2014), en tanto que en el aire se
encuentran bacterias patdgenas que afectan a plantas, animales, incluyendo a los
humanos, dentro de ellas estan Staphylococcus aureus y Pseudomonas sp.
(Méndez-Puentes et al., 2015).

Las enfermedades transmitidas a través del aire en los humanos son,
principalmente alérgicas y respiratorias, teniendo en cuenta de que el hombre inhala
aproximadamente 7,500 litros de aire al dia (De la Rosa et al., 2002).

Las bacterias que son transportadas por el aire, aerosoles o lluvias, son oportunistas
y ocasionan que las plantas enfermen o mueran (Vidaver y Lambrecht, 2004). Las
etapas de la transmision a través del aire dependen de la produccién de un agente
infeccioso y de la llegada de cantidades suficientes de organismos para causar una
enfermedad en un hospedero secundario (Tang, 2009).

Los tipos de bacterias presentes en el aire dependen del origen, la intensidad y
direccion del viento ademas de su capacidad de supervivencia a este (Underwood,
1992). Algunas bacterias se encuentran en forma de células vegetativas, pero con
mas frecuencia en el aire se aislan las que son esporuladas, como Bacillus spp. y
Clostridium spp. (Underwood, 1992); también los bacilos pleomorficos Gram
positivos (Corynebacterium) y los cocos Gram positivos (Ej. Micrococcus y
Staphylococcus); en cuanto a los bacilos Gram negativos (Ej. Flavobacterium,
Alcaligenes) se encuentran en menor proporcion y disminuyen con la altura
(Gregory, 1973; Pelczar et al., 1993). Se han realizado investigaciones acerca de la
respuesta a la resistencia a antibiéticos por especies bacterianas (Gram positivas y
Gram negativas) son denominados organismos ESKAPEE, dado asi que su
acronimo corresponde a las especies Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter ssp. y Escherichia coli, son las bacterias patégenas que
frecuentemente estan en los hospitales (Partridge et al., 2018).

Dentro de los factores que influyen en el surgimiento de bacterias resistentes a los
antibidticos, esta su uso constante e inadecuado (Correa-Basurto et al., 2007). Esta
resistencia se presenta dependiendo de su diversidad estructural y metabdlica, ya
gue generalmente las bacterias Gram positivas resisten mas que las Gram
negativas, esto es debido a que su pared es mas gruesa (De la Rosa et al., 2002),
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ademas de que tienen la capacidad de poseer endosporas, que les permiten resistir
al calor, a la radiacion ionizante y ultravioleta sobre las condiciones del ambiente en
el que se presentan.

Los miembros del género Bacillus, se encuentra en el suelo, aire y agua (Holt et al.,
1994), y al tener la capacidad de diseminarse en el aire, pueden migrar a grandes
distancias hasta encontrar un ambiente para su crecimiento (Layton et al. 2011),
tienen movilidad por la presencia de flagelos que miden de 0,5-2,5 a 1,2-10um, son
saprofitas, Gram positivas, catalasa positiva, quimiorganétrofas, principalmente con
un metabolismo fermentativo o realizan una respiracion aerobia o pueden ser
anaerobias estrictas (Holt et al., 1994). Algunas bacterias, presentan capacidades
para producir antibidticos, de utilidad antifingica, para proteger a plantas de
enfermedades producidas por hongos (Castillo et al., 2004).

En México, se cuenta con un numero limitado de estudios relacionados con las
bacterias del aire. Uno de ellos se realiz6 en una industria textil en el Estado de
Puebla, en donde se muestrearon cinco puntos del area de produccion y se observé
la presencia de tres poblaciones microbianas algunas especies identificadas
pertenecen a los géneros son Escherichia, Staphylococcus, Streptococcus,
Enterobacter y Bacillus; se observé que los trabajadores presentaron signos y
sintomas clinicos como malestar estomacal, dolor de cabeza, gripe, congestién y
flujo nasales (Roldan et al., 2003).

Otro de los estudios fue el realizado por Garcia-Mena et al. (2016), quienes
seleccionaron nueve puntos que incluyeron las Delegaciones Azcapotzalco y
Gustavo A. Madero y los municipios de Nezahualcéyotl y Coacalco. Los resultados
revelaron la presencia, en el aire, de bacterias hemoliticas a, B y y; dentro de las
bacterias identificadas estdn miembros de Bacillus (B. pumilus, B. subtilis, B.
licheniformis, B. cereus, B. amyloliquefaciens, B. simplex, B. safensis, B. sp. y B.
thuringensis), al igual que: Enterococcus spp., Lysinibacillus fusiformis vy
Microbacterium esteraromaticum.

En Tijuana analizaron la concentracion de microbios en el aire en tres sitios,
obteniendo bacterias potencialmente patdégenas que incluyd a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis
(Hurtado et al., 2014).



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

e Identificar bacterias del aire colectadas a través de filtros de fibra de vidrio de
dos sitios de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca para estudiar su
diversidad genética, genes de virulencia, susceptibilidad a los antibiéticos y
resistencia a los antibioticos.

3.2 Objetivos especificos

e Obtener cultivos puros de bacterias del aire colectadas con fibra de vidrio de
dos sitios de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca, (San Lorenzo y
Zinacantepec) en dos épocas del afio.

e Caracterizar morfologica y fisiol6gicamente a los cultivos bacterianos de dos
sitios de la Zona Metropolitana del Valle de Toluca.

Identificacion gendmica de las bacterias aisladas de dos sitios de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca.

4. METODOLOGIA
4.1 Area de estudio

La Zona Metropolitana del Valle de Toluca (ZMVT) se localiza en la parte central del
Estado de México, entre los paralelos 18°59'07” y 19°34°47” de latitud norte y los
meridianos 99°38'22” y 99°56’13” de longitud oeste con respecto al meridiano de
Greenwich (Gobierno del Estado de México y Secretaria de Ecologia, 2004).

En esta zona se presentan tres épocas climatoldgicas: a) época seca-fria
(noviembre a febrero), con temperaturas de entre 9°y 11° C, que es la temperatura
mas baja en el afio, afectada por los sistemas anticiclénicos que pueden generar
inversiones térmicas, originando condiciones desfavorables para la dispersion de
los contaminantes; b) La segunda época es la seca-calida (marzo a mayo), en la
gue hay un ascenso ligero en la temperatura de 15° C; c) la tercer época es la de
lluvias (junio a octubre), se caracteriza por precipitaciones de entre 160 y 210 mm;
en esta época por ubicacion geografica, tienden a presentarse sistemas
meteoroldgicos tropicales, lo que contribuye a la remocién de los contaminantes en
la atmésfera (Gobierno del Estado de México y Secretaria de Ecologia, 2004).

Para realizar el presente proyecto de investigacion se obtuvieron muestras de aire
de dos sitios en la zona Metropolitana del Valle de Toluca a) San Miguel
Zinacantepec (ZC), en época de secas-frias (ZCS) y época de lluvias (ZCLL)
(19°17'5.89"N, 99°44'7.04"0) y b) San Lorenzo Tepaltitlan (SL), época de secas-
frias (SLS) y época de lluvias (SLLL), (19°19'0.85"N, 99°37'18. 38"0), ambos se
encuentran en zonas urbanas (figura 1).
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Figura 1. Ubicacion de los sitios en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca (Google
Earth, 2018).

4.2 Colecta de las muestras

Las muestras de las particulas fueron colectadas con filtros de fibra de vidrio
colocados en el equipo TC Tecora en la época de lluvias (16 de agosto de 2017) y
secas (23 enero de 2018), en San Lorenzo y Zinacantepec. Los filtros fueron
transportados al laboratorio de Ecologia Microbiana (Universidad Auténoma
Metropolitana-Xochimilco) donde fueron conservados a 4°C. hasta su
procesamiento.

4.3 Procesamiento de las muestras

De cada filtro se utilizé 1.0 cm? este se colocé en 9.0 ml de solucién salina al 0.08%
(NaCl) y se incubaron a 28°C durante 24 horas. Posteriormente se verificd el
crecimiento de bacteriano, se realizaron diluciones seriadas (-10* a 10-3), 0.1 mL de
estas fueron utilizadas para inocular cajas Petri conteniendo agar nutritivo y se
dispersaron mediante un asa de Digraldsky, previamente esterilizada; finalmente,
los cultivos se incubaron durante 24 horas a 28°C. A partir de los cultivos
bacterianos obtenidos, se seleccionaron colonias considerando su forma, color y
tamano, se resembraron en viales con agar nutritivo inclinado para conservarlas a
4°C (anexo 1).
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4.4 Obtencion de cultivos puros

Para obtener cultivos puros se aplico la técnica de siembra y resiembra, por estria
cruzada, en agar nutritivo. Para ello se separaron colonias diferentes que fueron
resembradas en caja Petri divididas en ocho, la pureza de los cultivos se verifico por
observaciones al microscopio Optica previa tincion de Gram de cultivos.

A partir de las observaciones microscopicas se determind, ademas de la pureza de
los cultivos su morfologia y arreglo celulares. Los cultivos puros fueron resembrados
en viales conteniendo agar nutritivo inclinado, después de 24 horas de incubacion a
28°C, se conservaron a 4°C (anexo 2).

4.5 Caracterizacion fisiolégica

Se realizaron pruebas bioquimicas para conocer las caracteristicas catabdlicas y
metabolicas respiratorias.

Para determinar el catabolismo de los cultivos bacterianos, se utilizd base rojo de
fenol y se agregaron 5.0 g. de los sustratos: glucosa, fructosa, maltosa, manitol,
sorbitol, sacarosa, lactosa y dextrosa. Con los resultados obtenidos se observé la
capacidad de los cultivos de utilizar al citrato (citrato de Simmons) como Unica fuente
de carbono y energiay se calculé el indice Medio de Utilizacién de Sustratos (I.M.U.)
de acuerdo con lo expuesto por Carballo (1985), como se indica en el anexo 4.

Para el metabolismo respiratorio se prepararon medios semisélidos a base de rojo
de fenol y agar bacterioldgico, suplementados con glucosa y fructosa por duplicado.
Tras la inoculacion, a uno de los tubos de cada par se le afiadié una mezcla de
aceite mineral y parafina (1:1) para impedir la entrada de oxigeno, conforme a lo
descrito en el Anexo 3. Finalmente, los cultivos se incubaron durante 24 horas a
28°C.

4.6 Produccién de enzimas extracelulares

Se prepararon medios de cultivos especificos para la produccion de enzimas
extracelulares que incluyeron amilasa, gelatinasa, lipasa, ADNasa y de hemolisis y
se calculo el indice Medio de produccion de Enzimas (I.M.E.) de acuerdo con lo
expuesto por Carballo (1985) y en el anexo 4.

4.7 Susceptibilidad a antibiéticos

Para determinar la respuesta de los cultivos bacterianos estos se cultivaron en caldo
nutritivo durante dos horas, pasado este tiempo se inocularon cajas Petri
conteniendo agar Muller-Hinton, el inGculo se estrio en la superficie del agar y se
colocaron sensidiscos de la marca Accutrak, para Gram positivos que incluyo a los
antibidticos: Amoxicilina (10 pg), Amoxicilina-acido clavulanico (10/20 pg),
Eritromicina (15 pg), Cotrimoxazol (25 pg), Cefalexina (30 pug), Cefazolin (30 pg),
Cefuroxima (30 ug), Cloranfenicol (30 ug), Ciprofloxacina (5 pg), Ofloxacina (5 ug),

12



Piperacilina (100 pg), Azitromicina (15 pg) y Tetraciclina (30 pg) y para Gram
negativos: Cefuroxima (30 pug), Norfloxacina (10 pg), Aztreonam (30 pg), Cefotaxima
(30 ug), Ceftriaxona (30 pg), Acido Nalidixico (30 pg), Nitrofurantoina (300 pg),
Gentamicina (10 pg), Amikacina (30 ug), Ciprofloxacino (5 pg), Ofloxacina (5 ug),
Ceftazidima (30 pg), Cefixima (5 pg) y Cefdinir (5 pg). Los cultivos con los
sensidiscos de incubaron durante 18 horas a 28°C., posteriormente se midieron los
halos de inhibicion considerando que estos fueron resistentes cuando el halo
presento de 0-14 mm., sensibilidad intermedia de 15-19 mm. y sensibles de 20-30
mm. (Correa-Basurto et al., 2007).

5. RESULTADOS

Se obtuvieron 91 cultivos bacterianos puros aislados (nueve de Zinacantepec,
temporada de lluvias (ZCLL), 27 de Zinacantepec, temporada de secas (ZCS) y 55
de San Lorenzo (SLLL). La morfologia de los cultivos bacterianos con mayor
presencia en Zinacantepec fue la ba5cilar, en ZCLL, el 100% fueron bacilos Gram
positivos esporulados, mientras que, en la temporada de secas, tuvo diversidad
bacteriana observandose bacilos Gram positivos esporulados y bacilos Gram
positivos filamentosos y bacilos Gram negativos filamentosos con mayor registro, y
con una menor proporcion a los cocobacilos Gram negativos. En San Lorenzo, en
la temporada de lluvia, la forma mas abundante fueron los cocobacilos Gram
positivos y los cocobacilos Gram negativos, seguido de los cocos Gram positivos y
en menor presencia por los cocos Gram negativos. Esta variabilidad morfologica
sugiere diferencias en la composicion microbiana asociadas a las condiciones
ambientales de cada sitio y temporada (figura 2).

Wz a) b) G ) ;
Figura 2. Morfologia de los cultivos bacterianos aislados de ZCLL, a) Bacilos esporulados;
ZCS, b) Bacilos filamentosos Gram, SLL, d) Cocobacilos y €) Cocos.
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El color de las colonias de los cultivos aislados puros se presenta en la figura 3, los
colores fueron crema, transparente y amarillo; en los dos sitios se observo la
presencia del color crema. En SLLL, tuvo tres colores distintos en sus colonias, en
mayor numero de cultivos fue crema, seguido de transparentes y amarillos. En las
dos temporadas de Zinacantepec todas las colonias fueron de color crema.

Estas diferencias en morfologia y pigmentacion reflejan posibles variaciones en la
diversidad microbiana y adaptacion de las bacterias a las condiciones particulares
de cada sitio y época del afo.

Amarillo
18
Transparente
30
Crema F 27
9
0 5 10 15 20 25 30 35

Numero de cultivos en cada temporada

SLLL mZCS mZCLL

Figura 3. Color de las colonias de los cultivos bacterianos de Zinacantepec y San Lorenzo.

Con los resultados de las pruebas catabdlicas (utilizacion de fuentes de carbono y
se calculo el 1.M.U.) para cada sitio y temporadas (lluvias y secas). El promedio de
sustratos que mas utilizaron los cultivos de los dos sitios fueron glucosa (54%),
fructuosa (52%), dextrosa (51%), y maltosa (37). Ademas, el citrato de Simmons fue
aprovechado por el 27% de los cultivos en SLLL y el 26% en ZCLL. En general, los
cultivos bacterianos de Zinacantepec (ZCLL y ZCS) presentaron una mayor
capacidad catabdlica en comparacién con los de San Lorenzo (SLLL), como se
refleja en los valores de 1.M.U.

En ZCLL (figura 4) Se observd que el 100% catabolizé glucosa, 89% fructuosa,
dextrosa y maltosa. El I.M.U. fue de 49%, reflejando una buena capacidad de
adaptacion a los sustratos disponibles.
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ZCLL

I.M.U 49
Dextrosa 100

Maltosa 89

Fructuosa | 100

Glucosa 100

0 20 40 60 80 100 120
%

Figura 4. Catabolismo de los cultivos bacterianos puros provenientes de ZCLL y el .MU.

En ZCS, correspondiente a la temporada de secas (figura 5), todos los sustratos
fueron utilizados, aunque en menor proporcion. La dextrosa fue la mas utilizada
(48%), seguida de fructuosa (41%), lactosa (33%), glucosa y sacarosa (22%), y
finalmente sorbitol, maltosa y manitol (19%). El I.M.U. fue de 28%, indicando una
actividad catabdlica baja.

ZCS
I.M.U 28
Citrato de Simmons ITEEEEEEEE——————— 26
Dextrosa 48
Sorbitol 19
Sacarosa 22
Maltosa 19

Fructuosa mEEEEEEEEEEEESESSSSS—— /]
Manitol m—————— 10
Lactosa 33
Glucosa 22

0 10 20 30 40 50 60
%

Figura 5. Cultivos bacterianos puros que utilizan fuentes de carbono y energia a los
sustratos ensayados y su I.MU. de Zinacantepec temporada de secas.

En SLLL, el 40% catabolizd glucosa, 27% fructuosa, 15% dextrosa, 4% lactosa y
sacarosa, y apenas 2% para manitol y maltosa., el .M.U. fue de solo 12%, el mas
bajo entre los sitios estudiados (figura 6).
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SLLL

.M.U 12
Citrato de Simmons I 27
Dextrosa 15
Sacarosa 4
Maltosa 2

Fructuosa I 27
Manitol mm 2
Lactosa 4

Glucosa 40

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
%

Figura 6. Cultivos bacterianos puros que utilizaron a los sustratos ensayados como fuentes
de carbono y energia y su I.MU. de cada temporada.

La figura 7, muestra los resultados del metabolismo respiratorio de los cultivos
bacterianos puros, especificamente su comportamiento como anaerobios
facultativos al utilizar glucosa y fructuosa como fuentes de carbono.

En el sitio ZCLL, se observd que el 100% de los aislamientos bacterianos fueron
anaerobios facultativos tanto en presencia de glucosa como de fructuosa, lo que
indica una alta adaptabilidad metabdlica de los cultivos crecer en condiciones con o
sin oxigeno.

En el sitio ZCS, el 41% de los cultivos bacterianos fueron anaerobios facultativos
cuando se les suministro fructuosa, mientras que solo el 22% lo fueron con glucosa,
mostrando una menor versatilidad para crecer en condiciones anaerobias en los
sustratos ensayados en ZCLL.

Por su parte, en SLLL, se observé que el 40% de los aislamientos mostraron
metabolismo anaerobio facultativo con glucosa, y el 27% con fructuosa. Aunque
estos porcentajes son superiores a los de ZCS, se mantienen significativamente por
debajo de los observados en ZCLL.

Estos resultados reflejan diferencias importantes en la capacidad respiratoria de los
cultivos bacterianos segun el sitio de origen, siendo ZCLL el que presenta la mayor
proporcion de microorganismos con un metabolismo respiratorio mas flexible.
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Figura 7. Metabolismo respiratorio de los cultivos bacterianos puros tanto en glucosa como
en fructuosa.

Con respecto a la producciéon de enzimas extracelulares (figura 8), en el sitio SLLL,
se observo el mayor numero de cultivos bacterianos que producen enzimas
extracelulares: 100% de los aislamientos fueron positivos para amilasa, lipasa y
gelatinasa Sélo el 11% de los cultivos produjo un 11% de cultivos con hemdlisis. El
I.M.E. registrado fue de 62%, el mas alto entre los sitios analizados.

En ZCLL, el 97% de los aislamientos produjeron amilasa, 63% lipasa, y 49%
gelatinasa. Ademas, se registro actividad hemolitica en un 13% de los cultivos y
16% mostraron produccién de ADNasa. El I.M.E. fue de 43%.

Por otro lado, en ZCS la actividad enzimatica fue mas limitada: amilasa (13%), lipasa
(18%), gelatinasa (8%), y hemolisis (7%). Este sitio presento los valores mas bajos
en la mayoria de las enzimas analizadas, obteniendo un I.M.E. de 25%.

Estos resultados indican que SLLL y ZCLL albergan cultivos bacterianos con mayor
potencial para la produccion de enzimas extracelulares, lo cual podria reflejar
diferencias en las condiciones ambientales, la diversidad microbiana o la presion de
seleccion en cada sitio. La baja actividad enzimatica observada en ZCS sugiere una
comunidad bacteriana con menor capacidad degradativa.

17



IME m— 4%
Hemélisis 13%
Gelatinasa 49%
Lipasa 63%
Amilasa a7%
ADMNaza 16%

-
-
&)
N

LME I 5%
Hemalisis 7%
tn Gelatinasa 8%
H Lipasa 18%
Amilasa 13%

LME I 2%

Hemdlisis 11%
=

-] Gelatinasa 100%
n

Lipasa 100%
Amilasa 100%

0% 20% 40% G60% 30% 100% 120%

Figura 8. Cultivos bacterianos puros productores de enzimas extracelulares, hemdlisis y e
I.M.E. de Zinacantepec y San Lorenzo.

La tabla 1, muestra la respuesta de los cultivos bacterianos aislados en el sitio ZCS
frente a 14 antibi6ticos de amplio espectro utilizados comunmente contra bacterias
Gram negativas. Se observd que la mayoria de los aislamientos presentaron
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién, especificamente a
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y cefixima. Asimismo, se identific6 una
respuesta intermedia ante cefuroxima, aztreonam y cefdinir, lo que sugiere una
sensibilidad parcial o limitada frente a estos compuestos.

Los cultivos fueron sensibles a otros antibidticos que actian por diferentes
mecanismos, entre ellos la nitrofurantoina, norfloxacina, gentamicina, amikacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, cefuroxima (en algunos casos) y acido nalidixico. Estos
resultados indican un perfil preocupante de resistencia mdultiple frente a los
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antibidticos B-lactdmicos, especialmente cefalosporinas, lo cual podria estar
asociado con la presencia de mecanismos de resistencia como la produccion de [3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE). Sin embargo, la sensibilidad conservada
hacia los aminoglucosidos y las fluoroguinolonas sugiere que aun existen
alternativas terapéuticas viables para el tratamiento de infecciones causadas por
estos cultivos bacterianos.

Tabla 1. Respuesta de los cultivos bacterianos de ZCS a los antibioticos Gram negativos
ensayados.
Cultivos\ CR/XM|NF/NOR| AT |CX/ICTX|[FRICRO NA | FUINI | GM AK Cl OF |CZCAZ FXIFIX|CN/CD

2ZC1
2702 I
2208 ] I
227 I I
27C4-1

Resistente _ Intermedio Sensible

Cefuroxima (CR/XM), Norfloxacina (NF/NOR), Aztreonam (AT), Cefotaxima (CX/CTX), Ceftriaxona
(FR/CRO), Acido Nalidixico (NA), Nitrofurantoina (FU/NI), Gentamicina (GM), Amikacina (AK),
Ciprofloxacino (Cl), Ofloxacina (OF), Ceftazidima (CZ/CAZ), Cefixima (FX/FIX) y Cefdinir (CN/CD).

La identificaciobn genomica de las bacterias aisladas de los dos sitios de la Zona
Metropolitana del Valle de Toluca, del presente estudio, no se realiz6 debido a que,
como resultado de la pandemia por COVID 19, se dafi6 el refrigerador en donde se
conservaban los cultivos y se contaminaron por lo que hubo pérdida total de estos.

6. DISCUSION

El presente estudio se llevo a cabo en la Zona Metropolitana del Valle de Toluca
(ZMVT), enfocandose en dos localidades que presentan caracteristicas ambientales
y socioeconémicas contrastantes: Zinacantepec, una zona urbana, y San Lorenzo,
considerada semiurbana. Se seleccionaron estas localidades para evaluar como las
condiciones urbanas y semiurbanas afectan la composicion, diversidad vy
funcionalidad de las comunidades bacterianas aéreas. La investigacion incluyo
muestreos en dos temporadas climéticas diferenciadas: la temporada seca,
representada por el mes de enero, y la temporada de lluvias, correspondiente al
mes de agosto. Las condiciones climaticas en enero presentaron temperaturas
bajas, entre 9 y 11 °C, lo que restringe la dispersion de microorganismos debido a
su requerimiento de hidratacion para mantenerse activos y viables. En contraste, en
agosto la temperatura promedio fue de aproximadamente 15 °C, lo que genera un
ambiente mas propicio para la supervivencia y propagacion de bacterias aéreas
(Rotger y Iriarte, 2022; Tang, 2009).

Zinacantepec y San Lorenzo representan territorios con dindmicas poblacionales,
industriales y ambientales cambiantes, que, combinadas con las variaciones
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meteorolégicas estacionales, afectan de manera significativa la diversidad vy
composicion de las comunidades bacterianas aéreas. Esta interaccion compleja
sugiere que el estudio detallado de bioaerosoles en ambas localidades y en
diferentes temporadas puede proporcionar datos relevantes para entender el
comportamiento ecoldgico y funcional de las bacterias presentes.

En este estudio, se aislaron y caracterizaron 91 cultivos bacterianos puros, cuyo
analisis revelo diferencias significativas en la composicion morfolégica y diversidad
bacteriana entre las localidades y temporadas estudiadas. Durante la temporada de
lluvias en Zinacantepec (ZCLL), predominaron Los bacilos Gram positivos
esporulados, probablemente del género Bacillus, conocido por su capacidad de
formar esporas altamente resistentes que permiten la supervivencia y dispersion en
condiciones ambientales variables (Cruz-Pauseno, 2019).

Por otro lado, en la temporada en los aislados de ZCS, se observé una mayor
diversidad morfoldgica, incluyendo bacilos Gram positivos y negativos filamentosos,
gue tienden a generar esporas para sobrevivir ante la escasez de nutrientes y
condiciones adversas, activAndose nuevamente cuando el ambiente mejora (Fang
et al., 2007). Ademas, se detecto la presencia de cocobacilos Gram negativos en
menor proporcion, bacterias que habitan ambientes acuaticos, suelos, vegetacion y
el tracto intestinal de humanos y animales (Farifias y Martinez-Martinez, 2013). La
coexistencia de estas bacterias en el aire refleja la complejidad de los nichos
microbianos y su adaptacion a los cambios estacionales. La predominancia de
bacilos Gram positivos esporulados durante la temporada de lluvias, junto con la
mayor diversidad encontrada en la temporada seca, evidencian como factores
ambientales, especialmente temperatura y humedad, influyen en la estructura y
dinamica de las comunidades bacterianas aéreas.

En cuanto a las caracteristicas fenotipicas, se examind la pigmentacién de las
colonias bacterianas. El color crema predominé en la mayoria de los cultivos, lo que
esta relacionado con la cantidad de ARN y ADN presente en la célula segun la fase
En San Lorenzo durante la temporada de lluvias (SLLL), se observé que los aislados
presentan colonias transparentes, amarillas y crema. Las colonias amarillas podrian
corresponder a Micrococcus luteus, que produce pigmentos carotenoides que
brindan proteccion frente al estrés oxidativo y radiacion ultravioleta, ofreciendo
ventajas adaptativas en ambientes expuestos a la luz solar (Propst y Lubin, 1979;
Saubenova et al., 2024). La ausencia de estas colonias pigmentadas en
Zinacantepec podria relacionarse con diferencias en el ambiente local o en las
condiciones experimentales de cultivo, como la composicion del medio de cultivo y
temperatura de incubacion (Cercenado y Cantén, 2009; Caycedo et al., 2021). estas
observaciones resaltan la heterogeneidad microbiana y los multiples factores que
inciden en las caracteristicas fenotipicas observadas.

Desde una perspectiva funcional, el analisis metabdlico mostré que las bacterias
aisladas poseen una alta capacidad para utilizar diversas fuentes de carbono, con
una marcada preferencia por azucares simples y disacaridos fermentables como
glucosa, fructosa, maltosa y dextrosa. La mayoria de los cultivos presentaron un
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metabolismo anaerobio facultativo, lo que indica su capacidad metabdlica para
crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno (Jin et al., 2025).

En particular, los bacilos Gram positivos aislados en Zinacantepec, probablemente
Bacillus, mostraron metabolismo facultativo capaz de fermentar carbohidratos en
condiciones anaerobicas, produciendo metabolitos como acetato, acetoin y lactato
mediante vias fermentativas o respiracion anaerobia con nitrato (Nakano y Zuber,
1998). Esto explica su persistencia en ambientes atmosféricos con condiciones
variables y respalda la idea de que las bacterias aéreas mantienen a los ciclos
biogeoquimicos locales.

El indice Medio de Utilizacion (I.M.U.) de sustratos mostré diferencias entre
localidades y temporadas, siendo mayor en Zinacantepec (28-49%) que en San
Lorenzo (12%). Esto sugiere una mayor capacidad metabolica y versatilidad en las
bacterias urbanas, posiblemente atribuible a mayor diversidad genética o
adaptaciones a entornos con mayor carga organica o fluctuaciones ambientales
(Bowers et al., 2011). Se observo que el citrato fue utilizado por un bajo porcentaje
de bacterias (~26-27%), lo que indica que solo un subconjunto posee la capacidad
enzimatica y sistemas especificos de transporte para metabolizar compuestos
menos comunes que requieren rutas metabolicas completas como el del ciclo del
acido tricarboxilico (Postma et al., 1993; Antranikian y Giffhorn, 1987; Yoon et al.,
2012). Esta especificidad metabdlica resalta la heterogeneidad funcional del
microbioma aéreo, el cual responde dinamicamente a condiciones fisicoquimicas
locales.

En relacion con la produccion de enzimas extracelulares, las bacterias aisladas
mostraron una alta capacidad degradativa, con produccion significativa de amilasa,
lipasa y gelatinasa, especialmente en las muestras recolectadas durante la
temporada de lluvias (ZCLL y SLLL). Este hallazgo indica que estas bacterias
desempefian un papel relevante en la mineralizacién y reciclaje de materia organica
particulada en el ambiente aéreo, contribuyendo a los ciclos biogeoquimicos locales
(Fahlgren et al., 2010; Frankel y Bazylinski, 2003). El mayor nUmero de cultivos con
capacidad de producir enzimas observado en San Lorenzo durante la temporada de
lluvias podria estar relacionado con una mayor expresion de factores de virulencia
bajo condiciones ambientales humedas, fendmeno que ha sido documentado en
estudios sobre bacterias presentes en aerosoles urbanos (Hernandez, 2024).

Un hallazgo clinico relevante fue la deteccion de resistencia multiple a antibioticos
B-lactamicos (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y cefixima) en bacterias aisladas
en Zinacantepec durante la temporada seca. Estos antibiéticos son ampliamente
utilizados en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram negativas.
La presencia de cepas resistentes refleja un patron global de incremento en
multirresistencia, atribuible al uso inadecuado y excesivo de antimicrobianos en
entornos hospitalarios (Prestinaci et al., 2015).

Desde un enfoque ecoldgico, la atmosfera urbana ha sido reconocida como un
reservorio y vehiculo para la dispersion de genes de resistencia a antibiéticos
(ARGs) y elementos genéticos moviles (MGEs) que facilitan la transferencia
horizontal entre microorganismos ambientales y patégenos oportunistas (Xie et al.,
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2022; Li et al., 2018). Adicionalmente, estudios han demostrado que eventos
meteorolégicos como las lluvias modifican la diversidad y abundancia de ARGs en
particulas PM,.s, indicando que el transporte atmosférico representa un mecanismo
subestimado para la propagacion de resistencia antimicrobiana en ambientes
urbanos e industriales (Ouyang et al., 2020).

7. CONCLUSIONES

La morfologia y la producciéon de patogenicidad de los cultivos bacterianos
obtenidos de las dos temporadas, resultaron diferentes y ambas tuvieron la
capacidad de crecer en condiciones anaerobias, lo cual refiere que hay una
diversidad bacteriana, siendo un factor el cual seguir analizando ya que la
probabilidad va en aumento que estas ocasionen enfermedades respiratorias y que
sean resistentes a los tratamientos meédicos, también se vio la factibilidad del uso
de filtros de fibra de vidrio para conservar el género bacillus a 4°C.

Los resultados obtenidos revelan que estos microorganismos poseen una notable
versatilidad metabdlica, reflejada en su capacidad para utilizar diversos azucares
simples y complejos, asi como un predominio de metabolismo anaerobio facultativo,
lo que indica su adaptacién a ambientes atmosféricos con disponibilidad variable de
oxigeno.

Asimismo, se identificd una alta frecuencia de produccién de enzimas extracelulares
como amilasa, lipasa y gelatinasa, lo cual sugiere un rol potencial en la degradacion
de materia organica presente en el ambiente aéreo y, posiblemente, en procesos
de reciclaje biogeoquimico, sin dejar de un lado que estas enzimas son
consideradas como factores de patogenicidad.

La actividad hemolitica detectada, especialmente en la temporada de lluvias,
refuerza la hipotesis de que ciertas condiciones ambientales como la alta humedad
favorecen la expresion de factores de virulencia en cepas ambientales.

Por otra parte, el analisis de susceptibilidad antimicrobiana revelé la presencia de
bacterias resistentes a antibidticos de amplio uso clinico, principalmente
cefalosporinas de tercera generacion, lo que plantea una preocupacion relevante en
términos de salud publica. Estos hallazgos refuerzan la importancia de considerar
el aire como un reservorio potencial de bacterias patégenas y resistentes, que
pueden contribuir a la diseminacién ambiental de genes de resistencia.

La contingencia sanitaria por COVID-19, se presentdé como una limitante
significativa, ya que impidio la validacion taxonomica precisa de las cepas mediante
herramientas moleculares, restringiendo asi la posibilidad de correlacionar las
caracteristicas morfolégicas, metabdlicas y de resistencia con datos genéticos
especificos. Resulta prioritario complementar la caracterizacion fenotipica con
técnicas de identificacion molecular (como secuenciacion del gen 16S rRNA) que
permitan establecer con mayor certeza la clasificacion y el potencial patégeno o
biotecnolégico de las bacterias aerotransportadas.
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9. ANEXOS

Anexo 1
Preparacion de Soluciones medios de cultivo
1. Preparacion de Solucion Salina

Uso
Se utiliza para reponer el volumen del liquido sin alterar la osmolaridad del medio.

Materiales:

e 1000 ml de agua destilada
e« 8.0gde NaCl

Procedimiento:

1. Disolver 8.0 g de NaCl en 1000 ml de agua destilada.

2. Distribuir 9.0 ml de la solucién en tubos de ensayo de 15.0 ml de capacidad.

3. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib/pulg?) durante 20 minutos.

2. Preparacion de Caldo Nutritivo

Uso
Se utiliza para el aislamiento y recuento de microorganismos. Su contenido de
carbono y nitrdgeno aporta nutrientes esenciales para el desarrollo bacteriano.
Materiales:

e 1000 ml de agua destilada

e 8.0 g de caldo nutritivo

Procedimiento:
1. Suspender 8.0 g de caldo nutritivo en 1000 ml de agua destilada.

2. Distribuir en recipientes adecuados.
3. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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3. Preparacion de Agar Nutritivo

Uso: El agar es un agente gelificante que proporciona solidez a los medios de
cultivo, permitiendo el crecimiento de los microorganismos en la superficie del agar

Materiales:

e 1000 ml de agua destilada
e 15.0 g de agar bacteriologico
e 8.0 g de caldo nutritivo

Procedimiento:

1. Disolver el caldo nutritivo y el agar bacteriolégico en 1000 ml de agua
destilada.

2. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ib/pulg?) durante 15 minutos.

3. Dejar enfriar a una temperatura de 45°C a 50°C.

4. Distribuir en cajas Petri o0 en viales de 5.0 ml. Para medios inclinados, vaciar
3.0 ml por vial e inclinar mientras se solidifica.

5. Sembrar por estria e incubar a 28°C durante 24 horas.

Anexo 2

Preparacién de Reactivos para la Técnica de Tincién Gram

Nota: Esta tincidbn debe aplicarse a cultivos con 24 horas de incubacion (Carballo-
Cruz, 1985).

Reactivo 1: Cristal Violeta - Oxalato de Amonio

Solucion A:
e 200 ml de alcohol etilico al 96%
e 0.2 g de cristal violeta
Solucion B:
e 80 ml de agua destilada
e 0.8 g de oxalato de amonio
Procedimiento:
1. Preparar ambas soluciones por separado.
2. Combinar la solucion Ay la solucion B.
3. Dejar reposar durante 24 horas.
4. Filtrar antes de su uso.
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Reactivo 2: Yodo - Lugol
Solucion A:

e 240 ml de agua destilada
e 1.0 gde yodo (cristales)
e 2.0 gde yoduro de potasio

Solucién B:
e« 60 mlde NaHCO; al 5% (5 g por cada 100 ml de agua destilada)
Procedimiento:

Disolver el yodo y el yoduro de potasio en 40 ml de agua destilada.

Afnadir el resto del volumen de agua destilada (hasta completar los 240 ml).
Combinar esta solucion con la solucién B de bicarbonato de sodio.

Dejar reposar durante 24 horas.

Filtrar antes de su uso.

arwbdpeE

Reactivo 3: Alcohol / Acetona (Descolorante)
Composicion:

e 70 ml de alcohol etilico
e 30 ml de acetona

Procedimiento:
1. Mezclar ambos componentes hasta homogeneizar.
Reactivo 4: Safranina
Composicion:

e 100 ml de alcohol etilico
e 2.0 gde safranina

Procedimiento:

1. Disolver completamente la safranina en el alcohol etilico.
2. Dejar reposar durante 24 horas.
3. Filtrar antes de utilizar
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Técnica de Tincion de Gram
Preparacién del Frotis

Etiquetar los portaobjetos.

Encender el mechero y esterilizar el asa.

Colocar una gota de solucion salina sobre el portaobjetos.
Tomar parte de una colonia con el asa enfriada.

Extender suavemente en forma circular.

Secar al aire cerca del mechero, sin sobrecalentar.

o gk

Proceso de Tincion

Agregar cristal violeta por 1 minuto. Enjuagar suavemente con agua.
Agregar yodo-Lugol por 1 minuto. Enjuagar.

Aplicar alcohol/acetona por 30 segundos. Enjuagar.

Agregar safranina por 1 minuto. Enjuagar.

Retirar el exceso de agua y dejar secar.

arwbdpeE

Interpretacion de Resultados

e« Gram Positivo: Color azul o morado.
e Gram Negativo: Color rojo o rosa.

Anexo 3

Pruebas catabdlicas, metabolismo respiratorio y enzimas extracelulares

Las lecturas se deben realizar después de incubar los cultivos puros durante 24
horas a 28°C.

1. Pruebas catabolicas
1.1 Pruebas con Hidratos de Carbono Liquidos

Sustratos: maltosa, lactosa, sacarosa, manitol, sorbitol, dextrosa
Fundamento: Evaluar la capacidad de los microorganismos para metabolizar
compuestos organicos.
Composicion:

e 1000 ml agua destilada
e« 15.0 g rojo de fenol
e 5.0 g del sustrato (azucar correspondiente)
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Procedimiento:

1. Preparar rojo de fenol y agregar el sustrato.
2. Disolver y distribuir 3 ml en tubos con rosca.
3. Esterilizar a 121°C durante 20 minutos.

Lectura:

e Color amarillo: Prueba positiva
« Sin cambio o color mas intenso: Prueba negativa

1.2 Pruebas con Hidratos de Carbono Semisoélidos

Sustratos: Glucosa/fructosa
Composicion:

e 1000 ml agua destilada
e 15.0 g rojo de fenol

e 5.0 g sustrato

« 3.0 g agar bacteriologico

Procedimiento:

Preparar la mezcla con rojo de fenol, sustrato y agar.
Llevar a ebullicion.

Verter en tubos con tapén de algodon.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Hw NP

Lectura:

e De naranja a amarillo: Medio acidificado — uso de sustrato.
« De naranja a rojo: Medio alcalino — sin uso del sustrato.
« Sin cambio: No se metabolizé el sustrato.

2. Prueba de Oxidacion-Fermentacion (O/F)
Uso: Determinar el tipo de metabolismo energético (respiratorio o fermentativo).
Composicion:
1000 ml agua destilada
15.0 g rojo de fenol

5.0 g glucosa o fructosa
3.0 g agar bacteriolégico
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e Mezcla de parafina y aceite mineral (1:1)
Procedimiento:

Preparar el medio con agar, rojo de fenol y sustrato.
Inocular dos tubos por cultivo.

Cubrir uno con la mezcla de aceite/parafina.
Incubar a 29°C por 24 horas.

P NP

Lectura:

e Ambos tubos amarillos: Anaerobio facultativo
e Solo tubo abierto amarillo: Aerobio estricto
e Sin cambio: No metaboliza el sustrato

3. Prueba de Citrato de Simmons
Uso Determinar si el microorganismo puede usar el citrato como Unica fuente de
carbono.
Composicion:

e 1000 ml agua destilada
e 22.0 g medio Citrato de Simmons

Procedimiento:

Disolver el medio en agua.

Llevar a ebullicion.

Verter en tubos con rosca e inclinar para formar pico de flauta.
Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Hw NP

Lectura:

e Color azul: Uso del citrato
e« Color verde: No utiliza citrato
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4. Pruebas de Enzimas Extracelulares

Todos los medios se preparan en matraces con tapén, se esterilizan a 121°C por 15
minutos, se enfrian y se vierten en cajas de Petri.

4.1 Amilasa
Uso: Hidrolisis de almidén a azucares simples.
Composicion:

e 1000 ml agua destilada
e 8.0 g caldo nutritivo

e 15.0 g agar
e 1.5 g almidon soluble
e« 5.0g NaCl

Lectura:

Agregar yodo-lugol sobre el cultivo. Halo transparente alrededor del in6culo =
positivo.

4.2 Gelatinasa
Fundamento: Hidrdlisis de gelatina en péptidos y aminoacidos.
Composicion:

e 1000 ml agua destilada

e 8.0 g caldo nutritivo

e 15.0 g agar

e 4.0 g gelatina bacteriologica

Lectura:
Agregar HgCl. Halo transparente alrededor del in6culo = positivo.

4.3 Lipasa
Fundamento: Hidrolisis de triglicéridos.
Composicion:

e 1000 ml agua destilada
e 8.0 g caldo nutritivo

e 15.0 gagar

e 10.0 ml Tween 80
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Lectura: Cristales alrededor del in6culo = positivo. No requiere indicador.

4.4 ADNasa
Uso: Hidrolisis de ADN
Composicion:

e 1000 ml agua destilada
e 42.0 g agar ADNasa

Lectura:

Agregar HCI. Halo transparente alrededor del in6culo = positivo.

Uso: Detectar hemolisinas que destruyen globulos rojos.

Contenido:

e 950 ml agua destilada

e 38.0 g medio Miiller-Hinton

e 50.0 ml sangre
Procedimiento:

1. Disolver Muller-Hinton en agua.

2. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

3. Afadir la sangre y mezclar.

4. Verter en cajas de Petri.
Lectura:

e Halo negro: Hemdlisis alfa

e Halo transparente: Hemodlisis beta
— Ambos indican resultado positivo.

5. Prueba de Hemadlisis
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Anexo 4
(Carballo-Cruz, 1985)

indice Medio de Utilizacion del sustrato (I.M.U.).

Este indice es empleado para calcular el “promedio de utilizacion de sustrato de una
familia de sustratos o del total de sustratos ocupados por un probados de cepas”
(Carballo, 1985).

IMU=} P/N
Donde:
P= Porcentaje de utilizacion de cada uno de los sustratos.
N=Numero total de sustratos probados de cada familia quimica.

indice Medio de produccién de Enzimas (I.M.E.)

Este indice es empleado para calcular la produccién de enzimas exocelulares,
donde se mide la “capacidad de producirlas por un grupo de cepas que participan
en la degradacion de todos los sustratos” (Carballo-Cruz, 1985).

IME=Pe/Ne
Donde:
Pe=Porcentaje positivos de las exoenzimas.
Ne=Numero total de exoenzimas ensayadas.
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