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RESUMEN

El fendmeno de dispersion y posterior depositacion de bioaerosoles, que consiste en
la movilizacion a miles de kildbmetros de distancia de material bioldgico,
principalmente bacterias y hongos se ha incrementado en los ultimos afos debido a
los efectos del Cambio Climatico, como sequias prolongadas en diversas zonas
desérticas, cambio en el régimen de pluviosidad y en los usos de la tierra, erosion y
la pérdida de la cubierta herbacea protectora en amplias zonas del planeta (Prospero
y Lamb 2003; Moulin y Chiapello 2006; Neff et al. 2008).

El destino ambiental de los bioaerosoles, depende de la direccidn de los vientos y la
temperatura, entre otros factores. El transporte de dichas particulas ocurre desde
zonas o regiones calidas y de menor latitud del planeta, a regiones mas frias y de
mayor latitud, como es el caso de las zonas de la Patagonia. Los bioaerosoles
podrian acumularse en las regiones polares, donde la temperatura ambiental es mas

baja y permitiria la sedimentacion de estas particulas (De La Rosa et al. 2002).

Numerosos trabajos han demostrado que las nubes de polvo atmosférico no solo
sirven como fuentes periodicas de nutrientes e incluso de contaminantes como es el
caso de los Compuestos Organicos Persistentes COPs (Arbelli 2009; Fernandez y
Grimalt 2003) sino también, sirven como un medio para el transporte global, de
bioaerosoles que podrian llevar microorganismos patégenos y no patdgenos.
Estudios microbiologicos de material particulado han demostrado la movilidad de
una comunidad bacteriana, a través de la atmdsfera en nubes de polvo provenientes
de zonas desérticas (Zhang et al. 2003; Washington et al. 2003; Griffin 2007).

El flujo de bacterias aerotransportadas podria representar una importante via de
colonizacion de ambientes remotos, como los lagos de la Patagonia. Estos lagos
son considerados remotos y pristinos con ecosistemas que carecen de influencia
antropogénica local pero con eventos recurrentes de depositacion de particulas
(aerosoles) (Catalan et al. 2006). Estos ecosistemas responden rapidamente a las
perturbaciones ambientales y pueden considerarse como indicadores sensibles del
cambio global (Catalan et al. 2006) emergiendo como un sistema conveniente para

monitorear la dispersion bacteriana, debido a que en estos lagos se dan condiciones

15



ambientales extremas y particulares por su localizacion geografica. Una perturbacion
causada por microorganismos aloctonos puede producir la desintegracion de los

microhabitats presentes (Torsvik et al. 2002).

Los microorganismos, juegan un rol importante en los ecosistemas lacustres debido
a que son los principales responsables de la actividad bioldgica, la produccion de
biomasa, y remineralizacion en los sistemas lacustres, mientras que los organismos
pertenecientes a niveles tréficos superiores (peces, crustaceos) juegan un rol menor.
Todos estos procesos se pueden ver alterados o modificados, entre otras causas,
debido al ingreso de especies de microorganismos aloctonos (Hans et al. 2003;
Lekunberri et al. 2010).

Existen escasos estudios relacionados con la migracion de microorganismos
mediante el fendmeno de dispersion y depositacion de bioaerosoles en Chile por lo
que es importante estudiar los efectos que puede producir la presencia de
microorganismos aloctonos en ecosistemas lacustres, lo que permitiria un mejor
conocimiento de la respuesta de dichos ecosistemas frente a la influencia de agentes

externos.

La dispersion de microorganismos patdgenos o no patégenos hacia zonas remotas
puede producir efectos en el ecosistema de lagos patagonicos tales como alteracion
de los ciclos biogeoquimicos y tramas tréficas y también puede llegar a producir

diversas enfermedades en plantas, animales e incluso en el hombre (Griffin 2007).

Por lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la
potencial viabilidad de bioaerosoles, en sistemas acuaticos remotos en experimentos

de microcosmos.

Los resultados obtenidos demuestran en primer lugar la presencia de bacterias en
las muestras de bioaerosoles de las zonas en estudio, muchas de estas bacterias
han sido aisladas anteriormente por otros autores. Se logré aislar una cepa inusual
en muestras de bioaerosoles de dos zonas de los lagos de la Patagonia en estudio.

También se observd que muchas de las bacterias aisladas presentan resistencia

a antibioticos de uso habitual en el ambiente hospitalario. Finalmente los resultados

demuestran la viabilidad de los bioaerosoles en zonas remotas por lo tanto en la

16



eventualidad que las bacterias se trasladen en dichos bioaerosoles a grandes
distancias, podrian llevar consigo genes de resistencia a antibidticos y toxinas
(endotoxinas), llegar hasta zonas remotas ocasionando alteraciones y dano tanto al
ecosistema como al hombre. En Chile, no existe informacion al respecto, los
resultados obtenidos son pioneros en nuestro pais y pueden servir como linea base

para estudios posteriores.
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ABSTRACT

The phenomenon of dispersion and later deposition of bioaerosols, that consists in
the mobilization of biological material to thousands of kilometers of distance, mainly
bacteria and fungi has been increased in the last years due to the effects of the
Climate change, like droughts prolonged in diverse desert zones, change in the
rainfall regime oand the land uses, erosion and the loss of the protective cover grass
in ample zones of the planet (Prospero and Lamb 2003; Moulin and Chiapello 2006;
Neff et al. 2008).

The environmental destination of bioaerosols, depends on the wind direction and the
temperature, among others factors. The transport of these particles occurs from warm
zones or regions and low latitude of the planet, to colder regions and of high latitude,
as it is the case of the zones of the Patagonia. Bioaerosols could be accumulated in
the Polar Regions, where the environmental temperature is lower and allows that

these particles settle down (De la Rosa et al. 2002).

Many works have demonstrated that the atmospheric dust clouds serve as periodic
sources of nutrients and polluting agents as it is the case of Persistent Organic
Pollutants (POPs) (Arbelli 2009; Fernandez and Grimalt 2003) but also, serve as a
medium for the global transport, of bioaerosols who could carry pathogenic and
nonpathogenic microorganisms. Microbiological studies of particulate material have
demonstrated the mobilization of a bacterial community, through the atmosphere in
dust cloud originated from desert zones (Zhang et al. 2003; Washington et al. 2003;
Griffin 2007).

The flow of airborne bacteria could represent an important via of colonization of
remote atmosphere, like Patagonian lakes. These Lakes areconsidered remote and
pristine with ecosystems that lack of local anthropogenic influence but with recurrents
events of deposition of particles (aerosols) (Catalan et al. 2006). These ecosystems
respond to the environmental disturbances quickly and can be considered like
sensible indicators of the global change (Catalan et al. 2006) emerging like a
convenient system to monitor the bacterial dispersion, because in these lakes occur

extreme and particular environmental conditions by their geographic location.
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A disturbance caused by allochthons microorganisms can produce the desintegration
of the present microhabitats (Torsvik et al. 2002). The microorganisms play an
important roll in the lacustrine ecosystems because they are the main responsible of
the biological activity, biomass production and remineralizacion in the lacustrine
systems, whereas the organisms from superiors trophic levels (fish, crustaceans) play
a smaller roll. All these processes can be seen altered or modified, among others
causes, due to the entrance of allochthons microorganisms species (Hans et al 2003;
Lekunberri et al. 2010).

Only a few studies exist, related to the migration of microorganisms via the dispersion
and depositacton phenomenon of bioaerosoles in Chile, reason why it is important to
study the effects that can produce the presence of microorganisms allochthons in
lacustrine ecosystems, which would allow a better knowledge of the response from

these ecosystems against the influence of external agents.

The dispersion of pathogenic or nonpathogenic microorganisms to remote zones can
produce effects in the Patagonian lakes ecosystem such as alteration of the
biogeochemical cycles and trophic network and can also produce diverse diseases in

plants, animal and even in the man (Griffin 2007).

By the mentioned previously, the objective of the present work was to study the
potential viability of bioaerosols, in remote aquatic systems in microcosm
experiments.The results show in first place the presence of bacteria in samples of
bioaerosols of studied areas, many of these bacteria have been previously isolated by
other authors. An unusual strain was isolated in samples of bioaerosols in two areas
of the lakes of Patagonia in the study. It was also noted that many of the isolated
bacteria are resistant to antibiotics commonly used in hospital environment. Finally,
the results demonstrate the viability of bioaerosols therefore in the event that the
bacteria in these bioaerosols travel long distances, could carry antibiotic resistance
genes and toxins (endotoxins), reaching remote areas causing disturbances and
damage to the ecosystem and to the man. In Chile, there is no information, the results

are pioneers in our country and can serve as a baseline for further studies.
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Antecedentes generales

Aerosoles

El material particulado atmosférico o aerosol es un contaminante del aire
directamente emitido a la atmdsfera a través de procesos de origen natural, como
erosion del suelo, erupciones volcanicas, evaporacion de agua de mar o a través de
fuentes antropogénicas, que corresponden a las emisiones generadas por el hombre
como la combustion de los motores de autos, hogares, actividades industriales, etc.,
0 como aerosoles secundarios debido a las transformaciones quimicas de los gases
emitidos por el trafico o la industria (Préndez et al. 1991; Tolgyessy 1993; Carreras et
al. 2004; Morales-Baquero et al. 2006; Joksic et al. 2009).

En la atmodsfera los aerosoles tienen efectos muy importantes para el ambiente.
Representan un peligro para la poblacion que los respira. Absorben radiacion y
ademas sirven como nucleos de condensacion para formar nubes. Ademas, son
superficies de contacto con gases para llevar a cabo transformaciones quimicas. Por
ultimo y mas grave aun, son vehiculos que trasportan microorganismos o células de
microorganismos encapsulados, mezclados con material particulado biolégico

conocido como bioaerosoles (Eduard et al. 2012)..

Las particulas con un diametro menor a 0.1 pm no presenta un problema importante
y aquellas particulas con un tamano mayor a 10 um se encuentran solamente unas
pocas horas suspendidas después de su emision antes de ser removidas de la
atmosfera mediante procesos de sedimentacion o precipitacion. Aquellas particulas
con diametro entre 0.1 y 10 um son el principal foco de interés y estudio ya que de
acuerdo a la literatura pueden afectar la reflexion y dispersion de la luz solar
incidente, la nubosidad y precipitacion; ademas pueden permanecer en la atmosfera
durante mucho tiempo y en consecuencia, pueden ser transportadas a grandes
distancias desde el punto de emisién. (Tolgyessy 1993; De la Rosa et al. 2002;
Joksic et al. 2009)

21



Bioaerosoles

Los bioaerosoles se pueden definir como particulas transportadas por el aire
constituidos por particulas finas, moléculas de tamafio grande, compuestos
organicos volatiles que estan vivos o que proceden de un organismo vivo. En los
bioaerosoles se pueden encontrar microorganismos como bacterias, virus y hongos
(cultivables, totales y/o muertos), fragmentos, toxinas y particulas producto de
residuos de todo tipo, cuyo origen es la materia viva (Ariya et al 2009; Jaenicke
2005).

La supervivencia y dispersion de los bioaerosoles en el aire, depende de las
condiciones del entorno al cual estén expuestos, ya que factores como la
temperatura, el movimiento del aire, la luz y la cantidad de sustrato que encuentren
para alimentarse en el medio, van a determinar la cantidad de microorganismos

presentes (Smets 2013).

Los nutrientes de estos microorganismos son variados, diferentes sustratos pueden
suplir sus necesidades. De manera general los compuestos esenciales para su
desarrollo son agua y materia organica; en otras palabras cualquier compuesto que

tenga estas caracteristicas es una zona colonizable para ellos.

El aire no se considera un habitat bacteriano, las bacterias existen en el aire como
contaminantes accidentales. Aunque esta afirmacién anterior en la actualidad esta
siendo replanteada, no se discute el hecho de que muchos microorganismos
patogenos del aire estan asociados a dos tipos de particulas: nucleos de pequefias
gotas, que son residuos de gotas evaporadas de la exhalacion y otras mas
frecuentes son las particulas de polvo. Estos dos tipos de particulas son diferentes
en cuanto a su origen, manera de depositarse, importancia en las enfermedades y a

los métodos con los que deben ser valoradas y controladas (Olaya y Perez 2006).

Se pueden encontrar bioaerosoles en altitudes de hasta 41 kildmetros sobre el nivel
del mar (Wainwright et al. 2003) donde viajan por impulso de las corrientes y

muestran largos tiempos de residencia (Morris et al. 2008).

En general la caracteristica mas relevante de los bioaerosoles es el comportamiento

aerodinamico que presentan estas particulas cuando son emitidas al aire. Una vez
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que se encuentran en suspension, su comportamiento va a estar gobernado por sus
propiedades fisicas (forma, tamano y densidad) y las condiciones medioambientales

(corrientes de aire, humedad y temperatura) (Sanchez-Monedero 2006).

Las particulas de mayor tamafo (con un diametro aerodinamico superior a 10 um)
tienden rapidamente a sedimentar por la accién de las fuerzas gravitacionales,
mientras que las particulas muy pequefas (inferiores a 0.1 ym) son transportadas
por movimientos brownianos y presentan un comportamiento similar a un gas,
permaneciendo asi en suspensiéon. Sin embargo, aquellas particulas con un diametro
aerodinamico entre 0.1 y 10 ym presentan un comportamiento intermedio ya que su
movimiento esta afectado en mayor o menor medida por ambos tipos de fuerzas
(Sanchez-Monedero 2006).

Los factores ambientales, ademas de gobernar el comportamiento aerodinamico de
los biaerosoles, también determinan su estabilidad y viabilidad. Los microorganismos
en suspension estan expuestos a distintos tipos de estrés ambiental que dan lugar a
su inactivacion. El hecho de que estas particulas puedan permanecer en suspension,
sean viables y facilmente transportables por el viento, las convierte en uno de los
principales problemas ambientales que puede influir en el clima, salud publica , etc, a
escala regional y/o mundial (Griffin et al. 2001; Préspero et al. 2005; Lohmann y
Feichter 2005; Keene y Galloway 1988; Kanakidou et al. 2005; Sun y Ariya 2006;
Fuzzi et al. 2006; Elbert et al. 2007; Mohler et al. 2007).

El destino ambiental de los bioaerosoles, entre otros factores, depende de la
direccion de los vientos y de la temperatura; él transporte de las particulas
atmosféricas va desde zonas o regiones calidas y de menor latitud del planeta a
regiones mas frias y de mayor latitud. (De La Rosa et al. 2002). La atmodsfera es el
principal medio de transporte para la distribucion mundial de los bioaerosoles. La
asociacion entre las particulas que lo conforman aumenta su velocidad de

eliminacién desde la atmdsfera por procesos de depositacion seca y humeda.

De acuerdo con este mecanismo, la mayoria de los bioaerosoles, podrian
acumularse en las regiones polares, donde la temperatura ambiente es baja lo que

les permite depositarse. Las zonas remotas son ecosistemas unicos para el estudio
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de estas particulas y los lagos situados en estas zonas constituyen ecosistemas
estables donde la influencia del ingreso de los bioaerosoles transportados

atmosféricamente puede ser monitoreada. (De La Rosa et al. 2002)

Griffin et al (2001) y Kellogg y Griffin (2006), en sus resumenes de mediciones que
realizaron en varios muestreos de particulas de tierra durante diversos eventos de
tormentas de polvo, muestran que los microorganismos pueden encontrarse
formando parte de las particulas de polvo y asi son transportados a largas distancias

en la atmosfera.

Mediante imagenes satelitales se han observado densas neblinas de polvo
provenientes de las regiones aridas de Africa, Asia y Medio Oriente, las cuales a
menudo cubren grandes areas de los océanos Atlantico, Pacifico e indico en
direccion de los vientos. Estas tormentas y plumas de polvo tienen a los bioaerosoles
como los componentes principales, mas destacados y persistentes (Burkow y
Kallenborn 2000; Griffing et al. 2001; Prospero et al. 2005; Reche et al. 2009).

Los desiertos mas grandes del planeta, que incluyen las regiones del norte de Africa
del Sahara y Sahel y los desiertos de Asia, Gobi, Takla Makan, y Badain Jaran, son
las principales fuentes de movilizaciéon de los polvos del desierto a grandes
distancias a través la atmoésfera. (Griffing 2007; Hervas et al. 2009). La cantidad
anual de polvo del desierto que permite las migraciones aéreas regionales o globales
es de 0,5 a 5,0 billones de toneladas. Las regiones de Africa, contribuyen con casi un
billbn de toneladas métricas de polvo al afio a la atmdsfera global (Perkins 2001;
Griffing et al. 2001; Griffin 2007).

En Chile, los remolinos de polvo, son producidos con mayor frecuencia en areas
desérticas donde las superficies son calentadas fuertemente por el sol, y luego de
formarse en la superficie, ascienden, como en el caso del Desierto de Atacama, en la
zona de Huara, a 30 kilbmetros al norte de Pozo Almonte en la | region se han
llegado a contar mas de 70 remolinos simultaneos (comunicacion personal Dr. Aldo

Montecinos),

El reciente Panel de evaluacién Intergubernamental sobre el Cambio Climatico

(IPCC) concluye que el polvo podria estar jugando un papel importante en el
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forzamiento climatico. El IPCC asume que las fuentes naturales de polvo han sido
continuas en los ultimos cientos de afos y todo esto es atribuible a los impactos del
uso de la tierra por el hombre, los cuales se estiman que contribuyen en un 20 a 50%
del total de las emisiones de polvo hoy en dia (Easterling et al. 2000; Burkow y
Kallenborn 2000).

La emision de bioaerosoles puede ocasionar cambios en los ecosistemas globales
que afectan tanto a la salud humana como al ambiente. Un ejemplo importante es el
observado en el lago Chad donde la prolongada sequia, el pastoreo excesivo, y la
desecacion han contribuido con las tremendas emisiones de polvo cargado de
bioaerosoles desde las regiones africanas del Sahel. Este polvo es transportado por
los vientos hacia el Caribe, donde ha sido vinculado con el aumento en las tasas de
enfermedades asmaticas en el hombre y la introduccion de agentes patégenos
sospechosos de ser los causantes de la mortandad de los arrecifes de corales

marinos (Garrison et al. 2003).

Un estudio ecoldgico estimdé que aproximadamente un 20% de las especies
identificadas en los bioaerosoles movilizados por una tormenta de polvo en Bikaner,
India, pueden ser las causante de enfermedades en plantas y animales y que casi un

10% de ellas son patégenos humanos oportunistas (Griffin 2005).

Se ha demostrado que las nubes de polvo atmosférico sirven como fuentes
periddicas de contaminantes, como es el caso de los compuestos organicos
persistentes (COPs), cuya distribucion mundial se ha convertido en uno de los

principales problemas ambientales en la ultima década.

Numerosos investigadores han discutido, revisado y demostrado la existencia del
transporte de contaminantes a gran distancia (Oehme 1991; Barrie et al. 1992;
Burkow y Kallenborn 2000). Tal es el caso de los COPs, debido a sus propiedades
fisico-quimicas, en especial a su caracter semi-volatil, estos compuestos pueden
evaporarse y condensarse con el aumento o disminucién de la temperatura
(Estellano et al. 2006; Fernandez y Grimalt 2003; Goiun et al. 2004). Estas
caracteristicas permiten a los COPs viajar largas distancias y migrar desde zonas

calidas a regiones frias y la asociacion preferencial con particulas de la atmésfera
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aumenta su velocidad de eliminacion por procesos de depositacion seca y humeda.
(Oehme 1991; Fernandez, y Grimalt 2003; Arbelli 2009).

En zonas donde predominan las temperaturas frias, la evaporacion de estas
sustancias es minima y tienden a redepositarse, acumularse y concentrarse en
diferentes matrices ambientales; resultando en una amplia distribucion, pudiendo
encontrarse en regiones donde nunca fueron usados, como por ejemplo en sitios
remotos, en zonas polares y regiones montafiosas (Estellano et al. 2006; Jaward et
al. 2001; Meakin 2000; Oehme 1991; Barrie et al. 1992; Burkow y Kallenborn 2000;
Fernandez y Grimalt 2003; Arbelli 2009).

El transporte de aerosoles, que llevan estos compuestos téxicos, de latitudes bajas a
altas se lleva a cabo en pasos sucesivos de condensacién /volatilizacién conocido
como el "efecto saltamontes” por el cual estos compuestos se intercambian entre el
aire y las superficies terrestres de acuerdo a los cambios de temperatura estacional a
latitudes medias (Oehme 1991; Fernandez y Grimalt 2003; Mendoza 2008; Arbelli
2009). Resultados de los niveles de PCBs en suelos y sedimentos lacustres en todo
Chile mostraron concentraciones mayores a las esperadas en zonas remotas y de
altas latitudes con valores totales de PCB de 298 ng/g de peso seco (Mendoza et al.
2006). Se ha observado un aumento significativo en los flujos de depositacion de

estos compuestos, en los ultimos 50 anos (Mendoza 2008).

Bacterias transportadas por el aire

Debido a la baja humedad, escasez de nutrientes, temperaturas variables, y a la
exposicion ultravioleta, la atmdsfera se considera un ambiente oligotréfico y dificil y
por lo tanto desafiante, no soélo para la supervivencia, sino también para el
crecimiento de los microorganismos (Franzetti et al. 2011; Peccia y Hernandez
2006). A pesar de esto, las bacterias continian estando presentes ubicuamente en el
aire (Jaenicke 2005) y en concentraciones celulares significativas, en magnitudes de
un 10° a 10° UFC por m® de aire aproximadamente (Burrows et al. 2009; Maron et
al. 2005). Las comunidades de bacterias aerotransportadas parecen mostrar altas

diversidades, comparables con las comunidades presentes en el agua y en el suelo
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(Brodie et al. 2007; Maron et al. 2005). Esta contradiccion evidente se puede explicar
por los diversos mecanismos de adaptacion bacterianos tales como tolerancia de la
temperatura, mecanismos de reparacion del ADN, y otros medios para la proteccion
ultravioleta como introducirse en la profundidad de las particulas o produciendo una
amplia gama de pigmentos (Polymenakou 2012; Tong y Lighthart 1997; Womack et
al. 2010).

Tringe et al (2008) utilizaron la metasecuenciacion de ADN en muestras de aire
encontraron genes que indican que no solo el dafio oxidativo y la desecaciéon son los
mayores condiciones de stress para la microbiota aerotransportada, como se
esperaba, también la disponibilidad del hierro es un factor limitante. Otro mecanismo
de proteccion de las bacterias es iniciar un estado de no divisidon (dormancia), donde
se transforman morfolégicamente a endosporas o experimentan otras modificaciones
de la pared celular (Dewi et al. 2012). Esta es una estrategia tipica para las bacterias
expuestas a stress tales como escasez de nutrientes, de agua, y fluctuaciones de
otros parametros ambientales (Bar et al. 2002), caracteristicas muy comunes de la

vida en el aire.

Las bacterias también pueden estar en un estado metabdlicamente activo en el aire e
incluso puede multiplicarse en el. (Amato et al. 2007a; Amato et al. 2007b; Sattler et
al 2001). La informacion sobre el crecimiento y actividad de bacterias
aerotransportadas es todavia escasa, porque la atmdsfera aun no es considerada,
como habitat para los microorganismos (Morris et al. 2008). Todas estas
adaptaciones, y posiblemente muchas mas, ayudan a explicar la presencia ubicua de

microorganismos en la atmodsfera.

Otro aspecto importante es el transporte y dispersion a través de la atmdsfera de las
bacterias. Algunos estudios han intentado modelar este transporte bacteriano,
Nguyen et al. (2006) han intentado predecir brotes de Legionella pneumophila
usando un modelo de dispersion gaussiano que sirve generalmente para modelar
agentes contaminadores desde un determinado punto como fuente Burrows et al.
(2009) han modelado el transporte y las concentraciones bacterianas mundiales en

bioaerosoles, usando los modelos para la circulacion atmosférica, clima, y emision
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por diversas clases de ecosistemas (Figura 1). Concluyeron que su modelo todavia
necesita mas datos experimentales para superar sus limitaciones, pero que no solo
permite la prediccion de concentraciones bacterianas por todo el mundo, sino
también tiene aplicaciones interesantes para la biogeografia microbiana al permitir

profundizar en la dispersion del material genético entre los ecosistemas.

Modeled near-surface concentration of bacteria
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Figura 1: Concentraciones de bacterias en zonas cercanas a la superficie (103 m'3) basados en el
modelo de Burrows et al (2009).

En este caso se asume que las bacterias son de un tamafo de 1 ym. Las bacterias
mas grandes que 1um se espera que sea transportada cortas distancias (Burrows et
al.2009).

Las bacterias entran a la atmdsfera préxima a la superficie del suelo por la
aerosolizacion de diversas superficies tales como plantas, animales (incluyendo
humanos), suelo y agua (Figura 2) (Burrows et al. 2009; Jones y Harrison 2004). La
aerosolizacion de bacterias puede ocurrir en bacterias solas o en particulas con
bacterias (Jones y Harrison 2004). Las gotitas que contienen microorganismos en el

aire emergen desde el aguas (Burrows et al. 2009; Woolf 1997). En la phyllosphere
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(las superficies de las plantas y de las hojas) es también probablemente una fuente
importante de bacterias aerotransportadas, porque es uno de los habitats
microbianos mas grandes en la tierra con una superficie altamente expuesta al aire
(Redford y Fierer 2009). Ademas, muchas bacterias aerotransportadas fueron
identificadas como especies que también estan presentes dentro de comunidades
bacterianas del suelo, indicando el suelo como un contribuyente muy probable
(Bowers et al. 2012). Aparte de la aerosolizacion, la multiplicacion célular puede
contribuir a las concentraciones bacterianas en el aire, aunque no se sabe hasta
donde se extiende (Amato et al. 2007b; Morris et al. 2008).

En la figura 2 las fuentes abundantes de bacterias aerosolizadas estan marcadas con
una flecha ascendente, mientras que la deposicion se indica con una flecha hacia
abajo. Las bacterias aerotransportadas lo hacen frecuentemente y pueden a menudo

estar en un estado metabodlicamente activo en las nubes.
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Figura 2. Esquema de los procesos tipicos que determinan la composicion de las comunidades
bacterianas del aire. (Albrecht et al. 2007; Amato et al. 2007a; Amato et al. 2007b; Bowers et al.
2011b; Burrows et al. 2009b; Favet et al. 2013; Grammatika & Zimmerman 2001; Han et al. 2012)
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Dispersion y depositacion de Bioaerosoles Bacterianos

Los bioaerosoles que entran a la atmésfera pueden formarse por muchas causas:
particulas de polvo, lluvia, movimiento del agua en los rios y mar, en el entorno de
sistemas de tratamiento de aguas residuales, aspersores de riego, aire
acondicionado o secreciones respiratorias del hombre y de los animales (Tilley 1997;
De La Rosa et al. 2002; Griffing 2007). El aire contiene en suspensién diferentes
tipos de microorganismos, especialmente bacterias y hongos. La presencia de uno u
otro tipo depende del origen, de la direccion e intensidad de las corrientes de aire y

de la capacidad de supervivencia del microorganismo (Griffing 2007).

La atmosfera es un medio para la dispersion rapida y global de muchos tipos de
microorganismos. Ademas hay una importante transferencia de ellos y de sus
metabolitos gaseosos entre la atmadsfera, la hidrosfera y la litosfera (Tilley 1997;
Griffing 2007; Hervas y Casamayor 2009; Atlas y Bartha 2002).

Muchos microorganismos que viven en la hidrosfera y litosfera pueden encontrarse
en el aire, son microorganismos aloctonos, procedentes del suelo, agua y seres vivos

que pueblan estos ambientes.

Aunque la atmodsfera es una fuente de estrés para los microorganismos del aire
debido a la presencia de rayos UV, desecacion, temperatura, composiciéon quimica
atmosférica, existen microorganismos capaces de tolerar condiciones extremas, tal
es el caso de las bacterias que poseen mecanismos de resistencia a los rayos UV
mediante la produccion de pigmentos, otras son capaces de resistir la desecacion

mediante la produccién de esporas (Griffing 2007).

Los movimientos del aire y de los seres vivos son los que influyen sobre la presencia
de los bacterias en la atmdésfera. Junto al suelo hay una capa laminar de aire que
impide el facil paso desde el suelo al aire; para que esto ocurra se necesita una
fuerte corriente de aire que levante polvo del suelo o agua y permita asi el paso de
diversas bacterias (De La Rosa et a. 2002; Griffing 2005; Griffing 2007; Hervas et al.
2009).

Las capas superficiales del desierto estan cargadas de diversas comunidades viables

de procariotas (Kuske et al. 1997; Papova et al. 2002). Estudios a nivel mundial han
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demostrado que, un gramo de suelo contiene aproximadamente 10’ UFC (en
bosque) a 10° UFC (en suelos aridos y otros tipos de suelos) (Griffing 2007). Se cree
que estas poblaciones estan formadas por aproximadamente 10.000 tipos diferentes
de bacterias con aproximadamente 0,1% de la poblacion total (Griffing et al. 2001;
Griffing 2007). Los estudios que han examinado el numero de procariotas cultivables
en suelos del desierto han reportado concentraciones que van de 0 a 10’
UFC/gramo™ (Maier 2004; Navarro-Gonzalez et al. 2003; Griffing 2007).

Los grupos bacterianos dominantes en suelos, incluyen Proteobacteria,
Acidobacteria, y Actinobacteria (Janssen 2006). Aunque esta composicion de la
comunidad esta determinada por una serie de factores, entre ellos pH, temperatura,
composicién elemental, y de nutrientes y contenido de humedad, los miembros de
otros phyla también estan presentes pero con menos frecuencia (Gans et al. 2005;
Janssen 2006; Polymenakou et al. 2008).

La dispersion de microorganismos mediante bioaerosoles juega un papel importante
en la distribucion biogeografica de especies patogénicas y no patogénicas, actuan
como medios de transporte atmosférico a distancias lejanas y se encuentran a
concentraciones que varian a través del tiempo debido a cambios climaticos y
geoldgicos (Griffin 2007; Mladenov et al. 2009; Fierer et al. 2008).

Procesos asociados con el cambio global, tales como la desertificacion y cambios en
el uso de la tierra, estan promoviendo una aumento del contenido de polvo en la
atmésfera que se ha visto particularmente acentuado en las ultimas décadas
(Préspero y Lamb 2003; Moulin y Chiapello 2006; Neff et al. 2008).

El consiguiente aumento en la deposicion de polvo tiene importantes efectos
quimicos y biolégicos en los ecosistemas acuaticos (Duce y Tindale 1991; Morales-
Baquero et al. 2006). Se ha encontrado que la depositacion de polvo puede ser una
fuente importante de nutrientes (nitrégeno y fésforo) y otros elementos para los lagos
de zonas remotas y se ha demostrado que puede tener un efecto fertilizante sobre la
biota de estos lagos (Baron y Caine 2000; Mladenov et al. 2008; Sommaruga y
Casamayor 2009; Reche et al. 2009).
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Aunque la influencia de los aerosoles, en los ecosistemas acuaticos ha sido tratado,
el rol del ingreso de bioaerosoles a ecosistemas de lagos de zonas remotas es un

proceso potencialmente importante pero aun muy poco explorado.

El flujo de bacterias aerotransportadas representa una importante via de colonizacion
de ambientes remotos, como los lagos de la Patagonia. Estos lagos son
considerados remotos y pristinos con ecosistemas que carecen de influencia
antropogénica local pero con eventos recurrentes de depositacion de particulas
(aerosoles). Estos ecosistemas responden rapidamente a las perturbaciones
ambientales y son indicadores muy sensibles del cambio global (Catalan et al. 2006;
Sommaruga y Casamayor 2009) emergiendo como un sistema conveniente para
monitorear la dispersiéon bacteriana. Todo esto se puede ver alterado o modificado,
entre otras causas, por el ingreso de nuevas especies de microorganismos

provenientes desde lugares lejanos.

Es muy poco lo que se sabe acerca de la migracion de microorganismos mediante el
fendmeno de dispersion y posterior depositacion de bioaerosoles por lo que es
importante estudiar las comunidades microbianas y su funcién en los sedimentos
lacustres, ya que asi mejoraria la comprension de estos ecosistemas y como

responden frente a la influencia de agentes externos (Ranjard et al. 2000).

Existen solo algunas observaciones que cuentan con informacién valiosa para
ayudar a comprender los procesos de transporte de bioaerosoles hasta lugares
lejanos, debido a dificultades técnicas para observar directamente a los
microorganismos en la atmdsfera donde el transporte a grandes distancias es muy
activo (lwasaka et al. 2009). La investigacion sobre bioaerosoles se ha centrado
principalmente en los riesgos que produce a nivel de salud publica basandose en
técnicas de deteccion y recuento de los microorganismos presentes en ellos
(Georgakopoulos et al. 2009). En los ultimos anos se han desarrollado varios
métodos de muestreo, y medicidon de la densidad numérica de bioaerosoles, la forma,
propiedades Opticas y de superficie, caracterizaciéon quimica de la materia
condensada y semi-volatil e identificacion de las particulas biolégicas. Sin embargo,

no hay una sola técnica capaz de captar plenamente la complejidad fisica y quimica
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de la materia biologica. Los métodos de caracterizacion tienen como blanco la célula
total o los componentes especificos de ella en una muestra de aire (Georgakopoulos
et al. 2009). Los métodos que se dirigen a la célula total involucra examen
microscopico, identificacion inmunoldgica, o, en el caso de microorganismos, cultivo
en diversos medios nutritivos. Los métodos para detectar los componentes celulares
son muy variadas: van dirigidos a los marcadores bioquimicos (proteinas, acidos
grasos, azucares) o acidos nucleicos (ADN y ARN) y son a menudo una combinacion

de diferentes estrategias (Georgakopoulos et al. 2009).

Algunas de las tecnologias que se estan desarrollando requieren la introduccion de
cepas bacterianas especializadas, al medio ambiente (Valo et al. 1990). Pero, las
cepas microbianas seleccionadas en el laboratorio, sin embargo, a veces no
pueden producir el efecto deseado en los habitats naturales porque su supervivencia
y actividad en el medio ambiente no es la adecuada (McClure et al. 1991; Wagner et
al. 1992). Por lo que estudios en microcosmos constituyen un medio importante para
la evaluacién del funcionamiento de las bacterias aloctonas y su posible influencia en
la microflora autdctona (Sayler et al. 1987; Tiedje et al. 1989; Wagner et al. 1992). La
presencia de microorganismos aloctonos podria influir o alterar la actividad biolégica,
la biomasa, produccion y remineralizacion en los sistemas lacustres ya que estas
actividades son realizadas principalmente por los microorganismos autéctonos
(Lekunberri et al. 2010; Miskin et al. 1998).

Importancia de las bacteria transportadas por el aire

El hecho que los microorganismos, especificamente bacterias puedan ser
transportados por el aire es un tema de gran interés sobre todo el rol que tienen en la
salud humana, economia, ecosistemas y en el agua (Bowers et al. 2011b; Fierer et
al. 2008).

Los patdgenos transportados por el aire pueden ser una amenaza para la salud

publica. Estos incluyen, principalmente virus, bacterias y hongos.

Numerosos trabajos han demostrado que las nubes de polvo atmosférico no solo

sirven como fuentes periddicas de nutrientes e incluso de contaminantes (Arbelli
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2009; Fernandez y Grimalt 2003) sino también, sirven como un medio para el
transporte global, de bioaerosoles que podrian llevar microorganismos patégenos y
no patdgenos. Estudios microbioldgicos de material particulado han demostrado la
movilidad de una comunidad bacteriana, a través de la atmdsfera en nubes de polvo
provenientes de zonas desérticas (Zhang et al. 2003; Washington et al. 2003; Griffin
2007).

Los microorganismos, juegan un rol importante en los ecosistemas lacustres debido
a que son los principales responsables de la actividad bioldgica, la produccion de
biomasa, y remineralizacion en los sistemas lacustres, mientras que los organismos
pertenecientes a niveles tréficos superiores (peces, crustaceos) juegan un rol menor.
Todos estos procesos se pueden ver alterados o modificados, entre otras causas,
debido al ingreso de especies de microorganismos aloctonos (Hans et al. 2003;
Lekunberri et al. 2010).

Existen escasos estudios relacionados con la migracibn de microorganismos
mediante el fendmeno de dispersion y depositacion de bioaerosoles en Chile por lo
que es importante estudiar los efectos que puede producir la presencia de
microorganismos aloctonos en ecosistemas lacustres, lo que permitiria un mejor
conocimiento de la respuesta de dichos ecosistemas frente a la influencia de agentes

externos.

El riesgo de la dispersion de microorganismos patdogenos o no patdégenos hacia
zonas remotas puede producir efectos en el ecosistema de lagos patagodnicos tales
como alteracion de los ciclos biogeoquimicos y tramas tréficas y también puede
llegar a producir diversas enfermedades a plantas, animales e incluso al hombre
(Griffin 2007).

Por lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue estudiar la
potencial viabilidad de bioaerosoles, en sistemas acuaticos remotos en experimentos

de microcosmos.

Los resultados obtenidos demuestran la presencia de bacterias en las muestras de
bioaerosoles de zonas remotas, como lo son la zona desértica de Huara y los Lagos

de la Patagonia; incluso en este trabajo se logré aislar una cepa inusual para dichos
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ambientes. Ademas se detecto la presencia de resistencia a antibidticos, usados en
el ambiente hospitalario, en algunas de las muestras en estudio asi como la

presencia de plasmidos de amplio rango de hospedador.

En este trabajo también, se demuestra la viabilidad de los bioaerosoles en zonas
remotas, lo que implicaria que las bacterias que viajan en dichos bioaerosoles
pueden hacerlo por largas distancias, llevando consigo genes como los de
resistencia a antibidticos y llegar hasta zonas remotas ocasionando alteraciones y
dafio al ecosistema y también al hombre. En Chile, no existe informacion al respecto,
de manera que los resultados obtenidos son pioneros en nuestro pais y pueden

servir como linea base para estudios posteriores.
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CAPITULO I

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS

La emisidon de aerosoles, entre ellos los biaerosoles, a la atmdésfera es un fenébmeno
creciente a escala global que transporta y dispersa a miles de kilbmetros particulas,
nutrientes, contaminantes, y microorganismos. En los ultimos afos, la generacion de
estos aerosoles atmosféricos esta en aumento por efectos producidos por el cambio
climatico.

Estudios recientes indican que los microorganismos pueden desplazarse a miles de
km en la atmdsfera alta suspendidos en particulas de polvo y ser transportados por el

viento y llegar hasta zonas remotas.

La magnitud de los fendbmenos de dispersion y depositacion y las consecuencias
sobre el ecosistema lacustre se pueden poner de manifiesto en fendbmenos tales
como alteracion de la estructura de comunidades microbianas autdctonas, aparicion
de plagas y enfermedades en fauna y flora de ecosistemas acuaticos no adaptadas a

especies microbianas colonizadoras.

Estos antecedentes permiten postular la siguiente hipotesis:

Hipotesis

Los bioaerosoles, del desierto de Atacama, transportan bacterias potencialmente

patogenas, que pueden adaptarse a las condiciones de lagos Patagénicos

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la potencial viabilidad de bioaerosoles, en sistemas acuaticos remotos en

experimentos de microcosmos.
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2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de microorganismos en bioaerosoles desde
ambientes remotos.

2. Caracterizar las bacterias aisladas desde bioaerosoles de zonas remotas.

3. Determinar la viabilidad de las bacterias transportadas por bioaerosoles, en
experimentos de microcosmos.

38



CAPITULO 1l

DETECCION DE BACTERIAS DESDE BIOAEROSOLES DE ZONAS REMOTAS
DE CHILE

Guisella Escalante "% Carla G Ledn ';Victor Guzman '; Roberto Urrutia % Victor L
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Resumen

Los movimientos del aire y de los seres vivos son los que situan a los
microorganismos en la atmadsfera. La dispersion de microorganismos por el polvo
juega un papel importante en la distribucion biogeografica de especies patogénicas
y no patogénicas, como rutas de transporte atmosférico a largas distancias y
concentraciones que varian a través del tiempo debido a cambios climaticos y
geologicos El objetivo de este trabajo fue detectar la presencia de bacterias en
muestras de bioaerosoles de zonas remotas de Chile, para lo cual se tomaron
muestras desde tres lagos de la Patagonia y una muestra desde la zona desértica de
Huara. Las muestras fueron analizadas mediante Microscopia Electrénica de Barrido,
se realizo recuento de células totales y aislamiento e identificacion de células viables.
De acuerdo a los resultados se demuestro la presencia de bacterias en las muestras
de bioaerosoles de los Lagos Patagonicos y de Huara. Se observa que existe
diferencia en cuanto a la forma y afinidad tintorial de los microorganimos. La relacion
entre Gram (+) y Gram (-) es variable en las diferentes muestras, predominando las
bacterias Gram negativas. Este es el primer estudio que demuestra la presencia de

bacterias viables y cultivables en bioaerosoles de zonas remotas de Chile.
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Palabras claves

Bioaerosoles — Desierto de Atacama- Lagos patagonicos — Bacterias transportadas

por el aire

Introduccién

El material particulado con un diametro entre 0.1 y 10 ym son un foco importante de
interés y estudio ya que de acuerdo a la literatura pueden afectar la reflexion y
dispersion de la luz solar incidente, la nubosidad local y precipitacion ademas pueden
permanecer en la atmésfera durante mucho tiempo y, en consecuencia, pueden ser
transportadas a grandes distancias. (Tolgyessy 1993; De la Rosa et al. 2002; Joksic
et al. 2009)

El material particulado de dicho diametro contiene virus, bacterias, esporas, polen o
en general cualquier resto de microorganismos y se denomina Bioaerosol, tienen un
diametro aerodinamico comprendido entre 0.5 y 100 um (Cox y Wathes 1995;
Georgakopoulos D.G. et al. 2009). Los bioaerosoles incluyen una amplia gama de
materia organica con alto grado de variabilidad en sus caracteristicas fisicas y
quimicas tales como tamano, forma, estado, composicién, etc. Los bioaerosoles
forman una parte importante de los aerosoles atmosféricos, incluso alcanzando a

veces hasta cerca del 50% de todas las particulas de aerosol (Jaenicke 2005).

Muchos microorganismos que viven en la hidrosfera y litosfera pueden encontrarse
en el aire. Son microbios aléctonos, procedentes del suelo, agua y seres vivos que
pueblan estos ambientes. Los movimientos del aire y de los seres vivos son los que
sitian a los microorganismos en la atmosfera (De La Rosa et al. 2002; Griffing
2007).

Desde el punto de vista de la aerodinamica se cree que los bioaerosoles son
facilmente transportados a grandes distancias lejanas de su origen a través de
diversos procesos dinamicos aéreos y que son ubicuos en la atmésfera de la Tierra,
especialmente en la atmdsfera inferior. Por lo que se sugiere, que esas particulas

pueden influir en el medio ambiente, clima, salud publica, y otros, a escala regional
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y/o mundial (Griffin et al. 2001; Préspero et al. 2005; Ariya y Amyot 2004; Lohmann y
Feichter 2005; Kanakidou et al. 2005; Sun y Ariya 2006; Fuzzi et al. 2006; Elbert et
al. 2007; Mohler et al.. 2007). Estudios recientes destacan el papel que cumplen las
bacterias presentes en ambientes polares 0 montafiosos y sugieren la importancia de
mayores estudios sobre el transporte atmosférico a larga distancia de la microbiota
(Skidmore et al. 2000; Amato et al. 2007; Zhang et al. 2007).

Sin embargo, existen soélo algunas observaciones que cuentan con informacién
valiosa para ayudar a comprender los procesos de transporte de los
microorganismos hasta lugares lejanos, debido a dificultades técnicas para observar
directamente a los microorganismos en la atmadsfera, especialmente en la atmédsfera
libre, donde el transporte de largo alcance de componentes atmosféricos es muy
activo. Giriffin et al. (2001) y Kellogg y Griffin (2006), hicieron mediciones en base a
muestreos de particulas de tierra durante eventos de polvo y del analisis de datos
satelitales, ambos muestran que los bioaerosoles pueden encontrarse
frecuentemente en otros tipos de aerosoles como polvo, espuma del mar, entre

otros, y asi son transportados a largas distancias en la atmadsfera.

Los microorganismos dispersados en el aire tienen una considerable importancia
biolégica y econdmica. Numerosas enfermedades de plantas son causadas por
hongos y algunas por virus y bacterias que se trasmiten por el aire, produciendo
graves pérdidas en las cosechas (Waggoner 1983) Varias enfermedades viricas,
bacterianas y fungicas del hombre y los animales, se transmiten por la atmésfera y a
menudo se producen brotes epidémicos. Los microorganismos presentes en el aire
también pueden contaminar los alimentos y materiales organicos (cuero, textiles,

papel) produciendo su alteracion (De La Rosa et al. 2002).

Los microorganismos del polvo pueden impactar directamente en la salud humana
produciendo enfermedades o el desarrollo de estas (ej. el asma) a través de una
exposicion prolongada. La dispersion de microorganismos por el polvo juega un
papel importante en la distribucion biogeografica de especies patogénicas y no

patogénicas, como rutas de transporte atmosférico a largas distancias vy

42



concentraciones que varian a través del tiempo debido a cambios climaticos y
geoldgicos (Griffin 2007; Mladenov et al. 2008; Fierer et al. 2008).

Por lo senalado el objetivo de este trabajo fue detectar la presencia de bacterias en

muestras de bioaerosoles tomadas desde zonas remotas de Chile

Materiales y Métodos

Zonas de Muestreo

Las muestras se tomaron en el desierto de Atacama en la zona de Huara
(19°5925.6"S 069°44'24. 5" W,) a 30 kildmetros al norte de Pozo Almonte (I region de

Chile) y desde los lagos ubicados en la Patagonia.

Los lagos, a estudiar fueron: Alto (46 ° 11 '17.34 "S 72 ° 19' 45.04" O), Verde (46 ° 9
'35.83"S 72 ° 19' 8.58" O) y Esponja (45 ° 9 '53.2794 "S 72 ° 8' 43.7994" O), cerca a
la ciudad de Coyhaique, region de Aysén, Chile.

Muestras de bioaerosoles

Los bioaerosoles, se obtuvieron utilizando la técnica de filtrado simple para colectar
pequenas particulas en suspension. El equipo colector, colocado a una altura mayor
a 2.5 metros, consté basicamente de una bomba de vacio portatil (Tactical Air
Sampler) con un flujo de aire de 5 litros por minuto, un medidor de volumen y una
camara que lleva una membrana filtrante de nitrocelulosa de 47mm de diametro y
tamano de poro de 0.2 uym aproximadamente. (Britch 1998). El colector de aire
funciond continuamente durante 24 horas y los filtros de membrana fueron
reemplazados cada 6 horas aproximadamente. Las particulas en suspension que
inciden sobre el filtro quedan atrapadas en estos poros formando un depésito. Los
filtros de membrana, que contienen las muestras de bioaerosoles, fueron retirados de
la bomba de vacio, y colocados en bolsas estériles y refrigerados para su posterior
analisis. Se utilizé como control un filtro de membrana adicional que se colocé en la

bomba de vacio y se dejo reposar sin quitar la tapa ni encender la bomba.
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Microscopia Electronica de Barrido

Con el objetivo de observar la presencia de bacterias retenidas en los filtros de
nitrocelulosa, trozos de estos filtros fueron fijados con glutaraldehido al 3% vy
enviados al laboratorio de Microscopia Electronica de la Direccion de Investigacion,
de la Universidad de Concepcién. El anadlisis se realiz6 mediante microscopio
electronico de barrido JEOL, modelo JSM-638 OLV. (Escalante et al 2014)

Aislamiento e Identificacion de células viables

Un trozo de cada uno de los filtros a ser analizado, fue colocado sobre la superficie
de una placa con agar R2A (Griffin et al. 2001). Las muestras fueron incubadas a
25°C durante 48 horas. Las colonias desarrolladas en la superficie del filtro fueron
aisladas y posteriormente cultivadas, durante toda una noche, en caldo R2A. Un ml
del cultivo fue transferido a un tubo de cepario con 200 pl de glicerol estéril. Estos

cepas aisladas fueron mantenidos a -70 » C para su posterior identificacion.

Las cepas aisladas fueron identificadas de acuerdo a sus propiedades bioquimicas
utilizando el sistema RapID™ One (Remel. INC) y RapID™ NF PLUS (Remel. INC)

de acuerdo a la recomendacion de los proveedores.

Recuento de células totales

Para conocer el numero total de bacterias presentes en los filtros, un trozo del filtro
se lavo con solucion salina. Un mililitro de cada una de las soluciones de lavado de
los filtros de membrana se fijé con una solucion de formalina a una concentracion
final de 1%. Las muestras se tifieron con naranja de acridina a una concentracion
final de 0,5 mg/mL durante 25 min y luego se filtr6 a través de una membrana de 0,2
micras. El recuento se realizd en triplicado, usando un microscopio de

epifluorescencia (Iwasaka et al. 2009).
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Resultados y Discusion

Las muestras de bioaerosoles desde las dos zonas de estudio (Huara y Patagonia)
fueron tomadas mediante la técnica de filtraciéon en discos de membrana de
nitrocelulosa de acuerdo a lo indicado en la metodologia de este trabajo Las
muestras fueron analizadas mediante microscopia electronica de barrido (MEB), se
observaron formas bacterianas bacilares y cocaceas adheridas a los filtros (Fig. 1a,
1b, 1c, 1d, 1e). Los filtros de membrana usados como controles no mostraron

presencia de microorganismos al ser observados bajo MEB.

Fig. 1 Microscopia electronica de barrido (MEB) de bioaerosoles atrapados en filtros de
membrana de nitrocelulosa en lagos de la Patagonia Chilena; A: Control; B:Lago Alto; C:
Lago Verde; D: Lago Esponja; E: zona desertica de Huara
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Los resultados del recuento total de células muestran que en los bioaerosoles tanto
de agua de los lagos Patagdnicos como del desierto, hubo crecimiento bacteriano
(Fig.2). Esto coincide con lo informado por trabajos anteriores donde se sefiala que el
aire contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos, especialmente
bacterias y hongos. La presencia de uno u otro tipo depende del origen, de la
direccion e intensidad de las corrientes de aire y de la supervivencia del

microorganismo.

Las bacterias presentes en los bioaerosoles pueden ser viables o no viables, las
primeras son capaces de reproducirse o tienen actividad metabdlica y las segundas,
no son capaces de multiplicarse o estan muertas. Para que las células sean
infecciosas, tienen que ser viables. Sin embargo, tanto las células viables como las

no viables pueden originar reacciones alérgicas o efectos téxicos (Dietrich 2009).

Log* UFC/ml

— =

Lago Alto  Lago Verde Lago Esponja Huara Control

Fig. 2. Recuento total de células presentes en muestras de bioaerosoles de tres Lagos
Patagodnicos y de la zona desértica de Huara

46



Las bacterias se clasifican en funcién de las caracteristicas celulares, morfolégicas o
bioquimicas y se dividen en dos grandes grupos en funcion de su reaccion a la
tincion de Gram: bacterias Gram positivas y Gram negativas. En cuanto a la forma
bacteriana y afinidad tintorial se puede observar en la Figura 3. que la proporciéon de
bacterias con forma bacilar y cocacea es muy similar y también son muy frecuentes

los cocobacilos.

Ademas se observa que la mayoria de las bacterias de las muestras de bioaerosoles
fueron Gram negativas, lo que no concuerda con muchos autores quienes sefialan
que es mas frecuente aislar Gram positivos (Fig. 4), ya que los bacilos Gram
negativos se encuentran en menor proporcion y disminuyen con la altura debido a
que tienen una pared celular fragil que no tolera bien la deshidratacion cuando se
someten a la exposicion al aire durante periodos prolongados o durante el muestreo.
Las bacterias Gram positivas tienen una pared mas resistente y algunas producen
esporas que les dan una mayor resistencia a las variaciones en las condiciones

ambientales. (Goyer et al. 2001).

El problema de que las bacterias transportadas sean Gram negativas radica en la
presencia de las endotoxinas, que son toxinas presentes ya sea en la célula
bacteriana o en los fragmentos de las paredes de las células liberadas durante la lisis
bacteriana (Goyer et al. 2001). Las endotoxinas son pirdgenos y tienen propiedades
téxicas y proinflamatorias y estan presentes en muchos entornos incluido el medio
ambiente (Eduard et al. 2008; Martinez et al. 2004).

Los resultados obtenidos mediante la identificacion de propiedades bioquimicas
utilizando el sistema Rapid One y NF plus se observa la presencia de diversas
bacterias (Tabla 1) algunas de las cuales han sido previamente aisladas por otros
autores (Jones y Harrison 2004; Lighthart y Shaffer 1994; Sarica et al. 2002; Beggs
et al. 2008). Como se puede observar en dicha tabla la bacteria aislada con mas
frecuencia fue Acinetobacter, esta bacteria es una bacteria aislada frecuentemente
en muestras de aire y agrupa bacterias oportunistas altamente patdgenas y

resistentes para el hombre (Bergogne-Berezin y Towner 1996).
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De acuerdo a los resultados se demuestra la presencia de bacterias en las muestras
de bioaerosoles de los Lagos Patagonicos y de la zona desertica de Huara, estas
bacterias aisladas fueron diferentes entre si en cuanto a la forma y afinidad tintorial.
Se debe sefialar que este es el primer estudio que demuestra la presencia de

bacterias totales y cultivables en bioaerosoles de zonas remotas de Chile.

Bl Coco Il Coco
O3 Bacilo [ Bacilo
[ Cocobacilo
77.8%
Lago Alto Lago Verde
Il Coco | Coc_o
i [ Bacilo
[ Bacilo gaclo
[ Cocobacilo [ Cocobacilo
Lago Esponja Huara

Fig. 3. Porcentaje de Bacterias de forma cocacea, bacilar y cocbacilar presentes en las
muestras de bioaerosoles de lagos Patagoénicos y de la zona desértica de Huara
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Fig. 4. Porcentaje de Bacterias Gram positivas y Gram negativas presentes en las muestras

de bioaerosoles de lagos Patagoénicos y de la zona desértica de Huara
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Tabla 1. Identificacion bioquimica de bacterias desde bioaerosoles de la zona de lagos
Patagodnicos y la zona de Huara

Muestras Genero /Especie

Lago Alto Edwarsierra tarda

Acinetobacter (6)
Alcaligenes piechaudii
CDC NO-1
Acinetobacter

Lago Verde Acinetobacter

Burkhordelia cepacia

Acinetobacter calcoaceticus (3)
Pseudomonas
CDC NO-1
Pseudomonas stutzeri
Moraxella osloensis
Sphingomona paucimobilis

Acinetobacter

Lago Esponja Burkhordelia cepacia
Moraxella osloensis(2)
Acinetobacter
Acinetobacter calcoaceticus (2)
Pseudomonas

Pseudomonas (6)
Huara Bacillus (2)
Acinetobacter (5)

Moraxella
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Abstract

Bioaerosols are transported from warm regions and lower latitudes of the planet to
colder regions and higher latitudes, such as the Chilean Patagonia. The role of
bioaerosols deposition into remote lake ecosystems is a potentially important process
but it has not yet been fully studied. The aim of this study was to detect and
characterize potentially pathogenic viable microorganisms in bioaerosols in a pristine
area. Samples were collected from the air, at three remote lakes in the Chilean
Patagonia, using a sterile filtration system equipped with 0.2 mm pore size
nitrocellulose filters. The bacterial community present in bioaerosols was studied
using scanning electron microscopy and denaturing gradient gel electrophoresis.
Isolates were identified and characterized for phenotypic and 16S rDNA analysis and
antibiotic resistance. Scanning electron microscopy observations of samples from
each lake showed the presence of bacteria with different morphologies and, after
culturing, the identification results revealed that they were strains of Acinetobacter;
Alcaligenes, Edwarsiella, Pseudomonas, Burklolderia, Moraxella, Sphingomonas and
CDC NO-1. CDC NO-1, uncommonly isolated worldwide, stands out from the rest of
the isolates because it is a rarely found bacterium so far associated with dog and cat

bites, was found at two out of three pristine lakes studied (Alto and Verde). This work
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demonstrates, for the first time, the presence of CDC NO-1, a clinically important
Gram negative microorganism, in bioaerosols and first report of CDC-NO1 isolation in
Chile. Besides its presence in remote lakes, its antibiotic resistance is worth

mentioning.

Keywords

Bioaerosols - Patagonian lakes — CDC NO-1 — Air microbiota

Introduction

The air that we breathe not only contains nitrogen, oxygen and carbon dioxide but
also traces of other gases, inorganic particles and other particles including elements
of biological origin (Lacey et al. 2006). The latter are termed bioaerosols and a large
part of them are microorganisms that colonize soil, water bodies, plant surfaces,
rocks or are present in association to desert dust storms. These bioaerosols are
readily incorporated into the air by wind, erosion and splashing water (Bauer et al.
2002; Griffin et al. 2003; Douwes et al. 2003; Griffin 2004; Stetzenbach et al. 2004;
Echigo et al. 2005; Prospero et al. 2005; Kuske 2006; Griffin et al. 2006; Brodie et al.
2007).

In the air, microorganisms become attached to environmental particles or are
incorporated into water droplets of clouds, fog, and precipitation (i.e., rain, snow, hail)
while they are being transported, sometimes to long distances, by advection
processes (Bauer et al. 2002; Sattler et al. 2001). In turn, air microbiota can be
deposited back to the earth’s surfaces via dry and wet deposition processes. Viable
microorganism present in bioaerosols can possibly affect the diversity and function of
aquatic and terrestrial ecosystems in which they are deposited (Jones et al. 2008). It
can even negatively impact human health, if microbial pathogens are included in

these bioaerosols (Morales-Baquero et al. 2006).

Due to their small size, microbes can be transported by upper air currents over long

distances, within or among continents, and thus they are able to travel and be
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deposited into the most distant areas of the world. In these terms, the movement of
air masses serves as the primary mechanism for the rapid conveyance of
microorganisms among widely distant habitats (Smith et al. 2012; Isard et al. 2001;
Prospero et al. 2005).

Dowd and Maier (2000) have shown that, in general, microorganisms present in most
bioaerosols have limited ability to survive when they are suspended in the
atmosphere. Hence, it is important to assess the viability of an airborne
microorganism to determine its specific potential to act as a human pathogen
(Polymenakou 2012; Haas et al. 1999). Cox (1995) has emphasized that the ability of
a bioaerosol to spread diseases is dependent on their viability and infectivity following
take-off from their original source. In this context, Gram-negative bacteria survive
better at low relative humidity and Gram-positive bacteria, such as Actinomycetes,
survive better at high relative humidity (Tang 2009). The long-range mobilization of
bioaerosols has increased in recent years due to the effects of climate change
(Moulin and Chiapello 2006; Neff et al. 2008).

To date, most of the studies dealing with the presence of microbes in the atmosphere
were devoted to the investigation of possible links between dust-related aerosol
dispersal with the transportation of potential pathogens. These studies represent
significant starting points in the effort to understand the composition and viability of
potential pathogens in outdoor air and to assess their negative impact on ecosystem
and public health on a global scale. Recently, this issue raised special concern due to
the close link between climate change and bacterial aerial dispersal. More
specifically, the increase of desertification during the last decade has resulted in a
concomitant increase of atmospheric particulates, whereas a connection between El
Nino weather events and increased flux of Saharan dust across the Atlantic has also
been observed (Prospero et al. 2005; Brodie et al. 2007; Moulin et al. 2006). These
effects from climate change may also induce an increase in the dispersal of airborne

pathogens.

Most of the Chilean Patagonia is generally considered as remote and pristine due to

the scarce local anthropogenic influence. Recent reports have hypothesized that
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certain geographic areas (e.g. alpine and cold areas) could act as contaminant
convergence zones due to their natural characteristics, allowing a selective trap of
anthropogenic pollutants transported by the air (Grimalt et al. 2001, Vighi 2006). Due
to their peculiar geographic features, Patagonian lakes in Southern Chile could be
considered as a convergence zone in the southern hemisphere allowing them to be
considered, therefore, as selective traps. Thus, it is possible that bioaerosols present
in the Patagonia might exhibit a mixture of regional and long range transported
microorganisms. The study of bioaerosols of the Patagonia is relevant because,
besides providing information from an infrequently studied region, it is an ecologically
important area. In addition, these ecosystems respond rapidly to remote
environmental perturbations and are a sensitive indicator of global changes (Catalan
et al. 2006), emerging as a convenient model system for monitoring global-scale

bacterial dispersion.

In Chile, there are few studies pertaining to bioaerosols, making this work an
important contribution to comprehend their impact on pristine Chilean Patagonian
lakes. Therefore, our aim was to detect and characterize microorganisms isolated

from bioaerosols at remote lakes of the Chilean Patagonia.

Material and Methods

Sampling

Samples were collected at three lakes: Alto (46 ° 11 '"17.34 "S 72 ° 19' 45.04" W),
Verde (46 ° 9 '35.83 "S 72 ° 19' 8.58" W) and Esponja (45 ° 9 '563.2794 "S 72 ° 8'
43.7994" W), located near the city of Coyhaique, Aysen region, Chile. In each lake,
bioaerosol samples were obtained by a simple filtering technique using a sterile
nitrocellulose filter (47mm in diameter; 0.2 um pore size) at 4,5 meters above water
level, using a MiniVol Tactical Air Sampler (Airmetrics). The air sampler operated
continuously during 24 h (with a short intermission at 12 hours for replacing the
batteries) with a flow of 5 liters per minute (Birch 1998). Filter membranes were

replaced every 6 hours. No sampling personnel or other human activity was near the
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sampling area while samples were collected. Membranes were aseptically removed
from the filtration equipment and placed in sterile bags, sealed with tape and
refrigerated (4°C) for later analysis. Additional sterile membranes were used as
control, they been placed on the vacuum pump and left without removing the cover or

switching on the pump.

Scanning electron microscopy (SEM)

To observe the bacteria retained on the nitrocellulose filters by scanning electron
microscopy (SEM), samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde in saline solution,
according to Campos et al (2011). Then, samples were washed thrice with phosphate
buffer saline (PBS, pH 7.4) and layered onto polylysine coated cover slips. Fixation
was done using modified Karnovsky’s fixative (2% paraformaldehyde and 3%
glutaraldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4). Cells were again washed
with PBS and distilled water. Fixed cells were dehydrated through a series of ethyl
alcohol (30%, 50%, 70%, 90% and 100%) and finally layered with t-butyl alcohol for
freeze-drying and sputter coating. Samples were visualized under a JEOL JSM
6380LV SEM.

Total DNA extraction, PCR and DGGE of the bioaerosol samples

Pieces of filters were used for the extraction of the total DNA contained in the
bioaerosol samples. DNA (of each sample) was extracted using the UltraClean soil
DNA extraction kit (MO BIO Laboratories). Subsequently, the extracted DNA was
used as template for PCR amplification. Universal primers Eub9-27F
(GAGTTTGATCCTGGCTCAG) and Eubl542R (AGAAAGGAGGTGATCCAGCC)
were used to amplify the 16S rDNA of eubacteria (Brosius et al. 1978). The conditions

for the reactions were performed according to Campos et al (2011).

For DGGE analysis, PCR products were used as template for amplification with
specific primers for the V3 region of rDNA (p1-GC clamp (341f) 5'-
CGCCCGCCGCGCGCGGLG-3-GC (40 pb) and p2 (534r) 5'-
ATTACCGCGGCTGG-3). PCR products were separated according to Ferris et al
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(1996). The gels contained 8% acrylamide (Bio-Rad Laboratories Inc.) and 40-70%
urea/formamide gradient (Bio-Rad Laboratories Inc.). After electrophoresis, gels were
stained for 20 min with SYBR Gold nucleic acid gel stain (Molecular Probes) as
specified by the manufacturer, and visualized using a transiluminator (UVP, Inc).
Bands were excised, re-amplified, purified and sequenced in an ABI3100 genetic
analyser using the sequencing kit BigDye v.1.1 (Applied Biosystems). Sequences
were identified by BLAST.

Analysis of DGGE profiles

Magnified sections of DGGE gels (six per gel) were photographed with a
Chemlmager 4000 imaging system (Alpha Innotech) and complete images of each
gel were reconstructed using Photoshop software (Adobe). Bands defined as those
having an intensity of at least 5% of the most intense band in the sample were scored
as present at each position in the gel using the Gel-Pro Analyzer 4.0 software
package (Applied Maths). For comparison of banding profiles, a binary matrix was
constructed based on the presence (1) or absence (0) of individual bands in each
lane. The binary data representing the banding patterns were used to generate a
pairwise Dice distance matrix. The distance matrix was used for constructing a
multidimensional scaling diagram (MDS), it being a two-dimensional map with artificial
x- and y-axis where each DGGE fingerprint is placed as one point in a way that
similar samples are plotted together. Clustering analysis and MDS were performed

using a Primer 5 software package (Leon et al. 2012).

Strain isolation and identification

A piece of each filter was placed on the surface of a plate containing R>A agar,
samples were incubated at 25°C for 48 hours (Griffin et al. 2001). The colonies grown
on the surface of the filter were initially characterized in terms of colony morphology
(colour, shape, size), basic microscopic observations and biochemical profiles (RapID
ONE System and RapID NF Plus System (Remel)). Then, PCR amplification of 16S

rRNA genes was performed using DNA extracted, for each bacterial strain, using the
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Intagene Matrix kit (BioRad). For PCR amplification, 16S rDNA bacterial universal
primers GM3 (AGAGTTTGATCMTGGC) and GM4 (TACCTTGTTACGACTT) were
used, following the procedure described by Ward et al. (1997). Sequencing of the
amplified fragments was conducted using the Dyematic ET terminator cycle
sequencing kit (General Electric), in a 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystem), according to the manufacturer's instructions. Strains were characterized
on the basis of sequences stored in the GenBank database, using the Basic Local

Alignment Search Tool program (BLAST version 2.0).

Antimicrobial susceptibility test

The disk diffusion method was used to screen antimicrobial susceptibility in CDC NO-
1 strain, following recommendations from the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2008). Antimicrobials tested and respective disk power were as
follows: gentamicin (10 pg), amikacin (30 pg), tetracycline (30 ug), ciprofloxacin (5
Mg), sulfametoxazol-trimethoprim (25 pg), chloramphenicol (30 pg), amoxicillin (25

Mg), cefotaxime (30 ug) and cefradin (30 ug).

Results and discussion

In accordance with generally used sampling techniques (Fahlgren et al. 2010), our
samples collected at the Patagonian lakes Alto, Verde and Esponja are, in fact,
bioaerosols. When microorganisms were analysed by SEM, different bacterial cell
shapes (bacilli and cocci) attached to the nitrocellulose filter were observed (Fig. 1a,
1b, 1c). There was no evidence of microorganisms adhered to inorganic particles
favouring biofilm formation nor the presence of spores or yeasts. Control membranes

showed absence of microorganisms under SEM.
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Fig. 1 Scanning Electron Microcopy (SEM) from bioaerosol trapping filter membranes at

Chilean Patagonian lakes. A: Alto lake; B: Esponja lake; C: Verde lake

On the other hand, DGGE allowed to study the composition of the bacterial
communities being part of the bioaerosols (Fig 2). The analysis of the DGGE banding
pattern profiles of the bioaerosol bacterial communities was performed using the
Bray—Curtis correlation, a distance matrix was calculated and a cluster analysis was
performed resulting in a multidimensional scaling (MDS). These results demonstrated
that Alto and Verde lakes have a 60% similarity in the structure of their bacterial
communities while Esponja lake has only a 40% similarity when compared to the

samples obtained from the other two lakes (Fig. 3).
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Fig. 2 DGGE (40-70% denaturant gradient) of 16S rDNA products amplified with the primers
P2 and P3 (GC-clamp) from bioaerosols trapping filter membranes at Chilean Patagonian
lakes. The bands indicated in the figure were excised re-amplified, purified and sequenced.
F1: Alto lake; F2: Esponja lake and F3: Verde lake.
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Fig. 3 Multidimensional scaling (MDS) of the DGGE data matrix of bacterial rDNA fragments
from the Alto, Esponja and Verde Lake. Similarity index was evaluated by percentages

Also, DGGE bands corresponding to the V3 site were excised and sequenced. After
searching for the closest matches to GeneBank, 5 bacterial groups, all identities
confirmed with 97 to 100% similarity, 5 bacterial groups: delta-proteobacteria, gamma
proteobacteria, alpha proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria were identified
(Table 1).

Forty two cultivable isolates were obtained from the three lakes sampled while no
cultivable isolates were found in the control membranes (Table 2), indicating that
cultivable isolates were collected during the time that air passed trough the filters.
Subsequent optical microscopy and biochemical profiles showed that from the forty
three isolates obtained from the membranes collecting bioaerosols, twenty three of
them were Gram positive bacilli, mainly sporulated (although no spores were found
under the SEM). The remaining twenty were non-fermenting Gram negative bacilli.
Although other authors (Sarica et al. 2002; Augustowska and Dutkiewicz 2006) have
reported that Gram positive microorganisms are more abundant in air samples, this

study does not show a clear preponderance of one type of bacteria over the other.
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Regarding the presence of Gram negative bacteria, it must be emphasized that they
are dominant in marine waters and that our sampling area is not that distant from the
Pacific ocean which might be influencing the bioaerosols we studied. Since it has
been reported that Gram negative bacteria survive better at low relative humidity and
Gram positive microorganisms do better at high relative humidity, its effect cannot be

disregarded, it being of 74% average at our sampling area.

Table 1. Analysis of 16S rDNA sequences obtained by DGGE

Sample #Band Closest sequence relative ID Gene Bank Group

Alto 1 Haliscomenobacter hydrossis CP002691.1 Sphingobacteriia

Alto 2 Unculture Acidimicrobium sp HQO018529.1 Actinobacteria

Alto 3 Unculture Crater Lake bacteria ~ AF316748.1 Bacteria

Alto 4 Unculture bacteria AF419662.1 Bacteria

Esponja S Pseudomonas sp. FJ581934.1 Gammaproteobacteria
Esponja 6 Unculture bacteria FM956845.1 Bacteria

Verde T Unculture Bacilli bacterium EU919219.1 Bacteria

Verde 8 Unculture Klebsiella sp. JX178708.1 Gammaproteobacteria
Verde 9 Unculture bacteria GQ134040.1 Bacteria

Optical microscopy and biochemical profiles results associated to the 16s rRNA
studies suggested that all isolates represented, in fact, only 8 different isolates.
GenBank matches of the DNA sequences revealed that they were Acinetobacter,
Alcaligenes, Edwarsiella, Pseudomonas, Burkolderia, Moraxella, Sphingomonas and
CDC NO-1. Acinetobacter, isolated from the three lakes under study (Table 2), has
been also found in oligotrophic lakes and frequently reported in bioaerosol samples
(Harper et al. 2013; Beggs et al. 2008; Sarica et al. 2002; Hameed and Khodr 2001).

Table 2. Bacterial species isolated and identified from filter samples of Chilean Patagonian lakes

Alto lake Esponja lake Verde lake

Acinetobacter (4) Burklolderia cepacia Acinetobacter

Alcaligenes piechaudii Moraxella osloensis (2) Acinetobacter calcoaceticus

CDC NO-1 Acinetobacter CDC NO-1

Edwarsiella tarda Acinetobacter calcoaceticus Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas stutzeri Burklolderia cepacia

Moraxella osloensis
Sphingomonas paucimobilis
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Other authors have reported the presence of Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus,
and Pseudomonas as predominant microorganisms in air samples isolated from
outdoor environments (Jones and Harrison 2004; Lighthart and Shaffer 1994), and
Staphylococcus, Corynbacterium, Micrococcus, Acinetobacter, Streptococcus,
Bacillus, Listeria, Propionibacterium and Enterococcus as predominant organisms in
air samples isolated from indoor locations (Sarica et al. 2002; Beggs et al. 2008).
Excepting Acinetobacter and Pseudomonas, none of the remaining bacteria were

isolated in this work.

One of the Gram negative strains, identified as CDC NO-1, isolated at two lakes (Alto
and Verde) (Table 2), deserves special mention because it is an unusual bacterium
associated to dog and cat bites (Kaiser et al. 2002; Winn et al. 2008). This
microorganism was isolated for the first time in 1974, when the Special
Bacteriological Reference Laboratory (SBRL) and the Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) of USA received a bacterial strain from a bite wound in Texas,
USA, it turned out to be non-oxidative and named non-oxidative group 1 (NO-1)
(Kaiser et al. 2002). So far, there is no information available about possible virulence
factors for the strain NO-1 nor the sequence of this strain has been reported in
nucleotide databases. In SBRL, studies are being carried out to determine the
taxonomic classification of NO-1 (Kaiser et al. 2002). However, due to the fact this

strain is isolated with a low frequency, there is scarce information about it.

Hollis et al (1993), Kaiser et al (2002) and Winn et al (2008) indicated that the
phenotypic characteristics of CDC NO-1 are similar to those observed in
Acinetobacter Iwoffii as well as in other non acid producing species of Acinetobacter.
In addition, when the two isolates (one from lake Alto and one from lake Verde)
originally classified as CDC NO-1 by the Rapid system, were subjected to rDNA 16S
sequencing, it was possible to identify both isolates as Acinetobacter Iwoffii (Genbank
access n° NR 026209). According to Winn et al (2008), CDC NO-1 strains can be
easily differentiated from Acinetobacter species because the CDC strain is positive for
nitrate reduction. Since our isolates from lakes Alto and Verde were positive for this
test, we can conclude that CDC NO-1 (Genbank access n°® Hx2000035402) is present

in the bioaerosols of at least two Chilean Patagonian lakes (Table 3).
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Zucker et al. (2001) reported that airborne Neisseriaceae were very frequently
isolated in cow barns and that Acinetobacter lowffii was the most abundant in a study
including four cattle houses, one pig house and one poultry barn. It is possible that
the report of Acinetobacter lowffii by these authors could, in fact, have been CDC NO-
1; nevertheless, the biochemical profile alone, in the absence of nitrate reduction test,

can not clear this issue.

To better characterize both CDC NO-1 isolates, their antibiotic resistances were also
studied. Results indicated that the one isolated at Alto Lake was resistant to two
aminoglycosides (gentamycin and amikacin) while the one isolated at Verde Lake
was resistant to the same aminoglycosides but additionally to one cephalosporin
(data not shown). Hollis et al (1993) studied 17 of the 22 CDC NO-1 USA stains
showing that all of them were susceptible to aminoglycosides, beta-lactams,
tetracyclines, quinolones and sulfonamides and 50% of them were susceptible to
trimethoprim (Hollis et al. 1993). Therefore, the antibiotic resistance of the Patagonian
CDC NO-1 isolates differ from that reported in the literature for isolates from other
places in the world. Although specific search for genes conferring antibiotic resistance
was not performed, since plasmids were detected in both Patagonian CDC NO-1
isolates, it is possible that their antibiotic resistance was harboured in them. Since
CDC NO-1 has a low frequency of isolation and there are no other reports available
for this bacterium in South America, the resistance mechanism of the Patagonian

isolates remains still unknown.

The environment gives microbiota of bioaerosols the possibility to spread and
colonize ecosystems around the world and thus affect ecosystems and human health
through the spread of pathogens. Therefore, the ubiquitous presence of air microbiota
might be more important than previously thought and the transport of viable
microorganisms by bioaerosols will require detailed studies. Climatic changes, and
possibly other factors, favouring bioaerosols dissemination over long distances make
even more relevant this type of studies, particularly in the case of pristine

environments, such as the case of the Patagonia.
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Studies culturing microorganisms from atmospheric bioaerosols indicate
predominance of Gram-positive bacteria, however the present study has shown that
Gram-negative microorganisms may became relevant members of the bioaerosols
microbiota and that molecular techniques are useful to efficiently identify them. Since
Mendoza et al. (2006) reported the presence of pollutants (POPs, PCBs) in remote
Patagonian lakes of Chile, long-range transport of bioaerosols into Patagonia must be
considered as a possibility. The presence of CDC NO-1, here reported, also supports
this possibility. On the other hand, the abundance of Gram negative microorganisms
could support a regional origin. Therefore, Patagonian bioaerosols can include a

mixture of microorganisms of distant and regional origin.

This work demonstrates, for the first time, the presence of CDC NO-1, a clinically
important Gram negative microorganism, in bioaerosols. Besides its presence in

remote lakes, its antibiotic resistance is worth mentioning.
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Abstract

Those microorganisms present in desert dust not only may affect humans, plants,
animals and environment; many bacteria may carry resistance genes to antibiotics of
clinical importance. The development of antibiotic resistance in pathogenic bacteria is
a serious and growing health concern. One particularly problematic development is
the emergence of multi resistance; that is, bacteria becoming resistant to many, if not
all, medically used antibiotics. The objective of this work was characterize the
cultured bacteria, isolated from bioaerosols, based on colony morphology and
antibiotic resistance. The samples were taken from Huara zone, the strains isolated
were biochemical and molecular identified and also were submitted to an
antimicrobial susceptibility testing. Results demonstrated the presence of bacteria in
bioaerosols resistant to antibiotics commonly used in hospital environment sector. In
some bacteria isolated and identified, the presence of plasmids was detected and
furthermore genes related to the characteristic of to be broad host range plasmids

were amplified.
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Introduction

In recent years a number of factors have stimulated an increased awareness of the
presence of potentially pathogenic airborne bacteria in indoor and outdoor
environments and the detrimental health effects associated with them (Lin and Li
2002). In order to airborne transmission take place the microorganisms of interest

must enter the air stream, which can happen through a variety of routes.

Several works have also demonstrated that dust clouds may serve not only as
periodic source of nutrients for terrestrial plants and primary producers in nutrient
depleted oceanic waters (Duarte et al. 2006), but may also serve as a medium for
global transport of microorganisms, including pathogens (Shinn et al. 2000; Griffin et
al. 2001; Brown and Hovmagller 2002; Prospero et al. 2005).

Those microorganisms present in desert dust not only may affect humans, plants,
animals and environment many bacteria may carry resistance genes to antibiotics of
clinical importance (Alleem et al. 2003). The development of antibiotic resistance in
pathogenic bacteria is a serious and growing health concern. One particularly
problematic development is the emergence of multi resistance; that is, bacteria
becoming resistant to many, if not all, medically used antibiotics. Antibiotic resistant
strains are a global public health problem. Past reports have principally focused on
the detection of antibiotic resistant bacteria in hospital-acquired infections. Recently,
with the discovery of multi-resistant strains in the broader community, public health
officials have began to realize the potential danger of the spread of these antibiotic
resistant bacteria (Zhou and Wang 2013). Public areas should be the subject of
particular scrutiny, as antibiotic resistant strains are likely to spread through crowds
and people in close contact in these areas. By now, antibiotic resistant strains can be
found in public areas like schools (Sobhy et al. 2012), shopping centers or markets

(Nobile et al. 2013), offices (Reynolds 2005) and so on. The inspection of antibiotic
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resistant strains in community was of important meaning to the control of community-

acquired infections. (Zhou and Wang 2013).

Transmission of antimicrobial resistant bacteria can occur through direct contact,
contaminated water, air, environment, and food (Akwar et al. 2007). According to the
Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health team, inhalation of airborne
bacteria could constitute an exposure pathway that resistance may be transferred to

humans.

The rapid expansion of antibiotic resistant bacteria is seen as one of the major
emerging public health issues in modern society. Pathogenic bacteria can develop
resistance to antibiotics which previously were successful in combating infections
caused by specific bacterial strains, resulting in increased morbidity and mortality
worldwide (WHO 2012). Microbes especially pathogenic bacteria can have resistance
to antibiotics naturally and pass this genetic material to offspring through replication.
Bacteria can also acquire genetic resistance through the exchange of genetic material

from cell-to-cell interactions through horizontal gene transfer (Perron et al. 2012).

The objective of this work was characterize the cultured bacteria, isolated from

bioaerosols, based on antibiotic resistance and transfer capacity.

Material and Methods
Sampling

Field studies were sited outside of Huara, approximately 80 km northeast of Iquique,
Chile. Samples were collected at 19°5925.6"S 069°44'24. 5" W. Airborne bacteria
samples were obtained collected by membrane filtration, 2,5 meters above water
level, using a MiniVol Tactical Air Sampler (Air metrics) with an airflow of 5 liters per
minute, (Birch 1998).

Membranes were aseptically removed from the filtration equipment and placed in
sterile bags, sealed with tape and refrigerated (4°C) for later analysis. Additional
membranes were used as control, they been placed on the vacuum pump and left

without removing the cover or switching on the pump.
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Strain isolation and identification

A piece of each filter was placed on the surface of a plate containing R,A agar,
samples were incubated at 25°C for 48 hours (Griffin et al. 2001). The colonies grown
on the surface of the filter were characterized by colony morphology and microscopic
appearance after Gram staining. The isolates were then sub cultured on appropriate
culture media and further identification was done using biochemical test such as
characteristics on triple sugar iron agar, citrate utilization, indole production, urease

production, motility to identify the isolates to genera/species levels.

Then, PCR amplification of 16S rRNA genes was performed using DNA extracted, for
each bacterial strain, using the Instagene Matrix kit (BioRad). For PCR amplification,
16S rDNA bacterial universal primers GM3 (AGAGTTTGATCMTGGC) and GM4
(TACCTTGTTACGACTT) were used, following the procedure described by Ward et
al. (1997). Sequencing of the amplified fragments was conducted using the Dyematic
ET terminator cycle sequencing kit (General Electric), in a 3100 Avant Genetic
Analyzer (Applied Bio system), according to the manufacturer's instructions. Strains
were characterized on the basis of sequences stored in the GenBank database, using

the Basic Local Alignment Search Tool program (BLAST version 2.0).

Antimicrobial susceptibility testing

The disk diffusion method was used to screen antimicrobial susceptibility in the six
selected strains, following recommendations from the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2008). The following antibiotics were tested (ug of antibiotic
per disk in parenthesis): ampicillin (10), ceftazime (30), chloramphenicol (30),
tetracycline (30), gentamicin (10), amikacin (30), rifampicin (5), sulfametoxazol-

trimethoprim (25).

Isolation of plasmid DNA

Selected Gram-negative bacteria were harvested from 5-ml overnight cultures with

agitation. Plasmid extractions were performed with Plasmid Mini Kit [l (Omega, Bio-
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Tek, USA) and analyzed on 0.8% agarose gels with a A DNA-Hindlll marker as

molecular weight standard (Gotz et al.1996 ).

Then to amplify broad-host-range conjugative IncP regions related to replication an
oligonucleotide primers were used (IncP, trfA1/2 and korA) and to transfer (IncP, oriT
and traG). PCRs were performed as described in Gotz et al. (1996). For product size
confirmation the PCR products were loaded onto 1.5% agarose gels with Maestro
Safe nucleid acid gel stain reagent and submitted to electrophoresis for 1 h at 90 V
(Gotz et al.1996)

Results and discussion

Thirty seven cultured bacteria were obtained from bioaerosols of Atacama Desert,
while no cultivable isolates were found in filtration membranes that serve as controls
that shows us that cultivable isolates were collected from the air that passed trough
the filters. Microscopy observations and biochemical profiles showed that from the
twenty-six isolates obtained from the membranes collecting bioaerosols, thirteen of
them were Gram-positive bacill. The remaining ten were non-fermenting Gram
negative bacilli (data not shown). Some authors indicated that Gram-positive
microorganisms are more abundant in air samples (Sarica et al. 2002; Augustowska
and Dutkiewicz 2006); the results of this work not show a clear preponderance of one

type of bacteria over the other.

With the observation of strain isolation results, seven morphotypes were selected and
identified by molecular techniques. GenBank matches of the DNA sequences
revealed that they were Acinetobacter, Pseudomonas putida (2), Stenotrophomonas

maltophilia (2) and Bacillus senegalensis (Table 1).

In the present work, one of the strains identified as Stenotrophomonas maltophilia
showed resistance to several antibiotics while the other strain isolated and identified,

as Stenotrophomonas maltophilia JV3 not present any antibiotic resistance.

Stenotrophomonas maltophilia was originally considered to be a harmless
commensal but is now emerging as an important nosocomial pathogen in the

immunocompromised, in cancer patients, in transplant recipients and patients
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undergoing peritoneal dialysis (Juliet and Fernandez 2006). Being a low pathogenic
microorganism whose natural habitat is the aquatic environment, its importance lies in
nosocomial disease, mainly due to its high antimicrobial resistance, which favors their
selection. In other hand Stenotrophomonas maltophilia JV3 is consider just an

environmental strain.

In the lasts years a number of factors have stimulated an increased the presence of
potentially pathogenic bioaerosols in indoor and outdoor environments and the
detrimental health effects associated with them (Lin and Li 2002). Humans can fall
prey to a whole range of viral and bacterial diseases, which are transmitted via the
airborne route from one infectious individual to another susceptible victim. Infectious
aerosols tend to be extremely small (< 5um) and can therefore remain suspended

and viable in the air stream over long periods of time.

Table 1. Bacterial species isolated and identified from bioaerosols samples isolated in

Atacama Desert, Chile

Isolates Genera/Species Family
ucC-220 Acinetobacter sp. Moraxellaceae
UC-225 Acinetobacter sp. Moraxellaceae
UC-226 Pseudomona putida  Pseudomonadaceae
UC-233 Pseudomona putida  Pseudomonadaceae
UC-256 Stenotrop_homonas Xanthomonadaceae

maltophilia
Stenotrophomonas
UC-258 maltophilia (JV3) Xanthomonadaceae
uc-27z ~ Bacilus Bacillaceae
senegalensis
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Acinetobacter is frequently bacteria reported in bioaerosol samples (Harper et al.
2013; Beggs et al. 2008; Sarica et al. 2002; Hameed and Khodr 2001). Other authors
have reported the presence of Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, and
Pseudomonas as predominant microorganisms in air samples isolated from outdoor
environments (Jones and Harrison 2004; Lighthart and Shaffer 1994), and
Staphylococcus, Corynbacterium, Micrococcus, Acinetobacter, Streptococcus,
Bacillus, Listeria, Propionibacterium and Enterococcus as predominant organisms in

air samples isolated from indoor locations (Sarica et al. 2002; Beggs et al. 2008).

Although Acinetobacter sp. is ubiquitous in the environment they are associated with
a wide range of infections particularly in immunocompromised individuals. Infections
are becoming more difficult to treat as multi-drug resistant strains emerge. There is
increasing evidence that Acinetobacter sp. are transmitted via the airborne route
(Beggs et al. 2002)

There are a whole range of bacteria, which are of concern regarding those individuals
which are with immunological and health problems. Pseudomonas putida is a Gram-
negative rod, aerobic which can be isolated in the soil and in the water or as clinical
specimen and sometimes behaves as an opportunistic pathogen (Goenaga M.A et al.
2005)

To better characterize the isolates, their antibiotic resistances were also studied.
Results indicated that only two strains identified were susceptible to all the antibiotics
tested. The other five strains were resistance to at least two antibiotics. All the

antibiotics used in this work are usually used in hospitals environment (Table 2)

All the selected and identified Gram-negative bacteria of the samples were subjected
to plasmid search and four of the seven strains have plasmid (results not shown).
Then to amplify broad-host-range conjugative Inc regions related to replication an
oligonucleotide primers were used (Inc, trfA1) and to transfer (Inc, Orit). The product
size of the PCR products (110 bp for OriT and 889 bp for trfA1) confirmed the
presence of broad host range plasmid (Fig 1 and 2) (Gotz et al 1996).
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The importance of horizontal gene transfer in the evolution and diversification of
bacteria is now well established. Plasmids play a primordial role in these exchanges.
The rapid dissemination of antibiotic resistance genes in bacterial populations as a
consequence of the intensive use of antibiotics in medicine and agriculture can be
partly attributed to plasmid-mediated horizontal transfer (Zechner et al. 2000;
Grohmann et al. 2003; Franiczek et al. 2006).

Table 2. Phenotypes of antibiotic resistance among airborne bacteria collected from Atacama
Desert

Bacteria Antibiotic resistance pattern

Stenotrophomonas maltophilia (JV3)

Pseudomona putida

Acinetobacter sp. Amp / Amk
Acinetobacter sp. Amp / Chlr
Amp / Ceft / Gen / Tet

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus senegalensis Amp / Ceft/ Gen / Amk / Tet

Amp: Ampicilline; Amk:Amikacine; Chlir:Chloranphenicol: Gen: Gentamicine

(-): None antibiotic resistance
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Fig 1. Agarose gel (1.5%) of IncP orT PCR product from plasmid found in bacterias isolated
from bioaerosols of Huara zone. Lane 1, 23 strain; lane 2, 181 strain; lane 3, 249 strains; lane
4, 250 strain; lane 5, 252 strain; lane 6, 253 strains; lane 7, 300.; lane 8, positive control.

Fig 2. Agarose gel (1.5%) of IncP trfA1 PCR product from plasmid found in bacterias isolated

from bioaerosols of Huara zone. Lane 1, 23 strain; lane 2, 181 strain; lane 3, 249 strains;

lane 4, 250 strain; lane 5, 252 strain; lane 6, 253 strains; lane 7, 300.; lane 8, positive control.
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Resistance genes could transfer to pathogenic bacteria via contact with the
environment causing untreatable infections in animals and humans (Nwosu 2001).
Plasmids provide their host with a large array of phenotypes: antibiotic (Datta and
Hughes 1983) or heavy metal, resistance (Silver 1996; Malik et al. 2002; Aleem et al.
2003), the ability to degrade recalcitrant compounds and to use them as carbon and
energy source (Top et al. 1998; Nawab et al. 2003). Plasmids capable of being
transferred and stably maintained in a wide range of bacteria also called broad host
range (BHR) plasmids can transfer or mobilize their genes into taxonomically distant
species (Thomas 2000). Most plasmids belonging to the Inc groups IncP, IncN, IncW
are conjugative and many IncQ and rolling circle plasmids are mobilizable (Gétz et al.
1996; Haines et al. 2006; Smalla et al. 2006). Plasmids from these Inc groups have
been frequently detected in environmental systems (Gétz et al. 1996; Smalla et al.
2006).

Very little is known about the prevalence of these plasmids in the environment. Most
of the current knowledge comes from plasmids isolated from clinical material or from
studies on plasmid-mediated dissemination of antibiotic and/or heavy metal
resistance genes (Tschape et al. 1994), in which plasmids were usually isolated after
selective cultivation of bacteria with subsequent screening for the presence of

plasmids.

Plasmids have an important role in the spread of antibiotic-resistance genes between
bacteria and in the development of multiresistance (Fluit 2005; Schllter et al 2007;
Tennstedt 2003). Knowledge of the manner in which plasmids evolve is thus
important if we are to better understand the fundamentals of prokaryotic evolution and
the principles underlying the accumulation and spread of antibiotic resistance in

bacterial communities.

Furthermore, they can also harbor a wide spectrum of antibiotic-resistance genes
(Schlater et al. 2007). It has been suggested that recent human activities, such as the
use of wastewater treatment plants that mix bacteria from a large number of sources,
would increase contacts between bacteria and therefore increase recombination

between plasmids (Schllter et al. 2007).
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Research into IncW plasmids (Fernandez-Lépez et al. 2006) and F plasmids (Boyd et
al. 1996) has suggested recombination, and that rare recombination events may be a
driving force behind the creation of new plasmid families. The IncP-1 plasmid group
has a broad host range and can be stably maintained in almost all Gram-negative
bacteria. A recent study using genomic signatures also suggested a broad host range
of the IncP-1 plasmids (Susuki et al. 2010; Norberg 2011)

Conjugative plasmids of the IncP group are of particular interest because they are
capable of mediating efficient DNA transfer between virtually any Gram-negative
species (Furstte et al. 1989). This promiscuity is important because of its role in the
spread of antibiotic resistance and its application to gene manipulation in widely
different bacteria. (Furstte et al. 1989)

This is the first report that demonstrated the presence of bacteria in bioaerosols,

resistant to antibiotics commonly used in hospital environment sector.

It is also the first evidence of the presence of plasmids in bacteria from outdoor
bioaerosols and furthermore is the first evidence of the presence of Broad-Host-

Range Plasmids.
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Resumen

Desde el punto de vista de la aerodinamica los bioaerosoles pueden ser facilmente
transportados largas distancias en la atmésfera a través de varios procesos y
movimientos dinamicos del aire y ser ubicuos en la atmodsfera de la Tierra,
especialmente en la zona de la troposfera. En consecuencia, dichas particulas
posiblemente pueden influenciar el medio ambiente, el clima, la salud publica, y otros
a escala regional y global. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la
viabilidad de las bacterias obtenidas desde la zona de Huara en lagos de la
Patagonia, para lo cual se trabajo con diferentes microcosmos a los cuales se les
realizé recuento de células viables, identificacidn molecular, estudio del metabolismo
y analisis molecular del ADNr 16S. Los resultados obtenidos dejan en evidencia la
viabilidad de las bacterias de la zona de Huara en aguas de lagos Patagodnicos, al
observar un aumento constante del numero de células viables/ml en el tiempo. Las
bacterias identificadas en muestras de arena y bioaerosoles del desierto fueron
similares destacandose la presencia, en la mayoria de las muestras, de Acinetobacter
sp. La actividad metabdlica observada es similar entre los microcosmos en estudio y
se debe a a la presencia de bacterias. De acuerdo a esto podemos senalar que los
bioaerosoles llevan bacterias que provienen de la arena y que podrian viajar grandes

distancias y depositarse en zonas donde logran ser viables.
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Introduccién

El aire contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos, especialmente
bacterias y hongos. La presencia de uno u otro tipo depende del origen, de la
direccion e intensidad de las corrientes de aire y de su capacidad de supervivencia
(Griffing 2007). Los bioaerosoles pueden estar presentes en la atmosfera como
sélidos (polvo) o como liquidos (condensacion y agua), en cualquiera de estas dos

fases son un importante vehiculo bacteriano (Cosenza 2004).

Desde el punto de vista de la aerodinamica los bioaerosoles pueden ser facilmente
transportados largas distancias en la atmésfera a través de varios procesos vy
movimientos dinamicos del aire y ser ubicuos en la atmodsfera de la Tierra,
especialmente en la zona de la Troposfera. En consecuencia, dichas particulas
posiblemente pueden influenciar el medio ambiente, el clima, la salud publica, y otros
a escala regional y global (Griffin et al. 2001; Prospero et al. 2005; Ariya y Amyot
2004; Lohmann y Feichter 2005; Kanakidou et al. 2005; Sun y Ariya 2006; Fuzzi et al.
2006; Elbert et al. 2007; Mohler et al. 2007).

Junto al suelo hay una capa laminar de aire que impide el facil paso de
microorganismos del suelo a la atmosfera para que esto ocurra se necesita una fuerte
corriente de aire que levante polvo del suelo 0 agua y permita asi el paso de diversos
microorganismos (De La Rosa et a. 2002; Griffing 2005; Griffing 2007; Hervas et al.
2009). Procesos asociados con el cambio global, tales como la desertificacion y
cambios en el uso de la tierra, estan promoviendo una aumento del contenido de
polvo en la atmodsfera que se ha visto particularmente acentuado en las ultimas
décadas (Prospero y Lamb 2003; Moulin y Chiapello 2006; Neff et al. 2008).
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En Chile, los remolinos de polvo, son producidos con mayor frecuencia en areas
desérticas donde las superficies son calentadas por el sol, y luego de formarse en la
superficie, ascienden, como en el caso del Desierto de Atacama, en la zona de Huara,
a 30 kilbmetros al norte de Pozo Almonte en la | region, se han llegado a contar mas

de 70 remolinos simultaneos (Greeley et al 2010; Kurgansky et al. 2010).

El rol del ingreso de bioaerosoles a ecosistemas de lagos de zonas remotas es un
proceso potencialmente importante pero aun muy poco explorado (Skidmore et al.
2000; Toom-Saunty y Barrie 2002; Amato et al. 2007b; Zhang et al. 2003).

Los lagos Patagdnicos son considerados remotos y pristinos con ecosistemas que
carecen de influencia antropogénica local pero con eventos recurrentes de
depositacion de particulas. Estos ecosistemas responden rapidamente a las
perturbaciones ambientales y son indicadores sensibles del cambio global (Catalan et
al. 2006). Es muy poco lo que se sabe acerca de la migracion de microorganismos
mediante el fendmeno de dispersion y posterior depositacion de bioaerosoles por lo
que es importante estudiar las comunidades microbianas presentes en los
bioaerosoles y su funciéon en aguas de lagos Patagonicos, ya que asi mejoraria la
comprensién de estos ecosistemas y como responden frente a la influencia de

agentes externos (Ranjard et al. 2000).

Por lo mencionado el objetivo del presente trabajo fue determinar la viabilidad de las
bacterias obtenidas desde la zona de Huara, desierto de Atacama, en aguas de

lagos de la Patagonia.

Materiales y Métodos

Toma de Muestras

Bioaerosoles. Las muestras de bioaerosoles se tomaron en la zona de Huara, a 30
kilbmetros al norte de Pozo Almonte, | region de Chile (19 ° 59 25.6 "S 069 ° 44' 24.5"

O). Se obtuvieron utilizando la técnica de filtrado simple para colectar pequefias
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particulas en suspension desde una altura de 2.5 metros, con una bomba de vacio
portatil (Tactical Air Sampler) con un flujo de aire de 5 litros por minuto (Escalante et
al. 2014).

Los filtros de membrana, con las muestras de bioaerosoles, fueron retirados de la
bomba de vacio, y colocados en bolsas estériles, sellados con cinta adhesiva y

refrigerados para su posterior analisis.

Se utilizé como control un filtro de membrana adicional que se colocé en la bomba de

vacio y se dejo reposar sin quitar la tapa ni encender la bomba.

Arena. Muestras de arena se tomaron desde la zona de Huara, utilizando bolsas
plasticas y palas de tamano pequefo, previamente esterilizadas. En una camara de
flujo laminar y en condiciones estériles se tamizo la arena. Las fracciones de polvo de
la arena con un tamano menor a 0,63um fueron utilizadas para los diferentes

experimentos.

Agua. Las muestras de agua fueron tomadas en los lagos: Alto (46 ° 11'17.34"S 72 °
19' 45.04" W), Verde (46 ° 9 '35.83 "S 72 °19' 8.58" W) y Esponja (45 ° 9 '53.2794 "S
72 ° 8'43.7994" W), ubicados cerca de la ciudad de Coyhaique, Aysén. Para esto las
muestras de agua superficial de los lagos (primeros 30 cm aproximadamente) se
tomaron utilizando botellas de vidrio estéril de 5 litros y fueron trasladados

refrigerados al laboratorio.

Experimento en Microcosmos

Los experimentos en microcosmos se realizaron, por duplicado, el volumen total de
las muestras de agua, de cada uno de los lagos en estudio, se filtraron dos veces a
través de membranas de nitrocelulosa de 0,2 um con la finalidad de eliminar los
microorganismos presentes, y se mantuvo a 4 ° C para su posterior uso. El agua

filtrada fue luego esterilizada, por autoclave durante 30 minutos a 120°C para eliminar
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cualquier microorganismo remanente. Se trabajé con cuatro matraces, con 250 ml de
agua cada uno. El microcosmos A se le agregé una concentracién final de 8 mg I de
particulas de arena con una fraccion de tamafo menor a 0,63 um, con la finalidad de
aproximar la dosis diaria colectada durante la ocurrencia de eventos de polvo y asi
estar dentro del rango descrito en la literatura para experimentos similares (Reche et
al. 2009 ). Al microcosmos B se le colocd 1/6 del filtro con bioaerosoles depositados
en ellos. ElI microcosmos C, sirvié como control y consistid en agregar al agua, una
fuente de carbono organico (acetato de sodio a una concentracién final de 1mM),
nitrégeno (casamino &cidos a una concentracion final de 0,04% w/v) y fésforo
(KH2PO4 a una concentracion final 10 uM). La adicion de nutrientes sirvido para
chequear la presencia de bacterias autoctonas presentes después del filtrado y
detectar bacterias presentes producto de la contaminacion por la manipulacion de las

muestras.

Adicionalmente se utilizé un ultimo matraz “Microcosmos D” con agua de cada lago
respectivamente sin esterilizar, esto con el objetivo de tener un Control positivo de

crecimiento y a la vez sirvié para comparar los resultados del perfil metabdlico.

Cada microcosmos fue sonicado durante 5 min, utilizando un ultrasonicador con bafio
de agua marca Branson Jp-020 con el objetivo de disolver las particulas de polvo y se

incubaron a 10°C en oscuridad durante 96 h.

Se tomaron muestras de cada uno de los matraces (5 ml cada vez) diariamente
durante cinco dias, para realizar el recuento de células viables. El volumen total
restante, al tiempo final, fue tomado para realizar la extraccion y amplificacion del

ADN vy posterior analisis por DGGE.

Recuento de células viables

Se tomé6 aproximadamente 5 ml de cada muestra por 5 dias y se procedio a realizar
las diluciones respectivas, Esta técnica se basa en contar las colonias de
microorganismos que se desarrollan después de inocular , por diseminacion en

superficie, el agar R,A con la muestra de cada microcosmos.
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Cuando la muestra se diluye el calculo del resultado se realiza contando las colonias
en aquellas placas que tengan entre 30 y 300, se promedia y se multiplica por el
factor de dilucion. Los resultados se expresan en UFC por ml, de acuerdo a lo

senalado por Leboffe y Pierce (2011).

Extraccion directa del ADN desde las muestras de microcosmos

El ADN (de cada una de las muestras) fue extraido utilizando el kit de extraccion,
UltraClean soil DNA (MO BIO Laboratorios, Inc. Solana Beach, California, EE.UU.). El
ADN se disolvio en un buffer de Tris-HCI 10 mM y se almacené a -18 ° C hasta su

posterior utilizacion.

Amplificacion de ADNr 16S de las muestras de microcosmos

El ADN extraido fue utilizado como templado para la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Se utilizd partidores universales: Eub9-27F y Eub1542R para
amplificar el ADNr 16S de Eubacterias. Las condiciones para las reacciones se

realizaron de acuerdo a lo sefalado por Dorador et al. (2007).

Analisis por DGGE de las muestras de microcosmos

Para los analisis por DGGE los productos de PCR, obtenidos anteriormente se
utilizaron como templado para la amplificacion con partidores especificos para la
region V3 del ADN ribosomal (p1-GC clamp (341f) 5-CGCCCGCCGCGCGCGGCG-
3-GC(40 pb) y p2(534r) 5- ATTACCGCGGCTGG-3’) (Escalante et al 2014). Un
sistema DCode (Bio-Rad, Hercules, CA) fue utilizado para revelar los productos de
PCR. Los geles contenian 8% acrilamida (BIO RAD Laboratorios Inc.) y 40-70% de
gradiente de Urea/Formamida (BIO RAD Laboratories Inc.). Los productos fueron
purificados con el Kit de purificacion Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System

(Promega, USA), y secuenciados por Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, Korea). Las
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secuencias fueron comparadas con la informaciéon del GenBank usando BLAST
(Altschul et al. 2000).

Perfil metabdlico de las comunidades bacterianas presentes en los diferentes

microcosmos

La diversidad de fuentes de carbonos utilizables por las comunidades bacterianas
presentes en los experimentos en microcosmos, fueron determinadas mediante la
utilizacién del sistema Biolog Ecoplate™ (Biolog Inc., CA, USA). Cada pocillo fue
inoculado con 100 ul de una dilucién de cada muestra a una concentracion final de
1x10° células por ml™'. Las microplacas se incubaron a 10°C. La formacion de color se
detectd visualmente y al mismo tiempo se midié la densidad oOptica a 590 nm en un

lector de microplaca, después de 24h, 48h, 72h y 96h de incubacion.

La actividad microbiana (AWCD) en cada microplaca, se expresdé como el desarrollo

de color en los pocillos de la siguiente manera: AWCD =X OD;/ 31

En donde OD; es el valor de densidad optica de cada pocillo medida a 590 nm
(Gomez et al. 2006). Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado y como control

negativo se utilizé agua estéril.

Resultados y Discusion

No se observé crecimiento en ninguna de las muestras control de microcosmos (C y
D), lo cual confirmaria que los resultados obtenidos son el reflejo de la presencia y

actividad de las bacterias presentes en las muestras de arena o de bioaerosoles.

En los microcosmos A y B, para cada uno de los lagos, se observd crecimiento
bacteriano no observando ninguna diferencia significativa entre los lagos en estudio, a
pesar de provenir desde diferentes ubicaciones cada uno. A las 24 hrs de incubacién
se observa una respuesta exponencial en cada muestra y a partir de ahi un
crecimiento que va en aumento a lo largo de las horas (Fig. 1 a, b y c). Estudios

similares como el de Hervas et al (2009) senalan en sus resultados que no se produjo
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diferencias significativas en el numero final de células bacterianas producidas entre
las diferentes aguas de lagos utilizados, los cuales tienen caracteristicas similares a
los usados en este estudio. Incluso en sus estudios con microcosmos al igual que en
los resultados obtenidos en este trabajo no se observaron diferencia significativa entre

los dos microcosmos (arena y bioaerosoles) en estudio para cada uno de los lagos

Los lagos Patagdnicos asi como los de Montafia, mencionados en diferentes
investigaciones, son ecosistemas a menudo considerados pristinos y remotos en
gran parte no afectados por factores antropogénicos locales debido a su
inaccesibilidad. Por esta razon, se ha propuesto que este tipo de lagos pueden servir
como centinelas de algun tipo de cambio global (Catalan et al. 2006).El primer
colector / interceptor natural de estas depositaciones atmosféricas es el neuston, la
comunidad biolégica que habita en la superficie de la microcapa hidrofébica localizada
dentro de los primeros milimetros de la interfaz aire-agua (Hervas y Casamayor
2009). Por lo tanto, idealmente el neuston debe capturar los efectos remotos que la

deposicion de polvo de larga distancia puede causar.
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Fig. 1. a,b,c Recuento de células viables en muestras de microcosmos A (lago+arena) y B
(lago + bioaerosoles) de cada uno de los Lagos estudiados
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Es un hecho bien conocido que las bacterias cultivables parecen constituir sélo una
pequena fraccion de los recuentos de células totales en muestras de aire (menos de
1%, ) Griffin et al. 2001). Sin embargo, estudios a nivel de ADN puede detectar tanto
las bacterias vivas que no pueden crecer en placas de agar, sino también los
microorganismos muertos unidos a particulas de polvo (Maron et al. 2005). El disefio
experimental llevado a cabo en los microcosmos facilité la activacién de las células y
el crecimiento en condiciones mas cerca de la oligotrofia prevaleciente en los lagos en
estudio. Sin embargo, las implicancias ecolégicas deben ser cuidadosamente
extrapolados a partir de estos experimentos porque los posibles competidores locales
y depredadores fueron excluidos de los microcosmos en este estudio. Los resultados
de los experimentos llevados a cabo indican un potencial para la inmigracion de
taxones especificos, pero queda por examinar el destino de estas bacterias in situ a

una escala mas correcta y con el uso combinado de otras herramientas moleculares.

Las secuencias del ARNr 16S de las bacterias obtenidas de los microcosmos
pertenecen a grupos taxonémicos que normalmente se encuentran en ecosistemas de
agua dulce, es decir, alfa, beta y gammaproteobacteria, En la mayoria de los casos,
las bandas cortadas y secuenciadas a partir de los geles de DGGE pertenecen a la
clase Gammaproteobacteria. Estas son una clase taxonémica que incluye diversas
especies de importancia médica, ecoldgica y cientifica. De acuerdo a los resultados
se podria pensar que las bacterias provenientes desde la arena y el aire, en los
microcosmos A y B se adaptaron bien a las condiciones oligotréficas, que se
desarrollaron en los tratamientos. Cabe ademas sefalar que no se han detectado
secuencias de bacterias en el microcosmos C, que funcionaba como control negativo

para el crecimiento (Tabla 1,2,3).

El polvo anualmente moviliza a la atmdsfera mas de mil millones de toneladas
métricas (Moulin et al. 2006) lo que intercambia activamente material biolégico entre

los ecosistemas a través de los continentes.
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Este numero representa solo una pequeia porcidon de los numeros totales de
bacterias estimados (Whitman et al. 1998), el transporte atmosférico probablemente

desempenia un papel clave para la dispersion bacteriana global.

Estudios similares han reportado la presencia de Actinobacteria, Bacillus y otros
Firmicutes, también se ha informado Ila presencia de alfa, beta y
Gammaproteobacteria (Radosevich et al. 2002; Wilson et al. 2002; Maron et al. 2005;
Fierer et al. 2008). Las bacterias asociadas al polvo, probablemente se derivan
directamente de los suelos cuando el primero se moviliza por los vientos. Esto se
demuestra con los resultados obtenidos en los experimentos con microcosmos, donde
la mayoria de las bacterias aisladas desde el microcosmos B, que contenia las
muestras de aire, también se aislaron en el A. Pero también algunas bacterias pueden
ser inyectadas en las masas de aire con polvo a partir de fuentes locales (incluyendo
el agua de mar o la vegetacién) por la adveccion y mezcla vertical de las nubes
convectivas detectadas en lo suelos pero si estaban relacionadas cercanamente con

bacterias presentes en el océano y en las plantas (Hervas 2009).
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Tabla 1. Analisis de las secuencias del ADNr 16S obtenidos por DGGE en muestras de

Microcosmos A y B del Lago Alto

Microcosmos A*

Microcosmos B**

Genero/ Especie Clase Genero/Especie Clase
Bacillus subtilis Bacilli Bacillus subtilis Bacilli
Uncultured beta .| Uncultured beta

Betaproteobacteria

proteobacterium
Delftia tsuruhatensis Betaproteobacteria

Th/orhqqosp ra Gammaproteobacteria
sibirica

Acinetobacter sp Gammaproteobacteria

Pseudomonas

. Gammaproteobacteria
migulae

Delftia acidovorans Betaproteobacteria

Uncultured gamma .
: Gammaproteobacteria
proteobacterium

Azospirillum sp  Alphaproteobacteria

proteobacterium Betaproteobacteria

Delttia . Betaproteobacteria
tsuruhatensis
Liion l_‘:o_c{03p ira Gammaproteobacteria
sibirica

Acinetobacter sp. Gammaproteobacteria

Pseudomonas .
. Gammaproteobacteria
migulae
Delftia

d Betaproteobacteria
acidovorans

Uncultured
gamma
proteobacterium

Gammaproteobacteria

*microcosmos A :lago est +arena;** microcosmos B: lago est + bioaerosoles
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Tabla 2. Analisis de las secuencias del ADNr 16S obtenidos por DGGE en muestras de

Microcosmos Microcosmos A y B del Lago Verde

Microcosmos A*

Microcosmos B**

Genero/Especie Clase Genero/Especie Clase
Bacillus Bacilli Bacillus subtilis Bacilli
subtilis
Azospirillum  Alphaproteobacteria Azospirillum  Alphaproteobacteria
Zeae Zeae
Delftia Betaproteobacteria Sphingomonas  Alphaproteobacteria
acidovorans
Pseudomonas Gammaproteobacteria | Pseudomonas Gammaproteobacteria
migulae fluorescens
Acinetobacter Gammaproteobacteria | Lactococcus Bacilli
sp. raffinolactis
Uncultured Bacilli
Firmicutes
Pseudomonas Gammaproteobacteria
migulae
Uncultured Gammaproteobacteria
gamma
proteobacterium

* microcosmos A :lago est +arena;** microcosmos B: lago est + bioaerosoles
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Tabla 3. Analisis de las secuencias del ADNr 16S obtenidos por DGGE en muestras de

Microcosmos A y B del Lago Esponja

Microcosmos A* Microcosmos B**
Genero/Especie Clase Genero/Especies Clase
Bacillus subtilis Bacilli Bacillus subtilis Bacilli
Azospirillum  Alphaproteobacteria Azospirillum  Alphaproteobacteria
Zeae Zeae
Acinetobacter =~ Gammaproteobacteria Bacillus sp Bacilli
sp.
Delftia Betaproteobacteria Uncultured Gammaproteobacteria
acidovorans gamma
proteobacterium
Pseudomonas Gammaproteobacteria
migulae Pseudomonas Gammaproteobacteria
migulae
Uncultured Gammaproteobacteria
gamma
proteobacterium

Azospirillum sp.  Alphaproteobacteria

*microcosmos A :lago est +arena;** microcosmos B: lago est + bioaerosoles

Los resultados muestran la presencia, en la mayoria de los microcosmos, de la
bacteria Acinetobacter sp. al igual que en trabajos similares como el de Hervas y
Casamayor (2009) o el de Reche et al. (2009), donde se sefala que esta es una
bacteria viable transportada por el aire y con el potencial de desarrollarse en aguas de
lagos. Sin embargo esta bacteria, requiere cambios en las condiciones de los lagos in
situ para desarrollarse exitosamente y asi poder competir con las bacterias locales. La
colonizacion exitosa en estos ambientes para una bacteria es un tema complejo ya

que existen varios factores limitantes, como la competencia con bacterias autdctonas,
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la temperatura o la composicion idnica y la resistencia a los depredadores, entre otros
(Pernthaler y Amann 2005 y Reche et al. 2009). El potencial de desarrollo en lagos
oligotroficos es ciertamente grande, y no podemos descartar el éxito futuro, ya que
estos ecosistemas fragiles son biolégicamente reactivos a los cambios globales en la
temperatura o eutrofizacion (Psenner 1999). La presencia de Acinetobacter y
Sphingomonas, en resultados anteriores y en el presente ilustran el potencial de

supervivencia y las estrategias de dispersion de microorganismos patdégenos.

El genero Acinetobacter en este trabajo agrupa bacterias oportunistas altamente
patdgenas y resistentes para el hombre (Bergogne-Berezin y Towner 1996) por lo
tanto resulta razonable suponer que algunas especies de patdgenos pueden ser
transportados por el aire y ser viables a través de grandes distancias, protegidos por
los mismos mecanismos que protegen a las bacterias no patdogenas. De hecho
patdgenos humanos oportunistas y patdogenos de vegetales y animales son muy

comunes en las muestras de polvo en el aire (Griffin et al. 2001; Kellogg et al. 2004).

La caracterizacién metabdlica fue realizada con Biolog Ecoplate™ (Biolog®) (Garland
y Mills 1991). Las microplacas fueron incubadas a 10°C y la densidad optica (A= 590
nm) de cada pocillo fue determinada durante 96 horas con intervalos de 24 horas
(Garland 1996), usando el lector de microplacas (Epoch™ de BIOTEK®). Los
resultados obtenidos en Biolog Ecoplate™ fueron analizados observando el indice de
desarrollo de color en los pocillos de las microplacas (AWCD) Fig 2, indice de
Shanon-Weaver (H’)para ver la diversidad, el indice de Enriquecimiento (S) y el indice
de Evanness (E) (Gomez et al. 2006). Los resultados de AWCD, H' y E fueron
analizados a través del test T de Student usando el software MINITAB® (version 15,
USA). Las fuentes de carbono fueron divididas segun categorias como; carbohidratos
(N=10), acidos carboxilicos (N=9), aminoacidos (N=6), polimeros (N=4) y aminas
(N=2) (Garland y Mills 1991). Luego, se obtuvo el indice AWCD, para cada uno
durante el tiempo y se realizé6 una grafica de barra de los AWCD de las distintas
fuentes a las 96 horas (Fig. 3) usando el software GraphPad Prism 5®. De los
resultados obtenidos podemos observar que existe diferencia significativa entre los

microcosmos Ay B comparado con el microcosmos D (p<0.005) en cada uno de los
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tres lagos. ElI microcosmos D, como se sefala en materiales y métodos es agua de
cada lago sin ningun tratamiento adicional ni proceso de esterilizacion y sirvido como
control. Ademas también se observo de acuerdo a los indices de AWCD que no existe
diferencia significativa entre los microcosmos A y B de cada lago. Este resultado
concuerda con lo esperado ya que en el microcosmos A, se utiliz6 muestras de arena
de la zona de Huara y en el Microcosmos B se utilizO muestras de bioaerosoles

obtenido por filtracién en discos de membrana desde la misma zona.
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Fig. 2. Actividad metabdlica calculada para el microcosmos A y B de los lagos Alto, Verde y
Esponja. Las barras de error representan un error estandar. Microcosmos A :lago est +arena;
microcosmos B: lago est + bioaerosoles.
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Ahora bien en cuanto a los resultados de utilizacion de diversas fuentes de carbono
podemos decir que no existié diferencia significativa (p>0,005) en la actividad
metabdlica del microcosmos A y B de cada una de las fuentes de carbono tanto para
el lago Alto como para el Esponja, al mismo tiempo se observa que si existe
diferencia (p<0,005) entre los microcosmos A y B comparado con el D en ambos
lagos mencionados (Fig. 3). Ahora algo muy distinto se observa en el Lago Verde
donde si se observa diferencia significativa (p<0.005) entre el microcosmos A y B,
observandose que las bacterias presentes en la muestra de arena utilizan las distintas
fuentes de carbono de forma similar a como lo hacen las bacterias autéctonas de
dicho lago (microcosmos D). Esto podria deberse a que justo la arena incorporada al
matraz ademas de llevar bacterias lleva consigo diversos componentes como algunas
sales o elementos como el fosforo en mayor cantidad a lo que tenian las otras dos
muestras de arena de los otros lagos. Por lo tanto seria conveniente realizar analisis

de los componentes quimicos que tiene la arena del desierto utilizada.

Desde hace varios anos se ha estudiado y explorado los suministro de nutrientes
(nitrégeno y fésforo, entre otros) que las muestras de polvo, tomadas desde el aire,
acarrean a los ecosistemas terrestres y oceanicas (Herut et al. 2002; Morales-
Baquero et al. 2006)

Se ha observado que en los lagos alpinos altamente influenciados por los brotes de
polvo del Sahara, La depositacion atmosférica estimula constantemente el crecimiento
bacteriano probablemente por los inputs de fosforo (Mladenov N et al. 2008)
resultados similares se han encontrado en cuatro lagos Pirineos tras el suministro de
polvo. Ademas, el polvo en el aire proveniente del desierto también contiene carbono
organico (Eglinton et al. 2002.; Usher et al. 2003) que podria ser utilizado como fuente

de carbono para las bacterias heteroétrofas.

Usher et al. 2003 no encontré diferencias significativas en el crecimiento bacteriano
entre el polvo del desierto y el polvo en el aire después de un viaje realizado por la
troposfera que hubiese modificado los componentes organicos . En conjunto, parece

que el polvo basicamente suministraria bacterias con limitados nutrientes inorganicos
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(principalmente foésforo y nitrégeno) ( Mladenov et al. 2008) para que se utilice el

carbono organico disponible y presente en estos lagos.

Los Lagos de alta montafia se encuentran entre los ecosistemas con mayores
similitudes de todo el planeta y con un alto nivel de bacterias cosmopolitas
(Sommaruga y Casamayor 2009), que ofrece oportunidades de investigacién mas alla

de lo que se podria esperar de su importancia cuantitativa en la Tierra (Catalan et al.

2006).

Este tipo de lagos parecen ser sistemas de modelos adecuados para explorar la
dispersidon y los mecanismos de supervivencia asi como sus habilidades de
colonizacion, la competencia y las adaptaciones locales de microorganismos en el

aire a escalas globales en un mundo cambiante.

I Lago Alto s/e
1 LagoAlto +arena

CJ  Lago Alto + bioaerosoles
-

2=
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1=

| 1
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Fig. 3 Actividad metabdlica calculada a partir de los valores de absorbancia de Biolog
Ecoplate para los tres microcosmos (A,B y D) de cada lago después de 96 h de incubacion.
El sustrato se dividieron en cinco categorias; Hidratos de carbono (n = 10) aminas (n = 2)
aminoacidos (n = 6) acidos carboxilicos (n = 9) y polimeros (n = 4)
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo son los primeros resultados
preliminares de viabilidad de bacterias de bioaerosoles en zonas remotas. La
viabilidad queda en evidencia al observar un aumento constante del numero de
células/ ml a lo largo de las horas durante el recuento de células viables. Las
bacterias identificadas en muestras de arena y bioaerosoles del desierto fueron
similares destacandose la presencia, en la mayoria de los microcosmos, de la
bacteria Acinetobacter sp. esta es una bacteria viable transportada por el aire y con el
potencial de desarrollarse en aguas de lagos y ademas agrupa bacterias oportunistas
altamente patogenas y resistentes para el hombre (Bergogne-Berezin y Towner
1996), La actividad metabdlica observada es similar entre ambos microcosmos en
estudio (con arena y con bioaerosoles) y se debe a la presencia de bacterias en

ambos tipos de muestras.

De acuerdo a esto podemos sefalar que los bioaerosoles llevan bacterias que
provienen de la arena, y pueden viajar largas distancias y depositarse en zonas
remotas donde logran ser viables, alterando de alguna forma el ecosistema donde se

depositan, de acuerdo al modelo de Niznanki (Fig. 4).

Absorption and Scattering

Terrestrial

~ Biogeothemistry

: OCEANS
! gsyssz’ll;' Ocean Biogeochemistry

Unvegetated Surface

Fig. 4. Modelo de Dispersion de bacterias desde la arena al aire mediante bioaerosoles y su
posible depositacion a distancias largas desde su origen. Modificado de Niznansky, B.
National Weather Service Forecast Office. (2010)
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DISCUSION
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Una gran variedad de organismos que cambian su localizacion geografica
durante su ciclo de vida, lo hacen a través de la atmédsfera. Por tal motivo, las
particulas bioldgicas estan siempre presentes en dicho ambiente, aunque su
numero y viabilidad cambien con las horas del dia, las condiciones del tiempo,

las estaciones del afio y su ubicacion geografica.

La atmosfera, en general, no es considerada un habitat para los
microorganismos, ya que solo algunos de ellos son capaces de reproducirse
alli. (De la Rosa et al. 2002) Sin embargo, su presencia en la atmdsfera tiene
gran relevancia desde el punto de vista ecoldgico, por el grado de dispersion
que pueden alcanzar y que dificilmente lograrian, en su habitat primario

(terrestre o acuatico) (De la Rosa et al. 2002)

La mayoria de las bacterias que entran a la atmdsfera provienen de fuentes
naturales como la vegetacion, el suelo y los cuerpos de agua, y en menor
proporcion de las actividades antropogénicas, su supervivencia y distribucion
estan moduladas por factores biologicos, meteorolégicos (como el viento, la
radiacion, solar, la temperatura, la humedad relativa) y por la quimica

atmosférica.

En esta tesis se caracterizaron bioaerosoles de ambientes extremos. Los
resultados obtenidos ponen en evidencia, la presencia de bacterias de lagos
Patagonicos y desde la zona de Huara en el norte de Chile. Observandose
formas bacterianas bacilares y cocaceas. Estos resultados coinciden con lo
senalado por diversos autores (Douwes J et al. 2003; Wittmaak K et al 2005;
Fahlgren et al. 2010). Quienes observaron la presencia de microorganismos,

incluyendo bacterias, en muestras de aire tomadas desde diferentes lugares.

En los bioaerosoles, tanto de agua de los lagos Patagdnicos como del desierto,
se encontraron un recuento total de células viables (cultivables) del orden de 5x
10%a 7x10° UFC/ml.
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Estos resultados coinciden con lo informado por trabajos anteriores donde se
sefala que el aire contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos,
especialmente bacterias y hongos. La presencia de uno u otro tipo depende del
origen, de la direccion e intensidad de las corrientes de aire y de la

supervivencia del microorganismo (Dietrich 2009).

La presencia de bacterias en la atmdsfera ha sido demostrada por su
crecimiento en medios de cultivo denominandose cultivables. Sin embargo, se
considera que esto representa so6lo una pequefia fraccion de la poblaciéon que

llega a la atmdsfera (Rosas et al. 2004).

Al caracterizar las bacterias aisladas desde las muestras en estudio se observo
que la mayoria de las bacterias de los bioaerosoles fueron Gram negativas.
Este resultado no concuerda con lo informado por Sarica et al. (2002) y
Augustowska y Dutkiewicz (2006) quienes sefialan que es mas frecuente aislar
bacterias Gram positivas, ya que las Gram negativas se encuentran en menor
proporcion y disminuyen con la altura debido a que tienen una pared celular
fragil que no tolera la deshidratacion cuando se someten a la exposicion al aire
durante periodos prolongados o durante el muestreo. Estos autores utilizaron

muestras de zonas con caracteristicas diferentes a las zonas en estudio.

Las bacterias Gram positivas tienen una pared mas resistente y algunas
producen esporas que les dan una mayor resistencia a las variaciones en las
condiciones ambientales. (Goyer et al. 2001). Sin embargo, las bacterias Gram
negativas predominan en ambientes de aguas marinas y esa podria ser la
explicacion ya que las muestras de zonas desérticas se encuentran
relativamente cerca del océano Pacifico, ademas las bacterias Gram negativas
sobreviven mejor a baja humedad relativa, condiciones encontradas en algunas

zonas de muestreo.

La presencia de bacterias ya sea Gram positivas 0 negativas lleva consigo la

presencia de esfingolipidos bacterianos que se ha informado tienen diversas
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actividades biologicas (Heung et al. 2006), tales como la inducciéon de

citoquinas, induccion de la apoptosis celular (Minamino et al. 2003).

Las bacterias Gram positivas y negativas acarrean también la presencia del
peptidoglican, componente de la pared celular de las bacterias. Son
sospechosos de ser un agente causal potencial de la inflamacion pulmonar

asociada con la inhalacion de las bacterias (Goyer et al. 2001).

La relevancia de encontrar un mayor porcentaje de bacterias Gram negativas,
en los bioaerosoles estudiados, tiene relacién con la presencia de endotoxinas.
Las Endotoxinas, el lipopolisacarido (LPS) se encuentra a nivel de la membrana
externa de bacterias Gram negativas y son pirdgenos (que causan fiebre) y
tienen propiedades toxicas (Martinez et al. 2004). También poseen fuertes
propiedades proinflamatorias y estan presentes en muchos entornos asi como

en el medioambiente (Eduard et al. 2008).

La exposicion por via aérea de la endotoxina, activa a los macréfagos a nivel
pulmonar secretando TNFa, el mediador de los sintomas agudos causado por
endotoxina: fiebre, malestar general, aumento de la reactividad de las vias
respiratorias y obstruccion del flujo aéreo (Rylander y Jacobs 1994; Macher
1999).

Dentro de las bacterias Gram negativas presentes en los bioaerosoles de Lagos
Patagonicos, se identificé una bacteria inusual cuyas propiedades bioquimicas
correspondieron a la bacteria CDC NO-1. Esta bacteria esta asociada a la
mordedura de perros y gatos (Kaiser et al. 2002; Winn et al. 2008), ademas se
ha aislado desde la boca y secrecion nasal de dichos animales (Kaiser et al.
2002)

Cabe destacar que existen solamente 2 publicaciones anteriores de Hollis D.G.
et al (1993) y Kaiser R. et al (2002). En este trabajo se aisl6 desde muestra de
bioaerosoles del lago Alto y lago Verde y es la primera vez que se reporta en el

ambiente.
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Las bacterias identificadas de acuerdo a sus propiedades bioquimicas y analisis
moleculares correspondieron a los géneros Acinetobacter, Alcaligenes,
Edwarsiella, Pseudomonas, Burkolderia, Moraxella, Sphingomonas , Bacillus y

Stenotrophomonas maltophilia.

Estos géneros coinciden con algunos de los reportados por otros autores
(Jones y Harrison 2004; Lighthart y Shaffer 1994; Sarica et al. 2002; Beggs et
al. 2008).

El género Acinetobacter, ha sido aislado frecuentemente en las muestras
estudiadas en este trabajo y esto coincide con estudios similares donde sefialan
la presencia de esta bacteria en lagos oligotroficos y se ha reportado
frecuentemente en muestras de bioaerosoles (Harper et al. 2013; Beggs et al.
2008; Sarica et al. 2002; Hameed and Khodr 2001).

Acinetobacter es una bacteria ubicua en el ambiente y esta asociada con un
amplio rango de infecciones particularmente en personas inmunosuprimidas. Se
ha ido incrementando, con lo afnos, que esta bacteria se transmitiria por via

aérea de acuerdo a lo senalado por Beggs et al. 2002.

Al estudiar la susceptibilidad de bacterias, aisladas desde la zona desértica de
Huara, frente a diferentes antibidticos, se encontré una resistencia a antibidticos
comunmente usados en el ambito hospitalario. En literatura no existe
informacion de resistencia a antibidticos en bacterias aisladas de bioaerosoles
de origen natural, pero si se han aislado bacterias resistentes a antibiéticos
desde bioaerosoles de criaderos de cerdos, sistemas de tratamiento de aguas

servidas, en centros hospitalarios, etc. (Allen et al. 2010 ).

La aparicién y persistencia de bacterias multiresistentes plantean crecientes
desafios a la salud publica mundial. El uso de antibiéticos en medicina humana
ha influenciado la aparicion de bacterias resistentes a los antibiéticos (WHO
2012).
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Investigaciones anteriores se han centrado principalmente en la deteccion de
bacterias resistentes a los antibidticos en infecciones adquiridas en el medio
hospitalario. Recientemente, con el descubrimiento de cepas multiresistentes en
la comunidad en general, se ha comenzado a dar cuenta del peligro potencial
de la propagacion de estas bacterias resistentes a los antibidticos (Zhou y
Wang 2013).

La transmisidn de bacterias resistentes a los antimicrobianos puede ocurrir a
través del contacto directo, el agua contaminada, el aire, el medio ambiente, y la
comida (Akwar et al. 2007). De acuerdo con la Escuela Johns Hopkins
Bloomberg de Salud Publica de equipo, la inhalaciéon de bacterias desde el aire
podria constituir una via de exposicion de como la resistencia puede ser

transmitida al hombre.

Los microorganismos especialmente las bacterias patdogenas pueden tener
resistencia a los antibiéticos de forma natural y pasar este material genético a la
descendencia a través de la replicacion. Las bacterias también pueden adquirir
resistencia genética a traves del intercambio de material genético entre célula y
célula a través de la transferencia horizontal de genes , por transformacion,

transduccion o conjugacién (Perron et al 2012).

Los plasmidos desempenan un papel importante en la propagacion de genes de
resistencia a antibidticos entre las bacterias y en la aparicibn de la
multiresistencia. Al pesquisar la presencia de plasmidos en las cepas
multiresistentes se obtuvo la primera evidencia de la presencia de plasmidos en
bacterias de bioaerosoles de ambientes extremos y mas aun la primera
evidencia de la presencia de genes relacionados con plasmidos de amplio

rango de hospedador.

Los plasmidos desempefian un papel importante en la adaptacion de las
bacterias al medio ambiente o al stress causado por el hombre. La rapida
difusion de genes de resistencia a antibidticos en poblaciones bacterianas como

consecuencia del uso intensivo de antibidticos puede atribuirse en parte a la
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transferencia horizontal mediada por plasmidos (conjugacion). Los plasmidos
capaces de ser transferidos y mantenidos de forma estable en una amplia gama
de bacterias, también llamados plasmidos de amplio rango de hospedador, son
de especial interés en relacion con el intercambio de genes entre diferentes

especies. (Yano et al 2011)

En cuanto a los estudios de viabilidad de bacterias de bioaerosoles en zonas
remotas, los resultados obtenidos en el presente trabajo son los primeros
resultados preliminares. La viabilidad queda en evidencia al observar un
aumento constante del numero de células/ ml en el tiempo. Las bacterias
identificadas en muestras de arena y bioaerosoles del desierto fueron similares
destacandose nuevamente la presencia, en la mayoria de los microcosmos, de
la bacteria Acinetobacter sp. esta es una bacteria viable transportada por el aire
y con el potencial de desarrollarse en aguas de lagos y ademas agrupa
especies oportunistas altamente patdégenas y resistentes para el hombre

(Bergogne-Berezin y Towner 1996).

La actividad metabdlica observada es similar entre ambos microcosmos en
estudio (con arena y con bioaerosoles) y se debe a la presencia de bacterias

similares en ellas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede sefalar que los bioaerosoles
son viables en agua de lagos Patagonicos y en la eventualidad de que logren
trasladarse a través de grandes distancias podrian depositarse en lagos de
zonas remotas causando alteraciones a dicho ecosistema. Estos ecosistemas
lacustres responden rapidamente a las perturbaciones ambientales y pueden
considerarse como indicadores sensibles del cambio global (Catalan et al.
2006) emergiendo como un sistema conveniente para monitorear la dispersion
bacteriana, debido a que en estos lagos se dan condiciones ambientales
extremas y particulares por su localizacion geografica. Una perturbacion
causada por microorganismos aloctonos puede producir la desintegracion de

los microhabitats presentes (Torsvik et al. 2002).
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Ahora bien en cuanto al disefio experimental llevado a cabo en los microcosmos
estudiados ha facilitado la activacion celular y el crecimiento en condiciones
mas cercanas a la oligotrofia, condiciéon caracteristica de los lagos en estudio.
No obstante, las implicancias ecologicas deben ser cuidadosamente
extrapoladas a partir de estos experimentos porque los posibles competidores
locales y depredadores fueron excluidos de los microcosmos, y las condiciones
de incubacion no son exactamente las mismas que las condiciones locales (UV
y regimenes de luz, cambios diarios marcados en la temperatura, entre otros).
Seria necesario realizar ensayos a escala temporal mas real y combinarlo con

el uso de otras herramientas moleculares.

En los estudios realizados con microcosmos en agua de los lagos Alto, Verde y
Esponja y con muestras de arena y bioaerosoles no se han encontrado
diferencias significativa,. Estudios similares como el de Hervas et al. (2009)
sefalan en sus resultados que no se produjo diferencias significativas en el
namero final de células bacterianas producidas entre las diferentes aguas de
lagos utilizados, los cuales tienen caracteristicas similares a los usados en este
estudio. Incluso en sus estudios con microcosmos al igual que en los resultados
obtenidos en este trabajo no se observaron diferencia significativa entre los dos
microcosmos (arena y bioaerosoles) en estudio para cada uno de los lagos. Las
bacterias asociadas al polvo, probablemente se derivan directamente de los
suelos cuando el primero se moviliza por los vientos. Esto se demuestra con los
resultados obtenidos en los experimentos con microcosmos, donde la mayoria
de las bacterias aisladas desde el microcosmos que contenia las muestras de
bioaerosoles, también se aislaron en el que tenia arena. Pero también algunas
bacterias pueden ser inyectadas en las masas de aire con polvo a partir de
fuentes locales por la advecciéon y mezcla vertical de las nubes convectivas

detectadas en lo suelos (Hervas et al. 2009).

Los lagos Patagodnicos asi como los de montafia, mencionados en diferentes

investigaciones, son ecosistemas a menudo considerados pristinos y remotos
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en gran parte no afectados por factores antropogénicos locales debido a su
inaccesibilidad. Por esta razon, se ha propuesto que este tipo de lagos pueden

servir como centinelas de algun tipo de cambio global (Catalan et al. 2006).

La dispersion atmosférica de bacterias a través de grandes distancias es una
faceta importante de la ecologia microbiana. Ciertas especies bacterianas
dispersadas se adaptan a su nueva ubicacién al llegar a entornos favorables
pudiendo afectar los ecosistemas ya establecidos, por otro lado las condiciones
ambientales extremas inhiben ampliamente la distribucién geografica de las

bacteria dispersadas( Finlay et al. 2002; Fenchel et al. 2004)

La migracion de las bacterias es un fendmeno natural promovido por las
corrientes oceanicas y fenomenos atmosféricos. El polvo edlico, que consiste
en particulas de suelo procedentes de los desiertos o regiones aridas, se
genera a partir de la erosion edlica. El polvo del desierto se transporta, a veces
a grandes distancias, por las corrientes de aire. Los microorganismos presentes
en las particulas de polvo pueden tener repercusiones en los ecosistemas de
acuerdo a la direccion del viento y a menudo se piensa que es perjudicial para

la salud humana ( Yamaguchi et al. 2012)

La dispersién de aerosoles abidticos y bioldgicos (bioaerosoles), tiene un
creciente interés en la investigacion interdisciplinaria que comprende la
epidemiologia, la salud publica y la fisica atmosférica. Esto se debe a la gran
capacidad de las masas de aire para transportar organismos viables y polvo
inorganico hacia zonas remotas, donde transforman las condiciones locales y
puede afectar la salud humana (Main 2003). El transporte de polvo involucra el
transporte de hasta 10.000 células bacterianas por gramo de suelo de algunas

areas del desierto ( Kuhlman et al. 2005)

Los microorganismos aislados, caracterizados e identificados en las muestras
de la zona desértica del presente estudio, usando al viento como medio de
transporte, serian posibles colonizadores de algun lugar a grandes kildmetros

de distancia desde su origen, donde puedan ser capaces de depositarse, entre
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ellos podrian ser los lagos Patagonicos. De acuerdo a esto se puede senalar
que dichos microorganismo transportados como parte de los bioaerosoles
podrian alterar el ecosistema del lugar donde se depositen e incluso causar

efectos adversos sobre la salud humana.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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Conclusiones

1. En las muestras de bioaerosoles de zonas remotas, tanto de Lagos
Patagonicos como de la zona de Huara, se detectd la presencia de

bacterias, predominando las bacterias gram negativas.

2. De acuerdo a las propiedades bioquimicas y analisis moleculares los
géneros identificados en las muestras de bioaerosoles de Lagos
Patagonicos fueron Acinetobacter, Alcaligenes, Edwarsiella,

Pseudomonas, Burkolderia, Moraxella'y Sphingomonas.

3. Los géneros identificados en las muestras de bioaerosoles y de arena de
la zona de Huara fueron Acinetobacter, Alcaligenes, Edwarsiella,
Pseudomonas, Burkolderia, Moraxella, Sphingomonas, Bacillus y

Stenotrophomonas maltophilia.

4. En muestras de bioaerosoles de Lago Alto y Verde se detecté una
bacteria inusual, la CDC NO-1, asociada a las mordeduras de perros y
gatos y corresponde al primer aislamiento en muestras de origen

ambiental.

5. Las bacterias aisladas, desde bioaerosoles del desierto, presentaron
multiresistencia a antibidticos, comunmente usados en el ambiente
hospitalario. En estas bacterias se detectd la presencia de un plasmido
de peso molecular de 9,4 kb que contiene los genes rfA1 y OnT que

caracteriza a un plasmido de amplio rango de hospedador.
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6. Los ensayos de microcosmos demostraron, que tanto los bioaerosoles
como las bacterias presentes en la arena de Huara aumentaron en
numero en el tiempo. Este resultado indica que los bioaerosoles son

viables en lagos patagonicos.

7. Los bioaerosoles del desierto llevan bacterias que provienen de la arena
y al producirse torbellinos alcanzan la atmosfera y por accion de los
vientos se desplazarian a grandes distancias y depositarian en

ecosistemas de zonas remotas manteniendo su viabilidad.
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