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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
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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
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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)
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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.
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CAPITULO 1l

DETECCION DE BACTERIAS DESDE BIOAEROSOLES DE ZONAS REMOTAS
DE CHILE

Guisella Escalante "% Carla G Ledn ';Victor Guzman '; Roberto Urrutia % Victor L
Campos ', Maria Angélica Mondaca'. Deteccion de bacterias cultivables desde
bioaerosoles de zonas remotas de Chile. Aerobiologia ( En preparacion)
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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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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 di