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CARACTERIZACION DE BIOAEROSOLES MEDIANTE TECNICAS METAGENOMICAS EN LA
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Barbara Patricia Carrales-Campa, René Torres-Ricario, Juan Antonio Rojas-Contreras, Miguel Angel Soto-Cardenas,

J. Natividad Gurrola-Reyes e Isaias Chairez-Hernandez

RESUMEN

Los bioaerosoles son particulas aerodinamicas suspendidas en
la atmosfera que pueden representar un riesgo para la salud hu-
mana. El uso de herramientas moleculares ha permitido la iden-
tificacion taxonomica de bioaerosoles en distintas regiones del
mundo, destacandose la metagenomica por su capacidad para
analizar este tipo de muestras a partir de cantidades minimas
de material genético, con alta sensibilidad y reproducibilidad.
En este estudio se emplearon herramientas de secuenciacion de
nueva generacion para caracterizar la composicion taxonomica
de bacterias y hongos presentes en muestras aéreas de la zona
urbana de la ciudad de Victoria de Durango, México. Se eva-

luaron doce sitios de muestreo, obteniéndose mdas de 3.030.308
lecturas. Como resultado, se identificaron 106 familias, entre las
cuales las mds abundantes fueron Bacillaceae, Nectriaceae, En-
terobacteriaceae, Aspergillaceae y Paenibacillaceae. Asimismo,
se detectaron 145 géneros de hongos y bacterias, destacandose
Fusarium, Bacillus, Citrobacter, Paenibacillus, Pantoea y Asper-
gillus. La caracterizacion taxonomica de los bioaerosoles aporta
informacion relevante sobre los posibles riesgos a la salud a los
que puede estar expuesta la poblacion; sin embargo, se requiere
un monitoreo continuo durante periodos mas prolongados para
identificar fuentes y focos potenciales de contaminacion.

altamente diversa. Estan com-
puestos principalmente por or-
ganismos y fragmentos biologi-
cos tales como algas, arqueas,
bacterias, esporas de hongos y
polen de plantas, entre otros, y

Introduccion

Los bioaerosoles constituyen
un tipo particular de contami-
nante atmosférico debido a su
estructura organica compleja y

presentan un tamafio que puede
variar desde 0,001 hasta 100um
(Pdschl, 2005; Schnell y Tan-
Schnell, 1982).

La dispersion de los bioaero-
soles ha generado impactos

significativos a nivel mundial,
especialmente por los efectos
adversos sobre la salud asocia-
dos a hongos y bacterias. La
exposicion humana o animal a
estos componentes biologicos
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METAGENOMIC CHARACTERIZATION OF BIOAEROSOLS IN THE CITY OF VICTORIA DE DURANGO,

DURANGO, MEXICO

Barbara Patricia Carrales-Campa, René Torres-Ricario, Juan Antonio Rojas-Contreras, Miguel Angel Soto-Cardenas,

J. Natividad Gurrola-Reyes and Isaias Chairez-Hernandez
SUMMARY

Bioaerosols are aerodynamic particles suspended in the at-
mosphere that may pose a risk to human health. The use of
molecular tools has enabled the taxonomic identification of
bioaerosols in different regions worldwide, with metagenom-
ics standing out for its ability to analyze this type of sample
from minimal amounts of genetic material, with high sensi-
tivity and reproducibility. In this study, next-generation se-
quencing tools were employed to characterize the taxonomic
composition of bacteria and fungi present in airborne sam-
ples from the urban area of the city of Victoria de Durango,
Mexico. Twelve sampling sites were evaluated, yielding more

than 3,030,308 reads. As a result, 106 families were identi-
fied, among which Bacillaceae, Nectriaceae, Enterobacteri-
aceae, Aspergillaceae, and Paenibacillaceae were the most
abundant. Likewise, 145 genera of fungi and bacteria were
detected, with Fusarium, Bacillus, Citrobacter, Paenibacillus,
Pantoea, and Aspergillus standing out as the most abundant.
The taxonomic characterization of bioaerosols provides rele-
vant information on potential health risks to which the popu-
lation may be exposed; however, continuous monitoring over
longer periods is required to identify potential sources and
hotspots of contamination.

CARACTERIZACAO METAGENOMICA DE BIOAEROSSOIS NA CIDADE DE VICTORIA DE DURANGO,

DURANGO, MEXICO

Bérbara Patricia Carrales-Campa, René Torres-Ricario, Juan Antonio Rojas-Contreras, Miguel Angel Soto-Cardenas,

J. Natividad Gurrola-Reyes e Isaias Chairez-Hernandez
RESUMO

Os bioaerossois sdo particulas aerodindmicas suspensas na
atmosfera que podem representar um risco a saude humana. O
uso de ferramentas moleculares tem possibilitado a identifica-
¢do taxonomica de bioaerossois em diferentes regioes do mundo,
destacando-se a metagenomica por sua capacidade de analisar
esse tipo de amostra a partir de quantidades minimas de mate-
rial genético, com alta sensibilidade e reprodutibilidade. Neste
estudo, foram empregadas ferramentas de sequenciamento de
nova gerag¢do para caracterizar a composi¢do taxonomica de
bactérias e fungos presentes em amostras aéreas da zona urba-
na da cidade de Victoria de Durango, México. Foram avaliados

doze pontos de amostragem, obtendo-se mais de 3.030.308 leitu-
ras. Como resultado, foram identificadas 106 familias, entre as
quais Bacillaceae, Nectriaceae, Enterobacteriaceae, Aspergilla-
ceae e Paenibacillaceae foram as mais abundantes. Da mesma
forma, foram detectados 145 géneros de fungos e bactérias, des-
tacando-se Fusarium, Bacillus, Citrobacter, Paenibacillus, Panto-
ea e Aspergillus. 4 caracteriza¢do taxonomica dos bioaerossois
fornece informagées relevantes sobre os possiveis riscos a saude
aos quais a populagdo pode estar exposta; no entanto, é neces-
sario um monitoramento continuo por periodos mais prolonga-
dos para identificar potenciais fontes e focos de contaminagao.

en el aire puede provocar di-
versas enfermedades de carac-
ter estacional u ocupacional, lo
que ha despertado un creciente
interés cientifico y sanitario en
su estudio (Agranovski y
Usachev, 2021; Gollakota et al.,
2021; Yadana et al., 2019).

En este contexto, el desarro-
llo de herramientas moleculares
ha permitido avanzar sustan-
cialmente en la caracterizacion
de los bioaerosoles. La reaccion
en cadena de la polimerasa
(PCR), en conjunto con la se-
cuenciacion de nueva genera-
cion (Next Generation
Sequencing, NGS), ha posibili-
tado la identificacion y

46

cuantificacion de especies, gé-
neros o grupos microbianos,
tanto bacterianos como fungi-
cos, presentes en muestras aé-
reas (Dannemiller et al., 2014,
Frohlich-Nowoisky et al., 2016).
Asimismo, el uso de distintas
aproximaciones metagendmicas,
como la metagendmica enrique-
cida, ha contribuido a superar
limitaciones metodologicas y a
mejorar la calidad del material
genético secuenciado (Acosta et
al., 2025; Mulay et al., 2024;
Nam et al., 2023).

A nivel internacional, se han
realizado diversos estudios
orientados a comprender la di-
namica y composicion de los

bioaerosoles en ambientes urba-
nos e industriales. En Hong
Kong, por ejemplo, se investigd
la variacion temporal de las
poblaciones microbianas presen-
tes en el aire urbano mediante
técnicas de PCR en tiempo real
y pirosecuenciacion (Woo et al.,
2013). De manera similar, Abd
Aziz et al. (2018) llevaron a
cabo un estudio en la Republica
de Corea en el que se analiza-
ron comunidades microbianas
asociadas a particulas PM, s,
utilizando herramientas molecu-
lares basadas en metagenomica.
En la provincia de Pisa, Italia,
Carducci et al. (2013) evaluaron
la contaminacion viral en

plantas de tratamiento de resi-
duos solidos, observando una
correlacion significativa entre la
concentracion viral y la presen-
cia de bacterias y hongos en
dichas instalaciones.

En México, también se han
desarrollado investigaciones
relevantes sobre bioaerosoles.
Garcia-Mena et al. (2016) estu-
diaron la diversidad bacteriana
del aire en la Ciudad de
México mediante muestreos
por el método de gravedad,
combinando técnicas microbio-
logicas tradicionales y herra-
mientas moleculares, incluida
la secuenciacion de nueva ge-
neraciéon. Posteriormente,
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Calderon-Ezquerro et al. (2021)
caracterizaron comunidades
bacterianas y fungicas en zo-
nas urbanas y rurales de la
misma ciudad, empleando
igualmente técnicas de secuen-
ciacion de nueva generacion.

No obstante, en la ciudad de
Victoria de Durango, Durango,
México, a pesar de contar con
tres estaciones de monitoreo de
la calidad del aire, no se dispo-
ne de informacion especifica ni
de técnicas orientadas al moni-
toreo de  Dbioaerosoles.
Asimismo, no existen registros
de estudios previos que docu-
menten la diversidad de mi-
croorganismos dispersos en el
aire de esta ciudad.

En este marco, el objetivo de
la presente investigacion es
caracterizar los bioaerosoles,
especificamente hongos y bac-
terias, presentes en el aire de
la ciudad de Victoria de
Durango, mediante el uso de
técnicas metagendmicas, con el
fin de generar informacion de
base que contribuya al conoci-
miento de su composicion y a
la evaluacion de posibles ries-
gos asociados.

Materiales y Métodos
Area de muestreo
Victoria de Durango es una

ciudad localizada en el estado
de Durango, México, en la

region norte del pais, la cual
colinda con los estados de
Chihuahua, Coahuila,
Zacatecas, Nayarit y Sinaloa
(Figura 1). Para el analisis de
los bioaerosoles suspendidos en
el aire de la ciudad de Victoria
de Durango, se recolectaron
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muestras en sitios previamente
seleccionados, los cuales se
describen en la Tabla 1.

Muestreo de bioaerosoles

La recoleccion de las mues-
tras de bioaerosoles se realizd
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Figura 1. Sitios de muestreo de bioaerosoles en la ciudad de

Elaboracion propia.

TABLA 1
SITIOS DE MUESTREO PARA LA DETERMINACION DE BIOAEROSOLES EN EL AIRE DE LA CIUDAD DE VICTORIA
DE DURANGO, MEXICO

utilizando un kit de filtracion
clasico Millipore, en un horario
comprendido entre las 07:00 y
las 14:00h. El kit incluyo un
filtro estéril con un tamafio de
poro de 0,45um y una bomba
de vacio con un flujo de aire
de 20L/min, permitiendo la
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Sitio  Clave Nombre Caracteristicas Coordenadas geograficas

1 CI Ciudad Industrial Area industrial 24°4'4.003"N 104°36'31.103"0
2 PTAR Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Tratamiento de aguas residuales 24°1'41.204"N 104°35'56.949"0
3 C Control Sitio de control 24°5'53.888" N 104°41'21.256" O
4 PQUE Parques Area verde y recreativa 24°125.125" N 104°41'42.79" O
5 H1 Hospital 450 Zona de hospitales, area norte 24°320.6" N 104°38'32.901" O
6 H2 Hospital General de Zona 1 IMSS Zona de hospitales 24°1'44.123" N 104°40'59.342" O
7 SC Soriana Centro Zona comercial y de trafico intenso  24°1'34.015" N 104°39'45.272" O
8 CB BBVA Area poblada y comercial 24°1'44.575" N 104°38'58.408" O

) Zona poblada de elaboracion

9 LA Ladrilleras artesanal de ladrillo 24°0'50.442" N 104°3724.963" O
10 P1 Pueblito Zona poblada y trafico intenso 23°59'21.551"N  104°41'19.829" O
11 El Centro Escolar Miguel Hidalgo No. 20 Zona escolar y area recreativa 24° 1' 9.257" N 104°40"23.887" O
12 E2 Escuela Numero 18 Vicenta Saracho Zona escolar 24° 1' 40.173" N 104°40'51.563" O
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deposicion de los bioaerosoles
por impactacion directa sobre
el filtro estéril.

En cada sitio, las muestras
se tomaron a una altura de
1,8m sobre el nivel del suelo,
con un tiempo de muestreo de
20min por sitio. Todas las
muestras se recolectaron por
duplicado. La recoleccion se
llevo a cabo del 4 al 6 de julio
de 2022, aplicando el método
descrito por Soto et al. (2009).
Previamente a su uso, el kit de
muestreo fue esterilizado me-
diante autoclave.

Tratamiento de muestras

Las muestras colectadas se
procesaron en una campana de
flujo laminar previamente este-
rilizada mediante luz ultravio-
leta y cloruro de benzalconio
al 0,1%. El filtro fue lavado
con buffer Tris-acetato (TE) 1x
y posteriormente centrifugado
a 16.000rpm durante 10min.
Para continuar con la metage-
noémica enriquecida, se siguio
la técnica descrita por
Hernandez-De Lira et al.
(2014). En el caso de las bacte-
rias, se utiliz6 caldo Luria—
Bertani (LB) e incubacion a
37°C durante 24h, con agita-
cioén a 110rpm, mientras que
para los hongos se emple6 cal-
do levadura—peptona—dextrosa
(YPD), con incubacion a 25°C
durante 72h, igualmente a
110rpm. Los cultivos se mantu-
vieron en una incubadora con
agitacion LAB-LINE
Barnstead 4628.

Extraccion, amplificacion y
purificacion de ADN de los
cultivos

Para la extraccion de ADN
de ambas muestras (bacterianas
y fingicas) se utilizé la técnica
enzimatica descrita por Cutting
(1990). Una vez obtenido el
ADN, se realiz6 la amplifica-
cion mediante reaccion en ca-
dena de la polimerasa (PCR)
en un volumen total de 25pL,
utilizando un termociclador
T100™ Bio-Rad, bajo las con-
diciones  descritas  por
Maldonado-Vega et al. (2014),
con modificaciones en la tem-
peratura de alineamiento para
bacterias y hongos.
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Las regiones variables V3 y
V4 del gen 16S rRNA bacteriano
se amplificaron utilizando 12,5ng
de ADN Yy los oligonucleotidos
especificos 341F (€
CCTACGGGNGGCWGCAG 3’)
y 805R (5 GACTACHVGGGTA
TCTAATCC 3°), con una tempe-
ratura de alineamiento de 54°C
(Herlemann et al., 2011).

Para los hongos, se amplifi-
co la region ITS2, empleando
12,5ng de ADN vy los oligonu-
cledtidos ITS3 _KYO2 (5’
GATGAAGAACGYAGYRAA
3’) e ITS4 (5° TCCTCCGCTT
ATTGATATGC 3’), con una
temperatura de alineamiento de
50°C (White et al., 1990). A
los amplicones se afladieron
secuencias adaptadoras especi-
ficas para la construccion de
librerias, utilizando los oligo-
nucledtidos forward (TCGTCG
GCAGCGTCAGATGTGTATA
AGAGACAG) y reverse (GTCT
CGTGGGCTCGGAGAT
GTGTATAAGAGACAG). La
purificacion de los productos
amplificados se realiz6 me-
diante el sistema Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up
(Promega), siguiendo las indi-
caciones del fabricante.

Secuenciacion

Las muestras purificadas se
cuantificaron mediante un es-
pectrofotometro NanoDrop
(Thermo Scientific, modelo
ND2000) para determinar la
concentracién y pureza del
ADN. Posteriormente, SuL del
producto purificado de cada
muestra fueron enviados a la
Unidad Universitaria de
Secuenciacion Masiva vy
Bioinformatica del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México
(UUSMB, IBT-UNAM). La
secuenciacion se realizo en la
plataforma Illumina MiSeq,
utilizando el kit MiSeq v3 y
Nextera XT v2, generando
lecturas pareadas de 2 x
300pb. La construccion de li-
brerias y la secuenciacion se
llevaron a cabo integramente
en la UUSMB.

Andlisis Bioinformatico

Las secuencias obtenidas
fueron evaluadas en cuanto a

su calidad mediante el protoco-
lo FastQC, version 0.12.0. La
identificacion taxondémica se
realizé utilizando la plataforma
OneCodex, la cual emplea dos
bases de datos de referencia:
una base de datos completa
con aproximadamente 40.000
genomas de bacterias, virus,
hongos, arqueas y protistas, y
una base de datos reducida con
mas de 8.000 genomas micro-
bianos provenientes de NCBI
RefSeq, actualizadas al 25 de
marzo de 2021.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis des-
criptivo de los datos para eva-
luar la composicion de las co-
munidades microbianas en
cada sitio de muestreo. La di-
versidad alfa se estim6 en la
plataforma OneCodex mediante
los indices de Shannon y
Simpson, con el fin de evaluar
la diversidad y la distribucion
de abundancias. Asimismo, se
llevaron a cabo andlisis de
agrupamiento y analisis de
componentes principales (PCA)
para identificar patrones de si-
militud y agrupamiento entre
los sitios de muestreo (Minot
et al., 2015).

Resultados
Sitios de muestreo

Se seleccionaron once sitios
de muestreo de manera alea-
toria en la ciudad de Victoria
de Durango, México, cubrien-
do areas de relevancia urba-
na, entre ellas zonas hospita-
larias, escolares y céntricas,
caracterizadas por una alta
concentracion de personas
(Tabla I). Adicionalmente, se
incluyé un sitio control loca-
lizado fuera de la zona ur-
bana, siguiendo criterios si-
milares a los reportados en
estudios previos (Banchi et
al., 2020; Santl-Temkiv et
al., 2020).

Recoleccion, extraccion y
amplificacion de muestras de
bioaerosoles

El muestreo se realizo por
duplicado en cada sitio, utili-
zando filtros destinados al

cultivo de bacterias y hongos,
obteniéndose un total de 24
muestras analizadas. En la
Tabla II se presentan los resul-
tados correspondientes al cul-
tivo, extraccion, amplificacion
y secuenciacion de cada una
de las 24 muestras, eliminan-
dose el error de referencia de-
tectado en la version previa
del manuscrito.

Calidad de las muestras de
PCR

A partir de las muestras de
PCR, se obtuvo una concentra-
cion promedio de ADN de
70ng/uL, con una relacion de
absorbancia A260/280 de 1,80,
lo que indica una adecuada pu-
reza del material genético para
su posterior secuenciacion.

Diversidad de bioaerosoles

De las 12 muestras secuen-
ciadas, se obtuvo un total de
3.030.308 lecturas, con un mi-
nimo de 206.434 y un maximo
de 341.726 lecturas por mues-
tra. A partir del analisis taxo-
némico, se identificaron 106
familias diferentes. En relacion
con la abundancia relativa, las
familias bacterianas mas repre-
sentativas fueron Bacillaceae,
Enterobacteriaceae y
Paenibacillaceae, mientras que
las familias de hongos mas
abundantes correspondieron a
Nectriaceae y Aspergillaceae.

Las familias bacterianas
Bacillaceae, Enterobacteriaceae
y Streptomycetaceae se detecta-
ron en once de los sitios mues-
treados. Por su parte, en diez
sitios se identificaron familias
bacterianas como Clostridiaceae
y Staphylococcaceae, asi como
la familia fingica
Cryptococcaceae (Figura 2). En
contraste, el género bacteriano
menos abundante identificado
fue Franconibacter, mientras
que el género fungico con me-
nor abundancia correspondid
a Nakazawaca.

Andalisis de diversidad alfa

El indice de diversidad de
Shannon presentd valores en-
tre 0,63 y 1,83, lo que eviden-
cia diferencias en la diversi-
dad y en la distribucion de
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TABLA II
RESULTADOS DE CULTIVO, EXTRACCION DE ADN, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE BIOAEROSOLES
REALIZADOS EN LOS SITIOS DE MUESTREO DE LA CIUDAD DE VICTORIA DE DURANGO, MEXICO

Cultivo

Extraccion de ADN

Amplificacion

Secuenciacion

Clave Bacterias

Hongos Bacterias

Hongos

Bacterias

Hongos

Bacterias Hongos

CI X
PTAR
C
PQUE
H1
H2
SC
CB
LA
Pl
El
E2

LT T - B e B e

X

LT T - B S B I e
LT T - B e B e

X X

ol B e T T S
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o B B - T o I

X

T T - - T o

Lo T B R B B R R T B

abundancias de los microor-
ganismos cultivables entre
los sitios de muestreo. De
manera complementaria, el
indice de Simpson mostré
valores entre 0,37 y 0,82,
reflejando variabilidad en la

100%
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Frecuencia relativa

30%
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o
o)

0%

PQUE P1

dominancia de determinados
taxones. Los sitios E1 y H2
registraron los valores mas
bajos en ambos indices,
mientras que los valores mas
elevados se observaron en
los sitios C, PQUE y PI.

m
~

HL H2
Sitios de muestreo

Andlisis de agrupamiento y
componentes principales

Las diferencias observadas
en el indice de Simpson se re-
flejaron también en los analisis
de agrupamiento y de

@

PTAR E1

Aspergillaceae

m *Aspergillus

B *Penicillium

Bacillaceae

W Bacillus

W Geobacillus

W Litchfieldia
Lysinibacillus

W Neobacillus

W Priestia

W Viraibacillus

Figura 2. Distribucién taxondémica de

Clostridiaceae
m Clostridium

Cryptococcaceae
W *Cryptococcus

Enterobacteriaceae
Enterobacter

W Escherichia
Kiebsiella

W Salmonella
Shigella

Enterococcaceae

B Enterococcus
Erwiniaceae

M Pantoea

W Erwinia
Geodermatophilaceae
W Geodermatophilus
Mycobacteriaceae

m Mycobacterium

Nectriaceae
W*Fusarium

Paenibacillaceae

B Paenibacillus

Paracoccaceae

B Paracoccus

Planococcaceae

m Planococcus

Pleosporaceae
*Alternaria

Pseudomonadaceae

W Pseudomonas

Saccharomycetaceae

W*Saccharomyces

familias y géneros de bacterias y *hongos

en los sitios de muestreo de la ciudad de Victoria de Durango, México.
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Staphylococcaceae
m Staphylococcus
Streptococcaceae
Streptococcus
Streptomycetaceae
m Streptomyces
Vibrionaceae
Vibrio
Yersiniaceae
W Yersinia

presentes en el aire

componentes principales, los
cuales evidenciaron variaciones
en la composicion de las co-
munidades microbianas cultiva-
bles asociadas a las caracteris-
ticas especificas de cada sitio.

Como resultado del analisis
de agrupamiento, se identifica-
ron cinco grupos principales.
El primer grupo estuvo con-
formado por los sitios C, E2,
P1 y PQUE,; el segundo grupo
incluyo los sitios HI, PTAR y
CB; el tercer grupo estuvo in-
tegrado por E1 y LA; el cuarto
grupo comprendié los sitios
SC y H2. Finalmente, el sitio
CI conformé un grupo inde-
pendiente, lo que sugiere una
composicion microbiana dife-
renciada respecto a los demas
sitios evaluados.

Discusion

La ciudad de Victoria de
Durango se desarrolla en un
entorno urbano semiarido, ca-
racterizado por periodos pro-
longados de baja humedad,
condicion que favorece la aero-
transportacion de microorganis-
mos asociados al suelo, la ve-
getacion y las actividades hu-
manas (Mhuireach et al., 2016;
Poschl, 2005). A ello se suma
la coexistencia de zonas indus-
triales, comerciales y residen-
ciales dentro del area urbana,
lo que contribuye a una

49



elevada heterogeneidad de los
bioaerosoles, influenciada por
distintos niveles de actividad
antropogénica (Innocente et
al., 2017). En este contexto, la
seleccion de los sitios de
muestreo permitio representar
de manera adecuada los prin-
cipales usos de suelo, inclu-
yendo zonas hospitalarias, es-
colares, comerciales, indus-
triales, areas verdes y un sitio
de control en la periferia de
la ciudad, en concordancia
con enfoques aplicados en
estudios previos sobre bioae-
rosoles urbanos (Calderon-
Ezquerro et al., 2021; Santl-
Temkiv et al., 2020).

Los resultados obtenidos re-
flejan la fraccion viable y cul-
tivable de las comunidades
microbianas presentes en el
aire urbano, favorecida por la
aplicacion de la metagenomica
enriquecida, una estrategia par-
ticularmente adecuada para el
analisis de muestras con baja
biomasa microbiana, como las
atmosféricas (Nam et al.,
2023). La secuenciacion del
ADN total obtenido tras la
etapa de enriquecimiento per-
mitié una caracterizacion deta-
llada de la estructura de las
comunidades bacterianas y
flngicas cultivables, ampliando
el espectro de taxones detecta-
dos en comparacion con enfo-
ques basados exclusivamente
en cultivo clasico (Acosta et
al., 2025; Mulay et al., 2024).

Diversos estudios han sefia-
lado que, en bioaerosoles urba-
nos, un numero reducido de
géneros suele concentrar la
mayor proporcion de los aisla-
mientos obtenidos mediante
técnicas de cultivo (Méndez-
Puentes et al., 2015). En el
presente estudio, estos mismos
géneros se identificaron entre
los mas abundantes, lo que
confirma su amplia distribu-
cion y capacidad de persisten-
cia en ambientes urbanos. No
obstante, la aplicacion de la
metagenomica enriquecida per-
miti6 ampliar significativamen-
te la deteccion de taxones cul-
tivables, superando las limita-
ciones inherentes al cultivo
clasico. La secuenciacion del
ADN total posterior a la etapa
de enriquecimiento facilito la
identificacion de una mayor
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riqueza taxondémica y una ca-
racterizacion mas detallada de
la estructura de las comunida-
des microbianas viables. En
conjunto, estos resultados re-
fuerzan el valor de la metage-
némica enriquecida como una
herramienta eficaz para el es-
tudio de bioaerosoles urbanos,
al proporcionar una vision mas
completa de la fraccion micro-
biana viable presente en el
aire de la ciudad de Victoria
de Durango.

A pesar de esta limitacion,
la metagendmica enriquecida
ofrece ventajas significativas
frente al cultivo clasico, el cual
suele recuperar unicamente un
nimero reducido de aislamien-
tos dominantes. En el presente
estudio, la secuenciacion del
ADN total obtenido tras la
etapa de enriquecimiento per-
mitié detectar una mayor ri-
queza taxondmica y evaluar
con mayor detalle la estructura
de las comunidades microbia-
nas cultivables. Estudios pre-
vios han sefalado que un nu-
mero limitado de géneros con-
centra la mayoria de los aisla-
mientos obtenidos mediante
técnicas de cultivo de bioaero-
soles urbanos (Méndez-Puentes
et al., 2015). De manera con-
sistente, estos mismos géneros
fueron identificados en este
estudio como los mas abundan-
tes; sin embargo, la aplicacion
de la metagendmica enriqueci-
da permitio ademas identificar
un mayor nimero de taxones
cultivables, lo que sugiere que
esta técnica proporciona una
vision mas amplia y represen-
tativa de la fraccion viable de
las comunidades microbianas
presentes en el aire urbano.

La composicién taxonémica
de las comunidades bacterianas
y fangicas identificadas coinci-
de con lo reportado previamen-
te en investigaciones realizadas
en ambientes urbanos. A nivel
de familia, se identificaron
Bacillaceae, Enterobacteriaceae,
Streptomycetaceae, Clostridiaceae,
Staphylococcaceae
Cryptococcaceae, las cuales
han sido reportadas con fre-
cuencia en el aire de areas ur-
banas (Calderén-Ezquerro et
al., 2021; Degois et al., 2017,
Hurtado et al., 2014,
Maldonado-Vega et al., 2014).

Dentro de estas familias se han
descrito microorganismos aso-
ciados en la literatura con en-
fermedades humanas, particu-
larmente como patdgenos opor-
tunistas, sin que su deteccion
en el aire implique necesaria-
mente un riesgo directo para la
salud. Por ejemplo, la familia
Cryptococcaceae incluye espe-
cies asociadas a infecciones
pulmonares y meningitis, mien-
tras que Staphylococcaceae se
ha relacionado con infecciones
cutaneas y Enterobacteriaceae
con enfermedades gastrointes-
tinales, entre otras afecciones
(Frank et al., 2007).

Con respecto a los géneros,
se identificaron 145 taxones
bacterianos y flngicos, consi-
derandose para el analisis aque-
llos con mas de 100 lecturas
por muestra. Entre las bacte-
rias mas abundantes se encon-
traron: Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Enterococcus,
Escherichia, Geodermatophilus,
Mycobacterium, Paenibacillus,
Pantoea, Priestia, Pseudomonas,
Staphylococcus, Streptomyces 'y
Virgibacillus, los cuales coinci-
den con reportes previos realiza-
dos en ciudades con distintas
caracteristicas ambientales (Abd
Aziz et al., 2018; Calderdon-
Ezquerro et al., 2021;
Mhuireach et al., 2016) (Tabla I,
Figura 2).

La presencia de familias y
géneros detectados de manera
exclusiva en determinados si-
tios de muestreo puede estar
asociada a las condiciones am-
bientales y al uso de suelo ca-
racteristicos de cada punto. En
particular, en sitios con super-
ficies poco pavimentadas, alta
circulacion vehicular o activi-
dades que favorecen la genera-
cion de polvo, la resuspension
de particulas del suelo puede
contribuir de manera significa-
tiva a la incorporacion de mi-
croorganismos al aire. Este pa-
tron se observo en sitios como
Pl y LA, donde se registraron
taxones como Hypocreaceae,
Nocardiaceae, Saccotheciaceae,
Aureobasidium, Microbacterium
y Trichoderma, los cuales han
sido descritos como microorga-
nismos comunes del suelo y de
la vegetacion (Innocente et al.,
2017; Mhuireach et al., 2016;
Wang et al., 2022).

De manera similar, en zonas
con elevada actividad humana
y vehicular, como el sitio SC,
se identificaron taxones como
Promicromonosporaceae,
Cellulosimicrobium y
Arthrobacter, organismos am-
pliamente distribuidos en el
suelo, plantas y otros ambien-
tes, con alta capacidad de ae-
rotransportacion y adaptacion
a condiciones ambientales va-
riables (Schumann y
Stackebrandt, 2014). Estos ha-
llazgos sugieren que la combi-
nacion de suelo expuesto, tra-
fico vehicular y actividades
humanas favorece la disper-
sion aérea de microorganismos
asociados al ambiente terres-
tre, contribuyendo a la hetero-
geneidad espacial observada
en la fraccion cultivable de los
bioaerosoles urbanos.

El sitio CB presento6 la de-
teccion del género bacteriano
Tissierella, el cual no es co-
munmente reportado en el am-
biente, ya que se trata de una
bacteria asociada principalmen-
te al tracto gastrointestinal de
animales. No obstante, su pre-
sencia en el aire podria estar
relacionada con la deposicion
de materia fecal de origen ani-
mal, lo que sugiere una posible
influencia de fuentes biologicas
locales (Farrow et al., 1995).

En las areas hospitalarias,
correspondientes a los sitios H1
y H2, se identificaron géneros
bacterianos como Bacillus,
Streptomyces, Staphylococcus,
Clostridium y Escherichia, asi
como géneros fungicos como
Alternaria, Cryptococcus y
Fusarium. El analisis compara-
tivo de los resultados mostré
que en el sitio H1 se registrd
una mayor abundancia de los
géneros bacterianos menciona-
dos y del hongo Alternaria,
mientras que en el sitio H2 los
géneros fingicos previamente
sefalados fueron los mas abun-
dantes (Tabla I, Figura 2).

En los sitios El y E2, co-
rrespondientes a zonas escola-
res, se observd una mayor
abundancia de bacterias en el
sitio E2 en comparacioén con el
sitio E1. Los géneros bacteria-
nos mas abundantes fueron
Bacillus, Streptomyces 'y
Staphylococcus. En particular,
en el sitio E2 el género
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Staphylococcus se encontrd en
mayor proporciéon que en el
sitio E1. Asimismo, se identifi-
caron géneros flingicos en el
sitio E2 que no estuvieron pre-
sentes en el sitio El, entre
ellos Cryptococcus, Fusarium
y Aspergillus.

En el sitio de control, ubica-
do fuera del area urbana, los
géneros bacterianos mas abun-
dantes fueron Bacillus, Pantoea
y Staphylococcus, microorga-
nismos comunmente asociados
al suelo y con capacidad de
dispersion aérea. De igual ma-
nera, se registro una mayor
abundancia del hongo
Aspergillus, el cual se encuen-
tra frecuentemente en el suelo
y en la vegetacion.

La variabilidad observada en
los valores del indice de diver-
sidad de Shannon y en la do-
minancia estimada mediante el
indice de Simpson (Figura 3,
Figura 4) entre los sitios de
muestreo puede asociarse a las
caracteristicas ambientales y al
tipo de uso del suelo de cada
punto. El sitio de control, loca-
lizado en una zona con escasa
influencia de actividades antro-
pogénicas en la periferia de la
ciudad, presentd una mayor
diversidad de microorganismos
cultivables, lo que sugiere una
comunidad microbiana mas
diversa. En contraste, el sitio
H2, correspondiente a una
zona hospitalaria con alta
afluencia de personas y condi-
ciones ambientales mas contro-
ladas, presento el valor mas
bajo del indice, lo que indica
una mayor dominancia de de-
terminados taxones (Innocente
et al., 2017).

Los sitios asociados a areas
verdes y escolares, como
PQUE y E2, presentaron valo-
res intermedios de diversidad,
lo que sugiere una menor per-
turbacion ambiental en compa-
racion con zonas de trafico
intenso o actividad industrial.
Por su parte, los puntos con
mayor carga vehicular, como
SC y CB, mostraron una di-
versidad mas variable, lo cual
es consistente con la resuspen-
sion de particulas del suelo y
la interaccién humana cons-
tante. Estos resultados refuer-
zan la influencia del uso de
suelo y de las caracteristicas
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especificas de cada entorno
urbano en la estructura de la
fraccion cultivable de los
bioaerosoles (Calderén-
Ezquerro et al., 2021;
Mhuireach et al., 2016).

El analisis de componentes
principales (PCA) (Figura 5A)
confirmd los patrones observa-
dos en el analisis de agrupa-
miento (Figura 5B), separando
los sitios en cinco
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conglomerados de acuerdo con
la composicion de las comuni-
dades microbianas cultivables.

El primer grupo, integrado
por los sitios SC y H2, se pro-
yectd hacia el extremo derecho
del plano, diferencidandose del
resto, lo que sugiere que el
trafico intenso y la actividad
hospitalaria se asocian con una
comunidad microbiana distinti-
va y enriquecida.

El segundo grupo, conforma-
do por los sitios C, E2, P1 y
PQUE, presentd una composi-
cion microbiana relativamente
homogénea, asociada a condi-
ciones ambientales similares,
tanto en areas escolares y resi-
denciales como en zonas de
menor intensidad industrial,
incluyendo el punto de control.

El tercer grupo, que incluyd
los sitios HI, PTAR y CB,
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correspondié a entornos con
alta actividad humana, asi
como a zonas destinadas al
manejo de residuos y servicios
urbanos, donde la interaccion
persistente entre personas, in-
fraestructura y fuentes poten-
ciales de bioaerosoles podria
influir en la estructura de la
fraccion viable recuperada.
Tanto el grupo 2 como el gru-
po 3 se agruparon en la region
negativa del PC1, lo que indica
una mayor similitud basal en
sus perfiles biologicos, asocia-
da a entornos residenciales y
de servicios urbanos.

El cuarto grupo, integrado
por los sitios E1 y LA, agrupo
puntos con caracteristicas par-
ticulares, tales como zonas es-
colares y areas de produccion
artesanal de ladrillo, donde la
presencia de suelo expuesto y
polvo podria favorecer la in-
corporacion de microorganis-
mos del suelo al aire. Este gru-
po se ubicd en el cuadrante
superior del analisis de compo-
nentes principales.

Finalmente, el sitio CI ocu-
p6 una posicion aislada en el
extremo negativo del PC2, lo
que refleja una composicion
microbiana particular, asociada
a las condiciones propias de la
zona industrial.
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En conjunto, estos resulta-
dos demuestran que la compo-
sicion de los microorganismos
cultivables varia espacialmente
en funcién del uso de suelo.
Las diferencias observadas,
tanto en la diversidad alfa
como en los patrones del
PCA, reflejan la heterogenei-
dad del entorno urbano.

En el presente estudio se
observo una coincidencia del
18,6%, destacandose la presen-
cia compartida de microorga-
nismos como Acinetobacter,
Erwinia y enterobacterias, en
comparacion con el estudio
realizado por Garcia-Mena et
al. (2016) en la Ciudad de
Meéxico. Asimismo, al compa-
rar los resultados con los re-
portados por Calderdn-
Ezquerro et al. (2021) y Abd
Aziz et al. (2018), se registra-
ron coincidencias del 11,7% y
12,4%, respectivamente, identi-
ficandose  Cladosporium,
Aspergillus y bacterias patoge-
nas oportunistas, tales como
Vibrio y Yersinia, como mi-
croorganismos comunes.

En conjunto, el analisis glo-
bal indica que el 29,7% de la
diversidad detectada en la ciu-
dad de Victoria de Durango,
correspondiente a 43 de los 145
géneros identificados, ha sido

reportado previamente en estu-
dios de referencia. Este resulta-
do sugiere que, a pesar de las
diferencias metodoldgicas entre
los estudios comparados, el
enfoque de enriquecimiento
aplicado en esta investigacion
permite detectar de manera
consistente los microorganis-
mos mas comunes presentes en
el aire urbano.

Conclusion

En este estudio se caracteri-
70 la fraccion viable y cultiva-
ble de los bioaerosoles presen-
tes en la ciudad de Victoria de
Durango, Durango, México.
Los resultados obtenidos evi-
dencian que la composicidon
microbiana varia entre los si-
tios de muestreo, en funcion de
las condiciones ambientales y
del uso del suelo.

Las diferencias observadas
se reflejaron tanto en la diver-
sidad alfa como en los patro-
nes de agrupamiento asociados
a la diversidad beta, lo que
indica una marcada variabili-
dad espacial en la estructura
de los bioaerosoles cultivables.
Los sitios con caracteristicas
ambientales similares tendieron
a presentar comunidades mi-
crobianas con composiciones

rs¢ Distancia
H2 10
H1
PTAR
~CB
B -l
05

Muestra

semejantes, mientras que las zonas
asociadas a actividades especificas
mostraron perfiles claramente dife-
renciados. Se identificaron géneros
de microorganismos presentes en
once de los doce sitios de mues-
treo. Entre los géneros bacterianos
se encontraron  Bacillus,
Clostridium, Enterobacter,
Enterococcus, Pseudomonas y
Staphylococcus, entre otros,
mientras que los géneros fungi-
cos incluyeron Fusarium,
Alternaria, Aspergillus,
Cryptococcus 'y Penicillium.
Estos bioaerosoles resultan
de interés desde una perspecti-
va ambiental y sanitaria, dado
que algunos de los géneros
identificados han sido asocia-
dos en la literatura con enfer-
medades humanas, particular-
mente en poblaciones vulnera-
bles; sin embargo, su impacto
potencial depende de factores
como la concentracion, la via-
bilidad y la via de exposicion.
Dado que el estudio incorpo-
r6 una etapa de cultivo para el
enriquecimiento del material
previo a la extraccion de ADN,
los resultados obtenidos repre-
sentan Gnicamente a los mi-
croorganismos capaces de cre-
cer bajo las condiciones expe-
rimentales empleadas. En este
sentido, se destaca la necesidad
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de desarrollar investigaciones
complementarias que permitan
una caracterizacién mas inte-
gral de la distribucion y com-
posicion de los bioaerosoles,
asi como de su interacciéon con
otros contaminantes ambienta-
les y de su posible impacto en
la salud humana.
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