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Urban transport units in suitable environmental conditions are an ideal site for the
growth of bacteria. The research was based on the exploratory study with the validation
of the problem of microbiological environmental contamination by qualitative and
quantitative analysis of the inert surfaces of the buses that are in direct contact with
the hands of the people. The methodology included the use of validated methods for
the collection and analysis of samples, such as, swabbing of surfaces, culture of
microorganisms in general and specific media, Microgen ID A +B and petrifilm plates
for confirmation and quantification of a specific microorganism. The results showed
that 9 of 10 units have some type of bacterium. Also, there is a prevalence of
Staphylococcus aureus with 57.69%, then the quantitative analysis was performed,
which showed that the most contaminated place of the bus is the vertical handle of the
stop button, followed by the handle and the seat base (391.76, 333.46, 228.18 colony
forming units per square centimeter ), respectively. The hypothesis showed that buses
that circulate in hospital areas have higher levels of microbial environmental
contamination.
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Resumen.

Las unidades de transporte urbano en condiciones ambientales adecuadas son
consideradas un sitio ideal para el crecimiento de bacterias. La investigacion parte del
estudio exploratorio con la validacion del problema de la contaminacion ambiental
microbiologica mediante andlisis cualitativo y cuantitativo de las superficies inertes
de los buses que estdn en contacto directo con las manos de los usuarios. La
metodologia contemplo la utilizacion de métodos validados para la toma y analisis de
las muestras, tales como: hisopado de superficies, cultivo de microorganismos en
medios generales y especificos, Microgen y placas Petri film para confirmacion y
cuantificacion de un microorganismo especifico. Los resultados arrojaron que 9 de
cada 10 unidades poseen algun tipo de bacteria, existiendo prevalencia del
Staphylococcus aureus con el 57,69%:; el lugar mas contaminado del bus es el asidero
vertical de boton de parada, seguido del asidero y base del asiento (391,76; 333,46;
228,18 unidades formadoras de colonia por centimetro cuadrado) respectivamente. La
hipotesis demostrd que los buses que circulan por areas de hospitales tienen niveles
mayores de contaminacion ambiental microbiana.

Palabras Claves: Transporte Urbano, Contaminacion Microbiologica, Buses,
Staphylococcus Aureus.

Introduccion.

La investigacion cobra importancia debido a que la tercera causa de muerte a nivel del
Ecuador es ocasionada por la influenza y enfermedades respiratorias asociadas a diferentes
patdgenos, siendo la poblacion mas susceptible a contraer estas enfermedades los nifios y
adultos mayores. La motivacion esta alineada al Plan Nacional del Buen Vivir en su objetivo
numero 3 relacionado a temas de Salud Publica.

En el mundo se presenta una gran inclinacion al transporte publico urbano ya sea por
economia, rapidez o también por preferencia al momento de agilizar su traslado de un punto
a otro; en diversos paises desarrollados este tipo de transporte es muy util ya que este medio
de transporte no descansa ni un solo instante y brinda un servicio excelente a la ciudadania,
pero la parte importante se da al trabajar en las noches como es el caso en Espana, Estados
Unidos, Brasil, entre otros (Kassen, 2009).
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Investigaciones recientes confirman que el transporte urbano puede ser un reservorio para
transmisiones de Staphylococcus, las transmisiones cruzadas por Staphylococcus pueden ser
de varias fuentes, incluyendo hospitales, comunidades y ganado (Roberts, 2013).

Durante las horas pico en particular, los autobuses publicos pueden llegar a ser muy
congestionados (Gaymard et al, 2016). La aglomeracion puede proporcionar las condiciones
de calor y humedad internas que las bacterias y los gérmenes necesitan para su desarrollo,
que causa problemas de higiene para los pasajeros (Lutz et al, 2014). Casi la mitad (49,3%)
de los usuarios de autobuses estan preocupados por la presencia de bacterias en los puntos
de contacto dentro de un autobus, tales como barandillas, tejidos de los asientos y los
botones" (Yang et al, 2015). Las superficies de contacto en entornos con un gran transito de
masas suponen un reservorio Optimo para los microbios infecciosos. Las condiciones de
aglomeracién en lugares cerrados favorecen la contaminacion (Conceicao et al, 2013)
por bacterias entre miles de personas que se movilizan diariamente en la ciudad de Ambato.
El Estaphylococos aureus puede sobrevivir por largos periodos en los objetos inanimados,
lo que puede representar un reservorio importante para su difusion (French & Otter, 2009).
Las patologias respiratorias pueden atacar directamente a grupos vulnerables como nifos,
adultos mayores y mujeres embarazadas sobre todo en ambientes de alta densidad de
usuarios como medios de transporte urbano, hospitales, mercados, etc.

Materiales y métodos.

Recoleccion de muestras ambientales: Debido a la inexistencia de una normativa nacional
o internacional que explique la metodologia que indique los lugares y nimero de tomas de
muestras en el interior del bus, numero, hora y dia de toma de muestras, se planted un
protocolo que permite replicar investigaciones similares:

Numero de muestras tomadas en el interior del bus: Se realiz6 un muestreo no aleatorias
por duplicado en el asidero vertical de aviso de parada, asidero y base del asiento, se
seleccionaron debido a que son los lugares con los mas altos niveles de contacto manual con
las superficies inanimadas en el interior del bus (Coia, 2006).

Delimitacién temporal: La investigacion se realizd entre los meses de octubre 2016 —
octubre 2017.

Horario de toma de muestras: El monitoreo se efectud en la noche, siendo variante entre
6 a 10 de la noche dependiendo de la cooperativa y en funcion del Gltimo recorrido de cada
una de las unidades de transporte antes de cualquier limpieza (acumulacion de bacterias
durante el dia), la metodologia que se utiliz6 contemplo las condiciones mas adversas del
ambiente tanto para el dia como para la hora (Lutz et al, 2014).
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Dia de toma de muestras: El muestreo se realizé el dia lunes, por ser el dia de mayor
afluencia de personas a la ciudad de Ambato, este criterio de muestreo se selecciono
tomando en cuenta condiciones extremas de contacto de usuarios con los lugares
contaminados, ademas de la interaccion entre personas de las zonas urbanas y rurales en el
interior de los buses.

Registro de condiciones ambientales en el interior y exterior del bus: La temperatura y
humedad relativa ambiental, y las condiciones ambientales en el interior del bus, la toma de
muestra en las superficies se realizd con la utilizacion del medidor de condiciones
ambientales Kestrel 3500.

Seleccion de rutas: Se eligieron las rutas de los autobuses que servian a los principales
hospitales y las que no, se seleccionan en funcién de la mayor demanda en numero de
pasajeros. Formalmente, el cantdn tiene un registro de dos hospitales generales: el Hospital
General Ambato y el Hospital IESS, ubicados en la cabecera cantonal; mientras que se ha
considerado como hospital basico al Municipal Nuestra Sefiora de la Merced.

Método para la toma de muestras: La toma de muestras se realizd6 mediante el método de
hisopado de superficies por ser la metodologia recomendada para lugares que tienen
superficies que no son planas, posteriormente se siembra cada una de ellas en agar (French
& Otter, 2009).

Aislamiento e identificacion: Se realizo en medios de Agar sangre y MacConkey, se utiliz6
pruebas bioquimicas, ademas el método de Microgen para identificar bacterias que no son
comunes.

Utilizacion de métodos validos para analisis de laboratorio: La realizacion de los analisis
se efectud con la aplicacion de medidas de control ambiental determinados por los estandares
de laboratorio de microbiologia.

Fase cualitativa y cuantitativa: En la fase cualitativa se identifico y caracterizo las
bacterias en el interior de los buses, luego se cuantificé los niveles de concentracion de cada
una en los sitios determinados del muestreo.

Poblacion de estudio: La poblacion de estudio considerada para la investigacion estd
formada por las operadoras de transportes que permiten la movilidad de todas las personas,
dentro de la ciudad de Ambato transitan 403 unidades diariamente, las operadoras que se
encuentran autorizadas para circular son las siguientes: Jerpazsol, Unién Ambatefa,
Tungurahua, Libertadores y Via Flores las cuales son consideradas como trasporte urbano
cubren diferentes rutas para satisfacer las necesidades de los habitantes debido a la demanda
que se genera dia tras dia, lo que se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Poblacion de las Unidades de transporte urbano de Ambato

Poblacién de estudio # de Vehiculos por operadora

Operadora Tungurahua
Operadora Via Flores
Operadora Uniéon Ambatefia
Operadora Jerpazsol
Operadora Los Libertadores
TOTAL

144
45
98
51
65

403

Fuente: Direccion de Transito, Transporte y Movilidad.

Muestreo: Se determin6 el tamafio de la muestra aplicando la féormula para célculo de

la muestra para poblaciones finitas, se establecio

un nivel de confianza del 95% y error

del 5%, el tamafio de la muestra fue de 78 buses urbanos. Para la determinacion del
numero de vehiculos que serdn muestreados se utilizo un muestreo probabilistico

estratificado proporcional indicado en la Tabla
exacto de unidades por operadora.

2, el que permitié obtener el nimero

Tabla 2: Numero de vehiculos que se deben muestrear por operadora.

Cooperativa % #
Tungurahua 35,73 28
Via Flores 11,17 9
Unioén Ambatena 24,32 19
Jerpazsol 12,66 10
Los Libertadores 16,13 12

Total 78

Fuente: Grupo de investigacion.

Se aplicé un muestreo probabilistico estratificado proporcional para la determinacion del
numero de unidades por cooperativa. %: Porcentaje que representa cada cooperativa del

total; #: Numero de buses para el muestreo.

Zonas de toma de muestras: En la Figural, se ilustran los lugares definidos para la

toma de muestras en un bus.
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Figura 1: Seleccion de puntos para la toma de muestras en el interior del bus.
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Fuente: Grupo de investigacion.

Conservacion y transporte de la muestra: Se colocaron en un contenedor isotérmico,
de tal manera de asegurar que la temperatura del contenedor no sea mayor de 14°C, a fin
de asegurar la vida 1util de la muestra hasta su llegada al laboratorio. El tiempo de
transporte entre la toma de muestra y la recepcion en el laboratorio estara en funcion
estricta de dicha temperatura, no debiendo exceder las 24 horas y excepcionalmente las
36 horas.

Disefio experimental y estadistico de la investigacion: se baso en el analisis estadistico
para comparacion de 2 muestras independientes, como se muestra en la Tabla 3, se
estudio si existe relacion entre el valor medio de una variable respuesta o caracteristica
(nivel de contaminacién microbiana) y una variable cualitativa (Bus circula o no por un
hospital).

Tabla 3: Disefio experimental para comparacion de 2 muestras independiente.

Variable dicotémica®
Variable cuantitativa Circula por un hospital No circula por un hospital
M1 - -
M2 - -
Mn-1 - -
Mn - -

Fuente: Grupo de Investigacion.

M1 hasta Mn son valores de las repeticiones de las mediciones determinadas de acuerdo al
muestreo. *Se determina de acuerdo a las rutas que cada una de las cooperativas da el
servicio.
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Valores maximos permisibles para bacterias patégenas: "Las superficies inertes que
tengan calidad sanitaria aceptable deben tener valores menores a 400 unidades formadoras
de colonia por centimetro cuadrado (NOM-093-SSAT1, 1994).

Hipétesis general de la investigacién: Se plantea el siguiente enunciado como hipdtesis de
la investigacion: "En las rutas de transporte urbano que circulan por areas de hospitales
existe contaminacion ambiental en los asideros de los buses de la ciudad de Ambato"'.

Resultados y discusion.

Debido a la complejidad de la investigacion se tratdé de controlar y cuantificar todos los
factores externos (variables exogenas) que influyen en la variable de respuesta
(contaminacion ambiental microbioldgica en la superficie), tales como la ruta (lugares por
donde circulan las unidades), hora y dia de toma de muestras, lugar de la toma de muestras
pueden tener incidencia en la incertidumbre de los resultados obtenidos.

Resultados investigacion cualitativa: Para verificar y validar el problema de contaminacion
ambiental de las superficies de los transportes urbanos se realizd un screening inicial, para
esto se planifico la toma de muestras de los asideros verticales del boton de aviso de parada,
debido a que este lugar es el de mayor contacto de las personas con superficies inanimadas
del bus, cuyos resultados se evidencian en la Tabla 4.

Tabla 4: Frecuencia de bacterias identificadas en el interior del bus.

Bacteria Frecuencia Porcentaje
Staphylococcus aureus 45 57,69
Staphylococcus epidermidis 15 19,23

No hay crecimiento 8 10,25
Klebsiella pneumoniae 5 6,41
Escherichia coli 5 6,41
Total 78 100,00

Fuente: Grupo de investigacion.

Resultados investigacion cuantitativa:
En la Figura 3, se presenta la planificacion para el monitoreo ambiental cuantitativa en
el interior de los buses.
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Figura 3: Valores promedios por cada lugar de toma de muestra.
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Fuente: Grupo de investigacion.

Donde:

A: Ficoa - Terremoto — Totoras.

B: La Florida - 4 Esquinas — Cashapamba.

C: La Joya - Cdla Militar.

D: Los Angeles.

E. Juan Benigno Vela - Redondel Izamba.
Analisis inferencial entre el lugar de la toma de muestra en el interior del bus y la carga
microbiana en la superficie: Sirvid para comparar varios grupos en una variable
cuantitativa. Se trata, por tanto, de una generalizacion de la Prueba de T para dos muestras
independientes al caso de disefios con mas de dos muestras, como se evidencia en la tabla 5.

Tabla 5: Prueba ANOVA de un factor lugar de toma de muestra vs. Carga microbiana.

F.V. F p valor
Modelo 91,06 <0,0001
Lugar de la toma de la muestra 91,06 <0,0001

Fuente: Grupo de investigacion.

Se aplic6 un nivel de significancia = 0,05. F.V.: Fuentes de variacion, F: Estadistico F,
p valor: Probabilidad de que Ho sea verdadera.

En el analisis de ANOVA de un factor el nivel de significancia de 0,0001es menor a
0.05, esto quiere decir que se acepta la hipodtesis alterna H1 “Existe influencia del lugar
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de la toma de muestra en el interior del bus sobre la contaminacion microbiana” y
se rechaza la hipotesis nula Ho.

Los sitios donde se lleva la toma de muestras tienen diferencias en cuanto al valor de la
carga microbiana por lo tanto la contaminacioén en el interior del bus no es igual, el
asidero vertical de aviso de parada presenta la mayor contaminacion lo que se evidencia
en la Figura 4.

Figura 4: Sitios de toma de muestras en el bus (base y asidero del asiento y asidero

vertical).
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Fuente: Grupo de investigacion.

Analisis inferencial entre el tipo de material del asidero vertical y la carga microbiana
en la superficie: Se aplica la prueba ANOVA para determinar el estadistico de prueba para

su comparacion que se muestra en la tabla 6.

Tabla 6: Prueba ANOVA de un factor Lugar Material del asidero vertical vs. Carga

microbiana.
F.V. F p valor
Modelo 0,68 0,5154
Lugar de toma de la muestra 0,68 0,5154

Fuente: Grupo de Investigacion.

Se aplica un nivel de significancia = 0,05.

En el andlisis de ANOVA se tiene un factor de nivel de significancia de 0,5154 que es
mayor a 0,05, por lo que se acepta la hipotesis alterna Ho “No existe influencia del tipo
de material del asidero vertical sobre la contaminacion microbiana en la
superficie.” La prueba de Tukey determina que no existe diferencia entre las medias de
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ninguno de los grupos, por lo tanto, la contaminacién en todos los materiales
estadisticamente es la misma.

Analisis inferencial entre la ruta y la carga microbiana en la superficie: Para el ritual
de la significancia estadistica para la hipdtesis principal, se desarrolld un disefio
experimental teniendo como criterio seleccionar dos rutas de las cinco para la
comparacion, que se evidencia en la tabla 7.

Tabla 7: Disefio experimental de la investigacion.

Clasificacion ~ Grupo 1 Grupo 2 p valor*
Ruta Ruta hospital Ruta no hospital <0,0001

Fuente: Grupo de investigacion.

Se presentan los estadisticos descriptivos para cada uno de los niveles de la variable
independiente, asi como para el total de la muestra. Se comprobd que existe diferencia
significativa estadistica entre el promedio de los grupos.

*Se aplica un nivel de significancia = 0,05.

En el andlisis de T student para muestras independientes el nivel de significancia es
0,0001 es menor a 0.05, esto quiere decir que se acepta la hipdtesis alterna H1 “En las
rutas de transporte urbano que circulan por areas de hospitales existe mayor
contaminacion ambiental en el asidero vertical de los buses de la ciudad de
Ambato” y se rechaza la hipdtesis nula Ho.

Conclusiones.

e Lahipotesis general de la investigacion demuestra que las rutas de transporte urbano
que circulan por areas de hospitales tienen niveles mayores de contaminacion
ambiental en el asidero vertical, base y asidero del asiento de los buses, en relacion
a las rutas que no circulan por hospitales; en condiciones adecuadas tanto del
ambiente como de las personas, enfermedades como gripe, resfrio, influenza,
pasando por alergias, dermatitis, conjuntivitis y tuberculosis se pueden contraer en el
interior de los buses.

e Se identifica que en el 80% (62/78) de cultivos hubo crecimiento de bacterias Cocos
Gram Positivos, el 10% (8/78) existi6 bacterias Bacilos Gram negativos mientras que
el 10% (8/78) no existid ningln tipo de crecimiento, si bien ambos tipos pueden
causar enfermedades infecciosas estas se vuelven una preocupacion para la salud
publica cuando su estructura celular las hace resistentes a los antibioticos.
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e Luego de analizar los datos primarios del problema se establece la prevalencia que
tiene la bacteria Staphylococcus aureus en relacidn a las otras encontradas, el
resultado revelo que en aproximadamente el 60% de las unidades de transporte
analizadas estd presente esta bacteria, siendo potencialmente patdogena en personas
que se encuentran con sistemas inmunocomprometidos y que de no ser tratada a
tiempo puede causar graves secuelas en la salud.

e Aplicado el andlisis inferencial de la influencia del tipo de material del asidero
vertical sobre los niveles de contaminacion microbiologica, se determina que
estadisticamente no existe incidencia de estas variables, es decir el aluminio, acero
inoxidable y con recubrimiento polimérico tienen similares valores (449,23; 456,25
y 473,17 unidades formadoras de colonia por centimetro cuadrado respectivamente),
se explica debido a que ninguno de los materiales descritos estd comprobado que
tenga propiedades antibacteriales (Alexander, 2009).
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