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Resumen

Estudios confirman la presencia de microorganismos potencialmente patégenos en la hoja de tabaco. Estos
podrian llegar por arrastre a través del humo a las vias respiratorias y desencadenar una serie de
enfermedades pulmonares. Por lo tanto, los cigarrillos podrian considerarse una fuente directa de
microorganismos que llegarian a colonizar el tracto respiratorio de fumadores activos, especialmente en
inmunodeprimidos. El objetivo fue determinar si las bacterias y hongos presentes en la hoja de tabaco son
arrastrados al aspirar el humo de cigarrillos. Estudio transversal y prospectivo de disefio no experimental. Se
realizo en el agustino en la que se procesé 10 cajetillas de cigarrillos de dos marcas diferentes (dos grupos de
5 cajetillas) utilizando un sistema de aspiracion mecéanica que consta de un matraz de kitazato, pipeta
graduada, jeringa de 60ml, conductos y tapones de jebe. De 10 cajetillas analizadas de la marca A (5
cajetillas), se obtuvo crecimiento bacteriano en el 80 % y en la marca B(5 cajetillas), un 60 % ambas
correspondientes a Bacillus sp. No se aisl6 mohos y levaduras. Se concluye que bacterias presentes en la
hoja de tabaco son arrastrados a través del humo de cigarrillo.

Descriptores: Hoja de tabaco, humo aspirado, Bacillus sp, inmunodeprimidos.

Abstract

Summary: Studies confirm the presence of potentially pathogenic microorganisms in leaf snuff. These could
be reached by drag through the smoke to the airways and trigger a number of lung diseases. Therefore, the
cigarettes could be considered a direct source of microorganisms that come to colonize the respiratory tract of
active smokers, especially in immunosuppressed. The objective was to determine if bacteria and fungi in leaf
snuff are drawn by aspirating smoke cigarettes. transversal and prospective study of non-experimental design.
It was held in the Augustinian where 10 cigarette packets of two different brands (two groups of 5 packs) using
a mechanical suction consisting of a flask Kitazato, graduated pipette, syringe 60ml, ducts and caps
processed jebe. 10 packs analyzed brand A (5 packs), bacterial growth was obtained in 80% and the mark B
(5 packs), 60% both corresponding to Bacillus sp. No molds and yeasts isolated. It is concluded that bacteria
present in the leaf snuff are drawn through the cigarette smoke.

Keywords: Leaf snuff, inhaled smoke, Bacillus sp, immunosuppressed.
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1. Introduccién

El tabaquismo es un problema social y de salud
publica, reconocido como un factor de riesgo para
una amplia gama de enfermedades respiratorias
en nifios y adultos, incluyendo el resfriado comun,
la gripe, el asma, la neumonia bacteriana, y la
enfermedad pulmonar intersticial [1,2]. Segun la
Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) la
mortalidad es de 6 millones de personas al afio, de
las cuales mas de 5 millones son consumidores
directos y mas de 600000 son no fumadores
expuestos al humo ajeno [3]. Los fumadores
muestran mayor colonizacién bacteriana sublingual
que los no fumadores, el cual guarda relacion
directa con el numero de cigarrillos
consumidos/dia, de tal manera que los fumadores
de menos de 10 cigarrillos/dia presentan entre 2,5-
6 veces mas periodontitis que los no fumadores
[4]. Ademas, el tabaquismo estd asociado a un
aumento significativo del riesgo de neumonia,
enfermedad neumocécica invasiva e infeccion por
legionella spp. [5,6]. Asimismo uno de los
problemas que se ha visto en los fumadores
cronicos es el desarrollo de Candidiasis Oral, ya
que dicho habito conlleva a alteraciones epiteliales
gue facilitan la colonizacién por esta levadura [7].

Fumar cigarrillo es la principal causa de cancer de
pulmén [IARC 2004] y el factor de riesgo principal
para la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
Ademas, el tabaquismo es cada vez mas
reconocido como un factor de riesgo para una
amplia gama de otras enfermedades respiratorias
en nifilos y adultos, incluyendo el resfriado comun,
la gripe, el asma, la neumonia bacteriana, y la
enfermedad pulmonar intersticial, para nombrar
unos pocos [8]. Muchos estudios han evaluado los
productos quimicos, toxicos y elementos
carcindgenos en el humo de tabaco [9, 10,11]. En
1985, los diferentes grupos de trabajo se reunieron
para identificarlos productos quimicos en el humo
del tabaco que tienen mas probabilidades de ser
cancerigeno para los seres humanos segun los
criterios de la Asociacion Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC), un
organismo intergubernamental que forma parte de
la Organizaciéon Mundial de la Salud, y por el
Programa de Estados Unidos Nacional de
Toxicologia (NTP) [9, 10,11]. Hoy en dia, se sabe
gue el humo de cigarrillo se compone de al menos
5.300 productos quimicos diferentes [11].

En cuanto a los elementos microbianas asociados
al tabaco se incluyen bacterias (Gram positivas y
Gram
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negativas), esporas bacterianas, hongos
(levaduras 'y mohos), esporas de hongos,
componentes de la pared celular (ciertos glucanos
y flagelo), y diversas toxinas microbianas que
incluyen exotoxinas y endotoxinas. Ejemplos de
toxinas derivadas de bacterias incluyen
endotoxinas  (lipopolisacarido, LPS;  factor
inflamatorio) y micotoxinas derivados de hongos
(aflatoxinas, AFde tipoB1l; carcinbgeno humano)
[9, 10,11].

Un estudio reciente de la metagenémica
bacteriana de cigarrillos, en la que se utilizé un
micro-ensayo de taxonomia por rRNA16S,
métodos de clonacibn y  secuenciacién
tradicionales, se identificaron quince clases de
bacterias; destacandose a Klebsiella, Bacillus,
burkholderia, Closteridium, Actinetobacter,
Pseudomonas aerogenosa, Yy Serratia. Otras
bacterias que se sabe que son potencialmente
patégenas para los seres humanos y detectado

usando la tecnologia metagenomica eran
Campylobacter, Enterococcus, Proteus,
Staphylococcus [11].

Otras investigaciones también han identificado

bacterias patégenas en los cigarrillos comerciales
[12,13].ldentificaron ocho especies de Bacillus en
los cigarrillos recogidas de personal militar durante
una investigacion de neumonitis eosinofilica aguda
entre los individuos que habian sido desplegados
durante la Operacion Libertad lraqui [13]. En otro
estudio recuperaron Bacillus spp., incluyendo
Bacillussubtilis, de las hojas de tabaco frescas
recogidas en un tabaco de fabricacion de la
planta. Bacillus spp  [14]. Papavassiliou et.al.

(1971) llegaron a la conclusion de que los
cigarrillos estdn contaminados con diversos
hongos." Estudiaron los cigarrillos que fueron

fabricados en los EE.UU., Canadd, Inglaterra,
Francia, Bélgica, Alemania, Jordania y Egipto. Se
aislaron cientos de cepas de hongos. El hongo que
se aislo con mayor frecuencia fue Aspergillus (28
cepas de cigarrillos griegos y35cepasde otros
paises). Ellos relacionan a los hongos con las
alergias, pero comentaron que este problema no
se ha resuelto [15].

Estudios recientes demostraron que, en el humo
de tabaco, el a&cido muramico, un marcador de
peptidoglicano que puede servir como un indicador
de bacterias gram-positivas, se encuentran en
niveles elevados [16]. Por todo lo expuesto
anteriormente, los microorganismos presentes en
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las hojas de tabaco podrian considerarse un factor
de riesgo importante que llegaria por arrastre, a
través del humo, al tracto respiratorio y provocar
una serie

de enfermedades pulmonares sobre todo en
personas inmunodeprimidas.

El objetivo fue determinar si las bacterias y hongos
presentes en la hoja de tabaco son arrastrados al
aspirar el humo de cigarrillos.

2. Metodologia

Se realiz6é un estudio transversal y prospectivo de
disefio no experimental, se utiliz6 dos marcas
distintas de cigarrillos adquiridos en el agustino
entre los meses de marzo y julio, estos fueron
sometidos a un proceso de aspiracion mecanica
este sistema estuvo constituido por un Matraz de
Kitazato (100ml), pipeta volumétrica (5ml), jeringa
(60ml), conducto y tapdén de jebe (todos
estériles).

Los medios de cultivos y colorantes utilizados
fueron: Caldo nutritivo, agar MacConkey, TSA,
Agar sangre, agar almidén y medios diferenciales
para Gram negativos (citrato de Simmons, TSI,
LIA, SIM) y Agar Saboraud; Peroxido de
hidrogeno, reactivo de oxidasa; coloracién verde
de Malaquita, coloracion Gram vy azul de
Lactofenol.

3. procedimiento
3.1. Preparacién del sistema:

Se conecté un extremo del conducto de jebe de
10cm x 8 mm en la punta de la jeringa y en el otro
extremo la parte superior de la pipeta volumétrica.
Introduciéndose el extremo inferior de pipeta estéril
en el agujero del tapon de jebe y éste en la boca
del matraz de kitazato. Se conect6 el conducto de
jebe de 3 cmx 8mm en el pico del matraz de
kitazato, y en el extremo libre del mismo se coloco
la boquilla del cigarrillo hasta que el conducto
cubra el filtro.

3.2. Aspiracién del humo:

Una vez elaborado el sistema se encendié el
cigarrillo jalando el émbolo de la jeringa con lo que
se logro concentrar la cantidad suficiente de humo
en el interior del matraz; lo que permiti6 que el
cigarrillo se consuma en su totalidad. Luego, se
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procedié a quitar el filtro restante colocando un
trozo de algodon en el pico del matraz (para
proteger el cultivo de la contaminacion), de la
misma manera se quitd el tapon de jebe e
introducir un pedazo de algodén en la boca del
matraz. Finalmente se incubo el matraz en la
estufa a 37 °C x 24 h.

3.3. Aislamiento:

Después del tiempo de incubacién se observo la
turbidez en el medio de cultivo y con un asa se
resembro a las placas de agar tripticasa de soya
(TSA), Agar MacConkey, Agar almidén, Agar
sangre para luego incubamos las placas a 37°C x
24h. Igualmente, se sembré en Agar saboraud y
éste se incubo a T° ambiente durante 72 horas.

Desde el cultivo obtenido en el matraz se realizé
las coloraciones de verde malaquita y Gram
Finalizada las coloraciones de las laminas, se
observo en el microscopio con el objetivo de 40x e
inmersion. Igualmente, desde las colonias
obtenidas en el TSA, Agar Manitol Salado, se
realiz6 la coloracién Gram; y coloracion de Verde
Malaquita a partir de las colonias del TSA.

4. Resultados y discusién

4.1. Resultados:

Los datos obtenidos revelaron la deteccién de
bacillus sp. en el humo aspirado de cigarro
(tablal). De 10 cajetillas analizadas
correspondientes a la marca A (5 cajetillas), se
obtuvo crecimiento bacteriano en el 80 %, en la
coloracién Gram realizada a partir de las colonias
del TSA, agar almidén y agar sangre se
observaron Bacilos gram positivos con algunas
variaciones en su morfologia bacilar, en las
coloraciones de Verde Malaquita realizadas a partir
de las colonias del TSA se observaron esporas
bacterianas de color verde sobre un fondo azul, y
en la marca B(5 cajetillas) el -crecimiento
bacteriano fue del 60 % , observandose en las
coloraciones Gram y verde malaquita estructuras
similares a la anterior . No se aprecié crecimiento
alguno en los agares saburaud vale decir, no se
aislo mohos y levaduras.

4.2. Discusion:

Exploramos el humo aspirado de cigarrillos, siendo
bacillus sp la bacteria aislada en gran parte de los
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cigarrillos analizados. Con el sistema de aspiracion
gue hemos elaborado se logré concentrar la mayor
cantidad de humo; permitiendo de esta manera, el
desarrollo 6ptimo de los agentes en el medio
liquido de cultivo.

Con respecto al humo de cigarrillo, la microbiologia
de esta compleja mezcla todavia no ha sido
estudiada detalladamente. Hasta la actualidad, la
mayoria de los estudios microbioldgicos  sobre
los

componentes del humo del cigarrilo se han
centrado en endotoxinas (Barnes y Glantz 2007
[17]; Hasday et al., 1999 [18]; Larsson et al., 2004
[19]; Reiman y Uitti 2000 [20]; Rennie et al., 2008
[21]; Sebastian et al.,, 2006 [22]; Thorne et al.
2009) [23]. Hasday et al (1999) demostré por
primera vez que el humo principal y secundario
contienen niveles significativos de endotoxina
bacteriana. Ademas de las endotoxinas presentes
en el humo de tabaco [18], Larsson et al (2008)
demostré que los niveles elevados de acido
muramico, un marcador de peptidoglicano, puede
servir como un indicador de bacterias Gram
positivas [19]. Sin embargo, mas alld de estos
marcadores bacterianos, muy poco trabajo se ha
realizado para evaluar las células bacterianas
viables en el humo aspirado. Con este estudio
demostramos que las bacterias presentes en la
hoja de tabaco logran atravesar el filtro de los
cigarrillos al aspirar el humo y seria interesante
demostrar en investigaciones futuras que las
bacterias que logran atravesar el filtro podrian
colonizar de alguna forma el tracto respiratorio en
fumadores activos sobre todo en
inmunodeprimidos.

5. Conclusiones

En el presente trabajo se concluye que bacterias
presentes en la hoja de tabaco son arrastrados a
través del humo de cigarrillo.
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