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R Ambito de la Investigacién

Este estudio se centrd en el area de salud y medio ambiente, por lo que se evalué los géneros
fungicos, recolectados en las muestreos periddicos realizados en los meses de febrero a agosto del
afio 2008, tanto en el interior como en el exteriores de las diferentes areas de estudio (LAMIR
Edificio T-12, Laboratorio de Alimentos Edificio T-11, Biblioteca Central y Rectoria). Asi mismo, se
aislaron las cepas de interés para caracterizarlas en base a género y especie, se evalud el grado de
agresividad de estas cepas aisladas y se determiné en base al predominio de las especies fungicas,

la calidad microbioldgica del aire.

La agresividad de cada género fungico, se determiné tomando en consideracion factores como:
competitividad, liberacién de pigmento, produccién de exudado y caracteristicas morfoldgicas de
la colonia. Con lo que se clasificaron en un nivel o grado de agresividad patégena en base a su
comportamiento,al someterlas a las evaluaciones antes mencionadas. Se evalud la carga
micoldgica del aire ocupacional en dependencia del predominio de los géneros fungicos aislados.
Con esto se buscd determinar una posible incidencia en la salud humana para tomar medidas

preventivas.

Por ultimo, con el aislamiento y caracterizacion fungica se tratd de establecer el predominio de los
diferentes géneros, segin ambiente estudiado, intentando generar datos de referencia para los
diferentes microclimas predominantes en el campus central de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.



Il. Resumen

En los ambientes exteriores e interiores se encuentran un gran nimero de particulas organicas
(microrganismo, material vegetal, etc.) e inorganicas (morfolégicamente diferentes) suspendidas
en el aire, ellas constituyen el aerosol atmosférico. Sin embargo, a medida que se producen
cambios en las condiciones ambientales, los microrganismos,suspendidos en el aire, pueden
ejercer efectos negativos, tanto desde el punto de vista del biodeterioro asi como del punto de
vista de la salud de las personas desde alergias hasta enfermedades graves en personas

inmunocomprometidas (Samsonet al., 1992).

En este estudio se analizd la carga fungica obtenida durante los siete muestreos periédicos,
realizados a Rectoria, Biblioteca Central, Laboratorio de Alimentos y Laboratorio Microbiolégico de
Referencia (LAMIR). También se determinaron dos géneros predominantes, Aspergillus y
Cladosporium, los cuales se caracterizaron hasta especie. Asi mismo se hizo pruebas de

agresividad para cada especie aislada de ambos géneros.

Para el género de Cladosporium, la carga fungica fue mayor durante mayo en el laboratorio de
alimentos en ambos ambientes (3010UFCm? exterior y 6630UFC/m? interior). En lo que respecta a
Aspergillus, la mayor carga fungica interior se dio en agosto en el LAMIR (574UFC/m®) y para el

exterior en mayo en el Laboratorio de Alimentos (240UFC/m?>).

Se realizaron pruebas de competitividad, liberacidn de pigmento y exudado, con el fin de
determinar el nivel de agresividad entre las diferentes especies de cada género. Entre los
resultados, se observd que para Aspergillus, las especies mds agresivas son A. niger, seguida de A.
fumigatusy A. terreus, ya que estas presentaron las tres caracteristicas patogénicas definidas. En lo

que respecta a Cladosporium, la especie mas agresiva y predominante fue C. herbarum.



1. Antecedentes

A. Aerobiologia

La aerobiologia estudia las particulas vivas o biolégicamente activas, constituyendo una
parcela mas del control del medio ambiente. Mas especificamente consiste en el estudio del
transporte pasivo de organismos y particulas de origen bioldgico presentes en el aire de
ambientes interiores y exteriores ya que este estudia el origen (fuente), liberacion, dispersion,
deposicién e impacto sobre las superficies de las particulas bioldgicas transportadas por el aire
presente en la troposfera, asi como la diversidad, concentracién y distribucion de las mismas

(Samsonet al., 1992).

El polen y las esporas fungicas presentes en la atmdsfera son particulas vivas, dispersas en el
aire que entran en contacto con el organismo a través de las mucosas, durante el proceso de
respiraciéon. Su estudio en aire comprende la parte de la aerobiologia denominada
aeropalinologia, que por otra parte presenta los casos mas corrientes de la aerobiologia. La
evaluacion de la calidad micoldgica del aire en el ambiente nos indica la cantidad de hongos

que estdn presentes en un area determinada (Samsonet al., 1992).

B. Caracteristicas de la microbiota del aire

Varia de acuerdo a: la hora del dia, la época del el afio, segln las lluvias, las altas temperaturas

y la desecacién (Arango &Clavell, 1992).

1. Aire exterior

En el exterior predominan las esporas de hongos.Pero cerca de concentraciones de edificios y

animales predominan bacterias. Zona rural menos esporas que en la zona urbana (Arango

&Clavell, 1992).



1.1.Géneros fingicos mas comunes en aire exterior

e Aspergillus

e  Penicillium

e (Cladosporium

e Hormodendrum

e Sporobolomyces(Arango &Clavell, 1992).

2. Aireinterior

Los hongos mds comunes existentes en el polvo de origen doméstico pueden facilmente pasar
al aire; y si se dan las condiciones adecuadas para su desarrollo en cuanto a temperatura y
humedad relativa, también pueden encontrarse en cualquier tipo de material (como
alfombras, moquetas, empapelado de una pared, etc.) y crecer desmesuradamente,
proyectando al ambiente un nimero elevado de esporas con el consiguiente riesgo para la

salud (Samsonet al., Arango &Clavell, 1992).

2.1.Géneros flingicos mas comunes en aire interior

e (Cladosporiumsp.

e  Penicillumsp.

e Sistrotemabrinkmannii

e levaduras rosas y blancas
e Botrytis cinérea

e Aspergillus sp. (Samsonet al., Arango &Clavell, 1992).



C. Caracteristicas de las especies de los géneros Aspergillus y Cladosporium.

1. Género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus, se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza pudiéndose aislar de una gran variedad de substratos. Gracias a la facilidad de
dispersion de sus conidios y a su pequefio tamafio, éstos pueden permanecer en
suspension en el ambiente durante un largo periodo de tiempo, por lo que el hombre se
encuentra expuesto constantemente a su inhalacion. En los ultimos afios se ha producido
un notablemente incremento en las infecciones fungicas nosocomiales.Diferentes especies
del género Aspergillus son una causa frecuente de micosis invasivas, normalmente fatales,
en pacientes inmunocomprometidos en los paises desarrollados. Aunque A. fumigatuses
el agente etioldgico mas comun, otras especies del género como A. flavus,A. terreus, A.
nigery A. nidulans(Emericellanidulans) se consideran también responsables de infecciones
invasivas. De forma mucho mas esporadica, se han citado también otras especies como A.
candidus, A. clavatus, A. restrictus,A. sydowiiy A. ustusentre otras.Los criterios seguidos
hasta el momento para clasificar las especies del género Aspergillus y sus teleomorfos son

principalmente morfoldgicos(Rojas et al., 2002).

1.1.Aspergillus fumigatusFresenius:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek
de color verde-azulado a verde-grisdceo; micelio blanco; reverso incoloro, amarillento,
marrén rojizo o verde; textura aterciopelada a flocosa, plana o con surcos radiales.
Caracteristicas microscdpicas: Cabezas conidialesuniseriadas y predominantemente
columnares; estipes hialinos y lisos; vesicula piriforme o en forma de cuchara; fidlides
ocupando la mitad o dos tercios de la vesicula. Conidios globosos a ovoides, lisos o

ligeramente rugosos (Rojas et al., 2002).

1.2.A.flavuslink:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek de color verde
olivaceo a verde amarillento; micelio blanco; esclerocios, cuando estan presentes, de color
marrdén oscuro a negro, variables en forma y tamafio; reverso incoloro, marrén claro o

anaranjado; textura de la colonia variable, generalmente lanosa o flocosa.Caracteristicas



microscdpicas: Cabezas conidialesuniseriadas y biseriadas, principalmente radiales; estipes
normalmente rugosos, hialinos o de color marrén palido. Vesicula esférica; métulas
ocupando practicamente toda la superficie de la vesicula. Conidios globosos o elipsoidales,

lisos o ligeramente rugosos (Rojas et al., 2002).

1.3.A.nigervan Tieghem:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek de color
negro o marrén muy oscuro; micelio blanco apenas visible, reverso incoloro a amarillo;
colonia densa, granular a flocosa. Caracteristicas microscopicas: Cabezas
conidialesbiseriadas y radiales; estipes de paredes gruesas, lisos, hialinos, amarillentos o
de color marrén pdlido, en especial cerca de la vesicula. Vesicula casi esférica; métulas
ocupando toda la superficie de la vesicula. Conidios globosos de color marrdn,

normalmente muy rugosos con crestas irregulares y protuberancias (Rojas et al., 2002).

1.4.A.terreusThom:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek de color marrén
canela o marrén amarillento; micelio blanco; reverso amarillo, dorado o marrén; a veces
pigmento difusible amarillento. Colonia aterciopelada, lanosa o a veces flocosa en la zona
central, plana o con surcos radiales. Caracteristicas microscdpicas: Cabezas
conidialesbiseriadas, en columnas compactas; estipes de pared lisa, hialinos. Vesiculas de
forma variable, esférica o subglobosa; métulas ocupando la mitad o dos tercios de la

vesicula. Conidios lisos, globosos o subglobosos (Rojas et al., 2002).

1.5.A. nidulans:Caracteristicas macroscdpicas: Colonias en agar Czapek de color verde a verde
oscuro; micelio blanco o gris; cleistotecios de color amarillo palido; reverso incoloro a
naranja marrondceo o rojo purpura; pigmento difusible de la misma coloracién; colonia
aterciopelada o algo flocosa, densa, plana o con surcos. Caracteristicas microscopicas:
Cabezas conidialesbiseriadas; radiales o en columnas poco compactas y columnares;
estipes marrondaceos y de pared lisa. Vesiculas hemisféricas; métulas ocupando sélo la
mitad superior de la vesicula. Conidios esféricos, normalmente rugosos (Rojas et al.,

Gobernado, 2002, 2001).

1.6.A. pseudoelegans:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek de color café

claro a café amarillento; micelio blanco; reverso café rojizo a café claro. Caracteristicas
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microscdpicas: Cabezas conidiales irradian, partiendo en columnas con paredes rugosas.

Vesiculas globosas a espatuladas(Rojas et al., Gobernado, 2002, 2001).

1.7.A.wentii:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek de color amarillento a
café olivo. Hifas aéreas vy flocosa de color blanca a amarillas. Reverso incoloro a café
rojizo. Caracteristicas microscopicas: Cabezas conidiales largas y globosas; con paredes
rugosas incoloras. Vesiculas globosas. Conidios en largas cadenas, elipticas e incoloras en
colonias jovenes, luego en colonias maduras globosas a subglobosas de color amarillo a

amarillo-café(Rojas et al., Gobernado, 2002, 2001).

1.8.A.sydowii:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek de color azul verdoso
con sombras café rojizo generalmente con exudado abundante color rojizo. Hifas aéreas y
flocosa de color blanca a amarillas. Reverso incoloro a café rojizo. Caracteristicas
microscdpicas: Las cabezas conidiales irradian; conidiéforos hialinos con pared lisa.
Vesiculas esféricas a subesféricas. Células conidiogenasbiseriadas. Células de Hiille

esféricas pueden estar presentes(Rojas et al., Gobernado, 2002, 2001).

1.9.A.ochraceus:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek con crecimiento
restringido de color amarillo naranja.Caracteristicas microscopicas: Las cabezas conidiales
irradian separandose en varias columnas. Células conidiogenasbiseriadas. Métulas cubren

toda la vesicula. Conidios esféricos a subesféricos(Rojas et al., Gobernado, 2002, 2001).

1.10. A.subolivaceus:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek con
micelio blanco resistente, irregularmente arrugado, llevando un soporte denso de
estructura conidial de color grisdceo-olivo palido; reverso incoloro o amarillo palido.
Caracteristicas microscopicas: Las cabezas conidiales globosas que irradian Conidiéforos
de tamanfio variable, paredes incoloras equinuladas, vesiculas subglobosas(Rojas et al.,

Gobernado, 2002, 2001).

1.11. A.unilateralis:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek crecen
lentamente en el drea del centro y son muy delgadas. Son de color grisaceas verdosas y el

reverso es negro. No tiene exudado.Caracteristicas microscopicas: Las cabezas
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conidialesdiminutas, consisten en unas pequefias esporas en cadenas divergentes.
Conididforos lisos y hialinos. Vesiculas irregularmente globosas(Rojas et al., Gobernado,

2002, 2001).

1.12. A.terricola:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek blancas y luego
amarillas a color verde olivo.Caracteristicas microscopicas: Las cabezas conidiales irradian
separadas. Conidioforos incoloros, lisos y algunos granulosos. Vesiculas subglobosas a

hemisféricas (Rojas et al., Gobernado, 2002, 2001).

1.13. A.sparsus:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek café grisaceas;
reverso con sombras café.Caracteristicas microscdpicas: Las cabezas conidiales
tipicamente globosas convirtiéndose con el tiempo en radiales. Conidiéforos estrechos.
Vesiculas con paredes delgadas, globosas a hemisféricas (Rojas et al., Gobernado, 2002,

2001).

1.14. A. versicolor:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek amarillas,
naranja- amarillentas; reverso rosado palido a amarillo-verdoso. Frecuentemente con
poca esporulacidnCaracteristicas microscopicas: Las cabezas conidiales radiales.
Conidiéforos con paredes hialinas. Vesiculas subesféricas a elipsoidales. Células
conidiogenasbiseriadas, con fialides del largo o mas grandes que la métula(Rojas et al.,

Gobernado, 2002, 2001).

1.15. A.parasiticus:Caracteristicas macroscdpicas: Colonias en agar Czapek con micelio
basal, compacto con borde blanco, y centro amarillento a verdoso. Caracteristicas
microscdpicas: Las cabezas conidiales radiales. Vesiculas subesféricas a elipsoidales.

Conidios globosos y equinulados(Rojas et al., Gobernado, 2002, 2001).

1.16. A.tamariiKita:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek café oscuro
con crecimiento rapido.Caracteristicas microscopicas: Las cabezas conidiales compactas y
esféricas o libremente radiadas. Conidiéforos hialinos usualmente arrugados. Vésiculas

esféricas. Células conidiogenasuniseriadas y biseriadas. Métulas o fialides cubriendo toda



12

la superficie de la vesicula. Conidio equinulado a tuberculado-subesférico(Rojas et al.,

Gobernado, 2002, 2001).

1.17. A.aureolus:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek convirtiéndose
de amarillas a naranja palido, con micelio floculento separado y margenes blancos.
Reverso de amarillo a naranja, y convirtiéndose café con la edad.Caracteristicas
microscdpicas: Las cabezas conidiales nacen en conididforos cortos a partir de hifas
aéreas. Conidio globoso a subgloboso, y delicadamente equinulado(Rojas et al.,

Gobernado, 2002, 2001).

1.18. Materiales y fuentes de Aspergillus, donde juegan un papel importante como

agente biodeteriorante.

Tabla 1. Fuentes y capacidad biodeteriorante del genero Aspergillus

Fuentes Especie
Madera A.niger
A.fumigatus
A.sydowii
Textil A.restrictus
A.fumigatus
Papel A.fumigatus
Gomas y Plasticos A.niger
A.fumigatus
Vidrio A.fumigatus

A.versicolor

Materiales poliméricos A.candidusLink
A.fumigatus

Granos en almacén A.flavus

Aire de locales interiores A.fumigatus
A.niger
A.flavus

A.versicolor
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Fuente :Rojas, T. et al Airbone spores of Aspergillusspecies in cultural institutions atHavanaUniversity. Cuba :

Granada. 2002 ; 25:190-193.

2. Género Cladosporium

Los conidios de Cladosporium se encuentran frecuentemente en el aire libre en las zonas
templadas del planeta. Produce abundantes conidios que pueden encontrarse en la atmdsfera
a lo largo del afio, con mayores concentraciones en las Ultimas semanas de verano y primeras
del otofio, especialmente en zonas boscosas y en el centro de las ciudades. Coloniza
frecuentemente hojas y plantas, especialmente gramineas, suelo y alimentos. Cuando se corta
el césped o se podan los arboles aumenta considerablemente el nimero de conidios
aerotransportados a largas distancias. Las concentraciones de conidios por metro cubico son
hasta diez veces mayores que las de polen y se han llegado a contar hasta 35000 conidios por
metro cubico. La temperatura éptima de crecimiento se situa entre 18 y 28°C, pero también

puede crecer a temperaturas bajas como -6°C (Pasanenet al., 1992).

Cladosporiumherbarumes el hongo que con mas frecuencia se encuentra presente en el aire.
Junto con Alternariaalternataes uno de los hongos alergénicos respiratorios mds importantes
y se le ha implicado en casos de asma y fiebre del heno. Este hongo se asocia a aquellos casos
de rinitis en los que los sintomas no parecen coincidir con la cantidad de polen de gramineas

(Pasanenet al., 1992).

2.1.Cladosporiumherbarum:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek verde
oliva o pardo oliva, planas, finamente vellosas y de crecimiento lento. Reverso negro
oliva.Caracteristicas microscopicas: Conidiéforos con cadena ramificadas de conidios
elipsoides o cilindricos de extremos redondeados, formados por gemacion sucesiva del

conidio anterior (Pasanenet al., 1992).

2.2.C.cladosporioides:Caracteristicas macroscopicas: Colonias en agar Czapek aterciopeladas
verde a café oliva, con reverso negro verdusco.Caracteristicas microscopicas: cabezas

conidiales con gran densidad, muy ramificados cadenas, elipsoide, limoniformes o
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fusiformes con extremos truncados. Conidiéforos con cadenas ramificadas de conidios

ramificado, intercalares o terminales(Pasanenet al., 1992).

D. Importancia de los niveles fungicos en el aire en areas exteriores e interiores

Es de conocimiento general que la polucidon del aire exterior puede afectar la salud de los
individuos, sin embargo, el aire existente en el interior de los edificios también puede generar
efectos perjudiciales sobre la salud, tales como jaquecas, nauseas, mareos, resfriados
persistentes, irritaciones de las vias respiratorias, piel y ojos (EPA, 1991). Diversos estudios
realizados por la Agencia de Proteccion Medio-ambiental de los Estados Unidos (EPA) sobre la
exposicion de humanos a contaminantes del aire indican que en el aire del interior de recintos
cerrados los niveles de contaminacion son de entre 2 a 5 y en algunos casos 100 veces mas
concentrados que los niveles presentes en el aire exterior (EPA, 2005). Estos resultados son de
particular importancia ya que la mayoria de las personas pasan cerca del 90 % de su tiempo en
el interior de recintos cerrados. En la calidad del ambiente atmosférico interior inciden
factores fisicos (temperatura, humedad relativa, corrientes de aire, etc.), factores quimicos
(concentracion de gases por ejemplo: diéxido de carbono, mondxido de carbono, diéxidos de
azufre, raddn, etc.) y factores microbiolégicos. Ademas el grado de contaminacidn microbiana
en estos ambientes estd influenciado por: la frecuencia de ventilacién, el nimero de personas
presentes en la sala, la naturaleza y el grado de las actividades que las mismas desempefian

(Rivas et al., 1988).

1. Efecto de los hongos sobre la salud

Los hongos a través de sus esporas, micotoxinas y por la emision de VOC (compuestos volatiles

organicos), pueden causar diferentes tipos de enfermedades o alteraciones de la salud:

e Enfermedad infecciosa o patogénica: aspergilosis (por exposicion a Aspergillus fumigatus),
histoplasmosis (por Histoplasma), criptococosis (por Cryptococcus) y coccidiomicosis (por
Coccidioides).

e Reacciones alérgicas, como rinitis y asma.

e Neumonitis por hipersensibilidad.

e Cancer debido a micotoxinas carcinogénicas.
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e Desdrdenes inmunoldgicos por micotoxinasinmunosupresivas

e Reacciones tdxicas por micotoxinas.

e Reacciones de inflamacién debidas al B-1,3-glucano, compuesto de la pared celular de los
hongos.

e Irritacidon debida a VOC fungicos como por ejemplo alcohol.

e Sindrome del edificio enfermo (Fanger, 2002).

1.1. Agentes de micosis pulmonares invasoras

La infeccion micética pulmonar se produce por la inhalacién de las esporas fungicas y su
posterior desarrollo en el parénquima pulmonar. Sélo aquellas esporas que sean capaces de
alcanzar los sacos alveolares pueden germinar y atravesar su pared para dar lugar a un
proceso invasor, siempre y cuando sean capaces de resistir a los mecanismos de defensa del

huésped (Fanger, 2002).

El tracto respiratorio funciona como una compleja red para la distribucién del aire inspirado,
formada por tubos que se van ramificando y disminuyendo de didmetro progresivamente
hasta alcanzar los alvéolos, por lo que todo el tracto respiratorio actia a modo de trampa
atrapa-esporas, filtrando y reteniendo la mayoria de las particulas que acompafan a los mas

de 8.000 litros de aire que diariamente movilizan los pulmones (Fanger, 2002).

Al igual que ocurre en otros procesos fungicos, la micosis pulmonares invasoras pueden
clasificarse en dos grandes grupos: las causadas por hongos patégenos primarios y las

causadas por hongos oportunistas (Fanger, 2002).

2. Hongos patdgenos primarios

Los hongos patdgenos primarios tienen la capacidad de vencer los mecanismos de defensa del
huésped, produciendo enfermedad en los individuos sanos y dando lugar a infecciones
particularmente graves en los pacientes inmunodeprimidos. Entre los principales se pueden

mencionar:
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e Histoplasmacapsulatumvar. capsulatum
e Blastomycesdermatitidis

e Coccidioidesimmitis

e Paracoccidioidesbrasiliensis

e  Penicilliummarneffei

e Emmonsia parva

e Sporothrixschenckii(Koneman, 1994).

2.1.Caracteristicas macroscdpicas y microscdpicas de los principales géneros de hongos

patégenos primarios

e Histoplasmacapsulatumvar. capsulatum:Lasmacroconidias son esféricas a
piriformes, con una superficie rugosa o tuberculada. Pueden verse microconidias
unicelulares piriformes (algunos aislados no esporulan) (Rivas et al., Koneman, 1988,

1994).

e Blastomycesdermatitidis: Las conidias de la forma de moho son pequefias, redondas a
piriformes en las puntas de conidiéforos largos o cortos (Rivas et al., Koneman, 1988,

1994).

e Coccidioidesimmitis: Cadenas de artroconidias alternadas, algunas con forma de barril,
algunas rectangulares. Algunas veces se ven hifas en raqueta. Las esférulas son grandes
(15-60 um) y cuando maduran contienen endosporas, sin brotes, de 2-4 um. Colonias
como tela de arafia, con areas vellosas que alternan con areas que se adhieren a la

superficie del agar (Koneman, 1994).

e Paracoccidioidesbrasiliensis: A menudo no forman conidias caracteristicas; mas bien
pueden predominar numerosas clamidosporas e hifas retorcidas; cuando estan presentes,

las conidias son similares a los de B. dematitidis (Koneman, 1994).
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e Sporothrixschenckii: Las hifas son delicadas. Las conidias se producen con una disposicion
en florecillas en la punta de conidiéforos uUnicos. Las conidias estan unidas por una
insercion como una hebra. Pueden verse conidias Unicas y levemente pigmentadas a lo
largo de las hifas en cultivos mds viejos. Las formas de levaduras tienen
caracteristicamente una forma en cigarro; cuando son redondas, pueden simular células
de levaduras de H. capsulatum. La conversién de moho a levadura ocurre facilmente en

12-48 h a 37°C (Koneman, 1994).

e Penicilliumsp: Colonias pulverulentas, cerebriformes, de color gris en el anverso y marrén
en el reverso, redondeadas con radiaciones, borde regular y superficie lisa. Hifas largas

gue terminan en pequenos racimos de microconidias (Koneman, 1994).

2.2.Géneros fluingicos primarios en Guatemala

2.2.1. Coccidioidomicosis

La coccidioidomicosis es causada por Coccidioidesimmitis, hongo dimérfico cuya forma micelial
o saprofitica se desarrolla en ambientes secos, aridos, en regiones en las que predominan una
vegetacion xerofita (cactus) y donde abundan las cuevas de roedores. Al penetrar al
hospedero, se transforma en la fase parasitica que son esférulas con endosporas. A nivel
mundial existen varias zonas confirmadas como endémicas: el valle de San Joaquin en
California, el desierto de Phoenix en Arizona, El Chaco Argentino en argentina, el valle de
Comayagua en Honduras y el valle del Motagua (Zacapa, El Progreso) en Guatemala. A través
de la prueba intradérmica con coccidioidina se ha logrado delimitar la zona endémica en el
pais, asi como detectar positividad en otras regiones distantes del darea del Motagua, como en
la regién de Tiquisate, Escuintla y Totonicapan (esto ultimo de mucho interés ya que las
condiciones ambientales son muy distintas a las encontradas en las regiones descritas como

endémicas) (Logemann, 1995).

En Guatemala, se han realizado varios estudios a partir de 1945. Andrade investigd la
reactividad cutanea a la coccidioidina en la ciudad de Guatemala, encontrando un 0.5% de

positividad. Mayorga en 1971 describié el area endémica de coccidioidomicosis en el valle del
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rio Motagua con base en la ecologia de la region. Luego David en 1977 hizo una encuesta
epidemiolégica desde la ciudad capital hasta Esquipulas, utilizando coccidioidina para
establecer la reactividad cutdnea a ésta y obtuvo el mads alto porcentaje de positividad en
Usumatlan, Zacapa, ademas delimitd la zona endémica. Desde 1978 se habian hecho varios
intentos para aislar al hongo del ambiente, sin embargo esto no fue posible sino hasta 1990
como resultado de una expedicion dirigida por Arathoon, a una zona arqueoldgica localizada
entre Usumatlan y El Progreso, lugar de donde se tomaron varias muestras, lograndose el

aislamiento de C. immitis en una de ellas (datos no publicados)(Logemann, 1995).

2.2.2. Paracoccidioidomicosis

La paracoccidioidomicosis, es causada por el hongo dimérficoParacoccidioidesbrasiliensis, el
cual en la forma micelial o saprofitica se desarrolla en un ambiente tropical himedo y al
penetrar en el hospedero se transforma en la fase parasitica o levaduriforme. Las zonas
endémicas para esta micosis se caracterizan por tener un clima tropical hdmedo,
principalmente en zonas boscosas. Los principales paises afectados pertenecen a América del
Sur: Colombia, Brasil, Venezuela, Argentina, Peru, Ecuador, y Uruguay. Se presenta en menor

cantidad en América Central y México (Logemann, 1995).

En Guatemala, el estudio epidemioldgico con la paracoccidioidina ha presentado una mayor
reactividad cutdnea en la regidn de San Marcos. Los primeros casos en Guatemala fueron
descritos por Tejada, Ordofiez y Castro en 1960. Hasta el momento se han diagnosticado
aproximadamente 50 casos desde 1963, con base en la microscopia inicial y del cultivo. A
partir de 1989, con la creacion del area de micoserologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, USAC, se han diagnosticado 7 casos por serologia, la mayoria de ellos procedentes
de la region de San Marcos, (Lopez de Garcia, comunicacién personal). La infeccion es mas
frecuente en el sexo masculino, aunque esto es evidente antes de la pubertad (Logemann,

1995).

2.2.3. Histoplasmosis
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El aislamiento del hongo Histoplasmacapsulatumdel ambiente ha sido posible en varias
oportunidades: en 1972 en un siglan de Senahu, Alta Verapaz por Mayorga y Camey; el
segundo en un arriate del parque central de la ciudad de Escuintla por Del Cid en 1976;
Izaguirre lo aisld de las cuevas de Lanquin en 1983 y finalmente Leytan lo aislé del arriate

central de la Avenida La Reforma y calles cercanas, en la ciudad capital en 1991(Leytan, 1991).

Histoplasmosis, es una infeccidon causada por la inhalacidon de esporas del hongo, mostrando
manifestaciones clinicas que suelen caracterizarse por la afectacién inicial del pulmoén, ya que
la via de infeccidn es inhalatoria. La mayoria de las veces la infeccién es asintomdtica o con
manifestaciones clinicas muy leves, como fiebre, tos, malestar general y neumonitis. Cuando
se cura la enfermedad pueden observarse masas fibrosas con calcificaciones en el pulmén o
en ganglios linfaticos y bazo. La histoplasmosis puede originar reacciones alérgicas en
personas sensibilizadas. También existe una forma de histoplasmosis pulmonar crénica. Se han
detectado pequefias epidemias de histoplasmosis en grupos de arquedlogos y de estudiantes,
los que dentro de sus excursiones planifican la visita a cuevas en Petén, Coban o en otras areas

de Guatemala (Leytan, 1991).

Segun la revisidn de los archivos de pacientes, tanto en el servicio de micologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC, como en el laboratorio de micologia de la
Policlinica del IGSS (Instituto Guatemalteco de Seguridad Social), hasta 1994 se habian
diagnosticado aproximadamente 85 casos de histoplasmosis, la mayoria de ellos por cultivo. A
partir de 1989, con la creacion del drea de micoserologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia, se diagnosticado 20 casos por métodos seroldgicos (Leytan, 1991).

2.2.4. Estudio realizado con esporas de Criptococosis

En el afio de 1991 se desarrolld6 el estudio de aislamiento de cepas de
Cryptococcusneoformansde excretas de palomas en Guatemala. Se logroé aislar este hongo en
varias iglesias en donde se encuentran gran cantidad de palomas. Es de gran importancia
porque este hongo se transmite por inhalacion y se puede trasladar a través del aire (Morales,

1991).
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3. Hongos oportunistas

e Aspergillus fumigatus

e Aspergillus flavus

e Pneumocystiscarinii

e Absidiacorymbifera

e Rhizopusoryzae(arrhizus)

e Scedosporiumapiospermum
e Cryptococcusneoformans

e Fusarium solani

e Candidaalbicans(Rippon, 2001).

3.1.Caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de los principales géneros de hongos

oportunistas.

e Aspergillus fumigatus: Colonias granulosas de color verde o verde-gris. Uniseriado, fidlides

sobre la mitad superior de una vesicula hemiesférica (Rippon, 2001).

e Aspergillus flavus: Colonias habitualmente amarillas o amarillo-verdes. Vesiculas
redondas, esporulacion en toda la superficie. Puede haber fidlides solas (uniseriado) o con

métulas (biseriado) (Rippon, 2001).

e Cdndida albicans: Colonias blancas y cremosas. Pseudo hifas compuestas por blastosporas

alongadas, con puntos irregulares, en germen oval o esférico (Rippon, 2001).

E. Aire exterior e interior como factores contaminantes en la salud publica

En estudios realizados por la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos
(EPA), en los ultimos afios, ha situado a los contaminantes del aire del interior y exterior de los
espacios ocupacionales entre los primeros cinco mayores riesgos para la salud publica. En la

actualidad se admite que aquellos ambientes que no disponen de ventilacidon natural y que
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estan cerrados para conseguir un mayor rendimiento del sistema de aire acondicionado,
pueden ser dreas de exposicion a contaminantes. Entre ellos se encuentran oficinas, edificios
publicos, escuelas, guarderias, edificios comerciales e incluso, residencias particulares. No se
conoce con exactitud la magnitud de los dafios que pueden representar para la salud, ya que
los niveles de contaminantes que se han determinado, principalmente en estudios realizados
en oficinas y en residencias particulares, suelen estar muy por debajo de los respectivos
limites permisibles de exposicidon para ambientes industriales. Por otro lado, las técnicas
tradicionales de la higiene industrial resultan con frecuencia, inadecuadas o insuficientes para
encontrar soluciones, ya que las causas primarias de esta situacién son a menudo dificiles de

identificar (Cabrales et al., 2001).

F. Estudio sobre la calidad fisicoquimica del aire

De los estudios del aire, basados en la calidad fisicoquimica del aire, en el afio de 2004 se llevé
a cabo en Guatemala un estudio sobre la calidad del aire exterior por el Licenciado Pablo Oliva
basado en pruebas fisico quimicas en diferentes puntos de la ciudad de Guatemala,
obteniendo altos indices de contaminacién quimica (estos estudios se siguen realizando hoy
en dia). Ademas algunas industrias (alimentos, farmacéuticas, quimicas, etc.) y hospitales en
Guatemala realizan algunos analisis rutinarios de densidad microbioldgica con fines de calidad
del aire por medio de muestreos ambientales en los locales o salas que deben permanecer con
cierto grado de esterilidad o con esterilidad completa como son salas de operaciones e

intensivo (Oliva, 2007).

G. Esporas flingicas en el aire

En el afo de 1987 en Alemania, se realizaronestudios sobre las esporas flngicas del aire en
130 habitaciones de 11 edificios de oficinas con dafios de agua. Basado en las medidas de
habitaciones con colonizacidn fungica aparente y en habitaciones sin crecimiento de hongos
visibles, sugirieron que concentraciones del aire interior por encima de 100 UFC/m3de aire, es

un indicador de colonizacién fungica de materiales de edificio (Ohgke, Geers&Beckert, 1992).
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Ademas en el afio de 1987 en Suecia, en estudios en casas en mal estado, planted que los
niveles de contaminacién de especies de Aspergillus debian ser mas bajo que 50 UFC/m® de
aire para que no constituya un problema para la salud (16). El Comité sobre bioaerosoles

celebradoen 1989, realizé las siguientes sugerencias (ACGIH, 1989):

e La situacién en un ambiente en mal estado puede ser considerado excepcional cuando el
nivel de bioaerosoles estda en un orden de magnitud mas alto que aquellos que
comunmente ocurren en el control, en ambientes libre de sintomas o si los organismos

difieren entre el control y el ambiente en mal estado.

e Los hongos sapréfitos en el aire interior deben presentar niveles mds bajos que en el aire
exterior, mientras que los taxones deben ser similares en el interior y exterior (ACGIH,

1989).

e La calidad del aire en el interior de un edificio es funcidon de una serie de parametros que
incluyen la calidad del aire exterior, la compartimentacidn, el disefo del sistema de aire
acondicionado, las condiciones en que este sistema trabaja y se revisa y la presencia de

fuentes contaminantes y su magnitud (ACGIH, 1989).

1. Elgrado de diferencia de interior/exterior varia con el modo de ventilacién.

Interiores ventilados de forma natural, presentan mds parecido al aire exterior que aquellos
interiores con ventilacion mecanica. Interiores ventilados mecanicamente siempre con un
minimo de filtracién, deberan tener un nivel de hongos menor que la mitad del nivel en el

exterior (Holmberg, 1987).

En un estudio realizado en Minnesota, Estados Unidos, en el afio de 1990 se establecié que
concentraciones de esporas de hongos en el aire que excedan de 500 UFC/m? de aire indican

una condicion anormal en el ambiente interior (Holmberg, 1987).

En 1992 se propone un nivel limite de esporas de hongos como normal, de 500 UFC/m?,

aplicable para el invierno de un clima subartico, ejemplo de diciembre a marzo en Finlandia.
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Los mismos autores sefialaron que esos niveles podrian ser aplicables en locales con sistemas
de ventilacién, ya que en invierno no existieron diferencias entre las casas con diferentes
sistemas de ventilacién. Donde el nivel normal limite se excedid, indicé que fuentes de

microbios anormales estuvieron presentes (Holmberg, 1987).

En el afio de 1995 se indicd que esta condicidn anormal en el ambiente interior puede estar
dada por una ventilacion insuficiente del local, en ambientes de residencias y oficinas en

respuesta a enfermedades del personal (Reponen, 1995).

Durante el afio 2000 se establecié que la concentracion de hongos en ambientes internos por
encima de 2000 UFC/m * puede ser considerada como un factor de riesgo serio para la salud
de los ocupantes. Muchas esporas fungicas son alergénicas, con capacidad de producir

respuestas alérgicas en individuos susceptibles (Klanova, 2000).

En el afio del 2002 se reportd en un estudio llevado a cabo en locales de La Universidad de La
Habana, que valores de UFC/m?® de aire superiores a 10 constituye un indicativo de

contaminacidén ambiental en ambientes interiores (Larone, 2002).

En general los niveles sefialados sélo sirven como referencia teniendo en cuenta que han sido

registrados en el interior de almacenes, museos, bibliotecas y residencias (Larone, 2002).

Por otra parte en el aifio 2004, Tagle Industrial Higiene Associates plantea que la concentracidn
debe ser menor de 1000 UFC/m?® y de especies combinadas para que no ocurran afectaciones

a la salud (Maldigan et al., 2004).

H. Maedios de cultivo

El objetivo fundamental de la utilizaciéon de los medios de cultivo es optimizar el crecimiento
de los microorganismos. La composicion basica de un medio incluye nutrientes, agente
solidificante (en los medios sélidos o semisdlidos), pH adecuado y componentes especificos.
En los medios de cultivo para el aislamiento de hongos, los antimicrobianos se utilizan con

frecuencia, tanto para inhibir el crecimiento bacteriano como el de otros hongos ambientales.
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Atendiendo a la composicion, los medios de cultivo pueden ser generales, enriquecidos,

selectivos, diferenciales y especializados (Mahon&Manuselis, 2000).

1. Tipos de medios de cultivo

e Generales: El mas caracteristico y clasico es el agar glucosado de Sabouraud (SDA), y su
equivalente en EEUU, el medio para mohos. Ambos se utilizan frecuentemente para el
aislamiento a partir de la muestra y para la descripcidn de las caracteristicas de la mayoria

de los hongos (Centro de Micologia del Departamento de microbiologia, 1994).

e Enriquecidos: Se utilizan especialmente en micosis sistémicas endémicas (histoplasmosis,
coccidioidomicosis, etc). Un ejemplo es la infusion cerebro-corazén (BHI) (Centro de

Micologia del Departamento de microbiologia, 1994).

e Selectivos: Son medios que favorecen el aislamiento de los microorganismos deseados
impidiendo el de otros. Los componentes mas utilizados como agentes selectivos son
antibacterianos (cloranfenicol, gentamicina, penicilina, estreptomicina) y también
inhibidores de hongos, como la cicloheximida que es especialmente util en las muestras
cutaneas y respiratorias de micosis sistémicas endémicas (Centro de Micologia del

Departamento de microbiologia, 1994).

e Diferenciales: Se utilizan para ayudar a la identificaciéon del hongo basada en su apariencia
en el medio, merced a la adicién de determinados componentes como por ejemplo
sustancias cromadgenas, o indicadores de pH (Centro de Micologia del Departamento de

microbiologia, 1994).

e Especializados: Son aquellos medios que contienen algin componente
(Guizotiaabyssinica) destinado a aislar un agente concreto (Cryptococcusneoformans) o
favorecer la identificacion de ciertas especies (medio de Czapek) (Centro de Micologia del

Departamento de microbiologia, 1994).
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2. Preparacion de los medios de cultivo

La buena calidad de los medios es indispensable para conseguir el aislamiento y la
identificacion en micologia; por lo tanto, cuando se utilicen medios comerciales es necesario
tener en cuenta la garantia que aporta el proveedor y la calidad de la distribucién (Centro de

Micologia del Departamento de microbiologia, 1994).

3. Control de calidad

Para asegurar la correcta utilizaciéon de los medios, debe controlarse periédicamente sus
caracteristicas mas importantes: apariencia, esterilidad, pH y funcionamiento. El
funcionamiento se puede evaluar utilizando las cepas de control adecuadas para cada medio

(Centro de Micologia del Departamento de microbiologia, 1994).

Los controles de calidad deben realizarse tanto, a los medios elaborados en el laboratorio,
como a los medios comerciales ya preparados; en este caso, es conveniente solicitar al
fabricante los controles a utilizar y los resultados para el lote suministrado (Centro de

Micologia del Departamento de microbiologia, 1994).

4. Soporte de los medios de cultivo

El soporte habitual para los medios de cultivo en micologia suele ser tubos de cristal o placas
de Petri (90 mm). La eleccion depende del usuario, autores como De How y Guarro proponen
el uso habitual de placas excepto, por razones de seguridad, en los casos de sospecha de
histoplasmosis, coccidioidomicosis, blastomicosis, paracoccidioidomicosis e infecciones por

Penicilliummarneffei(Centro de Micologia del Departamento de microbiologia, 1994).
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Si se utilizan tubos, deben incubarse en posicidon horizontal las primeras 24 h para el indculo
no se concentre en el fondo. Los tubos no deben ser los habituales de microbiologia porque
ellos las colonias no son faciles de aislar. Silos tubos utilizados son de tapdn de rosca, el cierre
debe mantenerse parcialmente abierto para garantizar las mejores condiciones
atmosféricas.Cuando se eligen placas, es conveniente que contenga 40 ml de medio para
evitar que se sequen y deben sellarse con cinta adhesiva para que no abran
involuntariamente. El precintado debe ser permeable al aire, ya que cuando el aire circula
libremente se favorece la produccién de pigmento y la superficie del agar se seca, permitiendo
el desarrollo del micelio aéreo y esporas (Centro de Micologia del Departamento de

microbiologia, 1994).

5. Almacenamiento

Los medios se deben guardar refrigerados a 2-8°C. Para mejorar su conservacion y prevenir la
desecacion, es aconsejable invertir las placas e introducirlas en bolsas de plastico.Las placas de
Petri suelen conservarse en buen estado unos tres meses, mientras que los medios
semisodlidos o liquidos en tubo de rosca se conservan bien hasta seis meses. Sin embargo,
ciertos medios, al contener sustancias inestables (antibidticos, vitaminas, sangre, etc.), no se

conservan en buen estado (Garcia &Uruburu, 2000).

6. Eleccion de los medios de cultivo

Los medios mas utilizados en el cultivo de hongos son: agar glucosado de Saboraud,
habitualmente con la modificacion de Emmons (SDA); agar infusidn cerebro-corazén (BHIA)
con o sin sangre de cordero al 5%, con o sin antibacterianos; agar inhibidor para mohos (MIA);
agar MycoseMycobiotic y agar glucosado de patata (PDA). Sin embargo, los hongos también
pueden crecer en medios no selectivos, si se incuban el tiempo suficiente, incluidos la mayoria

de los medios bacterioldgicos (Garcia &Uruburu, 2000).

El aislamiento de algin hongo puede verse dificultado por otros factores como la acidificacion
del medio utilizado (para impedir el crecimiento de bacterias). Para el aislamiento, la

utilizacion de 3-4 medios practicamente cubre todas las necesidades: agar glucosado de
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Saboraud (SDA) con/sin antimicrobianos; un medio con cicloheximida y agar infusion cerebro-

corazon, para las micosis sistémicas endémicas (Garcia &Uruburu, 2000).
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Iv. Justificacion

Se hace necesario identificar géneros fungicos predominantes en el aire, asi como determinar
también unidades formadoras de colonia por metro cubico de aire (UFC/ m® de aire) y el grado de
agresividad de los géneros encontrados, en las dreas ocupacionales y exteriores de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia y otras areas de la Universidad de San Carlos de Guatemala, ya
gue hay pocos estudios realizados sobre la aerobiologia en Guatemala, especificamente sobre

nivel fungico en el aire y por tanto un vacio de informacién sobre este tema.

El propdsito de este estudio fue realizar un andlisis, de la distribucién de particulas fungicas
microscépicas aerotransportadas en la atmodsfera, para determinar que géneros predominan
(caracterizacién) y en que proporcion se encuentran (UFC/m?® de aire). Y con esto determinar si
llegan a ser un riesgo en la salud de las personas que asisten a estas areas ocupacionales y sus
alrededores (exteriores), como personal administrativo, docente y estudiantil. Buscando evitar a
futuro,efectos capaces de alterar tanto la salud fisica como la mental del trabajador, estudiantes,
personal administrativo y docente provocando un mayor estrés y con ello una disminucién del
rendimiento laboral. Por esto es importante iniciar un documento que trate sobre la calidad del

aire interior y exterior, ya que pasamos mds del 80% de nuestro tiempo en ambientes interiores.
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V. Objetivos

General

Identificar ycaracterizar las cepas de los diferentes géneros fungicos aislados del muestreo

de la calidad del aire.

Especificos

Determinar la calidad microbioldgica del aire en distintas zonas (areas ocupacionales y
exteriores) de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaciay otras areas de la Universidad

de San Carlos de Guatemala.

Aislar y caracterizar los principales géneros de hongos presentes en el aire interior y
exterior de distintos lugares de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmaciay otras areas

ocupacionales de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Evaluar el grado de agresividad de los géneros fungicos presentes en el aire obtenido del

estudio, para observar sus caracteristicas y su comportamiento.
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VL. Materiales y Métodos

A. Universo de trabajo

Aerosol atmosférico de dreas ocupacionales y exteriores de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia y otras areas de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Siendo estas areas
LAMIR (Laboratorio Microbiolégico de Referencia)Edificio T-12, Laboratorio de Alimentos

Edificio T-11, Biblioteca Central y Rectoria.

B. Muestra

Las muestras analizadas fueron obtenidas de los muestreos mensuales realizados en el
proyecto macro, donde se muestrearon los locales seleccionados (LAMIR Edificio T-12,
Laboratorio de Alimentos Edificio T-11, Biblioteca Central y Rectoria). Este muestreo se hizo a
la hora de mayor indice de contaminacidn fungica (determinada en el proyecto macro). Los
muestreos se realizaron mediante el método volumétrico por impactacién.Para llevarlo a cabo se
utilizé el biocolector MAS-100 Eco, el cual se utilizéd para que aspirara 100 L/minuto de aire.Se
siguié un disefio diagonal, tomando tres puntos a la altura de un metro en dependencia de las

dimensiones del local.

En cada muestreo se siguié el mismo procedimiento para el recuento de carga fungica
presente en las dreas muestreadas. De estas cajas se realizo el aislamiento de las cepas de
interés para su posterior caracterizacién.Las cepas aisladas se sembraron en diferentes medios
de cultivo para observar sus caracteristicas macroscépicas, y se hicieron preparaciones en
fresco con azul de lactofenol para observar sus caracteristicas microscdpicas. Para determinar
el grado de agresividad de las cepas aisladas se realizaron diferentes pruebas de

competitividad, liberacién de pigmento y exudado.

1. Obtencion de muestras

Las muestras fungicas fueron aisladas del aire interior y exterior presente en los cuatro locales

gue se muestrearon durante febrero a agosto del afio 2008, a la hora seleccionada como de
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mayor contaminacién. Para esto se utilizé un aeroscopio ECO MAS-100, recolectando 100L por

minuto de aire en agar Saboraud con cloruro de sodio al 7.5%.

2. Aislamiento de las colonias fungicas

Para la identificacion del género de los hongos se realizd un aislamiento de las colonias
obtenidas después del muestreo. Cada colonia se aislé en una nueva caja de Petri, se utilizé
tres diferentes medios para el aislamiento segun las caracteristicas de la colonia, en los cuales
se utilizé agar CZAPEK-DOX, agar Sabouraud con NaCl al 7.5 % y agar PDA (Agar papa
dextrosa). Si la colonia no presentaba un buen crecimiento en alguno de estos medios de
cultivo, para llegar a establecer la identidad correcta del género del hongo, se realizd un
cultivo en ldmina o microcultivo con el objetivo de la obtencién y preservacién de la
morfologia microscdpica tipica de los hongos obligando al hongo a que esporulara, lo que

permitio realizar la identificacion definitiva de algunos de ellos.

Ya con el aislamiento de los hongos en los diferentes medios de cultivo, se obtuvieron
colonias puras y con esto caracteristicas morfolégicas macroscépicas de los cultivos. También
se realiz6 una descripcion microscépica del género fungico. Con las caracteristicas
macroscépicas y microscopicas se llegd a caracterizar los géneros de Aspergillus y
Cladosporiumhasta especie. Todos estos procesos se llevaron a cabo en una campana de
extraccion de flujo laminar para evitar cualquier contaminante en el laboratorio y al personal

que alli labora.

3. Caracterizacion e Identificacion de los géneros fingicos

Para la identificacién del género de los hongos predominantes, se utilizaron las técnicas
habituales de observacién directa y al microscopio. Para ello, se utilizé azul de lactofenol como
colorante para la preparacion de las muestras en fresco con laminas y cubreobjetos, y asi
establecer caracteristicas morfoldgicas en el microscopio. También se observaron las

caracteristicas macroscépicas de la colonia.
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4. Evaluacion del grado de agresividad de las cepas fungicas

A los géneros de las cepas con caracteristicas morfoldgicas patdgenas, los que produjeron
algun exudado o pigmento del medio de cultivo, se les realizé un aislamiento en diferentes
medios de cultivo CZAPEK-DOX o PDA, para observar sus caracteristicas, tales como tasa de
crecimiento, morfoldgicas, biodeterioro, competitividad entre especies de los géneros

Aspergillus y Cladosporium.

5. Cultivo en lamina o microcultivo

Se cortaron pequefios cuadros de 1 x 1 cm de agar CZAPEK-DOX, previamente preparados en
una caja de Petri, con un grosor de 4 mm. Este corte se realizd con un asa en espatula
previamente flameada. Se colocd el cuadro de agar encima de la lamina portaobjetos. Con un
asa en L se removid una pequefia porcién de la colonia fungica, y se inoculd los cuatro
cuadrantes del agar. Se cubrid con un cubreobjetos el cuadro de agar inoculado. Se saturd con
agua estéril, el disco de papel filtro (para mantener la humedad necesaria). Se Incub6 a 27°Cy
se examind visualmente el cultivo en forma periddica, hasta que se determind que la colonia

habia madurado y desarrollado sus estructuras.

Con unas pinzas, se separ6 el cubreobjetos del fragmento de agar, se retird del portaobjetos el
agar ahi adherido. Con el cubreobjetos se realizé una preparacion en fresco con azul de

lactofenol y se procedid a su caracterizacidn microscopica de la siguiente forma:

e Se colocd una gota de azul de lactofenol en una ldmina portaobjetos y luego se colocé
encima el cubreobjetos para hacer contacto con el lado que tiene el crecimiento del

hongo.
e Se le adiciond una gota de azul de lactofenol a la ldmina portaobjetos con el crecimiento
del hongo, se cubrié con un cubreobjetos y se elimind las burbujas de aire que pudieran

formarse presionando suavemente.

e Seselld las preparaciones con esmalte de uias para preservarlas.
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e Se observd al microscopio en seco débil.

C. Conservacion de las cepas flingicas

1. Conservacion en agar Saboraud

Este método se basd en el empleo de agar Saboraud el cual se prepard, segln las indicaciones

del proveedor.

e Se esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 min.

e Se distribuyd asépticamente 5 mL del medio en tubos de 90 x 10mm y se tapd con tapdn
de goma previamente esterilizado (tubos y tapones por separado) y se dejaron solidificar,
con un angulo de inclinacién para formar un slant o cufia (Centro de Micologia del
Departamento de Microbiologia, 1994).

e Sellevé a cabo la siembra del microrganismo de la siguiente manera:

e Setomd indculos de las cepas cultivadas, previa comprobacién de pureza.

e Se sembrd en el slant con asa de nicromo de manera estriada.

e Seincubd por 18-24 h a 37 °Cy posteriormente se mantuvo en refrigeracion.

2. Conservacion en medio semisolido caldo corazén

Este método se basa en el empleo del caldo corazén en sustitucidn de los componentes de la
férmula original del medio de conservacidon, propuesto en el afio de 1995 en

BacteriologicalAnalytical Manual (Garcia &Uruburu, 2000).

e Se esterilizd en autoclave a 121°C por 15 min y se distribuyd asépticamente 3 mL del
medio en tubos de 90 x 10 mm y se taparon con tapdén de goma previamente esterilizados
(tubos y tapones por separado).

e Sellevé a cabo la siembra del microrganismo de la siguiente manera:

e Setomd los indculos de las cepas cultivadas, previa comprobacién de pureza.

e Se sembrd en el medio con asa de nicromo hasta la mitad del tubo.
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e Se incubd por 18-24 h a 37 °C y posteriormente se mantuvo a temperatura ambiente

(Pefialva, 2000).

D. Preparacion de medios de cultivo para el aislamiento fungico

Para el crecimiento, aislamiento y esporulacién de las cepas a analizar se prepard y utilizo los

siguientes medios:

1. Agar CZAPEK-DOX

Se disolvieron 48 gramos del agar en un litro de agua desmineralizada. Se calenté como parte
de la preparacidn para su disolucidn total. Se esterilizé en la autoclave (15 minutos a 121°C) y
se verti6 en placas. El pH de 7.3 +0.2 se verific6 a 25°C. (Centro de Micologia del

Departamento de Microbiologia, 1994).

2. Agar de Sabouraud a 4 % de glucosa mas NaCl (cloruro de sodio)

Se disolvieron 65 gramos del agar en un litro de agua desmineralizada. Se calenté como parte
de la preparacién para su disolucién total. Se esterilizé en la autoclave (15 minutos a 121°C). El
pH de 5.6 +0.2 se verificd a 25°C y se agregd 7.5 gramos de NaCl por cada 100 ml de agar.

(Centro de Micologia del Departamento de Microbiologia, 1994).

3. Agar Corazén-Cerebro (BHI) con 5% de sangre carnero

Se disolvieron 52 gramos del agar en un litro de agua desmineralizada. Se calenté como parte
de la preparacion para su disolucién total. Se esterilizé en la autoclave (15 minutos a 121°C). El
pH 7.4 0.2 se verificé a 25°C. (Centro de Micologia del Departamento de Microbiologia,
1994).



35

E. Disefo de lainvestigacion

1. Muestray diseiio del muestreo

Las muestras consistieron de hongos recolectados del ambiente de 4 locales (LAMIR Edificio T-
12, Laboratorio de Alimentos Edificio T-11, Biblioteca Central y Rectoria), con el biocolector
MAS-100 Eco. Estos crecieron en cajas de petri con medio de agar Saboraud con NaCl (cloruro
de sodio) al 7.5 %. Se aislaron los géneros flngicos de interés y los que tenian mayor

predominancia.

Para el analisis de agresividad fungica, se utilizaron siete muestras de cada local, siendo estas
areas LAMIR Edificio T-12, Laboratorio de Alimentos Edificio T-11, Biblioteca Central y Rectoria,

solamente una por mes para cada area.

2. Analisis de resultados

La calidad microbiolégica para cada muestra se evalud en funcion de las especies presentes, su
cantidad por cada lugar de muestreo (dreas) y una comparacion descriptiva entre el espacio
interior y exterior de cada area de muestreo. El nivel de agresividad de las cepas aisladas, se
evalué en funcién de competitividad, liberacién de pigmento, liberacion de exudado y

morfologia macroscdpica de la cepa, el cual se presentd en forma descriptiva.
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VII. Aval de la unidad de investigacion

El presente proyecto fue realizado con el aval del ente ejecutor, Laboratorio Microbioldgico de
Referencia (LAMIR) y se deriva del proyecto denominado “Estudio Micoldgico del Aire en Areas
Ocupacionales y Exteriores de la Facultad de Ciencias Quimicas Y Farmacia y otras areas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala”. FODECYT 40-2007. Los resultados obtenidos en el

presente proyecto cuentan con el aval del LAMIR para su publicacién.
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VIIl. Resultados

A. Determinacion de la carga flingica total y por especie en los cuatro locales muestreados.

1. Cladosporium

En la tabla 2 se observa las especies caracterizadas de Cladosporium, las cuales

presentaron una aparicion constante en los cuatro locales muestreados.

Tabla 2.Especies caracterizadas de Cladosporiumen los cuatro locales aisladas de febrero a

agosto 2008.

Numero Especies de Cladosporium

Cladosporiumsp.
Cladosporiumsphaerospermum
Cladosporiumherbarum
Cladosporiumcladosporoides
Cladosporiumelatum

Cladosporiumvariabile

N o oA WwN R

Cladosporiumoxysporum

Fuente: Datos generados por el proyecto.
Nota: Las especies analizadas provienen de aislamientos realizados de géneros de Cladosporium

obtenidos en el proyecto 40-2007.
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En la grafica lpresenta que la mayor concentracién total de UFC/m® del género

Cladosporiumen el area exterior de los locales, se presento en el Laboratorio de Alimentos con

3010 UFC/m? en el mes de mayo, en el drea exterior. Mientras que la menor concentracion

total de UFC/m® de Cladosporiumse presentd en el mes de agosto en el Laboratorio de

Alimentos en el area exterior. La carga fungica del género Cladosporium en el resto de los

locales se noté mayor en abril y mayo, mientras que la menor contaminacién del género

Cladosporiumse presentd en agosto y julio en el area exterior.

Grafica 1. UFC/m?3 de Cladosporium acumuladas por mes en el exterior de los

locales muestreados (febrero a agosto de 2008)

3500
3000
- 2500
§ 2000
Z 1500
= 1000 —I~ —I Ivl
500 |- I — — .
c rHENEN=— =HNEN—— BESEN.  wamlm _
Rectoria Biblioteca Central Labqratorlo de LAMIR
alimentos
® Febrero 1332 448 1233 515
® Marzo 750 770 810 380
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= Mayo 970 2110 3010 620
® Junio 1190 660 660 515
m Julio 330 80 260 110
m Agosto 137 96 35 204

Fuente: Datos generados por el proyecto.
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En la grafica 2 presenta que la mayor contaminacién por el género Cladosporiumen el
interior de los locales, se presentd en el Laboratorio de Alimentos con 6630 UFC/m® en
mayo. Mientras que la menor contaminacion porCladosporiumse presentd en agosto en la
Biblioteca Central en el area interior. Con respecto al género Cladosporium en el resto de
los locales se notd una mayor presencia en abril y mayo, mientras que la menor carga del,

género Cladosporiumse presenté en agosto y julio en el area interior.

Grafica 2. UFC/m3 de Cladosporium acumuladas por mes en el interior de los
locales muestreados (febrero a agosto de 2008)
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m Febrero 3480 400 1107 1993
® Marzo 560 460 710 70
m Abril 1010 640 1290 1540
® Mayo 960 1310 6630 1010
® Junio 520 240 470 297
m Julio 357 110 168 132
m Agosto 129 58 388 107

Fuente: Datos generados por el proyecto.
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En la gréafica 3se observa que en el drea exterior de los locales, predomind Cladosporiumherbarum. Este se encontrd principalmente en
febrero en Rectoria. Cladosporiumelatum, se encontré predominante principalmente en el mes de mayo en el Laboratorio de Alimentos.
La presencia de Cladosporiumherbarum se mantuvo constante durante febrero, marzo y abril; mientras que Cladosporiumelatum, en julio
y agosto. Cladosporiumvariabile se encontré Unicamente en el Laboratorio de Alimentos y predomind en mayo y luego en menor

cantidad en junio.

Gréfica 3. UFC/m3 de especies de Cladosporium predominantes en el exterior de los locales muestreados (febrero a
agosto de 2008)
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Rectoria Biblioteca central Laboratorio de alimentos LAMIR

K Cladosporium sp. 64 8 9 32 | 24 10 | 15 | 11 12 14 | 58 | 30 | 10 18 | 21 10 | 39 | 37 | 13 19 | 48 6 32 | 22 | 12 10

0 2
i C. sphaerospermum | 0 0 11 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0
5 8

H C. herbarum 3398 | 542 | 981 | 419 | 20 2 0 389 | 448 | 626 | 556 3 0 1089 | 688 | 1278 | 998 2 0 0 |1945| 64 |1508| 502 0 3
E C. cladosporoides 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i C. elatum 18 10 9 439 | 430 | 306 | 102 0 0 0 654 | 189 | 86 | 38 0 0 2 | 4639 304 | 103 | 336 0 0 0 466 | 258 | 78 59
H C. variabile 0 0 0 12 2 10 4 0 0 0 11 7 5 7 0 0 0 954 | 125 | 43 32 0 0 0 7 4 15 4
B C. oxysporum 0 0 0 58 44 21 8 0 0 0 31 11 9 8 0 0 0 0 0 9 1 0 0 0 13 23 26 34

Fuente: Datos generados por el proyecto.
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En la grafica 4 muestra que Cladosporiumherbarumpredomind en el drea interior, principalmente de enero a abril en todos los locales.
Mientras que Cladosporiumelatum, predomind de junio a agosto. En mayo se presenté la mayor carga fungica del género Cladosporium,
en el Laboratorio de Alimentos. Se encontrd que las especies que estuvieron presentes en este mes fueron C. herbarum, C. elatumy C.
variabile. La tercera especie en predominancia fue Cladosporiumvariabile, y se presentd de mayo a julio. Las demas especies de

Cladosporiumno tuvieron una aparicion importante, ya que se aislaron poco.

Grafica 4. UFC/m3 de especies predominantes de Cladosporium acumulados por mes en el interior de los locales
muestreados (febrero a agosto de 2008)
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M Cladosporium sp. 29 41 48 23 37 24 26 12 14 17 52 11 4 2 40 20 15 31 32 10 2 13 4 17 9 3 14 13
E C. sphaerospermum | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 ] 0 0 0 ]
B C. herbarum 1303 | 709 | 1792 | 469 | 89 0 0 | 436 | 756 | 1743 | 969 0 0 0 |1193| 790 |1596|1505| 1 0 0 | 502 | 376 | 423 | 587 | 3 0 0
H C. cladosporoides 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 11
E C. elatum ] 0 0 411 | 998 | 243 76 0 0 0 |1089| 634 66 85 0 ] 9 1405 | 422 | 195 12 0 0 0 0 502 63 102
H C. variabile 0 0 0 0 39 29 12 0 0 0 0 6 3 0 0 0 69 | 203 | 49 5 0 0 0 0 0 0 33
H C. oxysporum 0 0 0 67 27 34 23 0 0 0 0 9 3 4 0 0 0 0 0 6 1 0 0 0 24 7 33 45

Fuente: Datos generados por el proyecto
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2.Aspergillus

En la tabla 3 se observa las especies caracterizadas de Aspergillus, las cuales

presentaron una aparicion constante en los cuatro locales muestreados.

Tabla 3.Especies caracterizadas de Aspergillusen los cuatro locales aisladas de febrero a

agosto 2008.

Numero Especies de Aspergillus

Aspergillussp.
Aspergillus versicolor
Aspergillus tamariikita
Aspergillus flavus
Aspergillus wentii
Aspergillus sydowii
Aspergillus niger

Aspergillus fumigatus

O 0 N o u B W N

Aspergillus terreus

Fuente: Datos generados por el proyecto.
Nota: Las especies analizadas provienen de aislamientos realizados de géneros de Cladosporium

obtenidos en el proyecto 40-2007.



43

En la gréfica 5 muestra que la mayor contaminacién por el género Aspergillus en el area

exterior de los locales, se presentd en el Laboratorio de Alimentos con 240 UFC/m3en mayo.

Mientras que en junio fue en la Biblioteca Central. El segundo local en donde la carga fungica

de Aspergillus se presenté en mayor concentracién fue en el LAMIR en junio con 103 UFC/m°.

Con respecto a este género en el area exterior de todos los locales,presenté un

comportamiento variable a través de los meses, siendo en mayo cuando se encontré mayor

carga fungica de este.

Grafica 5. UFC/m3 de Aspergillus acumulados por mes en el exterior de los

locales muestreados (febrero a agosto de 2008)
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Fuente: Datos generados por el proyecto.
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En la grafica 6 muestra que la mayor contaminacion por Aspergillus en el area interior de
los locales, se presenté en el LAMIR con 574 UFC/m? en agosto. El segundo local en donde
se presentd en mayor concentracion fue en el Laboratorio de Alimentos en mayo con 250
UFC/m>. Mientras que en el mes de junio fue en la Biblioteca Central. Este género

presentd un comportamiento variable a través de los meses.

Grafica 6. UFC/m3 de Aspergillus acumulados por mes en el interior de los
locales muestreados (febrero a agosto de 2008)
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M Febrero 120 40 25 148
B Marzo 80 80 20 40
= Abril 30 10 20 20
H Mayo 0 50 250 150
M Junio 20 0 30 79
M Julio 60 19 11 22
= Agosto 22 52 49 574

Fuente: Datos generados por el proyecto.
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En la grafica 7 se observa que las especies de Aspergillus que mas predominaron en el drea interior de los locales, fueron Aspergillus flavus y
A.niger. Estos estuvieron presentes durante todos los meses muestreados, predominando de febrero a mayo, en todos los locales. Mientras que

Aspergillus wentii y sydowii, predominaron mas julio y agosto. En agosto fue cuando se presentd la mayor carga flngica por este género,y se

registré en el LAMIR, y la especie predominante fueAspergillus sydowii.

Grafica 7. UFC/m?3 de especies predominantes de Aspergillus acumuladas por mes en el interior de los locales
muestreados (febrero a agosto de 2008)
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EA. sp. 3 6 1 0 1 2 2 6 5 1 0 1 8 2 0 0 8 0 1 9 3 5 0 4 1 0 54
HA. versicolor 0 2 1 0 0 0 0 1 4 0 2 0 0 0 0 0 0 5 0 1 0 2 3 0 2 0 1 0
B A. tamarii kita 5 6 1 0 0 0 0 3 3 0 1 0 0 1 1 1 2 11 0 0 1 9 1 2 2 6 1 1
WA flavus 8 11 5 0 0 6 0 8 14 2 4 0 0 2 5 2 2 19 5 1 3 23 2 2 3 0 0 79
E A. wentii 0 0 1 0 5 16 5 0 1 0 3 0 4 11 0 0 0 13 4 2 10 0 0 0 9 19 2 143
HA. sydowii 2 0 0 0 2 10 2 0 0 0 2 0 2 9 0 0 0 9 3 3 9 0 0 0 18 | 20 3 156
E A. niger 52 29 11 0 2 8 0 11 25 4 15 0 4 2 9 10 9 92 8 3 3 52 14 9 50 8 2 10
HA. fumigatus 45 24 9 0 8 18 12 9 19 3 16 0 8 18 6 5 5 80 7 0 14 45 11 5 54 17 10 | 102
W Aspergillus terreus | 5 2 0 0 0 0 1 2 5 0 2 0 0 1 2 2 2 6 2 0 0 10 4 1 1 0 0 0

Fuente: Datos generados por el proyecto.

Nota: Especies de Aspergillus, que tuvieron poca aparicion durante los meses (0 a 5 UFC/m3), se encuentran mencionadas en la grafica como Aspergillussp.
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La grafica 8 presenta que las especies de Aspergillus predominantes en el area exterior en todos los locales fueron Aspergillus nigery A.fumigatus.
La mayor carga fungica de Aspergillus en el drea exterior se presentd en mayo en el Laboratorio de Alimentos. La especie que predomind en este
local fue A.niger. Con respecto al comportamiento de las diferentes especies de Aspergillus, estas tuvieron una baja durante los meses de julio y

agosto, presentando un comportamiento constante durante febrero a mayo en todos los locales. Las especies en predominancia fueron A. niger,

A. fumigatus y A. flavus.

Grafica 8. UFC/m3 de especies predominantes de Aspergillus acumuladas por mes en el exterior de los locales muestreados
(febrero a agosto de 2008)

250

200
E 150
£ 100
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Rectoria Biblioteca central Laboratorio de alimentos

WA sp. 190 33| 2|3|7|8|1|0f|o0o|2|2|0|1|12|1|212/|1|2]|3|1|9]|10|2]|1
EA. versicolor o|lo|o|lo|of|o|1|2|1|2|0|0|0|2|0|o0o|o|s5|0o|o0o|o0o|o|2|0|o0|o0of|o]|o
 A. tamarii kita 6 |10 5|1 |1|0|0)|3|2|5|0|0|0f|o0o|3|0|1|9|0o|o0o|o|7|2|1|0|0|0]0
EA. flavus 4|5 |5|0|6|0f|o0o|9|5|8|0of|o|o0o|1|4|0|2|42|0|0|0|1w0|5)|4|0|0)| 0|0
B A. wentii o|lo|of|1|2|6|12|0|0|0|7|0|2|5|0|0f|o0o|15|1|6)|2|0|0]|0]|2/|17|2]10
WAsydowi | 0o | o | o |o|s5|7|5|0|0|o0o|5|0|o0o|4|0|o0o|0o|s6|0)|3|1|0)|0|o0o)|2|14|3]s
E A. niger 18|20 | 15| 4 |14 | 4| 2 | 21|28 | 18| 8|0 | 2|1 |122| 0 |122|7)| 4|8 | 0| 17|18 17|21 16| 0 | 4
EA. fumigatus 14 | 16 | 13 | 4 | 26 |13 |17 |17 | 25 | 15| 9 | 0o | 4 | 12| 6 | 0 | 4 |66 | 4 | 11| 6 | 12| 9 | 6 | 23| 41| 4 | 11
B Aspergillusterreus| 1 | o | 2 | o | 3 | o | 1|21 | 2|2|0|0|o0o|o0o|1|0|0|4|0|1|0)|3|0|1|3|1|0]0

Fuente: Datos generados por el proyecto.
Nota: Especies de Aspergillus, que tuvieron poca aparicion durante los meses (0 a 5 UFC/m?), se encuentran mencionadas en la gréfica como

Aspergillussp.



47

B. Competencia de crecimiento de los géneros de Aspergillus y Cladosporium

1. Aspergillus

La especie de Aspergillus mas agresiva en crecimiento es A. niger, esta abarcé la mayor parte de la

caja de Petri en 7 ocasiones, respecto a las demds especies de Aspergillus, con las cuales se puso a

competira las mismas condiciones de temperatura, medio de cultivo y de tiempo de incubacion.

Las otras especies de Aspergillus, que presentan un comportamiento agresivo referente al

crecimiento son Aspergillus fumigatus, A.terreus y A.versicolor. Estas fueron las que le siguieron en

predominancia en la competencia de crecimiento abarcando en 3 ocasiones (cada una de las

especies), la mayor parte de la caja de Petri. Las demas especies, no presentaron un

comportamiento tan agresivo, ya que muchas de estas especies tuvieron un crecimiento muy

parejo ocupando un espacio muy equitativo en la caja y no hubo una predominancia tan marcada

(tabla 4).

Tabla 4. Competencia de crecimiento de las diferentes especies de Aspergillus aisladas de febrero

a agosto 2008 a los siete dias de incubacién en agar PDA a 26°C

Cepas en competencia

% de crecimiento

total en caja de petri

Cepa

predominante

% de crecimiento
cepa predominante

en caja de petri

> > > > > > > > > > >

. nigervs A. fumigatus

. terreus vs A. fumigatus

. wentiivs A. niger

. versicolorvsA. nidulans

. higer vs A. versicolor

. terreus vs A. terricola

. versicolor vs A. tamariikita
. nidulansvs A. fumigatus

. higer vs A. parasiticus

. tamariikita vs A. flavus

. tamariikita vs A. terreus

A. flavusvs A. fumigatus

100
100
100
70

100
100
80

100
100
80

100
100

. higer

. fumigatus
. higer

. versicolor
. niger

. terreus

. versicolor
. fumigatus
. higer

. flavus

> > > > > > > > > > >

. terreus

A. fumigatus

60
70
95
45
95
90
40
95
95
45
85
90



A. wentiivs A. sydowi

A. terreus vs A. pseudoelegans
A. flavus vs A. terricola

A. nigervs A. ochraceus

A. aureolusvsA. niger

A. unilateralisvsA. niger

A. versicolor vs A. terricola

65 A. wentii

90 A. terreus
70 A. flavus

90 A. niger
100 A. niger

90 A. niger

60 A. versicolor

35
80
50
50
90
80
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Fuente: Datos generados por el proyecto.

Nota: Las especies analizadas provienen de aislamientos realizados de géneros de Aspergillus obtenidas en

el proyecto 40-2007.

Las especies de Aspergillus que produjeron pigmentacién en el agar y también presentaron

exudado, fueronA. niger, A. fumigatus, A. terreus, A. nidulansy A. flavus, las cuales presentan un

comportamiento mas agresivo al presentar ambas caracteristicas y una coloracién mas intensa en

su pigmentacion (Rapaeret al., 1998).Con las especies de A. versicolory A. tamariikita, estas

presentaron ambas una coloracidon crema, y con respecto a la presencia de exudado esta fue

ocasional en ciertas colonias y en otras no. Mientras que las especies de A. ochraceus, A.

subolivaceus, A. aureolus,A. terricola, A. sparsus, y A. parasiticus, sélo presentaron presencia de

pigmentacién en el agar, con lo cual su comportamiento agresivo es mas reducido. Y las especies

gue no presentaron ninguna de las caracteristicas de comportamiento agresivo fueron A. wentii,

A. sydowii, y A. pseudoelegans, con lo que su comportamiento agresivo es débil (tabla 5).

Tabla 5.Liberacion de exudado y pigmentacion en las diferentes especies de Aspergillus, a los 7

dias de incubacidn en agar CZAPEK-DOX.

Especie Pigmentacion Exudado
Aspergillus fumigatus Amarillo tenue Si
Aspergillus flavus Amarillo verdoso Si
Aspergillus niger Amarillo tenue y/o crema Si
Aspergillus terreus Ambar a rojizo Si
Aspergillus nidulans Plrpura Si
Aspergillus wentii Incoloro No
Aspergillus sydowii Incoloro No



Aspergillus pseudoelegans
Aspergillus ochraceus
Aspergillus subolivaceus
Aspergillus unilateralis
Aspergillus aureolus
Aspergillus terricola
Aspergillus sparsus
Aspergillus versicolor
Aspergillus parasiticus

Aspergillus tamariikita

Incoloro

Amarillo tenue

Crema
Incoloro
Amarillo
Canela
Crema

Crema

Amarillo tenue

Crema

No
No
No
No
No
No
No
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Ocasional

No

Ocasional

Fuente: Datos generados por el proyecto.

Anexos C.1y C.3

Nota: Las especies analizadas provienen de aislamientos realizados de géneros de Aspergillus obtenidas

en el proyecto 40-2007.

2. Cladosporium

Las especies de Cladosporiummds agresivas en crecimiento son Cladosporiumherbarumy

C.oxysporum, estas abarcaron la mayor parte de la caja de Petri en 2 ocasiones cada especie, en

comparacion con las demas especies de Cladosporium, con las cuales se puso a competira las

mismas condiciones de temperatura, medio de cultivo y de tiempo de incubacion (tabla 6).

Tabla 6. Competencia de crecimiento de las diferentes especies de Cladosporium aisladas de

febrero a agosto 2008 a los siete dias de incubacién en agar PDA a 26°C

Cepas en competencia

% de crecimiento total

en caja de Petri

Cepa

predominante

% de crecimiento
cepa predominante

en caja de petri

C. elatumvs C. herbarum
C. oxysporumvs C.
herbarum

C. elatumvs C. oxysporum

C. cladosporioides vs C.

90
90

85
70

C. herbarum

C. oxysporum

C. oxysporum

C. variable

50
50

45
45
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variable

C. cladosporoides vs C. 75 C. cladosporoides 45
oxysporum

C. herbarum vs C. variable 80 C. herbarum 50

Fuente: Datos generados por el proyecto.
Nota: Las especies analizadas provienen de aislamientos realizados de géneros de Cladosporium obtenidos

en el proyecto 40-2007.

Todas las especies de Cladosporiumprodujeron su pigmentacion en el agar. El color de la
pigmentacién fue negro a verde oscuro, y la Unica especie que presentd ambas caracteristicas
(presencia de exudado y pigmentacion) fue Cladosporiumherbarum, la cual presenta un
comportamiento mas patégeno al presentar ambas caracteristicas en relacidn con las demas

especies de Cladosporium(tabla 7).

Tabla 7. Liberacion de exudado y pigmentacion en las diferentes especies de Cladosporium, a los 7

dias de incubacion en agar CZAPEK-DOX.

Especie Pigmentacion Exudado
Cladosporiumelatum Negro Ocasional
Cladosporiumherbarum Negro Si
Cladosporiumoxysporum Verde oscuro No
Cladosporiumcladosporoides Verde oscuro No
Cladosporium variable Verde oscuro No

Fuente: Datos generados por el proyecto.
Nota: Las especies analizadas provienen de aislamientos realizados de géneros de Cladosporium obtenidos

en el proyecto 40-2007.
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IX. Discusion de resultados

A. Determinacion de la carga flingica total y por especie en los cuatro locales muestreados.

La identificacién de géneros fungicos en las diferentes areas geograficas y el reconocimiento
de su distribucidén tienen un gran interés, tanto para el conocimiento del tipo de esporas
existentes en un determinado habitat y el comportamiento agresivo que estas pudieran
presentar. Por esto se aisld y se caracterizd los diferentes géneros flngicos para determinar
gue género o géneros, predominaban en cada drea de muestreo siendo estos Cladosporiumy
Aspergillus. Estos géneros se caracterizaron hasta especie, asi también se describié las
diferencias significativas entre area interior y exterior, con respecto al predominio de los
géneros fungicos (Cladosporiumy Aspergillus) y se observd la influencia ocasionada por
factores externos e internos entre ambas areas, en los cuatro locales muestreados. Se
encontré mayor presencia de ambos géneros en el interior de los locales que en el exterior.
Con lo cual no se relaciond con los estudios realizados por Herrero et al., 1996, que indican
que los valores de UFC/m® de Aspergillus sp., Penicilliumsp y Cladosporiumsp. son
significativamente mayores en exterior que en interior. Con relaciéon a la carga fungica de los
géneros predominantes ambos se encontraron con limites mayores a los establecidos por
varios autores como (Miller et al, 1988) asume que el limite maximo de hongos contables en el
aire UFC/m’ es de 150 UFC/m?® y (Moreyet al., 1984) propone limites que indican riesgo para la
salud de los ocupantes sobre los 1000 UFC/m?>. Oghkeet al. (1992) consideré el valor de 100
UFC/m® como valor méximo, cuando realizé un muestreo sistematico en 11 edificios publicos.
En EEUU, consideran valores por encima de 100 un riesgo para la poblaciéon expuesta. En
contrapartida Yang (1993) sugiere 200 UFC/m* en un estudio de 2000 muestras Kim et al.
(2007) encontré valores de interior de 360 UFC/m?y exterior 950 UFC/m?y los relacioné con la
manifestacidén de sintomas alérgicos en una poblacién de estudiantes en Uppsala. Ademas se
caracterizd los géneros predominantes de las dreas hasta especie y se evalué sus diferentes
caracteristicas agresivas por medio de las pruebas de competitividad entre cepas, presencia de

pigmento y liberacion de exudado.
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1. Cladosporium

El género que predominé mayormente fue Cladosporium, en los cuatro locales muestreados
LAMIR (Laboratorio Microbiologico de Referencia) Edificio T-12, Laboratorio de Alimentos
Edificio T-11, Biblioteca Central y Rectoria. Lo que coincidid con los hongos de interior y
exterior mas comunes encontrados por otros autores (Herrero et al., 1996, Icenhour y Levetin
1997, Levetin y Shaughnessy 1997, Garretet al. 1997, Rosas et al. 1997, 1998, Infante et al.
1999, Calderdn et al. 1995, 1997, Griffin 2004, Awad 2005). Registros similares son reportados
por Icenhour y Levetin (1997) en donde Cladosporiumfue el género mas abundante. Calderdn
et al. (1997) reportaron datos semejantes donde Cladosporium, Alternaria y Penicilliumfueron
los géneros que predominaron. El género Cladosporiumtiene una presencia alta y casi
constante en la mayoria de los recuentos realizados en varios paises. Se muestrearon 4 locales
para determinar la carga fungica total del género Cladosporium, de estos locales muestreados
todos estan ubicados en el campus central de Universidad de San Carlos de Guatemala. Con lo
referente a la carga fungica total en el exterior y en el interior, del género Cladosporium, el
local que presenté la mayor concentracién de este género fue el Laboratorio de Alimentos
(graficas 1 y 2) esta se dio en mayo.En Guatemala existen dos estaciones marcadas:
la temporada seca, y latemporada de lluvias, la cual abarca de mayo a noviembre, con un
clima templado en el con medias de 18 a 25 °C (INSIVUMEH, 2008). Es decir, a menor
temperatura existe un mayor nimero de esporas en el aire, con lo cual se vio afectado y el
nivel de carga fungica de este género se vio favorecido con el cambid de clima durante
mayo.Ademas, Herrero et al., 1996, menciona que los hongos en el aire que se encuentran en
invierno son termotolerantes y tienen un rango de crecimiento entre 12 y 55 °C, como en este
estudio ya que Cladosporiumes termotolerante este presenté una aparicidon constanteen los
meses de muestreo con relacion al clima. Con relacién al Laboratorio de Alimentos, este
presenta en su area exterior una pequefa area verde, lo que pudo influir que este género se
presentara con mayor concentracion en ambos ambientes, ya que la mayoria de las especies
de Clasdosporium son saproéfitas y habitan sobre vegetacién o sobre el suelo, ademas de
poseer una distribucidon cosmopolita(Pefalva, 2000). También se menciona que en prevalencia
en los ambientes, las especies a destacar en el ambiente extramural son Alternaria y
Cladosporium, halladas sobre plantas y en zonas putrefactas del suelo como menciona

(Beaumont, 1985). En comparacién con los otros tres locales el Laboratorio de Alimentos
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posee mas area verde seguido de LAMIR y la Biblioteca Central asi como Rectoria no poseen

area verde en su exterior.

Como se observa en la grafica 1 y 2, el género Cladosporium, se manifestd con una
concentracién fungica mas elevada durante febrero a junio en el exterior asi como en el
interior, en todos los locales. Este género esta presente en el aire de interior y exterior
durante todo el afio, y las mayores concentraciones se alcanzaron durante el final de la época
seca como ocurrié en este estudio. Los recuentos de este género se disminuyeron a partir de
los meses de junio, julio y agosto, que es el inicio la época lluviosa en Guatemala, con lo que
establece que este género se ve influenciado por el clima, y es beneficiado por el clima seco a
caluroso y afectado grandemente por una elevada humedad. El género Cladosporium,
pertenece a la familia-forma Demacidceas (orden forma Moniliales, subdivision
Deuteromicotinas) que engloba a unas 40 especies. En este estudio se aislaron un total de 7
especies, las que predominaron en todos los locales, tanto en exterior como en el interior
fueron Cladosporiumherbarumy C. elatum. Estas tuvieron una presencia marcada comparada
con las demas especies graficas 3 y 4. Esto coincide con la teoria que indica que las especies
mas comunes son C. elatum, C. herbarum, C. cladosporioides y sphaerospermum(Alcalaet al.,
1998). Ademas, se indica que en aire la especie mas comun es C. herbarum, esta se presentd
durante todos los meses de muestreo, pero tuvo un predominancia muy marcada, en mas del

90%. Fue la especie casi Unica de febrero a abril en ambos ambientes.

2. Aspergillus

El género Aspergilluspresenta una aparicidén casi constante en el aire de interior y exterior de
edificios; asi mismo se encuentra en muestras de semillas y granos almacenados y en polvo
doméstico, donde especies de este género han sido sefaladas como favorecedoras del
crecimiento de los acaros, ya que aseguran a estos, un aporte vitaminico adecuado vy la
predigestion de las escamas dérmicas de las que se alimentan (Rapaeret al., 1998). Este
género es uno de los mas citados en los calendarios aeromicoldgicos de todo el mundo, y se

caracteriza por tener una presencia alta y constante en la mayoria de los recuentos.
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De los cuatro locales muestreados, donde se observé su mayor concentracion en el ambiente
exterior, fue en el Laboratorio de Alimentos en mayo grafica 5. Esto debido a que el
laboratorio de alimentos contaba en el exterior con un area verde, semi-boscosa, lo que
influye en que se tengan las condiciones de sustrato, temperatura y humedad perfectas para
su presencia y posterior diseminacion. Mientras que en el ambiente interior este presento,
una mayor concentracion en el LAMIR, en el mes de agosto gréfica 6. Se debe resaltar que
durante ese mes se tenia en proceso el analisis de cepas recolectadas, tanto en el estudio
macro, como en los diferentes estudios derivados del mismo, incluyendo el presente estudio.
Por lo que, se puede esperar que dicha variable haya sido afectada por las condiciones
presentes en ese momento en el laboratorio, ademads los dos locales mencionados son los que
poseen mayor darea verde en relacién a la Biblioteca Central y Rectoria. Por lo antes
mencionado la mayor carga fungica del género Aspergillus, tanto de exterior como de interior,
encontrada en Laboratorio de Alimentos y LAMIR, se explicaria porque los ambientes situados
en ambientes mas naturales rodeados de vegetacion y menos urbanizados estan expuestos a
mayor numero de fuentes de esporas de hongos, estos argumentos son compartidos por otros
autores (Bovalliuset al., 1978; Li anKendrich, 1995; Hargreaveset al., 2003).

Con relacidn a las especies de Aspergillus, encontradas en los diferentes locales en el ambiente
interior, en la grafica 7, se observa que las especies de este género que mas predominaron en
el area interior de los locales, fueronAspergillus flavus y Aspergillus nigerestos estuvieron
presentes durante todos los meses muestreados, predominando mas de febrero a mayo, en
todos los locales. Mientras que Aspergillus wentii y sydowii, predominaron mas en agosto y

julio.

En la grafica 8, se observa que las especies de Aspergillus predominantes en el drea exterior en
todos los locales fueron Aspergillus nigery Aspergillus fumigatus (anexo A.1 y A.2). Con
respecto al comportamiento de las diferentes especies de Aspergillus en el drea exterior, estas
tuvieron una baja durante julio y agosto, presentando un comportamiento constante durante
febrero a mayo en todos los locales. Como este género es termoestable, tiene un
comportamiento variable con respecto a la temperatura, ya que son capaces de crecer a
temperaturas de entre los 15 y 53 grados centigrados, por lo que el comportamiento de las

especies estuvo variable a través de los meses de muestreo (Pefialva, 2000).
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Las especies predominantes de Aspergillus coinciden con las predominantes a través del
mundo las cuales son A. niger, A. fumigatus y A. flavusgraficas 7 y 8 (Sarria et al., 2005).
Ademas de encontrarse presentes todo el afio, estds aumentan durante el invierno como
ocurrié en los meses de muestreo que aumenté la humedad de mayo a agosto, los locales mas
afectados fueron el LAMIR y el Laboratorio de Alimentos por la presencia de corrientes de aire
provenientes del exterior por tener ambas areas verdes en sus alrededores. Esto influyd en el
aumento de especies deAspergillus, mayormente en estas dreas, ya que el resto de los locales

la presencia de areas verde a semi-boscosas es menor.

B. Competencia de crecimiento de los géneros de Aspergillus y Cladosporium

Para determinar la agresividad de invasion y el nivel de agresividad, asi como el nivel de
biodeterioro, se tomaron las caracteristicas de velocidad de crecimiento (competitividad de
géneros entre cepas de las diferentes especies), produccidn de pigmento y exudado. Esto para
observar si llegaban a ser perjudiciales para la salud humana. Todo a las mismas condiciones
de temperatura, periodo de incubacion y medio de cultivo. Tomando en cuenta que a mayor
crecimiento en la caja de Petri, producciéon de pigmento y exudado, la especie se considera
mas agresiva por presentar estas caracteristicas. Y al no presentar caracteristicas o presentar

menos cualidades la especie se considera menos agresiva.

1. Aspergillus

El Aspergillus es un hongo filamentoso, ubicuo y cosmopolita que se encuentra en la
naturaleza y en las viviendas. Se puede aislar de la tierra, de los sistemas de ventilacion, del
agua (Gassiotet al., 2000). Se conocen unas 900 especies de Aspergillus, que Rapper y Fennell
clasifican en 18 grupos, de los que sdlo 12 se relacionan con enfermedad humana: Aspergillus
fumigatus (85%), A. flavus (5-10%), A. niger(2-3%), A. terreus(2-3%), A. versicolor, A.nidulans,
A. glaucus, A. clavatus, A. cervinus, A. candidus, A. flavipes y A. ustus. Esta clasificacion se basa
en las siguientes caracteristicas morfoldégicas del hongo: tamafio y forma de las cabezas
conidiales, morfologia de los conidiéforos, fidlides y métulas, y en la presencia de células de

Hille y de esclerocios (Latgé, 1999).
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Las principales puertas de entrada para el Aspergillus son el pulmdn y los senos paranasales,
pero pueden afectar de forma primaria o secundaria otros organos (Latgé, 1999). La especie
de Aspergillus, que presenté el nivel mas alto de competitividad entre las diferentes especies
aisladas de Aspergillus, en los muestreos fue Aspergillus niger, tabla 4. Ademads esta especie
también presentd pigmentacion en el agar asi como presencia de exudado, tabla 5. Por esto la
capacidad de producir pigmentos por especies de Aspergillus les confiere una caracteristica

intrinseca biodeteriorante a una gran gama de sustratos, tabla 1.

Las especies que continuaron en nivel de competitividad con un comportamiento patogénico,
fueron las especies de A. fumigatus, y A. terreus, tabla 4. Ademas de presentar estas dos
especies produccién de pigmento y exudado, tabla 5. Aspergillus fumigatusliberd un pigmento
amarillo en el medio de cultivo, con lo cual se menciona en la teoria que este pigmento
parecido a la melanina participa en la patogenicidad durante las aspergilosis (Hooget al.,
2000). Con respecto a A. terreus (anexo A.3), su produccién de pigmento es la que le confiere
su mayor grado de patogenicidad, como se observa en la tabla 5, produjo un pigmento color
ambar, el cual indica la teoria que este participa en la patogenicidad de esta especie (Robledo,
1991). La especie de Aspergillus flavus, que sélo presentd produccién de pigmento (amarillo-
verdoso) y exudado con un nivel mds bajo de patogenicidad, tabla 5. Esta pigmentacion de
esta especie provoca dafios a documentos manchdndolos de color café y amarillo, en diversas

tonalidades, y que esta es dafiina para los documentos (Severo et al., 1997).

Las especies consideradas mas patdgenas a nivel clinico, son A. nigery A. fumigatus, segun las
caracteristicas antes mencionadas con los cual también concuerda con la teoria (anexo C.2).
Comparando las especies de Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger, esta ultimatiene
conidios mas grandes, lo cual hace que sus conidios permanezcan adjuntos al sustrato; por
consiguiente su dispersién por el aire y la llegada a los alvéolos le es mas dificil. Ademas a nivel
biodeteriorante, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus, producen melanina, el cual es un
pigmento que les confiere resistencia y virulencia, pues evita la lisis enzimatica, ademas de
conferir resistencia al calor excesivo en algunos momentos, lo cual podria estar asociado a la

L-dihidroxifenilalanina y a la activacién del gen mel(Rehnstromet al., 1997).
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2. Cladosporium

El género Cladosporiumse encuentra frecuentemente en el aire libre en zonas templadas,
encontrandose presente durante todo el afo. La especie de Cladosporiumque presentd un
comportamientomds agresivo en relacién al crecimiento, presencia de pigmentacién y
exudado, fue Cladosporiumherbarum (anexo B.1), tabla 7 y 8. Esta especie es la que
predomind en el aire. Y es uno de los hongos mas alergénicos respiratorios mas importantes y
se le ha implicado en casos de asma vy fiebre del heno. Aunque se observé la presencia de
pigmentacién, exudado y un crecimiento alto en competencia, no es un agente infeccioso
importante pero, en climas calidos, puede producir infecciones cutdneas, subcutaneas y

queratitis.
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X. Conclusiones

Se determind que los géneros predominantes en los muestreos peridédicos durante los siete

meses fueron Aspergillus y Cladosporium, en todos los locales.

Se observé que la carga fungica del género Cladosporium, fue mayor en el Laboratorio de
Alimentos, tanto para el ambiente interior (3010 UFC/m?) como en el exterior (6630 UFC/m?),

en mayo.

La especie predominante del género Cladosporium, fue C. herbarum, la cual estuvo presente
durante febrero a agosto, asi como la que predominé en los todos los locales muestreados, en

ambiente exterior e interior.

La especie de Cladosporium, la cual presenté una mayor agresividad de crecimiento en la
competencia de cepas, asi como presencia de pigmento y exudado, fue C. herbarum lo que se

le considera una cepa con mas caracteristicas agresivas.

La carga fungica con respecto a Aspergillus, se presentd con mayor concentraciéon en el
Laboratorio de Alimentos en el area exterior en mayo (240 UFC/m?), mientras gue en el drea
interior fue en el LAMIR la que presentd la mayor carga fungica de este género en agosto (574

UFC/m’).

El género Cladosporium, presentd un comportamiento predominante durante la época seca o
de verano, ya que se manifesté en mayor concentracién fungica en febrero a abril, y tuvo una
reduccién en su concentracién en los siguientes meses de muestreo conforme se acercaba la

época de invierno.

Para las especies del género Aspergillus, la que tuvo una mayor aparicién fue Aspergillus niger,

esta predomind en ambos ambientes en todos los locales.
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8. Con respecto a Aspergillus, la especie que manifestod todas las caracteristicas patdgenas y tuvo
una alta tasa de crecimiento con respecto a la competencia entre las diferentes especies, fue

Aspergillus niger.

9. Otra especie a considerar es Aspergillus fumigatusque presentd un comportamiento agresivo.
Esta también se registr6 en segundo lugar de predominancia, esta especie tiene una
diseminacion mas elevada debido al tamafio reducido de sus conidios, comparada con

Aspergillus niger.
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Xl Recomendaciones

Realizar mas estudios aerobioldgicos para lograr establecer la calidad del aire, principalmente
en ambientes interiores para asi establecer si existe un riesgo de enfermedades o alergias,
para el personal que alli labora y también lograr establecer si existe un riesgo de

biodeterioropara los objetos presentes en locales.

Llevar controles de la temperatura y la humedad relativa de los diferentes locales, a fin de

evitar la contaminacion fungica estableciendo esto como medida de prevencidn.

Debido a la facilidad de dispersidon de sus conidios y a su pequefio tamafio, Aspergillus puede
permanecer en suspension en el ambiente durante un largo periodo de tiempo, por lo que el
hombre se encuentra expuesto constantemente a su inhalacién, por lo que se recomienda
realizar limpieza periddica de los ambientes interiores asi como implementar sistema de aire

acondicionado a fin de evitar contaminacién interior proveniente del exterior.

Es importante continuar con la identificacion hasta nivel de especie de estos géneros, ya que
es cada vez mads importante, porque algunas especies de Aspergillus y Cladosporiumpueden

presentar una mayor virulencia y una respuesta distinta a la terapia antifungica.

Llevar un control de las especies que predominan en cada local muestreado para darle
continuidad y evaluar que mejoras se deben de realizar para evitar su propagacién y deterioro

de materiales alli presentes.

Implementar un monitoreo sistematico y medidas correctivas para mejorar la calidad del aire

en areas de trabajo.
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XIl. Anexos

A. Especies de Aspergillus caracterizadas.

Nota: Imagenes tomadas durante el desarrollo de este proyecto.

1. Vista macroscopica y microscopica de las especies mas predominantes de Aspergillus.

Aspergillusniger

Aspergillus terreus
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Aspergillus fumigatus

B. Especies de Cladosporium caracterizadas.

1. Vista macroscépica y microscopica de la especie mas predominante de Cladosporium.

Cladosporiumherbarum
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C. Caracteristicas patogenas de las especies.

1. Produccidn de pigmento.

Aspergillus aureolus

2. Competitividad.

Aspergillus fumigatus vs A. niger

3. Produccion de exudado.

Aspergillus versicolor
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