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Resumen

Objetivos: El propésito de este estudio fue determinar las variaciones en la composicion
y concentracion de los agentes aerobioldgicos presentes en tres archivos de la Empresa de
Energia de Boyacd (EBSA) que pudieran estar causando alergias respiratorias en el personal
que trabaja en estas dreas.

Materiales y métodos: En el andlisis microbioldgico del aire se empled un método de
sedimentacion usando agar PDA (agar patata-dextrosa) y agar nutritivo, y se registra-
ron datos de temperatura y humedad durante cada toma de muestras, y se recolectaron
muestras de polvo para el cultivo de hongos y dcaros. Asimismo, se aplicé una encuesta a
los trabajadores con el fin de conocer sintomatologia respiratoria sugestiva y se tomaron
muestras de fosas nasales.

Resultados: Se aislo un promedio de 470,2 UFC/m?, de microorganismos para los tres
archivos muestreados. Se identificé 29 géneros, entre bacterias, hongos y levaduras, y una
forma fiingica sin identificar, y se aprecié una mayor diversidad en las formas fiingicas.
Los géneros fiingicos predominantes fueron Cladosporium, Mucor, Penicillium iy Alternaria i en
menor proporcion formas levaduriformes, y se destaco principalmente el género Rhodotorula.
Entre las bacterias, los géneros mds abundante correspondieron a Pseudomonas, Neisseria
Yy Staphylococcus. De las muestras de fosas nasales se aislaron géneros como Penicillium,
Cladosporium, Aspergillus, Mucor 1 Alternaria.

En el andlisis realizado en las muestras de polvo recolectadas no se observaron dcaros.
No se encontré correlacion estadisticamente significativa entre el promedio de unidades
formadoras de colonia con temperatura y humedad relativa del ambiente.

Conclusiones: La presencia significativa de hongos y bacterias en el ambiente y en fosas
nasales que es capaz de afectar la salud del personal que labora en los archivos, y en espe-
cial de géneros de hongos que pueden tener implicaciones importantes debido al potencial
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INTRODUCCION

David Ricardo Hernandez—Velandia, Luz Marina Lizarazo-Forero

aumento en la liberacion de alérgenos de sus esporas y patogenicidad en individuos inmu-
nocomprometidos.

Palabras claves: aerobiologia, microorganismos de ambientes internos, archivos,
hongos asociados al sindrome del edificio enfermo.

Abstract

In indoor and outdoor environments there great quantities of particles suspended in the air,
they are the atmospheric aerosol. Between particles of biological origin are bacteria, fungal
spores, algae, viruses, protozoa, pollen grains.

Many researchers believe that fungi are indicators of the level of bio-pollution and are
associated with nonspecific clinical symptoms in stays indoors or sick building syndrome
Objective: Therefore, the purpose of this study was to determine the variations in the
composition and concentration of the agents aerobiological present in three archives the
Boyacd Power Company (EBSA), which could be causing respiratory allergies personnel
working in these areas

Materials and methods: A gravimetric method was used to perform the microbiological
sampling of the air using potato dextrose agar, and agar nutrient, recording temperature
and humidity data during each sampling, and collected dust samples for the cultivation of
fungi and mites. Also surveyed workers in order to record respiratory symptoms suggestive
and sampled the nostrils

Results: We isolated an average 470.2 UFC/m’ of microorganisms in the three archives
sampled. 29 genera were identified among bacteria, fungi and yeasts, and one non identified
structure of fungi, prevalence the more diversity in fungal forms.

The predominant fungal genera were Cladosporium, Mucor, Penicillium and Alternaria and
to a lesser proportion yeast forms, mainly Rhodotorula genera .

Among the bacteria, the most abundant genera corresponded to Pseudomonas, Neisseria,
and Staphylococcus. In the samples nostrils were isolated the genera Penicillium, Clados-
porium, Aspergillus, Mucor and Alternaria.

Not observed mites in the analysis the dust samples. No statistically significant correlation
was found between mean colony forming units with temperature and relative humidity.
Conclusions: The significant presence of fungi and bacteria in the environment and in
nostrils are able to affect the health of working in the archives and special genera of fungi
that may have important implications because of the potential increase in the release of
allergens of their spores and pathogenicity in immunocompromised individuals.

Keywords: Aerobiology, microorganisms in indoor environments, archives, fungi
associated with sick building syndrome.

va (2,3), precipitacion, inversiones térmicas,
contaminacién, disponibilidad de sustrato

Losmicroorganismos pueden ser transporta-
dos desde el exterior hacia el interior de los
lugares de trabajo por diferentes particulas
presentes en el polvo, bien sea por medio
de la ventilacién o de los visitantes. Estas
condiciones unidas a las bajas (-5 °C) o altas
(60 °C) temperaturas (1, 2), humedad relati-
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y actividades humanas (4, 5, 6) favorecen la
deposiciéon de microorganismos en ambien-
tes exteriores e interiores donde vive el ser
humano (1, 4,7, 8, 9).

Una de las caracteristicas de las esporas de
hongos es su alta incidencia en ambientes
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interiores y exteriores. La presencia de pro-
pagulos de hongos y micotoxinas en el aire
puede causar problemas en la salud humana
(10, 11, 12). Mas de 80 hongos alérgenos han
sido aislados, mientras que el nimero de pa-
cientes que sufren de ellos han aumentado en
las ultimas décadas (11, 13, 14, 15, 16). La ma-
yoriadeloshongos alergénicos se clasificanen
Ascomicetos y Deuteromicetos, y muy pocos
en Basidiomicetos (16). La manifestacion de
la enfermedad se ve afectada por el grado de
exposicion, asiquelas exposicionesrepetidasa
grandes concentraciones de esporas, contama-
nos de 1-5 micras de didmetro, pueden causar
sintomas graves de alergia respiratoria (17).

La presencia de agentes bioldgicos como bac-
terias, hongos y dcaros en el aire de interiores
puede contribuir al sindrome del edificio en-
fermo (18, 19), el cual ha sido definido por la
Organizacién Mundial dela Salud (OMS) como
un conjunto de enfermedades originadas o
estimuladas por la contaminacién del aire en
espacios cerrados (20, 21).

Las investigaciones que han evaluado la ca-
lidad del aire y los impactos sobre la salud
de los trabajadores indican que en archivos
y bibliotecas, por ser ambientes cerrados y
donde se almacenan documentos, son apro-
piados para el desarrollo y mantenimiento de
microorganismos que pueden causar dafios a
los documentos o a las personas que los usan
y trabajan con estos (3, 7, 22).

Elobjetivo deestainvestigacion fueidentificar
los agentes aerobiolégicos presentes en los
archivos de la Empresa de Energia de Boyaca
(EBSA)que podrianestar originandoreacciones
alérgicas en el personal los trabajadores, asi
como relacionar su presencia con la tempera-
tura y humedad relativa del ambiente.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio se realiz6 en tres archivos dentro
de la sede administrativa de la Empresa de
Energia de Boyac4, en la ciudad de Tunja
(Boyacd). La documentacion estd organi-
zada en cajas de carton sobre anaqueles
moviles. Se disefiaron planos de cada uno
de los archivos. De acuerdo con el area
se seleccionaron los estantes y puntos de
muestreo. Para el archivo 1, con un area
aproximada de 88 m?, fueron seleccionados
dos puntos de muestreo; del archivo 2, con
un drea aproximada de 3 m? se tomé un
solo punto, mientras que del archivo 3 con
un area aproximada de 4,2 m? y por estar
dividido con puerta de acceso principal, se
tomaron dos puntos de muestreo.

Toma de muestras ambientales

Las muestras de ambiente fueron tomadas
quincenalmente entre noviembre de 2011 a
enerode2012;serealizaron 6 seis muestreos
en total, cada uno de estos hacia las 10:00
horas. Con el fin de hacer la estimacién cua-
litativa de los microorganismos presentes en
elambiente se usé el método gravimétricode
sedimentacion en placa (23), para el mues-
treo de aire con exposicion al ambiente por
15minutos de 180 cajas de Petri (30 cajas por
muestreo) que contenianagar papa dextrosa
PDA (Scharlau)® y agar nutritivo (Pronadi-
sa)®. Las cajas de Petri fueron ubicadas a
una altura del piso de 2,10 m (Archivo 1),
80 cm (Archivo 2) y sobre el piso (Archivo
3); simultdneamente se tomaron datos de
temperatura y humedad relativa cada 5
minutos durante el tiempo de exposicionde
las cajas de Petri; y se empleé un medidor
atmosférico (Davis)®.
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Analisis de las muestras

Las muestras de bacterias se incubaron a 32
°C entre 24 y 72 horas después de haber sido
realizado el muestreo. Se determinaronlasca-
racteristicas macroscopicas y microscopicas.
Se hicieron repiques de las colonias aisladas
en los medios selectivos agar eosina-azul
de metileno (Pronadisa)® y agar McConkey
(Pronadisa)®. Siembras en pruebas bioqui-
micas tradicionales y API 20 E y NE (para
no enterobacterias-Biomérieux)® para su
identificacion hasta género.

En relacion con los hongos, las cajas de Petri
se incubaron a 28 °C durante una semana o
hasta ver desarrollo micelial. Las colonias
fangicas seidentificaron hasta género, segtin
morfologia macroscépica y microscopica
para lo cual se hicieron montajes con azul de
lactofenol; se empled la técnica de impronta
y montajes entre lamina y laminillas. Los
montajes fueron observados en microscopio
Optico con objetivos de 10x y 40x. Asimismo,
se emplearon las claves de identificacion
taxondmica de hongos (24, 25, 26, 27).

Luego de la incubacion de las cajas de Petri
se realiz6 el conteo de unidades formadoras
de colonia sobre metro cubico de aire (UFC/
m?’) para poder determinar la concentracién
microbiana presente en el ambiente (23).

N = 5a.104 (bt)-1
Donde N-concentracién microbianaen UFC/
m?, a- nimero de colonias por caja de Petri,

b- superficie de la placa (cm?), t- tiempo de
exposicion, min.
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Muestras de polvo para el estudio de acaros

Lasmuestrasdepolvo fuerontomadasencada
uno de los archivos usando una aspiradora
portatil (Blackand Decker)®y posteriormente
colocadas en bolsas Ziploc herméticamente
cerradas y conservadas a temperatura am-
biente. Se tomaron 20 mg del polvo obtenido
suspendido en una solucién de NaCl 0,9 %
p/v y acido lactico en una caja de Petri de 5
cm de didmetro e incubado por 24 horas a 40
°C. Los acaros fueron observados en un mi-
croscopio 6pticousandolos objetivos4Xy 10X.
En el sexto muestreo se realizé una siembra a
profundidad con parte del polvo colectado, y
se emulsiono en una solucion salina al 0,85 %,
para luego ser sembrado en cajas de Petri con
agar Sabouraud (dextrose agar- Scharlau)® y
se incubaron a temperatura ambiente.

Aplicacion delaencuestay tomade muestras
de las fosas nasales

Se les aplic6 una encuesta a los 11 once fun-
cionarios que tienen contacto con los archi-
vos muestreados, en la que se les pregunté
1. Cuéndo usted se encuentra dentro de los
archivos, ;ha presentado alguno (s) de los
siguientes sintomas?:irritacion de ojos, irrita-
cién denariz, dolor de cabeza, fatiga, ningtin
sintoma, otro. 2. En caso de presentar alguno
delosanteriores sintomas, ;haseguidoalgin
tratamientomédico?; esto parasaberel tipode
sintomatologia respiratoria que presentaban.

Con el andlisis de las encuestas se tomaron
muestras de fosas nasales a 8 ocho de los
funcionarios, las cuales fueron tomadas con
aplicadores estériles para su posterior siem-
braen cajas dePetriconagar medio PDA (agar
papa dextrosa- Scharlau)® y agar nutritivo
(Pronadisa)®eincubadas a una temperatura
de 28 y 35 °C, respectivamente, durante 24 y
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72 horas para el caso de bacterias y de cinco
asietedias parahongos, y luegoserealizaron
los respectivos montajes.

Simultdneamente se realizé la técnica de
eosindfilos en moco nasal, mediante frotis
con hisopo estéril de la mucosa del corne-
te inferior (dos portaobjetos por cada fosa
nasal). Las muestras obtenidas se tineron
con el método de Wright y se realizé conteo
celular diferencial al microscopio en objetivo
de inmersion

Analisis de resultados

Seempled unandlisis de varianza ANOVApara
establecer diferencias estadisticas entre las
UFC por archivo y muestreo. Ademds se em-
pled el coeficiente de correlacién de Spearman
(rs) para relacionar el promedio de colonias
formadas con las variables ambientales de
temperatura y humedad relativa, utilizando
el paquete estadistico StatGraphics version
5.0 con un nivel de confianza del 95,0 %.

RESULTADOS

Aislamiento de microorganismos en el
ambiente

Se obtuvoun promedio de470,2 UFC/m?®para
los tres archivos muestreados, y se observo
que la concentracién bacteriana fue mayor
que la fangica (tabla 1).

Como se muestra en la figura 1, el mayor
numero de UFC para bacterias, hongos y
levaduras, se present6 en el primero y tercer
archivo. En cuanto a los muestreos, en el pri-
mero fue donde se aislé un mayor niimero de
UFC, mientras que en el cuarto se mostraron
los ntimeros mas bajos.
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Se pudo determinar estadisticamente que no
existe diferenciasignificativaentrelasUFCylos
muestreos realizados (p- 0,8107), pero si entre
las UFCy los archivos muestreados (p-0,0449).

Los datos de las variables ambientales toma-
dos durante el estudio revelan el promedio
mas alto de temperatura (21,2° C) para el
archivo 3, mientras que para el archivo 1 se
presenta el promedio més bajo, no obstante
este archivo muestra el promedio mas alto de
humedad relativa (61,2 %) del estudio (tabla
2). Sin embargo, no se hallé una correlaciéon
estadisticamente significativa entre la tempe-
ratura promedio y ndmero de colonias para el
archivo 1 (rs=-0,143; p=0,787), archivo 2 (rs=
0,143;p=0,787) y parael 3 (rs=0,638;p=0,173).
Asimismo, no se present6 correlacion entre la
humedad relativa promedio y el ntimero de
colonias paraelarchivo1(rs=-0,143;p=0,787),
archivo 2 (rs=-0,429; p=0,397) y archivo 3 (rs=
0,058; p=0,913).

Se aislaron 29 géneros de microorganismos y
una forma fiingica miceliar sinidentificar, ylos
hongos fueron los que mostraron una mayor
diversidad, seguido de bacterias y levaduras.
Los géneros flingicos mds representativos se
aislarondelos tresarchivos estudiados. Clados-
porium,con3,9 % del total de colonias aisladas,
fueel género fiingicomasabundante, seguido
de Mucor, con un 2,9 %, Penicillium, 2,7 %, y
Alternaria, 1,9 %. Géneros como Aspergillus,
Gliocladium, Haplosporangium, Cephalosporium,
Verticillium, Papularia, Chaetomium, Monacros-
porium, Piricularia, Sclerotinia, Acremonium,
Botrytis, Calcarisporium, Monotospora, Paeci-
lomyces, Rhizopus se registraron en un bajo
porcentaje. Las levaduras representaronel 2,4
% del total de colonias, y Rhodotorula fue el
tnico géneroaislado. En cuanto alasbacterias
Neisseria, con 33,8 %, fue el género bacteriano
de mayor predominio en el estudio (tabla 3).
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Tabla 1. Valores promedio de la concentracion de bacterias, hongos y levaduras
en el aire (UFC/m?®), en los tres archivos, durante los seis muestreos

. Tipo de_ Archivo1  Archivo2  Archivo 3 Promedio
Microorganismo Total

UFC/m? UFC/m? UFC/m?

Bacterias 428 2679 3755 357,1
Hongos 119,4 133,9 46,6 99,9
Levaduras 14,5 20,8 44 13,2
Total de

. . 470,2
Microorganismos

Tabla 2. Datos promedio de la temperatura (T) y humedad relativa (HR)
en los tres archivos de la empresa, durante los seis muestreos

Archivo T(°C) HR (%)
1 17,9 61,2
2 20,3 59,6
3 212 56,8

Tabla 3. Géneros de hongos, levaduras y bacterias registrados
en el ambiente de los 3 archivos en la EBSA

Género UFC % Género UFC % Género UFC %

Hongos Filamentosos Hongos Filamentosos Levaduras
Cladosporium sp. 39  Monacrosporium sp. 03  Rhodotorula sp. 24
Mucor sp. 2.9 Piricularia sp. 03 Bacterias
Penicillium sp. 26 Sclerotinia sp. 03  Neisseria sp. 33,8
Alternaria sp. 1,9 Acremonium sp. 0,2 Pseudomonas sp. 223
Gliocladium sp. 13 Botrytis sp. 0, Staphylococcus sp. 15,1
Aspergillus sp. 11 Calcarisporium sp. 0, Bacillus sp. 6,
Haplosporangium sp. 11 Monotospora sp. 0, Micrococcus sp. 16
Cephalosporium sp. 08  Paecilomyces sp. 0, Acinetobacter sp. 14
Verticillium sp. 07  Rhizopus sp. 0,
Papularia sp. 05 Micelio sin esporular 0,
Chaetomium sp. 03
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Tabla 4. Géneros de hongos y levaduras aisla-
dos en las fosas nasales de los funcionarios

Género de Hongos

Filamentosos UFCo%
Penicillium sp. 412
Cladosporium sp. 17,6
Aspergillus sp. 118
Mucor sp. 18
Alternaria sp. 11,8
Levaduras
Rhodotorula sp. 59

Analisis de acaros

En el andlisis realizado en las muestras de
polvo recolectadas no se observaron 4caros.
Enla siembra a profundidad de las muestras
de polvo recolectadas se aislé hongos per-
tenecientes a los géneros Mucor y Rhizopus

Anadlisis de las encuestas

Los resultados de la encuesta mostraron que
el 63,6 % de los funcionarios encuestados
presentan mas de dos sintomas y lairritacion
de ojos, de nariz y el dolor de cabeza son
los sintomas mas frecuentes. Sin embargo,
el 36,36 % de las personas encuestadas que
presentaron mas de un sintoma, manifesté
haber seguido algin tratamiento médico.
También se pudo constatar que solo algunos
de estos funcionarios usaban implementos
de proteccién personal como guantes y ta-
pabocas (figura 2).

Siembray Recuento de eosinéfilos de mues-
tras de fosas nasales

Los resultados de los cultivos de fosas

nasales revelaron morfotipos de bacterias
correspondientes a microbiota normal de la
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nariz. Para el caso de hongos se aislaron los
géneros Penicillium, con un 41,2 %, seguido
de Cladosporium, con 17,6 %, y Aspergillus,
Mucor y Alternaria, con 11,8 %. Ademads se
aisl6 una levadura perteneciente al género
Rhodotorula, con 5,9 % (tabla 4). El recuento
de eosindfilos fue negativo para 100 campos
observados en las muestras analizadas.

DISCUSION

La concentracién microbiana del ambiente
interno de los archivos revel6 un valor pro-
medio de 470,2 UFC/m? y mostr6 un nivel
intermedio de contaminacion, quedeacuerdo
conlaOrganizacion Mundial dela Salud (20),
entre 10-100 UFC/m?sonnivelesnormalesen
una atmosfera limpia, niveles intermedios se
encuentran entre 100-500 UFC/m3, mientras
que niveles por encima de 1000 UFC/m? son
suficientes para causar problemas de salud.

Se evidenci6é un predominio de las bacterias
sobre los hongos y levaduras en el ambiente
interno de los archivos; (28) indicaron una
concentracion bacteriana mdés elevada en
el interior; adicionalmente (2) confirmaron
que la presencia de un mayor nimero de
ocupantes incrementa las concentraciones
de bacterias en espacios cerrados.

Las colonias flingicas aisladas mostraron gran
diversidad de géneros, siendo Cladosporium,
Mucor, Penicillium y Alternaria los que se pre-
sentaron con mayor frecuencia en el ambiente
delostresarchivos. Estoshongossereconocen
como agentes patégenos oportunistas para el
hombre, y estan asociados conalergias, rinitis,
asma, conjuntivitis; ademas estan implicados
en el sindrome del edificio enfermo. Cladospo-
riumeselhongo que predominalosambientes
cerrados seguidos de Penicillium y Alternaria.
Elgénero Penicillium esmuy frecuente y abun-
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danteenambientes interiores y exteriores, pero
especialmente de ambientes interiores (4,5, 7,
22,29, 30, 31, 32, 33). El género Mucor ha sido
reportado como responsable de causar el bio-
deteriorodediferentes tipos de documentos, y
en los ultimos anos ha mostrado un aumento
significativo en archivos y bibliotecas (5, 30).
La Rhodotorula en el ambiente esta asociada
a la microbiota saprofita de la piel y mucosa
humana (5).

Los génerosbacterianos con mayor frecuencia
en los archivos correspondieron a Pseudo-
monas, Neisseria y Staphylococcus, los cuales
son comunes en este tipo de ambiente; no
obstante, algunas cepas pueden producir
endotoxinas, que al ser inhaladas pueden
causar irritacion del sistema respiratorio,
malestar general y dolor de cabeza (2,3, 4,22).

Aunque no se presento una correlacién posi-
tiva entre la humedad relativa y las UFC de
los archivos, los valores de humedad obte-
nidos muestran que el archivo uno present6
niveles por encima de los rangos 6ptimos
(60-90 %). La humedad interior alta permite
el crecimiento de hongos, principalmente
de Penicillium y Aspergillus, con liberacién
concomitante de conidios y fragmentos en
la atmosfera (10).

De las fosas nasales de los funcionarios se
aislaron los géneros Penicillium, Cladospo-
rium, Aspergillus, Mucor y Alternaria, y existe
concordancia con lo reportado por (5); estos
hongos son los mds frecuentes en este tipo
de muestras, junto a géneros como Alterna-
ria (34). Se observo reciprocidad entre los
resultados de los estudios ambientales y los
aislamientos nasales.

Penicillium tiene la capacidad de colonizar

la cavidad nasofaringea, y puede ir en au-
mento silas condiciones de los recintos, tales
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como humedad y deterioro de los sustratos
organicos, lo permiten (5). Los estudios
desarrollados en varias especies de Asper-
gillus 'y Penicillium han confirmado que en
ambas especies tanto los fragmentos de hifas
como de esporas comparten antigenos que
en sujetos atopicos pueden causar alergias
(35). Ademas, se ha demostrado en varias
investigaciones que estos géneros son cono-
cidas como productoras de micotoxinas que
parecen estar ligadas a la cantidad de polvo
generado enlosrecintos, que al ser inhaladas
pueden penetrar a las vias respiratorias o ser
absorbidas porla piel y provocar dermatosis
severa (12, 20, 36).

El género Aspergillus es uno delos principales
contaminantes deambientes interiores, capaz
decrecerinclusoencondiciones de deficiencia
de nutrientes, y debido al pequefio tamafio
de sus esporas, algunas especies pueden
penetrar los alvéolos, y es responsable de
aproximadamente del 70 % de los casos de
enfermedades respiratorias (37). Por consi-
guiente, es de interés particular en estudios
clinicos y seasocia con un amplio espectro de
enfermedades respiratorias, asi como otras
patologias, incluyendo las distintas formas
de aspergilosis (38).

Parael caso de Cladosporium, este se considera
un hongo no patégeno, pero podria causar
reacciones alérgicas a partir de fragmentos
de hifas (12), esta frecuentemente en el aire
libre en las zonas templadas del planeta, y
se puede encontrar en zonas boscosas y en el
centrodelasciudades, asocidndose a casos de
rinitis. Especies como Cladosporium herbarumy
Alternariaalternatahansido reportadas como
loshongosalergénicos respiratorios de mayor
importancia en casos de asma y rinitis (34).

No se observo acaros en las muestras de
polvo analizadas. Se ha reportado que los
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artrépodos poseen factores limitantes para
su crecimiento y desarrollo, como es el caso
de la humedad relativa (70-90 %), y otros
factores bidticos y abiéticos (39, 40). En la
siembra a profundidad del polvo, se aislaron
hongos pertenecientes a los géneros Mucor y
Rhizopus.El género Mucor fue tambiénaislado
del ambiente y de la mucosa nasal.

La calidad del aire interior, temperatura,
humedad relativa y algunas actividades
humanas son condiciones favorables para el
crecimientodemicroorganismos queinfluyen
en la vida de las personas. Se ha mostrado
que algunos hongos poseen una importante
capacidad alergénica y que en sujetos atopi-
cos pueden provocar asma y rinitis. Ademads,
las personas en recintos cerrados entran en
contacto con los alérgenos a través del aire
que respiran, ocasiondndoles asi sintomas
relacionados con el sindrome del edificio
enfermo.

Conflicto de interés: ninguno.

Financiacién: Universidad Pedagogica y
Tecnolégica de Colombia (UPTC), sede Tunja.
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