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RESUMEN

El procedimiento de muestreo utilizado para
determinar el grado de contaminacién fingica en
ambientes internos, difiere segun los autores. Por ello,
con el fin de conocer si el método utilizado por nuestro
grupo de investigacion, es comparable con otras
metodologias, se ha realizado un estudio comparativo
con varios sistemas de captacion de esporas del aire,
incluyendo equipos volumétricos (Aeroscope Chirana,
System Air Sampler, Burkard Personal Culture) asi como
el método tradicional por sedimentacion. Los resultados
obtenidos muestran que apenas existen diferencias
cuando se utilizan los sistemas volumétricos, sin
embargo, el método por sedimentacion ha sido menos
eficaz, tanto desde el punto de vista cuantitativo como
cualitativo. Mientras, el método directo por hisopado,
resulta un buen complemento para determinar la fuente
de contaminacion. También se ha determinado la hora
del dia con mayor carga fingica, que se localiza al
mediodia y tras el anélisis de varios medios de cultivo,
se concluye que el Agar Glucosa de Sabouraud resulta
adecuado para este tipo de investigaciones.

INTRODUCCION

Uno de los aspectos de interés para los
investigadores que realizan estudios de aeromicologia
ambiental, y en concreto en el interior de edificios, es
conocer si el procedimiento de trabajo se asemeja a los
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ABSTRACT

The sampling method used to determine the degree
of fungal contamination in indoor environment differs,
according to some authors. Therefore, with the purpose
of knowing if the method used by our research team is
comparable to other methodologies, a comparative study
with various systems used to capture air spores has been
carried out which include volumetric equipment
(Aeroscope Chirana, System Air Sampler, Burkard
Personal Culture) as well as the traditional method by
sedimentation. Results have revealed that there is fairly
some difference when volumetric systems are used; as to
the sedimentation method, it has proved to be less effective
both in the quantitative and qualitative point of view.
On the other hand, direct method through sprinkling
becomes a suitable tool to establish the source of
contamination. Moreover it has been recorded the time
of day when the greatest fungal load occurs, this being
at noon so after the analysis of several culture media it
has been concluded that Sabouraud Agar Glucose is
suitable for this kind of research

estandares, con el fin de poder relacionar los resultados
propios con los obtenidos por otros autores. En aquellos
paises en los que esta linea de investigacion y en general,
la aerobiologia, estd organizada en Redes de trabajo o
network, son éstas las encargadas de la publicacién de
protocolos (Aira et al., 2005; Galén et al., 2007), lo que
facilita el desarrollo de una metodologia comun. Sin
embargo, este no siempre es el caso y los investigadores
desarrollan su trabajo adaptandose a los medios
disponibles, desconociendo si finalmente sus resultados
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son comparables a otros, aunque hayan sido realizados
en el mismoterritorio.

Los estudios sobre contaminacién fungica
realizados en Cuba, en este tipo de ambientes, son cada
vez mas numerosos y abarcan una amplia variedad de
locales (museos, oficinas, viviendas, etc.), segn el objetivo
particular de cada estudio (Garcia, 1997; Fernandez etal.,
1998 ; Airaetal., 2002; Rojasetal., 1993, 2002; Acosta et
al., 2003; Borrego et al., 2008). Por el contrario, no son
muchos los trabajos que abordan el procedimiento
metodologico (Rojas, 1998), por lo que en el presente
estudio se incluye un analisis comparativo con diferentes
métodos y equipos de muestreo, a diferentes horas del dia
y con varios medios de cultivo.

Para colectar las esporas del ambiente, tradicio-
nalmente se ha usado un método gravimétrico o de
sedimentacion, exponiendo al aire durante un cierto tiempo
una placa de Petri con medio de cultivo, pero hoy en dia se
prefieren los equipos de captacion volumétrica que hay
en el mercado, ya que a su sencillo funcionamiento, se
une la ventaja de su autonomia y facil transporte. Asi mismo
resulta recomendable completar este tipo de estudios con
el muestreo directo (por hisopado) ya que permite iden-
tificar, con mayor precision, la fuente de contaminacion
mas proxima.

También la hora en que se realiza el muestreo,
normalmente se acomoda a las condiciones especificas de
cada estudio, sin embargo, consideramos importante
determinar cudl es la més adecuada en cada caso, lo cual
estara relacionado con las condiciones climaticas (y
microclimaticas) del lugar. En cuanto al medio de cultivo
usado en el muestreo no hay un acuerdo unanime entre
los distintos autores, por lo que se ha realizado también
un estudio comparativo con los mas recomendados para
este tipo de investigacion.

MATERIALESY METODOS

El estudio se llevo a cabo en varios locales
(museos, bibliotecas, almacenes) de la ciudad de La Habana
(Cuba), sin embargo, ya que no se trata de ofrecer los
resultados especificos de los mismos, sino profundizar en
los aspectos metodolégicos, omitiéndose su descripcion
por resultar irrelevante para este trabajo.

Los equipos de captacién volumétrica que se han
evaluado, han sido: un Aeroscope Chirana (AERO), un
System Air Sampler (SAS) y un Burkard Personal Culture
(BPC). Todos ellos permiten la incorporacion de una placa
de Petri con medio de cultivo y cada fabricante facilita
instrucciones precisas, tanto en relacién a su correcto
manejo, como en la forma de recuento de las colonias y su
transformacion a unidades formadoras de colonias (ufc/
m?®), que ha sido la expresion utilizada para cuantificar la
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Muestreo en cinco

Muestreo en tres

Figura 1. Esquema del disefio utilizado en los
muestreos

contaminacion fangica. Por su parte, para el método
gravimétrico se han seguido las recomendaciones de
Omeliansky (OME) calculando el nimero de ufc/m®segan
el método descrito en NRP-201 (1987).

El disefio experimental para validar el método de
muestreo, se enfocd para averiguar preferentemente la
eficacia del equipo AERO, por ser el de uso mas habitual
en nuestro laboratorio. Para ello, se realizaron dos
muestreos en dos locales diferentes, combinando el uso
de dicho equipo con los deméas. En todos los muestreos
se siguio un disefio diagonal tomando 3 ¢ 5 puntos de
acuerdo a la superficie de los mismos, segin Norma
FEDECAI-01 (2007), tal como se sefiala en la Figura 1,y
realizando tres réplicas en cada punto.

Ademas del muestreo ambiental realizado por
captacion de esporas del ambiente, se han tomado muestras
por el método de hisopado (NRP-201, 1987) a los sustratos
y/o objetos presentes en el interior de los locales. En
ambos casos, y con el fin de valorar las posibles
variaciones entre ambos métodos, se procedio al estudio
de las colonias, identificando a nivel de género de acuerdo
a Barnett & Hunter (1998). Para los géneros mas
abundantes se siguieron los criterios de identificacion de
Ellis (1971, 1976), Klich & Pitt (1994), Hoet al. (1999) y Pitt
(2000).

En cuanto a los medios de cultivo, se han valorado
los cuatro siguientes, M1 (Agar Extracto de Malta
suplementado con peptonay glucosa (ACGIH, 1989); M2
(Agar Extracto de Malta+7,5% NaCl); M3 (Agar Papa
Dextrosa +7,5% NaCl) y M4 (Agar Glucosa de Sabouraud)
y el estudio en el tiempo se realiz6 muestreando cada hora
entrelas 7a.m.ylas 4 p.m.

Los resultados obtenidos se han valorado
estadisticamente, aplicando el test de Students, la Prueba
de Kruskall-Wallis y/o la prueba de Scheffé del paquete
informatico StatSoft, Inc. (2001).

RESULTADOSY DISCUSION
El sistema AERO se probd frente a los dos sistemas

volumétricos (SAS y BPC) y el método gravimétrico (OME)
en dos locales diferentes (L1 y L2). Los resultados
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muestran que no existen diferencias significativas en
cuantoa los niveles de contaminacion fungica, en el primer
caso, mientras que al comparar AERO con OME, el sistema
volumétrico se muestra mucho mas eficaz, ya que recoge
précticamente el doble de unidades formadoras de colonias
(Figura 2).

Estos resultados coinciden con otros autores que
sefialan que el método por sedimentacion en placas no
permite comparar de forma favorable los resultados
obtenidos por otros métodos de muestreo (Buttner &
Stetzenbach, 1993; Caneva et al., 2004).

Los equipos volumétricos SAS y BPC, son
utilizados con frecuencia en estudios aerobioldgicos (Bellin
& Schillinger, 2001; Aira et al., 2007) debido, entre otras
ventajas, a su poco peso en comparacion con el equipo
AERO. Pese a ello, dicho equipo es utilizado de manera
frecuente, tanto en ambientes de interior (Blomquist et al.,
1984; Klanova, 2000) como de exterior (Medrela- Kuder,
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Leyenda.- AERO (Aeroscopio Chirana),
SAS (Sistem Air Sampler),

BPC (Burkard Personal Culture),
OME (Omeliansky),

L1y L2 (locales de muestreo)

Figura 2. Valores promedios de ufc/méobtenidos en la
comparacion de diferentes métodos de muestreo (letras
no comunes indican diferencias significativas de p<0,05,
segun test de Students)

2003) y algunos autores le reconocen ciertas ventajas con
respecto a otros modelos; a sefialar la homogénea distri-
bucion de las esporas en la placa (debido a la rotacién de
ésta bajo la hendidura) y la posibilidad de poder usar
diferente volumen de aire dependiendo de la anchura de la
rejilla utilizada, lo cual facilita seleccionar la misma de
acuerdo a los niveles esperados (Portnoy et al., 2004).

Mas recientemente se han desarrollado nuevos
modelos, basados en el mismo principio que el equipo
AERO (STA-100, 203 y 204, entre otros), los cuales son
utilizados con frecuencia en estudios ambientales de
edificios, industria farmacéutica, hospitales, laboratorios
de cosméticos y de alimentos (Horn, 2005).

Para evaluar la eficacia del equipo AERO, esta vez
desde el punto de vista cualitativo, se realiz6 un nuevo
muestreo para compararlo con SAS y OME, identificando
los aislamientos a nivel de género. Los resultados
obtenidos (Figura 3) muestran que los géneros Asper-
gillus, Cladosporium y Penicillium fueron los méas
abundantes en cuanto a unidades formadoras de colonias,
no presentandose tampoco diferencias significativas entre
ambos sistemas volumétricos, pero si entre el equipo AERO
y el método OME, tanto para Aspergillus como para
Penicillium.

El hecho de que dichas diferencias no afecten al
género Cladosporium, lo atribuimos a la dimensién de los
conidios que son mas grandes que los de Aspergillus y
Penicillium y por tanto, tienen un mayor tamafio
aerodinamico, ya que de acuerdo con Canevaetal. (2004),
la micobiota del aire colectada dependerd, entre otros
factores, del tamafio y forma de las particulas, del
movimiento del aire circundante, mientras la sedimentacion
no favorece la representacion de hongos con esporas
pequefias.

En el mismo sentido, Pasanen etal. (1991), sefialan
que en la depositacion de las esporas hay que tener en
cuenta el tamafio aerodindmico, que aumentara con el
incremento de la humedad relativa del aire, el que favorecera
la rapida caida de las particulas de mayor tamafio. Por lo
tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el
Aeroscope Chirana, coincidimos con lo sefialado por
Burge & Solomon (1987) en que este método es eficiente
en la colecta de microorganismos ambientales.

Al representar las especies mas abundantes en los
locales muestreados, a partir de las esporas del ambiente
(con el equipo AERO) o de las recogidas por hisopado
(Tabla 1), se observan diferencias considerables, tanto en
el nimero de especies identificadas (28 ambiente vs. 22
por hisopado) como en su frecuencia relativa. Asi especies
como Aspergillus flavus, A.niger, Cladosporium clados-
porioides, C. sphaerospermum y Penicillium citrinum,
son ubicuas en todos los locales muestreados mientras
en las muestras de hisopado su frecuencia relativa oscila
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Figura 3. Valores promedios de ufc/m3de los géneros identificados con diferentes métodos de muestreo (letras no
comunes indican diferencias significativas de p<0,05, segin Prueba de Kruskall-Wallis para Cladosporiumy

prueba de Scheffé para Aspergillus y Penicillium

entre un 17-50%. Por su parte, Aspergillus tamarii y
Cladosporium herbarum tienen una mayor presencia en
los sustratos muestreados que en el aire. Estos resultados
pueden ser Utiles para localizar la fuente de contaminacion
del local y valorar la influencia del aporte del aire exterior
en aquellos que tengan comunicacion con el exterior.

La evaluacion del medio de cultivo también se

los géneros Aspergillus, Penicillium y Cladosporium
fueron los mas abundantes, independientemente del medio

Tabla 1. Comparacion de la frecuencia relativa (F.R.%0)
de las especies identificadas en el ambiente y en los

+ +

realizé desde un doble punto de vista, cuantitativo y AERO | Hisopado
cualitativo. En el primer aspecto, se observa que el medio - - (F.R. %) | (F.R%)
M2 logré la mayor eficiencia aunque no muestra diferencia  |ASPergillus caespitosus 11 8
significativa desde el punto de vista estadistico con M3, | Aspergillus candidus 33 16
perosi con M1y M4. El medio M3 no difiere con ninguno | Aspergillus clavatus 33 16
de los medios evaluados (Figura 4). Aspergillus flavus 100 50
Se debe sefialar que M1 es el medio recomendado | Aspergillus fumigatus 55 25
para este tipo de estudios segun laACGIH (1989), el cual | Aspergillus niger 100 42
presento los valores mas bajos de recuperacion y ninguna | Aspergillus ochraceus 11 -
diferencia significativa desde el punto de vista estadistico | Aspergillus oryzae 44 25
con M4. Aspergillus parasiticus 11 --
_ Pa_ra e_:valuar I_os re§u_ltados desde _eI punto de Aspergillus puniceus 1 _
V|st_a cual |ta_t|vo, se |dent|f|carqn los aislamientos Aspergillus scleriotorum 29 ~
realizados a nivel de género. En laFigura 5 se observa que - —
Aspergillus sydowii 33 25
ufc/m? Aspergillus tamarii 22 42
440 a ab Aspergillus terreus 67 33
330 | b Aspergillus ustus 22 -
220 | b Aspergillus wentii 22 --
110 | | Aspergillus versicolor 55 25
0 Cladosporium cladosporioides 100 42
M1 M2 M3 M4 Cladosporium herbarum 14 17
Cladosporium oxysporum 71 33
M1 (agar extracto de malta suplementado con peptonay Cladosporium sphaerospermum 100 17
quco(sja), M2 (agar gxtractolde malta+7.5%i NaCI)aM3 (ggar Penicillium chrysogenum 86 50
E:S:) extrosa+7.5% NaCl), M4 (agar glucosa de Sabou Penicillium citrinum 100 17
Penicillium corylophylum 29 17
Figura 4. Valores promedios de ufc/mé obtenidas con  |-Penicillium glabrum 1 33
Aeroscope Chirana en diferentes medios de cultivos | Penicillium janthinellum 14 8
(letras no comunes indican diferencias significativas, | Penicillium purpurogenum 71 8
segun Prueba de Scheffé para p<0,05) Penicillium simplicissimun 71 8
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Figura 5. Niveles promedios de ufc/m3de hongos y levaduras en diferentes medios de cultivo (letras no comunes
indican diferencias significativas, segin Prueba de Scheffe para p<0,05)

de cultivo, resultando mas eficaz M2 para Aspergillus y
Penicillium y M3 para Cladosporium.

Ambos medios no presentaron diferencias en
cuanto a la significacion estadistica para la colecta de los
tres géneros evaluados. El resto de los medios (M1 y M4)
no presentan diferencias entre si y difieren de M2. Sin
embargo, atendiendo a la diversidad que es capaz de
recuperar cada uno de los medios, M1 y M4 son los mas
adecuados ya que en M2 no se representaron las
levaduras ni los géneros Paecilomyces ni Nigrospora, y
en M3 no se obtuvo Paecilomyces y se recuperan bajos
niveles de Fusarium.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores, podria
recomendarse el uso de M4 (agar glucosa de Sabouraud),
ya que aunque no es el medio donde se obtiene los
mayores niveles, los valores obtenidos estan en el mismo
orden (10%) que los de M2 y M3 y es el medio que
conjuntamente con M1 detecta la mayor variabilidad
fangica del ambiente. Ademas su eficiencia en la
recuperacion y variabilidad obtenida no difieren de las de
M1 (medio recomendado por la ACGIH, 1989).

Al revisar la bibliografia relativa a este tema, se
concluye que no hay un acuerdo, ya que para algunos
autores el Agar Extracto de Malta +7,5% NaCl (M2), noes
adecuado para promover la esporulacion (Morring et al.,
1983; Verhoeff et al., 1990), recomendandose suplementarlo
con peptona y glucosa (Hunter et al., 1988; ACGIH, 1989)
o usar Agar glucosa de Sabouraud (Medina et al., 1999;
Pepeljnjak & Segvic, 2003).

Finalmente para averiguar si pueden ocurrir
variaciones significativas segiin el momento en que se
recogen las muestras, se realiz6 un muestreo cada hora
entrelas 7a.m. ylas 4 p.m. en los dos locales (L1 y L2). Los
resultados obtenidos (Figura 6) sefialan que las horas en
las que se alcanza un mayor nivel de contaminacion son
las7,las12ylas 11h. (L1) ylas 11, 12 y 14h (L2), aunque
no se encontraron diferencias significativas entre ellas
(Tabla 2).

Muchos hongos liberan sus esporas durante la
nochey primeras horas de la mafiana favoreciendo a este

proceso la elevada humedad un aspecto que justifica que
encontremos picos de maxima concentracion a las 7 de la
mafiana ya que las ventanas del Local (L1) permanecen
abiertas durante la noche.

De todas formas, al calcular los valores promedio
de contaminacion en ambos muestreos, la hora de mayor
concentracion fungica resulté las 12h, con 3327 ufc/m3,
con valores muy préximos a los obtenidos a las 11h (3086
ufc/m?), por lo que esta franja horaria podria ser la mas
conveniente. Este comportamiento coincide con los
resultados obtenidos por Shadzi et al. (1993), al estudiar
zonas urbanas de Irdn durante un afio, en las cuales
encontraron que la mayor concentracion de hongos se
presentd en el mediodia y al final de la mafiana y con el
patron de periodicidad diurna descrito para Cladospo-
rium, por Shenoi & Ramalingam (1975) quienes sefialan
que durante las horas del mediodia sus niveles son
mayores.

ufc/m? L1
6400
4800 -
3200 +
1600 -

0 :::::::D:D:D:

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

ufc/m? L2
6400 +
4800 +
3200
1600 ”D |:| |:| I:I

0 i

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 6.- Niveles promedios de ufc/m® (L1y L2, locales
de muestreo)
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Tabla 2. Comparacion de ufc.m?®enambos locales (L1y
L2) a diferentes horas (letras no comunes indican
diferencias significativas, segin Prueba de Scheffé
parap < 0,05)

L1
Hora ufc/m® | Significacion
7 6053 a
12 4428 ab
11 3904 abc
8 3445 abcd
9 2882 bcd
10 2538 bcd
13 2027 bcd
15 1314 cd
14 1213 cd
16 1102 d
L2
Hora ufc/m® | Significacién
11 2268 a
14 2250 a
12 2226 a
10 2115 a
9 2065 a
15 1679 ab
13 1646 ab
8 1531 ab
7 1357 ab
16 607 b

Ricci et al. (1996), sefialaron que las concentra-
ciones de esporas fungicas en ambientes de interior son
influenciadas por parametros ambientales (temperatura,
humedad, corrientes de aire, etc), caracteristicas del local
(sustratos, ventilacion, limpieza, etc.) siendo también una
variable importante la micobiota predominante en el aire
exterior (Shelton et al., 2002).
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