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Resumen: El control de determinados parametros en ambientes interiores, como la temperatura y humedad relativa, constituye un elemento
esencial para la conservacion del patrimonio y la preservacion de la salud humana, dado el riesgo potencial que implica la presencia de
microorganismos en estos ambientes, especificamente los hongos. Los objetivos del estudio fueron determinar la concentracion fungica
del aire del Archivo Municipal de Cardenas (Cuba), realizar la identificacion taxonoémica de los aislamientos y describir el potencial
biodeteriorante y patdgeno que representan para el patrimonio documental y la salud humana, respectivamente. Se empled un biocolector
SAS Super 100 y placas de Petri conteniendo un medio de cultivo adecuado para el muestreo microbioldgico; posteriormente se determind
la capacidad biodeteriorante de las cepas. Los valores de concentracion fingica obtenidos en el local 1 fueron extremadamente superiores al
compararlo con el local 2, permitiendo clasificar al primero como altamente contaminado. El género fingico predominante fue Penicillium,
registrandose 53% y 81,8% en los locales 1 y 2, respectivamente. Todas los aislamientos presentaron marcada actividad celulolitica y
produccion de acidos, mientras que el 58% excretod pigmentos al medio, comprobandose la capacidad biodeteriorante de las mismos. Los
géneros fungicos aislados representan patdogenos potenciales para la salud humana.
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Study of airborne fungal concentration at the Archivo Municipal de Cardenas, Cuba

Abstract: The control of certain parameters in indoor environments, such as temperature and relative humidity, constitutes an essential element
for the conservation of heritage, and preservation of human health, due to the potential risk implied by the presence of microorganisms
in these environments, specifically fungi. The purpose of this study was to determine the airborne fungal concentration at the Archivo
Municipal de Cardenas (Cuba), establish the taxonomic identification of isolates and describe the biodeteriorating and pathogenic potential
represented for the documentary heritage and human health, respectively. We used a SAS Super 100 biocollector and Petri dishes containing
an adequate culture medium for microbiological sampling, and later determined the biodeteriorating capacity of the strains. The fungal
concentration values obtained at site 1 were considerably higher than those obtained at site 2, allowing classifying the first one as highly
contaminated. The predominant fungal genus was Penicillium, registering 53% and 81.8% at sites 1 and 2, respectively. All the isolates
presented marked cellulolytic activity and acid production, while 58% excreted pigments to the medium, verifying their biodeteriorating
capacity. The fungus genus isolated represents potential pathogens for human health.
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Introduccion

El continuo conocimiento y control de las condiciones
ambientales existentes en museos, archivos o cualquier
depdsito destinado a atesorar el patrimonio historico,
constituye hoy en dia uno de los elementos mas importantes
a tener en cuenta en la conservacién preventiva de tan
preciado legado. La prevalencia de condiciones ambientales

inadecuadas junto a la presencia de elevadas concentraciones
microbianas en dichos locales, ha despertado la atencion de
varios grupos de investigadores y especialistas en el area
de conservacion de bienes patrimoniales, debido al riesgo
que esto implica tanto para la salud humana como para la
integridad del patrimonio en ellos resguardados.
Especificamente, la contaminacion fingica es uno de los
principales objetos de estudio, dado el elevado potencial
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biodeteriorante y patdogeno que posee este grupo microbiano
[1-6].

Los altos valores de humedad relativa y temperatura
existentes en paises tropicales, producto de las condiciones
climaticas imperantes, favorecen el incremento del polvo
y de la concentracion de esporas fiingicas en el aire, asi
como su deposicion sobre diferentes sustratos, facilitando
el desarrollo de hongos; estos poseen una potente, versatil
y adaptable maquinaria metabdlica, capaz de digerir un
gran numero de sustratos, tanto de origen organico como
inorganico, propiciando el biodeterioro de los diferentes
soportes atesorados en los depositos [7]. Por otra parte, los
hongos cuentan con diferentes estructuras y mecanismos de
patogenicidad, que ocasionan padecimientos especificos en
el ser humano [8-11].

Numerosos estudios han establecido una estrecha relacion
entre las condiciones ambientales, la existencia de géneros
fungicos y la incidencia de los mismos en el desarrollo de
enfermedades respiratorias [12], lograndose asociar la pre-
sencia de los mismos con el desarrollo de sintomas perte-
necientes a este tipo de patologias [13,14]. Varios grupos
de investigacion recomiendan la necesidad de aumentar la
frecuencia de estudio de las condiciones ambientales en los
locales, en aras de garantizar una referencia medioambien-
tal de los mismos en caso de desastres, asi como para ob-
tener un criterio del dafio potencial al cual estan expuestos
tanto el patrimonio como el personal que labora en este tipo
de instituciones [15-17].

Por todo lo antes descrito y dada la situacion existente
en el Archivo Municipal de Cardenas (AMC) de Cuba,
referente a la elevada contaminacion presente en el interior
de los depositos de documentos alli existentes, se decidio
realizar el estudio de la concentracion fungica aérea del
mismo, para lo cual fueron trazados los siguientes objetivos:
a) determinar la concentracion fingica del aire del AMC, b)
realizar la identificacion taxondmica de los hongos aislados,
c) estudiar las caracteristicas fisiologicas para determinar
su potencial biodeteriorante, y d) describir brevemente las
caracteristicas patdgenas de los principales géneros fingicos
aislados.

Materiales y métodos

Caracteristicas de los depositos muestreados: El municipio
de Cardenas ocupa la parte septentrional de la provincia
de Matanzas en Cuba: limita al norte con el estrecho de la
Florida, al sur con los municipios de Limonar y Jovellanos,
al oeste con la cabecera provincial de Matanzas y por el este
con los municipios de Marti y Perico.

El AMC se encuentra ubicado al este de este pequeiio
municipio. Estructuralmente estd conformado por dos
depositos de documentos y otros locales destinados a sala
de lectura, investigacion, servicios sanitarios y recepcion de
clientes.

Especificamente, los locales utilizados como depdsitos
consisten en pequefias areas sin sistemas de climatizacion y
escasa ventilacion, dada la inexistencia de un adecuado flujo

de aire. Ambos depdsitos se ubican en el primer piso de la
instalacion, en el area del patio, protegida por la sombra
de altas paredes, donde escasamente incide la luz solar. Es
necesario destacar que esta instalacion no fue concebida
en sus inicios como archivo, si no como casa de vivienda
y posteriormente fue adaptada para estos fines, por lo que
sus depositos no cuentan con el disefio adecuado para la
conservacion de documentos.

Las paredes del interior del local 1 se encuentran
revestidas por un material arenoso conocido como canto,
muy higroscopico, el cual les confiere una elevada capacidad
para absorber y retener agua del ambiente, favoreciendo el
incremento de los valores de humedad relativa del local
y generando con ello las condiciones propicias para el
crecimiento y desarrollo de varios géneros fungicos. Debido
a la poca incidencia de la luz solar en ambos depositos,
las condiciones ambientales resultan favorables para el
predominio de valores de humedad inadecuados para la
conservacion de documentos.

Muestreo de la concentracion fungica en el aire: El muestreo
de la concentracion fingica en el aire se realizo mediante
el uso de un biocolector SAS Super 100, con capacidad
de aspiracion de 100 L/min, programable seglin tiempos
y volumenes de aire deseados, ademas de la posibilidad
de realizar barridos de zonas y no solo toma de muestras
estaticas en puntos determinados del local a estudiar. El aire
aspirado es impactado directamente contra una superficie
de agar malta suplementado con NaCl al 7,5% contenido
en placas de Petri [3], que se colocan en el interior. Para los
aislamientos, las muestras de aire fueron tomadas durante
5 minutos, correspondientes a 500 litros de aire. Dada la
posibilidad de movimiento que proporciona este equipo,
y la pequena area que abarcan ambos locales, se decidid
realizar el barrido del aire en toda la zona y no la seleccion
de puntos estaticos, seglin las caracteristicas particulares de
cada depdsito. Se realizaron 3 réplicas por cada local. Tras
la incubacién durante 7 dias a 28 °C, se realizo el conteo de
los aislamientos fingicos obtenidos.

Determinacion de las unidades formadoras de colonias
(UFC) por m* de aire: El nimero de microorganismos
contados sobre la superficic de las placas necesita ser
corregido, por la posibilidad estadistica de que multiples
particulas pasen a través del mismo orificio. La formula
estadistica es tomada de las tablas de correccion brindada
por el productor del equipo, en el manual de uso, para los
dos posibles diametros de placa a utilizar [18]: 55 mm y 88
mm (se usaron las de 55 mm). Una vez corregido el nimero
de colonias por placas (Pr), este valor puede entonces
utilizarse para el calculo de las UFC por metro cubico de
aire muestreado, mediante la utilizacion de la siguiente
formula:

_ Prx1.000 UFC
Vv

X X 1.000 litros de aire

Donde: V = volumen de aire muestreado, en este caso
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500 L; Pr = numero de colonias formadas segun factor de
correccion para los diferentes tipos de placas utilizadas, en
este caso fueron de 55 mm; X = UFC por 1.000 L de aire.

Identificacion de las cepas fungicas aisladas: Se realizd
la observacion de las caracteristicas morfologicas de
cada colonia y la identificacion se llevo a cabo segin los
manuales de identificacion taxonémica [19,20], asi como la
informacion que aparece en el Image Bank de la pagina web
The Aspergillus Website [21].

Determinacion cualitativa de la capacidad celulolitica y
la produccion de pigmentos de hongos: Para determinar
el poder degradativo de la celulosa y la produccion de
pigmentos de los aislamientos fungicos, se procedio a
sembrarlos en un medio de cultivo cuya composicion salina
para 1 L es: nitrato de sodio 2 g; fosfato de dipotasio 1 g;
sulfato de magnesio 0,5 g; cloruro de potasio 0,5 g; sulfato
ferroso 0,01 g; agar 20 g; pH=5.5. Como fuente de carbono
se emplearon en un caso una tira de papel de filtro de 4,8 cm
de largo por 1 cm de ancho (equivalente a 50 mg de papel
de filtro), en otro celulosa cristalina (1%) y como control se
empleo glucosa (1%) [22,23]. Los cultivos se incubaron a
28 °C durante 21 dias.

Determinacion de la produccion de acidos de hongos:
Se prepar6 una suspension de esporas de cada uno de los
aislamientos en estudio, a partir de cultivos realizados
en tubos de ensayo conteniendo agar malta; tras 10 dias
de incubacion o en fase de esporulacion, se agregd a los
mismos 10 mL de agua y perlas estériles con posterior
agitacion, para homogenizacion de la suspension. El ajuste
de la concentracion se realizé mediante el uso de la camara
de Neubauer y microscopio Optico a una magnificacion
de 40X, obteniéndose una concentracion final de 2 x 10°
esporas ml™!. Cada suspension obtenida se sembro en caldo
de cultivo de composicion salina similar al empleado
anteriormente, pero con glucosa al 1% y el pH se ajusto a 7.
Los cultivos se incubaron a la misma temperatura por 3 dias
y posteriormente se midi6 el pH del medio de cultivo con la
ayuda de un pHmetro.

Resultados y discusion

Analizando los valores promedios de las concentraciones
fungicas obtenidas en cada local, se apreci6 una marcada
diferencia, evidenciandose una elevada contaminacion
fungica en el local 1, con un valor de 2.782 UFC/m® con
relacidn al local 2 con 68 UFC/m?, como puede observarse en
la tabla 1. Estos resultados se corresponden con los valores
de humedad relativa registrados durante el muestreo, siendo
significativamente mayores en el local 1, lo cual genera
condiciones ambientales adecuadas para el crecimiento y
desarrollo de los géneros fingicos.

En la actualidad no existe un consenso internacional que
permita establecer niveles de concentracion fingica para
clasificar un ambiente en contaminado o no, aunque existen

Tabla 1. Densidad relativa de géneros fungicos aislados de los depdsitos
del AMC.

Concentracion media

Depositos T (°C) HR (%)

de hongos (UFC/m?)
AMC local 1 2788 27,8 79,4
AMC local 2 68 25,3 60,7
Concentracion
fungica total 2856

UFC/m?: unidades formadoras de colonias por metro clibico; T: temperatura;
HR: humedad relativa.

estudios y normativas establecidas por varias instituciones
en determinados paises o regiones. Las normas dispuestas
por la Conferencia Americana de Higienistas Industriales
Gubernamentales (ACGIH) y el US Public Health Service,
recomiendan 200 UFC/m® como un valor limite para
bioaerosoles fungicos en ambientes interiores [24]. Mientras
tanto la Union Europea establecié desde 1998, en las
normas técnicas de medicion de Baubiologie (Standard of
Building Biology Testing Methods and Guidelines, SBM),
las 500 UFC/m? como limite a partir del cual se considera
un ambiente interior como altamente contaminado, lo
cual coincide con lo reportado por otras instituciones e
investigadores [25,26]. Instituciones como Healthy Building
Internacional y Brazilian Health Ministry establecen como
valor limite 750 UFC/m? [27]. Otros autores plantean que
un ambiente interior con 300 UFC/m® o mas de hongos, se
considera contaminado [26,28-30].

Los niveles de concentracion fungica obtenidos en el local
1 superaron ampliamente los valores limites establecidos por
las diferentes normativas internacionales, por lo que puede
clasificarse como altamente contaminado, a diferencia del
local 2.

La detecciéon de bajas concentraciones flngicas en el
aire de estos ambientes interiores, incluso por debajo de
los limites establecidos por cualquier norma o legislacion,
no necesariamente es indicativo de que estos ambientes
sean saludables o que no constituyan un riesgo potencial
de biodeterioro para nuestras colecciones. Si bien la
concentracion microbiana es un factor importante, también
lo son el grado de patogenicidad y capacidad metabodlica
de cada aislamiento, asi como el grado de inmunidad de
los individuos y el tiempo de exposiciéon a este tipo de
ambientes, por lo cual se impone realizar la identificacion
de los microorganismos aislados.

Seguin se muestra en la tabla 2, dentro de los géneros
fungicos aislados se evidencié un predominio de Penicillium,
con 53% y 81,8% para los locales 1 y 2 respectivamente,
seguido por Cladosporium y Aspergillus, lo cual coincide
con lo reportado en la literatura, donde se establece a
estos tres géneros como los principales contaminantes de
ambientes interiores [31-35].

La tabla 3 muestra la caracterizacion fisiologica de las
cepas fungicas aisladas, lo que permitié conocer el riesgo
potencial de biodeterioro. Todas las cepas fueron capaces
de crecer a expensas del papel de filtro, lo que demuestra
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Tabla 2. Predominio de géneros fungicos en el AMC.

Densidad relativa %

Géneros fungicos

AMC 1 AMC 2
Aspergillus 45,8 12,2
Penicillium 53,0 81,8
Cladosporium 1,2 3,0
Fusarium - 3,0

que pueden emplear a la celulosa pura como tnica fuente
de carbono. De manera similar, se evidencid que todas las
cepas produjeron acidos, pues propiciaron una disminucion
significativa del pH del medio de cultivo, lo que demuestra
que pueden acidificar el papel de los documentos. E1 58% de
las cepas fiingicas excretaron pigmentos sobre el papel y en
los diferentes medios de cultivo, abarcando tonalidades de
color desde el amarillo hasta tonos rojizos. Los resultados
obtenidos evidenciaron la capacidad biodeteriorante
que poseen los aislamientos fungicos obtenidos, por lo
que su presencia constituye una grave amenaza para las
colecciones que se encuentran en los depositos, mientras
que las condiciones ambientales no se correspondan con los
valores adecuados para la conservacion.

Los hongos pueden generar alteraciones cromadticas
sobre los documentos por manchas de diferentes colores,
tonalidades y texturas, debido al propio crecimiento micelial
y a la excrecién de acidos propios de su metabolismo.
Los altamente celuloliticos degradan los componentes
estructurales del papel y su principal fuente carbonada, la

celulosa, excretando acidos organicos tales como oxalico,
fumarico, succinico y acético, que se encargan de la
acidificacion del soporte y posterior ruptura de los enlaces
entre las moléculas de celulosa, llegando a debilitar la
estructura del mismo. De esta manera se evidencié que la
potente actividad biodeteriorante de este grupo microbiano
puede generar dafios estructurales, quimicos y cromaticos
sobre el patrimonio documental [36-39].

Los hongos, dependiendo del género o la especie, del
valor de concentracion en el ambiente, asi como del grado
de inmunidad del individuo y el tiempo de exposicion,
pueden causar una gran variedad de respuestas adversas
en humanos. Existen varias vias de exposicion dentro de
las que se incluyen el contacto dérmico, la ingestion y la
inhalacion, las cuales pueden ocasionar un gran niimero
de patologias especificas como rinitis, asma bronquial y
alveolitis o neumonitis generalizada.

Estudios inmunoldgicos han permitido establecer
un vinculo entre varios componentes que actiian como
indicadores de contaminacion fungica y el desarrollo de
reacciones alérgicas. En todas las células fungicas y sus
esporas se encuentran componentes moleculares como el
ergosterol y el 1-3 B-D-glucano. Ambos han sido asociados
a sintomas respiratorios y de otra indole en un gran nimero
de investigaciones epidemiologicas [40,41].

La produccion de compuestos volatiles organicos (CVO),
durante el proceso de degradacion de sustancias para la
obtencion de nutrientes, constituye la causa del mal olor
asociado a la contaminacion fungica en ambientes interiores.
La exposicion a elevados niveles de CVO ocasiona la

Tabla 3. Actividad celulolitica cualitativa y produccion de pigmentos y acidos por parte de los hongos aislados de los depdsitos del AMC.

Crecimiento en

Crecimiento en

Produccion de Crecimiento en

Cepas papel de filtro celulosa cristalina pigmentos® glucosa pH
Aspergillus niger +++ ++ + +++ 5,8
Aspergillus terreus ++ ++ - +++ 4,9
Aspergillus flavus +++ ++ + +++ 6,1
Aspergillus clavatus +++ + + +++ 5,0
Aspergillus fumigatus ++ + - s 48
Cladosporium cladosporioides - -+ - 4+ 5.1
Cladosporium sp.2 - + - I 3,6
Penicillium chrysogenum -+ ++ + -+ 5,6
Penicillium commune -+ ++ - +++ 45
Penicillium citrinum +++ ++ + o+ 52
Penicillium sp.1 +++ ++ + +++ 6,0
Penicillium sp.2 +++ + + +++ 5.8
Epicoccum sp. + ++ - +++ 59
Fusarium sp. +++ + + +++ 6,7

+ + +: crecimiento abundante; + +: crecimiento moderado; +: crecimiento pobre, también es indicativo de la presencia de pigmento; +: crecimiento
o produccion de pigmento muy pobre; - : sin crecimiento y sin produccion de pigmento; a: la produccion de pigmentos se evidencio sobre la tira de

papel de filtro.
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irritacion de las membranas mucosas asi como del sistema
nervioso central, desencadenando sintomas como cefalea y
dificultades en la concentracion [14,42,43].

Existe otro tipo de estructuras fngicas capaces de generar
enfermedades relacionadas con la exposicion a ambientes
interiores contaminados. Las micotoxinas son metabolitos
fungicos que poseen efectos toxicos de un amplio espectro
y que pueden ocasionar desde ligeras irritaciones de piel y
mucosas hasta inmunosupresion y cancer. Las micotoxinas
contenidas en algunas esporas fingicas pueden ingresar al
cuerpo através del tracto respiratorio mediante larespiracion,
pudiendo producir manifestaciones neurotoxicas [44].
La piel constituye otro blanco potencial de exposicion a
las micotoxinas; toxinas de numerosos géneros fingicos
pueden causar severas dermatitis [45].

Las especies del género Aspergillus son contaminantes
medioambientales muy frecuentes, aunque algunas especies
(A. fumigatus 85%, A. flavus 7%, A. niger 3%, A. terreus
3%, etc) pueden producir diversas patologias en el ser
humano, (otomicosis, queratitis, sindromes toxicos por
aflatoxinas, colonizacioén en cavidades organicas y tejidos,
diseminaciones sistémicas), denominadas aspergilosis.
Se comportan como patégenos oportunistas en pacientes
inmunocomprometidos (VIH, transplantados, pacientes
oncologicos, etc). Las especies de Aspergillus crecen con
facilidad y rapidez en casi todos los medios de uso habitual
(aunque son sensibles a la actidiona). La mayoria de las
cepas patogenas son termofilicas y crecen a 37 °C, pero hay
excepciones como A4. glaucus, que es mesofilica, y requiere
temperaturas de 25 °C para desarrollarse [46].

Muchas especies del género Penicillium son contaminantes
comunes de varios sustratos y son reconocidos como
potenciales productores de micotoxinas, aunque raramente se
encuentran especies patdgenas para el hombre. Sin embargo,
varios miembros de este género han sido relacionados con
varias infecciones oportunistas como queratitis micoticas,
otomicosis y endocarditis. Recientemente han sido
reportadas algunas infecciones diseminadas en pacientes
con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
causadas por P. marneffei [47,48].

El género Cladosporium engloba a unas 40 especies,
algunas de ellas fitopatogenas y la mayoria saprofitas
sobre vegetacion o el suelo; algunas de sus especies son
capaces de atacar celulosa, pectina y lignina. Es un género
de distribucion cosmopolita, siendo uno de los taxones
mas aislados y abundantes en los recuentos aerobioldgicos
de todo el mundo. En ambientes interiores las especies
de Cladosporium pueden desarrollarse sobre diferentes
superficies en presencia de valores de humedad relativa
adecuados. Es ampliamente citado como productor de
asma y esporosis; incluso algunas de sus especies actuan
como oportunistas y son capaces de intervenir en ciertos
procesos micoticos pulmonares, atacar la piel, producir
cromoblastomicosis y lesiones neurotropicas. El mayor
interés por estos hongos, desde el punto de vista sanitario,
viene dado por la capacidad alergdgena de sus conidios, que
pueden alcanzar concentraciones muy altas en la atmosfera,

tanto en interiores como en exteriores de edificaciones.
Seglin los datos facilitados por la Unidad de Alergia del
Hospital Reina Sofia de Cordoba (Espafia), Cladosporium
es el tercer alérgeno fiingico en importancia después de
Alternaria y Aspergillus, de los pacientes sensibles a
hongos, el 22% lo son a este taxén [49].

Lasespeciesdel género Fusariumsonhongos filamentosos,
hialinos, septados que pertenecen al grupo de los agentes
de las hialohifomicosis. Fusarium sp. es reconocido
principalmentecomosaprofitodelsueloypatégenodeplantas.
En los seres humanos causa infecciones localizadas, como
queratitis, especialmente en personas inmunocompetentes,
e infecciones diseminadas con compromiso multisistémico
en pacientes inmunocomprometidos [50].

Conclusiones

Debido a la marcada actividad celulolitica, produccion
de acidos y excrecion de pigmentos, evidenciada en
practicamente todos los aislamientos fingicos recolectados
de los locales del AMC, se comprobd que poseen una
elevada capacidad biodeteriorante, representando un riesgo
para la conservacion del patrimonio cultural, asi como para
la salud humana.
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