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ABSTRACT

Spores and fungal structures scattered in the air of domestic environments can be inhaled in
several concentrations, and they can become a source of contamination, allergies, asthma,
rhinitis, chronic bronchitis, and overall physical and mental stress and discomfort

alterations that affect work performance.

The School of Bio-analysis, works in two buildings: Exact and Natural Sciences and
Microbiology, these are divided in offices, classrooms, bathrooms, auditoriums and
laboratories. All these spaces have lost modernity which together with factors like
humidity, lack of ventilation, inadequate temperatures, and poor lighting make possible the
presence of fungi and the development of the Sick Building Syndrome.

Our main goal was to detect if the School of Bio-analysis buildings are developing Sick

Building Syndrome. Because of that, several factors were analyzed.

Air was sampled using active impact uptake. Fifty nine samples were taken from 31 sites.
Twenty two genera of fungi were identified in the lab. The genus Cladosporium spp., was
the most polluting (90.32%), followed by Penicillium spp., (64.52%), then the Rhizopus
spp., and the Helminthosporium spp., with 32.3% respectively, The data was obtained from

environments of both buildings.
To grow the fungi in the lab, two culture media were used: Potato Dextrose Agar and Rose

Bengal Agar. Overall, the last one was more selective and more useful to count and identify

these microorganisms.

Xi
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CAPITULO 1
ASPECTOS PRELIMINARES

1.1. INTRODUCCION

La buena o mala calidad del aire de los ambientes internos puede estar influenciada por la
presencia de particulas suspendidas en la atmosfera como son: polvo, polen, bacterias,
hongos y virus. En este trabajo se identificaron los agentes microbianos que causan con
mayor frecuencia alergias y problemas respiratorios en el personal que permanece al menos

4 horas en los ambientes internos.

Los agentes microbianos que se mencionan son los hongos, cuya proliferacion depende
principalmente, de la presencia de sustancias organicas, condiciones microcliméticas como:
temperatura, humedad relativa, escasa ventilacion, microbiota del aire externo y nimero de
personas presentes, e incluso factores como la limpieza, el tiempo y tipo de materiales de

construccion de las edificaciones.

“El problema de la presencia de agentes bioldgicos en el aire interno se ha abordado en
diversas directrices: la relativa a la salud, normas nacionales de calidad del aire y normas
profesionales segin la Agencia Europea para la Seguridad y la Salud en el Trabajo”**! En
el presente trabajo se hara referencia a la calidad del aire y a los efectos que produzcan los

hongos como una de las causas del Sindrome del Edificio Enfermo.

La manera en que se evalud la calidad microbioldgica del aire interno de la Escuela de
Bioanalisis, fue mediante el recuento de esporas y estructuras fungicas como un parametro
importante para establecer la posible existencia del Sindrome del Edificio Enfermo. El
recuento de unidades formadoras de colonias de hongos se realizd mediante la captacion de
aire por impacto activo y la identificacion del género de los hongos a través de cultivo en el
laboratorio. Ademas, se establecen los parametros necesarios de mantener las condiciones

fisicas y ambientales para asegurar 6ptimas condiciones de higiene y salud laboral.

! Agencia Europea para la Seguridad y la Salud en el Trabajo, 2007
¥ Muzi, G. et., al, 2007



1.2. JUSTIFICACION.

La Escuela de Bioanalisis fue creada como la primera Escuela de Tecnologia Médica del
Ecuador en agosto de 1968, con misidn de formar profesionales que prestarian su ayuda en
la orientacién al diagnoéstico clinico. En 1994 se crea la Licenciatura en Microbiologia
Clinica y Aplicada, posteriormente en 1998 la Licenciatura en Bioanalisis Clinico y en el

2001 la Licenciatura en Histocitologia.

Las tres carreras se imparten en los espacios correspondientes al Edificio de Ciencias
Exactas y Naturales y al Edificio de Microbiologia donde funciona también el DISerLAB -
PUCE desde el afio 2005. Estos espacios han sido adaptados para que funcionen

laboratorios, oficinas, aulas, auditorios.

“Los propios ocupantes del edificio pueden ser una de las fuentes importantes de
contaminacion, ya que el ser humano produce de forma natural didéxido de carbono (CO5),
vapor de agua, particulas y aerosoles bioldgicos, siendo a la vez responsables de la presencia
de otros contaminantes entre los que destaca el humo de tabaco que en si contiene mas de
3000 compuestos, entre ellos, mondxido de carbono (CO), aldehidos, 6xidos de nitrégeno,

metales, etc”®.

Por otra parte los materiales usados para el trabajo de oficina, pueden aportar
contaminantes al ambiente. “Los productos como correctores, el ozono desprendido por las
fotocopiadoras, los biocidas, los productos de limpieza, los desodorantes, y los mismos
agentes bioldgicos con los que se trabaja en el laboratorio, etc™".

En los exteriores de los edificios analizados hay arboles, arbustos y jardines, mismos que
son hospederos de esporas fungicas, ademas los humos de escape de automoviles, el 6xido
de azufre y otros son fuente de contaminacion.

Los contaminantes bioldgicos pueden ser responsables de enfermedades infecciosas y

también de alergias, por lo que hay que considerar los efectos de bacterias, virus, hongos,

® Berenguer, M. José, 1990
*! Granados, T., 2008



acaros, etc. “Los limites ambientales conocidos hasta el momento de estos contaminantes
son muy pocos. En el caso de los contaminantes quimicos, los efectos sobre el organismo
pueden ser aditivos, sinérgicos o antagdnicos y el conocimiento de estas interacciones aun

es limitado™®.

“Las causas mas frecuentes del Sindrome del Edificio Enfermo (SEE) son una ventilacion
insuficiente (50% a 52%); contaminacion generada en el interior, como la producida por
méaquinas de oficina, humo del tabaco o productos de limpieza (17% a 19%);
contaminacion procedente del exterior del edificio por una disposicién inadecuada de las
entradas de aire (11%); contaminacion microbiologica por agua estancada en los conductos
del sistema de ventilacién, humidificadores (5%); compuestos organicos emitidos por

materiales de construccion y decoracion (3% a 4%)™.

“Los sistemas de ventilacion de los edificios deben ser disefiados no sélo para calentar y
enfriar el aire, sino también para hacer circular el aire exterior, regenerando el aire del
interior del edificio.”™® Si estan mal disefiados o sin un mantenimiento adecuado, pueden

contribuir a la problematica de la calidad del aire interior.

La calidad del aire interior en los edificios, precisa de una mejor atencion y caracterizacion
del contenido de los bioaerosoles existentes. Cualquier foco de crecimiento de
microorganismos puede conducir a la diseminacion e incremento de estos organismos por
toda la estructura edificada y al contrario de lo que sucede con los contaminantes quimicos,
los bioldgicos son capaces de reproducirse, por lo que es necesario el mantenimiento de sus
niveles lo mas bajos posibles.

“La OMS establece que a nivel Mundial, el 30% de los Edificios Publicos han sido
afectados por este Sindrome y sefiala estudios realizados en Gran Bretafia, sobre una
muestra de 4.500 oficinistas de 46 Edificios, de los cuales el 29% se encontraba afectado

por 5 0 mas sintomas asociados al SEE™®.

2Aguiar, X., 2009

® Berenguer, M. José, 1990
%0 \/enegas, E., 2010

° Burgos, D., 2007



El problema del SEE es reciente y se ha dado principalmente en edificios construidos en los
altimos 20 afios. “El Instituto Nacional Americano de Seguridad e Higiene (NIOSH) ha
efectuado mas de 1.000 investigaciones acerca de calidad de aire en Edificios de Estados

Unidos™®, contribuyendo a la determinacion de éste Sindrome.

“En la actualidad, en el Ecuador no se ha realizado investigaciones minuciosas sobre el
Sindrome del Edificio Enfermo, y se desconoce el nimero de edificaciones que pueden
tener este problema y el grado de incidencia de afecciones en la salud integral de los

trabajadores™.

En base a todos los datos indicados, es de suma importancia la realizacion del presente
trabajo, para analizar la situacion actual de la calidad del aire interior en los ambientes de la
Escuela de Bioanalisis; areas donde se manejan microorganismos como bacterias y hongos,

y que son susceptibles a diseminacion.

A todo lo anterior se suman las condiciones del edificio como son: escasa ventilacion, poca
iluminacion, humedad y tiempo de permanencia de sus ocupantes, que son factores que
ayudan al desencadenamiento del Sindrome. Con los resultados del estudio se evaluara si la
Escuela de Bioanalisis presenta hongos que son una de las causas del Sindrome del Edificio

Enfermo.

Dentro de los edificios de la PUCE hasta el momento, no se ha realizado ningun estudio
aerobioldgico y microbioldgico constituyéndose éste, como el primer trabajo que evalua la

calidad del aire de estas dependencias.

& Bowen, G, 2011
° Burgos, D., 2007



1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las alfombras, pisos flotantes, y cerdmicas, asi como también la falta de iluminacién, mala
ventilacion, humedad, materiales de construccién de bajo costo, segin la OMS son
caracteristicas para que se desarrolle el Sindrome del Edificio Enfermo. En la mayoria de
oficinas y auditorios objeto del estudio se mantienen alfombras y muebles tapizados, en
archivos, bodegas y sotanos la iluminacion es deficiente, en cuartos de lavado, bafios, y

ciertos laboratorios se evidencia humedad.

“El hombre permanece alrededor de un 90% de su tiempo en el interior de edificios, en
muchos de los cuales la calidad del aire interior se encuentra disminuida por la acumulacion

1222

de compuestos organicos volatiles (COVs), bacterias, hongos, etc. En el estudio es

importante resaltar el tiempo de permanencia de los ocupantes, el cual varia de 4 a 8 horas.

“Los hongos se encuentran intimamente relacionados con el Sindrome del Edificio

Enfermo, ya que sus esporas son facilmente dispersadas por el aire”.

La prevalencia de
alergias y problemas respiratorios en el personal se pueden relacionar con la respiracion de
altas concentraciones de esporas y estructuras fangicas, lo que provoca altas reacciones de

hipersensibilidad e incluso asma.

Las reacciones de hipersensibilidad pueden ser: “inmediata o alergia que afecta al aparato
respiratorio superior causando rinitis y asma, producida por particulas de 30um como las
esporas de Puccinia spp., Alternaria spp., Cladosporium spp., y retardada, que afecta al
aparato respiratorio inferior produciendo alveolitis, neumonitis, debida a particulas menores

de Sum, principalmente esporas de Aspergillusy Penicillium™®.

“Algunos microorganismos se encuentran en forma de células vegetativas, pero las mas

frecuentes son las formas esporuladas, ya que las esporas son metabdlicamente menos

22 Guardino, X., 2009
%0 \/enegas, E., 2010
'8 De la Rosa, M., 2002



activas y sobreviven mejor en la atmdsfera porque soportan la desecacion. Las esporas son

producidas por hongos, algas, liquenes, algunos protozoos y algunas bacterias™*®.

La presencia de microrganismos en edificios y materiales dafiados, esta ligada a la
actividad del agua de los materiales que han colonizado. “Entre las especies que crecen de
manera Optima con una actividad de agua elevada (>0,90-0,95) se encuentran los siguientes
hongos: Aspergillus fumigatus, Exophiala spp., Phialophora spp., Trichoderma spp.,
Ulocladium spp., Stachybotrys spp. Fusarium spp™®. La presencia de tales especies
indica un elevado contenido de agua en los materiales colonizados Yy puede ser un

indicio de que hay dafios por agua.

“Algunas enfermedades flngicas son trasmitidas por el aire. Ciertos hongos
levaduriformes: Cryptococcus, Coccidioides, Blastomyces, Histoplasma son responsables
de enfermedades pulmonares, desde donde pueden invadir otros tejidos y producir una

enfermedad sistémica”®.

“Una vez que los hongos se han desarrollado sobre una superficie, la incidencia de diversos
factores como las corrientes de aire que ejercen un efecto de arrastre mecanico, la
desecacion que favorece la pulverulencia, o las vibraciones causadas por actividades
cotidianas, ocasionan que el polvo se suspenda en el aire conteniendo metabolitos fungicos,

como micotoxinas o fragmentos fingicos (esporas, hifas y propagulos)”?.

“Las particulas inhaladas mayores de 10um quedaran retenidas por el sistema de limpieza
mucociliar en la region nasofaringea, donde pueden causar irritacion. Las particulas
inhaladas menores de 2,5um, como son la mayoria de las esporas y el polvo organico,
pueden llegar hasta las vias respiratorias bajas, incluso a los alveolos, donde pueden
originarreacciones asmaticas, si son particulas de naturaleza antigénica, o ser absorbidas y

surtir efecto biolégico en el caso de las micotoxinas”?.

% De la Rosa, M., 2002
% Muzi, G., et al, 2007
29 Mancha, F., 2007



El analisis microbioldgico de los microambientes de la Escuela de Bioanalisis, es
indispensable realizarlo, porque permitird determinar la presencia de hongos, el nivel de
contaminacion por ellos causado, y las caracteristicas fisicas que presentan los ambientes

como parametros importantes para el desarrollo del Sindrome del Edificio Enfermo.

Preguntas directrices:

¢Qué tipo de hongos existen en los ambientes de la Escuela de Bioanalisis de la

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador que alteren la calidad del aire interior?

¢Cudl es la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias de hongos por metro

cubico que afectan la calidad del aire interior?

¢Donde se realiz0 el estudio de la calidad de aire interior?

¢Qué caracteristicas fisicas presentan los edificios que favorezcan la presencia de

hongos en los ambientes?



1.4. OBJETIVOS.

1.4.1 Objetivo general

e Evaluar la calidad microbiologica del ambiente en la Escuela de Bioanalisis-PUCE
mediante el recuento de esporas flngicas como un pardmetro importante para

establecer la existencia del Sindrome del Edificio Enfermo.

1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar la importancia de mantener las condiciones fisicas y ambientales
adecuadas en los ambientes de la Escuela de Bioanalisis-PUCE para asegurar

Optimas condiciones de higiene y salud laboral.

e Establecer el nivel de contaminacion por esporas fungicas en los edificios donde
funciona la Escuela de Bioanalisis-PUCE mediante la captacion de aire por impacto

activo.

e ldentificar el género de los hongos presentes en los ambientes de la Escuela de

Bioanalisis-PUCE mediante el cultivo en el laboratorio.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1. Nivel de contaminacion por esporas fungicas

La contaminacion del aire en espacios cerrados o intramuros es una de una de las mayores
amenazas para la salud en la actualidad. “Investigaciones realizadas en Estados Unidos por
EPA (Environmental Protection Agency) y otros autores mostraron que el ambiente en
areas intramuros puede estar hasta diez veces mas contaminado que el extramuro™’.

Ademas, muchas personas realizan la mayor parte de sus actividades en oficinas, salones de
clase y habitaciones, convirtiéndose en una fuente de contaminacién porque producen
cantidades considerables de humo de tabaco, compuestos organicos e inorganicos en

elaboracion de comidas y combustién de equipos eléctricos.

“Los contaminantes tienen dos origenes: Los del aire exterior que se introducen por los
sistemas de ventilacion natural o forzada en los edificios; y los del ambiente interior creado
por las actividades rutinarias de limpieza, el mobiliario, los materiales de construccion, los

1322

recubrimientos de superficies y los tratamientos del aire Los contaminantes presentes

en el aire interior son de interés para el estudio.

Las esporas fungicas se encuentran diseminadas en el aire tanto interior como exterior y
pueden ser inhaladas en varias concentraciones por el hombre y los animales, lo que
aumenta el riesgo de sintomas respiratorios y alergias en las personas. “Estos
padecimientos incluyen, entre otros, irritacion de las membranas mucosas, bronquitis
cronica, rinitis alérgica y asma, aparte de alteraciones fisicas y mentales como estrés,

ansiedad e incomodidad, los cuales pueden repercutir en el rendimiento laboral™"".

" Diaz, M., et al, 2010
22 Guardino S., 2009



“Cuando se describen estos sintomas, provocados por los microorganismos Yy
contaminantes en los ocupantes de intramuros, se habla del Sindrome del Edificio
Enfermo™*’.

Las razones por las que ocurre este Sindrome no son muy claras y se ha indicado que la
exposicion a contaminantes, como las esporas y estructuras de hongos, pueden ser un factor

que contribuya a desencadenar padecimientos como los anteriormente sefialados.

2.2 Sindrome del Edificio Enfermo

El Sindrome del Edificio Enfermo (SEE) se define como un sindrome leve, “que se
manifiesta en los ocupantes de un edificio y cuyas causas radican en el propio
inmueble™®.  El SEE es preocupante, especialmente en los entornos laborales, ya que sus
principales consecuencias son economicas, al provocar una disminucion de la

productividad de los trabajadores afectados.

Este Sindrome lo presentan las personas que realizan sus actividades profesionales a través
de varios sintomas, los cuales no van acompafiados de ninguna lesién organica o signo
fisico. “Los pacientes presentan quejas referentes a su salud en una proporcion mayor a la
que seria razonable y las causas son dificiles de identificar dado que en muchos casos

tienen un origen multifactorial.”%.

Los sintomas que se relacionan con el Sindrome son: “irritaciones de los o0jos, nariz y
garganta, ronquera, sensacion de sequedad en membranas de las mucosas y la piel; eritemas
(erupciones cutaneas), respiracion dificultosa, comezon, hipersensibilidades inespecificas,
nauseas, mareos y Vértigos, dolor de cabeza, fatiga mental, elevada incidencia de
infecciones respiratorias y resfriados, entre otros.”®.

En ciertos edificios pueden estar potenciadas algunas enfermedades como la sinusitis y

algunos tipos de eczemas.

" Diaz, M., et al, 2010

30 Manzana, A., 2007

® Berenguer, M. José, 1990
2 Garrett, M, 1997
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Por su parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) diferencia dos tipos distintos de
edificios enfermos.

“El que presentan los edificios temporalmente enfermos, (edificios nuevos o de reciente
remodelacion en el que los sintomas disminuyen y desaparecen con el tiempo;
aproximadamente medio afo), y el que presentan los edificios permanentemente enfermos
(cuando los sintomas persisten, a menudo durante afios, a pesar de haberse tomado medidas

para solucionar los problemas)”®.

La OMS sostiene que estos edificios tienen una serie de caracteristicas comunes:

e “Casi siempre poseen un sistema de ventilacion forzada y estandarizada a todo el
edificio o a amplios sectores y existe una recirculacion parcial del aire.

e Algunos edificios son de construccién ligera y poco costosa. Generalmente tienen
mal ubicadas las tomas de renovacion de aire; mientras otros utilizan
intercambiadores de calor que transfieren los contaminantes desde el aire de retorno
al aire de suministro.

e Las superficies interiores estan en gran parte recubiertas con material textil,
incluyendo paredes, suelos y otros elementos de disefio interior, lo cual favorece a
la relacion entre superficie interior y volumen.

e Al interior de los inmuebles se practica el ahorro energético y se mantienen
relativamente calientes con un ambiente térmico homogéneo. No obstante, muchos
de ellos son herméticos, es decir, tienen sus ventanas selladas, sin que se puedan

abrir’ #

2.3 Método de captacion de aire por impacto activo 333334

“Para la captacion de polen y esporas presentes en el aire existen diferentes procedimientos,

agrupables en procedimientos pasivos (gravimétricos y de impacto pasivo) y activos o

volumétricos (de impacto activo, y de filtracion activa)™® .

31323338 ‘Marti, M. Carmen, et al, 2003
®Berenguer, M. José, 1990
*Pinzén V., 2010
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“Este método se basa en la aspiracidn de un volumen de aire, el cual es conducido a través
de una superficie perforada sobre una placa conteniendo un medio de cultivo adecuado, se
utiliza para la captacién de bacterias y hongos”®"*?, ha sido empleado en algunos estudios
como en Espafia en el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT), en

Colombia en la Universidad de la Salle, en Costa Rica y en otros paises.

En el estudio realizado se utiliz6 el método de captacion de aire por impacto activo o
volumétrico para lo cual se emple6 el equipo MAS 100 (Microbiogical Air Sampler),
mismo que regula el volumen de aire de acuerdo a la presiéon y a la temperatura y por lo

tanto da todo el tiempo resultados comparables.

“El equipo dispone de un conector de control de tiempo, dividido en unidades que van de 1
a 15, representando cada una de ellas un tiempo de 20 segundos. El volumen de aire
muestreado en cada unidad es equivalente a 30 litros, lo que implica que se pueden realizar
muestreos con una duracion de 20 segundos hasta 5 minutos y con unos volimenes de 30 a
450 litros de aire™*32. “El tiempo y el volumen de muestreo dependen de la contaminacion
ambiental que se sospeche. Cuanto mayor sea ésta, menor es el tiempo de muestreo que se

debe aplicar y viceversa™".

El método para el recuento de bacterias y hongos en el aire, descrito en la NTP 299 (Nota
técnica de Prevencidn), se basa en el muestreo del aire problema mediante un equipo en
este caso el MAS 100 (Microbiological Air Sampler), mismo que es portatil, de facil

manejo, y que permite elegir el medio de cultivo adecuado para cada requerimiento.

La eleccién del medio de cultivo se hace segun lo que se quiera investigar, en este estudio
se requiere la utilizacion de medios que permitan el crecimiento de hongos.
“Posteriormente se procede a la incubacion a una temperatura adecuada y finalmente se
efectta el contaje de colonias expresando el resultado en UFC/m?® (Unidades Formadoras de

Colonias por metro clibico)”* .

3132 Marti, M. Carmen, et al, 2003
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La norma NTP 335 (ANEXO 1), permite ademas del recuento e identificacién de hongos,
la identificacion de esporas fungicas y de granos de polen directamente por observacion al

microscopio éptico.

“Las bacterias saprofiticas y hongos se desarrollan en el interior de los edificios y pueden
crecer en las superficies de recubrimiento de paredes, suelos y lugares donde se acumula
polvo y en los sistemas de calefaccion, ventilacion, y aire acondicionado, liberando esporas
y células en el aire, siendo el Cladosporium spp. y Penicillium spp. los mohos mas

abundantes™!.

“El polen y las esporas son elementos reproductores de las plantas fanerégamas y de los
hongos respectivamente, que son liberados de las anteras y esporangios por dehiscencia de
estos Grganos. Esta liberacion puede ser de forma explosiva, de una sola vez, o de forma

gradual, dependiendo de la planta u hongo que se trate".

Por ello, podemos considerar a
las plantas y hongos como centros emisores de particulas, en este caso de particulas

bioldgicas.

2.4 Calidad del aire

Para el estudio propuesto es importante mencionar los temas relacionados con la calidad de

aire entre ellos la situacion de la salud ambiental en nuestro pais.

“El monitoreo de calidad de aire se realiza especialmente en las grandes ciudades como
Quito, Guayaquil y Cuenca, pero se desconoce las consecuencias producidas en el aparato
respiratorio asi como otras enfermedades cronicas especialmente en grupos vulnerables

como nifios, ancianos y mujeres embarazadas”?®.

“Las cuatro enfermedades en las que mas influyen las malas condiciones ambientales son:

la diarrea, las infecciones de las vias respiratorias inferiores, diversas formas de

traumatismos involuntarios, y la malaria”?®,

31 Marti, M. Carmen, 2003
%|_ogrofio, M, 2011
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“Las infecciones de las vias respiratorias inferiores (37 millones de AVAD (afios de vida
ajustados en funcién de la discapacidad: el numero de afios que habria podido vivir una
persona, perdidos por su defuncién prematura, y los afios de vida productiva perdidos por
discapacidad) por afo; el 41% de los casos registrados a nivel mundial), producidas en

gran medida por la contaminacién del aire en espacios tanto exteriores como interiores”?®,

“La neumopatia obstructiva cronica es una enfermedad en ligero aumento que se
caracteriza por la pérdida gradual de la funcion pulmonar (12 millones de AVAD por afio;
el 42% de los casos registrados a nivel mundial), provocada en gran medida por la
exposicion a polvos y humos en el lugar de trabajo y otras formas de contaminacion del aire

en espacios exteriores e interiores™.

2.4.1 Condiciones Generales Ambientales en el Trabajo

2.4.1.1 Superficie y cubicacion en los locales y puestos de trabajo

1. “Los locales de trabajo reuniran las siguientes condiciones minimas:

a) Los locales de trabajo tendran 3 metros de altura del piso al techo como minimo
2. Los puesto de trabajo en dichos locales tendran:

a) Dos metros cuadrados de superficie por cada trabajador

b) Seis metros ctbicos de volumen para cada trabajador™’

2.4.1.2 Suelos, Techos y Paredes

1. “Lostechos y tumbados deberan reunir las condiciones suficientes para resguardar a
los trabajadores de las inclemencias del tiempo
2. Las paredes seran lisas, pintadas en tonos claros y susceptibles de ser lavadas y

desinfectadas.”’

*"Ministerio de Trabajo y Salud, 2000
%8 Logrofio, M, MSP 2011

14



2.4.1.3 Limpieza de locales

“Los locales de trabajo y dependencias anexas deberan mantenerse siempre en buen
estado de limpieza.

En los locales susceptibles de que se produzca polvo, la limpieza se efectuara
preferentemente por medios himedos o mediante aspiracion en seco, cuando
aquella no fuera posible o resultare peligrosa.

Todos los locales deberan limpiarse perfectamente, fuera de las horas de trabajo,
con la antelacion precisa para que puedan ser ventilados durante media hora, al
menos, antes de la entrada al trabajo.

Cuando el trabajo sea continuo, se extremaran las precauciones para evitar los
efectos desagradables o nocivos del polvo o residuos, asi como los entorpecimientos
gue la misma limpieza pueda causar en el trabajo.

La limpieza de ventanas y tragaluces se efectuard, con la regularidad e intensidad
necesaria.

Para las operaciones de limpieza se dotara al personal de herramientas y ropa de

trabajo adecuadas y, en su caso, equipo de proteccién personal.”’

2.4.1.4 Medio Ambiente y Riesgos Laborales por factores fisicos, quimicos y biolégicos

1.

“En los locales de trabajo se procurara mantener, por medios naturales y artificiales,
condiciones atmosféricas que aseguren un ambiente comodo y saludable para los
trabajadores.

En los locales de trabajo cerrados el suministro de aire fresco y limpio por hora y
trabajador sera por lo menos de 30 metros cubicos, salvo que se efectie una
renovacion total del aire no inferior a 6 veces por hora.

La circulacion de aire en locales cerrados se procurara adicionar de modo que los
trabajadores no estén expuesto a corrientes molestas y que a velocidad no sea
superior a 15 metros por minuto a temperatura normal, ni de 45 metros por minuto

en ambientes calurosos

3 Ministerio de Trabajo y Salud, 2000
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4. En los centros de trabajo expuestos a altas y bajan temperaturas se procurara evitar

las variaciones bruscas™’.

2.4.1.5 Ambiente térmico

“El mas aceptado es el conjunto de las normas de confort térmico recomendadas en ISO

7730-1984 que establece un intervalo dptimo de temperaturas (aire, radiante y simetria

radiante) y condiciones para personas con diferentes intervalos metabdlicos y usando

diferentes ropas.

Los valores recomendados son:

Temperatura operativa del aire: 22 °C +2 °C para invierno y 24,5 °C +1,5 °C para
verano.

Diferencia vertical de temperatura del aire entre 1,1 y 0,1 metros (cabeza y tobillo)
inferior a 3 °C.

Temperatura de superficie de suelo entre 19 y 26 °C (29 °C para sistemas de
calefaccion por suelo).

Velocidad media del aire inferior a 0,15 m/seg en invierno y 0,25 m/seg en verano.
Asimetria de temperatura radiante debida a planos verticales (ventanas, etc.) inferior
al0°C.

Asimetria de temperatura radiante debida a planos horizontales (techos, etc) inferior
a5°C.%

2.4.1.6 Ruidos y vibraciones

“Se fija como limite maximo de presion sonora el de 85 dB escala A del sonémetro,
medidos en el lugar en donde el trabajador mantiene habitualmente la cabeza, para
el caso de ruido continuo con 8 horas de trabajo. No obstante los puesto de trabajo
que demanden fundamentalmente actividad intelectual, o tarea de regulacion o de

vigilancia, concentracion o calculo, no excederan a 70 dB de ruido.

3 Ministerio de Trabajo y Salud, 2000
2! Granados Toni, 2011
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2. Para el caso de ruidos continuos los niveles sonoros, medidos en dB con el filtro
“A” en posicion lenta, que se permitiran, estaran relacionados con el tiempo de

exposicidn segun los siguientes valor:

Nivel sonoro Tiempo de
/dB (A-lento)  exposicion por
jornada/hora

85 8

90 4

95 2

100 1

110 0,25

115 1,25

3. Las vibraciones producidas en las cercanias de un edifico o debidas a maquinas

instaladas en el mismo también pueden afectar.”®’

2.4.1.7 lluminacién

1. “Todos los lugares de trabajo y transito deberan ser dotados de suficiente luz natural
y artificial para que el trabajador pueda efectuar sus labores con seguridad y si dafio
para los 0jos.

2. En las zonas de trabajo que por su naturaleza carezcan de iluminacion natural, sea
esta insuficiente o se proyecten sombras que dificulten las operaciones, se empleara
la iluminacién artificial adecuada que debera ofrecer garantias de seguridad, no
viciar la atmoésfera del local ni presentar peligro de incendio o explosion.

3. Cuando la indole del trabajo exija la iluminacion intensa de un ligar determinado, se
combinara la iluminacién general con otro local, adaptada a la labor que se ejecute,
de tal modo que evite deslumbramientos, en este caso la iluminacion general méas
débil sera como minimo de un tercio de la iluminacion localizada, medidas ambas
en lux (Unidad derivada, basada en el lumen, que a su vez es una unidad derivada

basada en la candela o intensidad luminosa)”®.

3 Ministerio de Trabajo y Salud, 2000
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2.4.1.8 Ventilacion

“Una ventilacion insuficiente es una de las causas mas frecuentes de SEE. Las normativas
sobre aportes minimos de aire existen en muchos paises, pero varian de unos a otros, asi
como entre zonas de no fumadores y de fumadores (intervalo entre 2,5 - 20 litros por
segundo y por persona).

La International Energy Agency (IEA) indica que un aporte de aproximadamente 8 litros
por segundo (cerca de 30 m* /h) por persona (actividad sedentaria) sera adecuada para

extraerlos bioefluentes humanos (olores) en areas de no fumadores™®.

Para una oficina: “se recomienda un aporte minimo por persona de 10 L/seg (cerca de 35
m3 /h) y para una sala de fumadores este valor debe aumentarse hasta 30 L/seg por

persona

La ventilacion en si no debiera ser causa de problemas adicionales, sin embargo hay que
cuidar el mantenimiento y limpieza de los equipos de ventilacion y evitar recirculaciones de

aire que puedan introducir nuevos contaminantes”®.

2.4.1.8.1 Cantidad de aire fresco segun la INEN 1 126

1. “La cantidad de aire fresco que se requiere para mantener el dioxido de carbono del
aire dentro de los limites de seguridad y para proporcionar el contenido de oxigeno

suficiente en el aire para la respiracion, es muy pequefia.

2. Las normas minimas de ventilacion se basan en el control del olor del cuerpo y el
retiro de producto de combustion, o en mantener un ambiente termal satisfactorio,

dependiendo de la zona climatoldgica.

® Berenguer, M. José, 1990
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3. El volumen de aire fresco que se requiere para la renovacion del olor perceptible del

cuerpo est4 influenciado por el espacio de aire por persona.”® (Tabla 1)

Tabla 1. Minimo de aire puro

Minimo de aire fresco
TIPO DE LOCAL 3
recomendable por persona m°/h
Sala con menos de 6 m*/persona 28
Sala de 6 m® a menos de 9 m*/persona 20
Sala de 9 m* a menos de 12 m*/persona 17
Sala de 12 m® a més por persona 10
Baros y lavatorios 28

Fuente: INEN 1 126, 2004

2.4.1.8.2 Ventilacién de Laboratorios

“En cuanto al nimero de renovaciones de aire/ hora a conseguir en el laboratorio, se
recomienda aportes de aire de 25 a 35 m®/hora por persona, o hasta 20 e incluso 30

renovaciones por hora en laboratorios de tipo medio.

El control del ambiente del laboratorio, entendiendo por tal la evacuacion de
contaminantes, exige en principio dos actuaciones bien diferenciadas: la retirada de
contaminantes y la renovacion del aire. Cualquier proceso o tarea susceptible de liberar
contaminantes, debe ser tratado convenientemente con el fin de que aquellos no afecten la
atmosfera de trabajo, o lo hagan en el minimo grado posible. Debe insistirse en que el
recurso eficaz para eliminar la contaminacién quimica o bioldgica generada por la actividad
del laboratorio es la extraccion localizada.”

“Evidentemente existen numerosos laboratorios que Unicamente disponen del recurso de la

ventilacion natural. Obviamente esta ventilacion sélo es viable en ciertas épocas del afio,

2 INEN, 2004
2 Heras, C., 1992
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con lo cual el disconfort sera la nota dominante en época de verano y durante el invierno, se
presentara el dilema de padecer bajas temperaturas o bien soportar la contaminacion
residual y los olores tipicos del laboratorio. Ademas de estos inconvenientes, la ventilacién
natural plantea que las corrientes de aire que apagan las llamas de los mecheros, provocan
golpes continuos de puertas y ventanas, enfrian los elementos calefactores y montajes,
causan evaporaciones inconvenientes, y alteran el funcionamiento de los sistemas clasicos
de extraccion localizada en los laboratorios: las campanas, las vitrinas de gases y las

cabinas de seguridad bioldgica.

Se hace necesario plantear la necesidad de establecer circulaciones de aire, eludiendo la
generacion de zonas muertas, y consiguiendo que el aire limpio barriera perfectamente las
zonas contaminadas en su recorrido hacia los puntos de extraccién. Asi, las entradas de aire
deberian localizarse en las partes opuestas a las que hayan acogido a los extractores, a base
de rejillas en puertas y pasillos (siempre que el laboratorio no presentara riesgos de
incendio o explosion y siempre que su presion fuera inferior a la de los pasillos).

Los extractores de renovacion de aire deben ser usados para la eliminacion de
contaminacion causada por un accidente (vapores generados por el vertido de un producto

quimico, formacion de un aerosol, etc.)

Sea cual fuere el sistema adoptado para renovar el ambiente del laboratorio, la retirada del
aire extraido del laboratorio exige una adecuada distribucion de las tomas de aire y de las
salidas. Si todas ellas se encuentran en las fachadas del edificio, las entradas se dispondran
en fachadas con distinta orientacion con respecto a las salidas. Si ambas deben quedar
dispuestas en los tejados, habran de tenerse en cuenta los vientos dominantes y las alturas
relativas. El aire del laboratorio no debe ser nunca recirculado, excepto en casos muy

especiales y siempre que se contara con un previo tratamiento a fondo.”?

“Cuando se planifique una nueva instalacion, habrd que prever un sistema mecéanico de

ventilacion que introduzca aire del exterior sin recirculacion. Cuando no se disponga de

2 Heras C., 1992
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ventilacion mecanica, las ventanas deberan poder abrirse y, a ser posible, estaran provistas

de mosquiteras.

Debe haber un sistema de ventilacion que establezca un flujo direccional hacia el
laboratorio. Se instalara un dispositivo de vigilancia visual, con o sin alarma, para que el
personal pueda comprobar en todo momento que la corriente de aire circula en el sentido

deseado.”*

2.4.1.9 Olores

“Algunos gases y vapores pueden ocasionar disconformidad sensorial debido a olores e
irritaciones que pueden producir ansiedad y estrés, especialmente cuando sus fuentes no

estan identificadas.

Factores psicosociales: estos factores pueden desemperfiar un papel importante aumentando
el estrés del personal. La organizacion del trabajo, la insatisfaccion en general, el tiempo de

trabajo, el contenido.”®

2.4.2 Riesgos Biologicos - Microorganismos

1. “En aquellos trabajos en que se manipules microoganismos o sustancias de origen
animal o vegetal susceptibles de transmitir enfermedades infecto contagiosas, se
aplicardn medidas de higiene personal y desinfeccion de los puestos de trabajo,
dotdndose al personal de los medios de proteccion necesarios. Se efectuaran
reconocimientos médicos especificos de forma periddica. En su caso, se utilizara la
vacunacion preventiva.

2. Todo trabajador expuesto a virus, bacterias, insectos, ofidios, microorganismo, etc.,
nocivos para la salud, deberan ser protegidos en la forma indicada por la ciencia

médica y la técnica en general.

*1 Organizacién Mundial de la Salud, 2005
® Berenguer M. José, 1990
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3. Se evitard la acumulacion de materias organicas en estado de putrefaccion.
Igualmente deberd mantenerse libre de insectos y roedores, los medios de
transporte, las industrias, talleres, almacenes, comercios, centros de trabajo,

viviendas y locales reunién, sus instalaciones y alrededores.”*’

2.5 Hongos en el ambiente

2.5.1 Generalidades

“Los hongos se dividen en dos grupos: las levaduras y mohos microscopicos conocidos
como microhongos, y los macrohongos, ya que producen esporas macroscopicas
apreciables a simple vista. Los hongos colonizan sustratos formando redes (micelio) o
filamentos (hifas). Los hongos filamentosos producen numerosas esporas que se dispersan

por el aire a partir de estructuras microscépicas y de estructuras grandes”*?

“La mayoria de los hongos son pluricelulares o filamentosos y se caracterizan por estar
constituidos por filamentos ramificados o hifas que se desarrollan y entrelazan formando el
micelio. Existe un micelio vegetativo adosado a la superficie del sustrato (suelo, plantas,
alimentos) y un micelio aéreo o reproductor, donde se forman las esporas asexuales y

sexuales™*.

“Las esporas fangicas son componentes normales de ambientes externos. Actualmente, se
conoce que el aire presente en los ambientes exteriores puede ser la fuente de esporas
fungicas contaminantes de los ambientes internos. A su vez, muchos de estos Gltimos
pueden servir como sitios de amplificacion para el crecimiento de los hongos. Asi, cuando
se presenta una alta humedad, las esporas pueden germinar y el hongo puede crecer

produciendo miles de nuevas esporas que utilizan la materia organica de esos sitios”?®.

% Ministerio de Trabajo y Salud, 2000
¥ Flannigan, B., 1993

* Marti, M. Carmen, 1997

% Karoldu, 2010
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Las esporas identificadas en este estudio, estdn enmarcadas dentro de la division
deuteromycota (hongos imperfectos), que reine un elevado nimero de hongos de

importancia econdémica y sanitaria y que no se reproducen sexualmente.

“La mayoria de los hongos presentes en los ambientes internos son saproéfitos, porque ellos
obtienen lo que necesitan para su metabolismo de materiales muertos, materia organica o
sustratos como madera, papel, pintura, suelo, polvo, piel y alimentos. No hay un cierto
nivel de los hongos ambientales que puede ser considerado como seguro. Esto depende de
la concentracién fungica en los ambientes externos y de los tipos de esporas presentes en el

ambiente interno”?,

“Los hongos filamentosos y levaduras son en su mayoria saprofitos, hallandose libres en la
naturaleza, especialmente en la materia organica en descomposicion.

Algunas especies de hongos pueden producir durante su desarrollo sustancias toxicas o
micotoxinas como, por ejemplo, las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus, que es
un hongo filamentoso. Por otra parte, algunos hongos son difasicos, es decir, unas veces se

comportan como hongos filamentosos y otras pueden comportarse como levaduras”®*.

“Las condiciones necesarias para que un hongo crezca en una superficie son: existencia de

esporas, base nutriente, humedad y temperatura entre 4°C y 38'C"%*.

2.5.2 Especies de hongos mas comunes en aire interior®

“Las especies de hongos mas comunes que se encuentran en aire interior estan reflejadas en
la Tabla 2, a partir de los resultados obtenidos en dos estudios diferentes publicados en
Biocontaminants in Indoor Environment. Los hongos mas 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 acantonarse

en cualquier tipo de material como alfombras, moquetas, empapelado de una pared, etc. y

26 Karoldu, 2010
34 Marti, M. Carmen, et al, 2003
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crecer desmesuradamente, proyectando al ambiente un nimero elevado de esporas con el

consiguiente riesgo para la salud”**.

Tabla 2. Frecuencia en forma de percentil de los hongos mas comunes en el polvo
doméstico.

ESPECIES DE HONGOS PORCENTAJE
Cladosporium spp. >80%
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium herbarum

Penicillium spp. 80%
Levaduras rosas y blancas >79%
Botrytis cinérea >50%
Aspergillus spp. Aspergillus fumigatus, 37%

Aspergillus niger, Aspergillus ochroaceus,
A. oryzae, Aspergillus versicolor,
Aspergillus glaucus

Paecilomyces variotii < 20%
Stachybotrys atra < 20%
Phoma spp. < 20%
Aureobasidium pullulans 20 - 30%
Alternaria alternata < 20%
Epicoccum purpurascens 20 - 30%
Geotrichum candidum 20 — 30%
Ulocladium spp., Ulocladium chartarum, 20 - 30%
Ulocladium consortiale

Trichoderma viride < 20%
Trichoderma harzianum < 20%
Mucor spp. <20%

Fuente: Health y Welfare, 1987 by Flannigan, et al, 1993

2.5.3 Efectos 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

Saludn3,34

% Marti M. Carmen, 2003
* Albright DM, 2001
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o “Enfermedad infecciosa o patogénica: Aspergillosis (por exposicion a Aspergillus
fumigatus), Histoplasmosis (por Histoplasma spp.), Criptococosis (por
Cryptococcus spp.) y Coccidiomicosis (por Coccidioides spp.)

e Reacciones alérgicas, como rinitis y asma

e Neumonitis por hipersensibilidad

o Cancer debido a micotoxinas carcinogénicas

o Desdrdenes inmunoldgicos por micotoxinas inmunosupresivas

e Reacciones toxicas por micotoxinas

e Reacciones de inflamacion debidas al R-1,3-glucano, compuesto de la pared celular
de los hongos

e lrritacion debida a VOC fungicos como por ejemplo alcohol

« Sindrome del Edificio Enfermo™**

2.5.4 Hongos contaminantes de ambientes internos

Desde la perspectiva ambiental, un aumento de estos microorganismos en ambientes
internos trae consigo una serie de alteraciones en el medio ambiente llegando a producir
una contaminacién del aire, de la manera ya antes mencionada como es la dispersion de

numerosas esporas flngicas desde sus reservorios a los diferentes ambientes.

A continuacion se describe el géenero de algunos hongos contaminantes ambientales, con

sus caracteristicas morfologicas y las enfermedades que ellos producen.

2.5.4.1 Aspergillus spp:

2.5.4.1.1 Caracteristicas macroscépicas de la colonia:

En medios como el PDA y Sabouraud

Anverso: “El tamafio es ilimitado, tiende a cubrir todo el medio en 1 a 2 dias. La textura es

variable entre: aterciopelada, granular, algodonosa”7. ”Las coloraciones pueden ser segun

® Albright DM, 2001
34 Marti, M. Carmen, 2003
"Bonifaz, A, 2008
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la especie: blanco o verde azulado (Aspergillus fumigatus), verde amarillento (Aspergillus
flavus), negro (Aspergillus niger), marron (Aspergillus terreus). Esta coloracién aparece
casi siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas

conidiales™.

Reverso: “no presenta pigmento, o blanquecino™’

Imagen 1. Macromorfologia
Aspergillus spp., PDA, 20°C, 3 dias de crecimiento

Fuente: Rivadeneira D. 2001

2.5.4.1.2 Micromorfologia:

“El tipo de micelio es nutritivo o vegetativo, macrosifonado (2-4um), septado y hialino;
Reproduccion anamorfica: a base de microconidios redondos o elipticos, de 2-5 um de
diametro; estructuras especializadas: la cabeza aspergilar mide de 100 — 200 um, esta
compuesta por conidioforos largos (100-250 um), vesicula redonda (50-100 um), en donde
nacen alrededor de un angulo de casi 360 °C, 2 series de esterigmas (fidlides), la primera de
gran tamafio, mientras que la segunda tiende a ser pequefia. Fase teleomorfica: no ha sido

reportada”’ .

*val, D., 2004
"Bonifaz, A, 2008
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Imagen 2. Micromorfologia Aspergillus spp., 40 x

Fuente: Rivadeneira D. 2011

2.5.4.1.3 Enfermedades:

“La mayoria de las personas frecuentemente estan expuestas al Aspergillus spp., las
infecciones causadas por el hongo rara vez ocurren en personas con un sistema inmunitario

normal”’.

Existen varias formas de aspergilosis:

o “Aspergilosis pulmonar de tipo broncopulmonar alérgica: es una reaccion alérgica
al hongo que generalmente se desarrolla en personas que ya tuvieron problemas
pulmonares, como asma o fibrosis quistica.

o Aspergiloma: es un tumor (bola fingica) que se desarrolla en un area de enfermedad
pulmonar o cicatrizacion pulmonar previas, como una tuberculosis o un absceso
pulmonar.

o Aspergilosis pulmonar de tipo invasivo: es una infeccion grave con neumonia que
se puede diseminar a otras partes del cuerpo. La infecciébn ocurre casi
exclusivamente en personas con sistemas inmunitarios debilitados debido al cancer,

SIDA, leucemia, trasplante de oOrganos, quimioterapia u otras afecciones o

" Bonifaz, A, 2008
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medicamentos que reducen el nimero de globulos blancos normales o debilitan el

sistema inmunitario™®,

“La incidencia de aspergillosis invasora por Aspergillus spp, se sitla aproximadamente en
el 0,7% en receptores de trasplante renal, 1,3% en pancreas, 1,7% en higado, 6,2% cardiaco
y 8,4% en el pulmonar. La mortalidades superior al 75% en los casos de enfermedad
pulmonar invasora y se aproxima al 100% en los enfermos con enfermedad diseminada y

afectacion del sistema nervioso central”®,

2.5.4.2 Cladosporium spp.:

2.5.4.2.1 Caracteristicas macroscépicas de la colonia:

En medios como el PDA y el Sabouraud

Anverso: “Las colonias alcanzan un didmetro de 2 a 4,5 cm en 7 dias a 25°C, la textura 'y
forma puede ser plana, seca, o aterciopelada, el color es verde oscuro; con algunos

surcos”®Reverso: “Presenta pigmento negro difuso al medio™.

Imagen 3. Macromorfologia

Cladosporium spp., PDA, 20°C, 4 dias de crecimiento

Fuente: Rivadeneira D. 2011

" Bonifaz, A, 2008
¥ Dugdale, D, 2011
*®Montejo, M, 2002
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2.5.4.2.2 Micromorfologia

“Tipo de micelio: macrosifonado de aproximadamente 2 a 4 um de didametro, septado y
oscuro (café-verdoso); modalidad de micelio: algunas cepas forman cuerpos nodulares.
Reproduccion anamorfica: por microconidios dispuestas en hormodendrum corto (2 y 3
unidades), estructuras especializadas: conidioforo corto; fase teleomorfica: algunas especies

presentan ascosporas”’.

Imagen 4. Micromorfologia Cladosporium spp.,100 x

B

'-i..\:_l.,

Fuente: Avrias, E, 2008
2.5.4.2.3 Enfermedades

“Este es el hongo con mas frecuencia en el aire, y uno de los hongos alergénicos
respiratorios mas importantes y se le ha implicado en casos de asma y fiebre.

Este hongo se asocia a los casos de rinitis en los que los sintomas no parecen coincidir con
la cantidad de polen de gramineas.

No es agente infeccioso importante, pero en climas calidos, puede producir infecciones
cutaneas, subcutaneas y queratitis. Estas infecciones tienen un desarrollo lento y su
tratamiento incluye exéresis quirargica de los tejidos afectados en combinacién con el

empleo de antotericina B”*.

" Bonifaz, A, 2008
“3 persoon, 2002
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2.5.4.3 Penicillium spp.:

2.5.4.3.1 Caracteristicas macroscépicas de la colonia:

En medios como el PDA y Sabouraud

Anverso: “Alcanzan un didmetro de 1,6 cm en 7 dias, el color es verde, con un halo
blanquecino en la periferia la forma y el aspecto es plana, polvosa, aterciopelada™ .
Reverso: “La mayoria de cepas no presentan pigmentos; algunas especies como

Penicillium notatum da color café ocre.”’

Imagen 5. Macromorfologia
Penicillium spp., PDA, 20°C, 5 dias de crecimiento

Fuente: Rivadeneira D. 2011

2.5.4.3.2 Micromorfologia

“Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada semejante a un
pincel que termina en células conididgenas llamadas fialides. Los conidios generados en
fialides suelen Ilamarse fialoconidios para indicar su origen. En la fialide, al dividirse el
nacleo, se extiende simultdneamente el extremo apical que luego se estrangula separando a
la espora recién formada. Se llama conectivo a la porcion de pared que une entre si a los
conidios permitiendo la formacion de cadenas, y en algunas especies se aprecia claramente

con el microscopio optico. Los filamentos o hifas alcanzan un diametro entre dos o tres

"Bonifaz, A, 2008
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micrometros. Las fidlides pueden tener forma de anfora o bien ser casi cilindricas con la
porcion apical en forma de cono. El tamafio maximo de las fialides es de 15 mm vy la parte
terminal no supera los 3 mm de largo. Los conidios son esféricos o elipsoidales,
unicelulares, hialinos que en masa se ven de color verde, verde azulado, verde aceituna o

gris. La pared de los conidios es lisa o rugosa segun las especies™*.

Imagen 6. Micromorfologia Penicillium spp.,100 x

Fuente: Salfelder, 2000

2.5.4.3.3 Enfermedades

“En general, las especies de Penicillium son de baja patogenicidad y la infeccion
generalmente se ha visto en individuos inmunocomprometidos. Casos aislados se ha
informado, sin clara supresion inmunolégica. La presentacion clinica de la enfermedad
causada por Penicillium es diversa, y se sabe que causan la patologia a través de la

infeccion directa, reaccion de hipersensibilidad, y la fibrosis pulmonar™.

2.5.4.4 Alternaria:
2.5.4.4.1 Caracteristicas macroscépicas de la colonia:
En medios como PDA y Sabouraud

1 carrillo L., 2001
® Barcus, A, et al, 2005
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Anverso: “Las colonias son de tamafno similar entre 56-63mm de diametro en una semana

a 27°C, el color es negro con tonalidades café-oscuro, la forma y aspecto es plana,

aterciopelada, seca y en ocasiones lo cubre un velo velloso blanco.”’

Reverso: “Es oscuro en el centro, rodeado de un anillo anaranjado palido.” ’

Imagen 7. Macromorfologia
Alternaria alternata, PDA, 27°C, 7 dias de crecimiento

Fuente: Rivadeneira D. 2011

2.5.4.4.2 Micromorfologia

“Los conidios de Alternaria tienen septos transversales y longitudinales y se los conoce
como dictiosporas, ademas son pardos y picudos. Nacen por la brotacion apical de una
célula conididgena o de la espora anterior, dando lugar en este Gltimo caso a una cadena
que suele ramificarse si una espora produce mas de un brote. Alternaria alternata produce
cadenas de 10 o méas conidios muy ramificadas a partir de conidi6foros cortos.

La ramificacién de los conidios surge de conidiéforos secundarios desde células conidiales
basales o apicales. La figura 5 muestra conidios de Alternaria alternata (Ellis 1971) con 1 a

9 septos transversales y varios longitudinales u oblicuos™*.

" Bonifaz, 2008
1 carrillo L., 2001
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Imagen 8. Micromorfologia Alternaria alternata, 100 x

Fuente: Leonor Carrillo

2.5.4.4.3 Enfermedades

“Puede provocar lesiones cutaneas y subcutaneas después de traumatismos en personas con
inmunosupresién. También es causa de endoftalmitis postquirdrgica y de onicomicosis. Se
han observado infecciones invasoras sistematicas en pacientes con sida. En China se ha
sugerido una asociacién entre el acido tenuazonico y el cancer esofagico que también ha
sido implicado en enfermedades hematicas endémicas, como el onyalai, en Africa. Las
lesiones cutaneas curan espontdneamente con la mejora o la resolucion de los factores
subyacentes del enfermo. El tratamiento de las infecciones invasoras graves es mas
complicado porque se suman las enfermedades severas subyacentes del enfermo con la
variable sensibilidad a los antifingicos de Alternaria. El tratamiento se basa en la
administracion intravenosa de concentraciones elevadas de anfotericina B desoxicolato

durante varias semanas.”?’

2.5.4.5 Rhizopus spp.:

2.5.4.5.1 Caracteristicas macroscépicas de la colonia:

En medios PDA y Sabouraud

Anverso: “Colonias de crecimiento rapido que cubren practicamente toda la superficie de

la placa en tres dias a 25 °C, el aspecto es consistente, con denso micelio aéreo,

27 Keissler, F., 2002
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algodonosas, el color en un principio es blanco, después gris oscuro, el micelio rojizo,
grisaceo o marroén.
Se reconoce facilmente por sus espolones hialinos o parduzcos, sus rizoides numerosos y

pardos y sus esporangios negros y lustrosos™’

Reverso: “Incoloro, no presenta exudacion”’

Imagen 9. Macromorfologia
Rhizopus spp., PDA, 25°C, 3 dias de crecimiento

Fuente: Rivadeneira, D. 2011

2.5.4.5.2 Micromorfologia:

“Las especies de Rhizopus spp. producen esporas asexuales y sexuales. Los
esporangiosporos asexuales se producen dentro de una estructura aguzada, el esporangium.
El esporangio es soportado por una gran columela, y el esporangioforo asoma entre rizoides
distintivos. Cigosporos negros se producen después de dos fusiones compatibles de
micelios durante la reproduccién sexual.

Esporangios esféricos negros de hasta 275 um de diametro con columela. Esporangiosporas
negras de 8 a 15 pm. Abundantes rizoides y zigosporas esféricas de pared

gruesa, desnuda de hasta 200 pm de diametro. Clamidosporas ausentes.”’

" Bonifaz, A, 2008
47 Solis, M., 2007
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Imagen 10. Micromorfologia

Rhizopus spp., 100x

Fuente: Arias, E, 2008
2.5.4.5.3 Enfermedades

“Algunas especies de Rhizopus spp. son agentes oportunistas de zigomicosis humana.
Pueden causar serias y con frecuencia fatales infecciones en humanos y en animales debido
a su rapido crecimiento a relativamente altas temperaturas. Algunas especies son patdégenos
vegetales. Las esporas de estos hongos no son abundantes en el aire libre, aunque su
frecuencia aumenta en lugares donde hay humedad y se acumula vegetacion muerta.
La exposicion a concentraciones elevadas de esporangiosporas de Rhizopus spp. Se ha
descrito como causa de alveolitis alérgica extrinseca conocida como pulmon de

serrador.”’

Se hace necesario “la identificacion no solo morfoldgica sino también molecular y una
forma de identificar estas especies es por medio de la técnica de ADN recombinante como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La identificacion por PCR ha sido el método
de seleccion mas utilizado por su rapidez, reproducibilidad y potencial para la

identificacion de hongos asi como para la de otros microrganismos”".

4730lis, M., 2007
> Zurizadai, C, 2006
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Localizacion del estudio

El estudio fue realizado en la Pontifica Universidad Catdlica del Ecuador, en los ambientes
del Edificio de Ciencias Exactas y Naturales, en areas de la Planta Baja de la Escuela de
Bioandlisis y en el Edificio de Microbiologia. EI procesamiento de las muestras se realizd
en el Laboratorio N°2 de docencia de la Carrera de Microbiologia de la Escuela de

Bioanalisis de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador.

Imagen 11. Edificio de Ciencias Imagen 12. Edificio

Exactas y Naturales - Exterior Microbiologia - Exterior

Fuente: Rivadeneira D. 2011 Fuente: Rivadeneira D. 2011
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3.2. Determinacion de las caracteristicas de lugares de muestreo

Para la determinacion de los lugares a muestrear, se recorrio la Escuela de Bioanalisis,
donde se aplicé una Matriz de Recoleccion de Datos (ANEXO 2). Dicha matriz ayud6 a
determinar el tipo de lugar, segln se detalla a continuacion. La mayoria de ellos fueron

laboratorios y oficinas:

e Oficina e Laboratorio

e Auditorio e Bafo

e Archivo o Cafeteria

e Bodega e Cuarto de Lavado

La matriz de recoleccion de datos permitié determinar las caracteristicas ambientales entre

las de interés estuvieron las siguientes:

e Ventilacion e Presencia de alfombras
e Iluminacion e Paredes himedas
e Presencia de cortinas e Techos himedos

La matriz preliminar nos permitié conocer los lugares propicios para el muestreo y también
logramos determinar datos valiosos para en lo posterior establecer una comparacion con el

recuento de UFC (Unidades Formadoras de Colonias).

3.3 Ambientes Muestreados

Los lugares muestreados (Imagen 13, 14, 15, 16) fueron en total 31, detallados en la Tabla
3. El orden en que se muestre6 cada ambiente dependi6 de la disponibilidad de las personas
que laboran en estos lugares, porque al momento de muestrear con el equipo el lugar debia

estar vacio.
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Tabla 3. Espacios Fisicos Estudiados

Edificio de Ciencias Exactas y Naturales:
Escuela de Bioanalisis— Planta Baja

Edificio de Microbiologia — DiSerLab

Corredor Norte-Sur
Lab. Hematologia

Lab. Histopatologia

Lavado y preparacion
de materiales

Lab. Urianalisis y
Parasitologia

Lab. Bacteriologia

Lab Quimica Clinica

Auditorio

Corredor Sur-Norte
Secretaria

Bafo

Oficina Contabilidad

Secretaria Juridica

Cafeteria
Oficina de profesores
#1

Oficina de profesores
#2

Oficina de profesores
#4

Oficina de profesores
#5

Archivo
Direccién

Oficina de profesores
#3

Lab. Banco de Sangre

Lab. Micologia

Subsuelo Piso 1
Cuarto de DiserLab.
lavado Recepcion

DiSerLab Lab.
Clinica# 1

DiSerLab Lab.
Clinica # 2

DiSerLab Lab.
Microbiologia
Clinica

Piso 2
Lab. Docencia
Microbiologia #1

Lab. Docencia
Microbiologia #2

Oficina de profesores
#1

Oficina de profesores
#2

Oficina de profesores
#3

Fuente: Rivadeneira D. 2011
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Imagen 13. Plano de la Planta Baja del Edificio de Ciencias Exactas y Naturales — Escuela de Bioanalisis

Lab. Biclogia
Molecular

Lab. Banco
de Sangre

Secretaria

__Abogado y

AUDITORIO

Planta BAJ A
Escuela de Bioanalisis
EDIFICIO Ciencias Exactas y Naturales

Fuente: Sanchez, D. 2012
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Imagen 14. Planta Baja del Edificio de Microbiologia

DiSerLab Lab
Clinica # 2 (Toma
de muestras)

DiSerLab Lab. AGGES

Microbiologia '

Agua y Alimentos

DiSerLab Lab.
Clinica# 1

DiSerLab
Recepcion

-

Acceso

Planta Baja
EDIFICIO Microbiologia

Fuente: Sanchez, D. 2012
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Imagen 15. Planta Alta del Edificio de Microbiologia

Profesore l\

Oficina l\
Profesores
: Ofi

Profeso
3

: :4“ ‘ '

Aula Estudiantes

Planta Alta
EDIFICIO Microbiologia

Fuente: Sanchez, D. 2012
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Imagen 16. Plano Subsuelo del Edificio de Microbiologia

Fuente: Sanchez D. 2012
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3.3.1 Cronograma de muestreo

Tomando en cuenta los lugares aptos para el muestreo, se elaboré un cronograma de

actividades que facilito el trabajo y la organizacién del mismo.

A continuacién se detalla el cronograma de muestreo en la Tabla 4, donde se indican los

lugares muestreados por facultades con la respectiva codificacion y fecha de toma de

muestra.
Tabla 4. Cronograma de Muestreo
ESPACIOS NUMERO
EDIFICIO FiSICOS DE CODIFICACION ;EE;'TAR?E%
MUESTRADOS MUESTRAS
Lab 1 EBAO1. 1
Hema?oio - 07/07/2011
Y 2 EBAO1. 2
3 EBA01. 3
Lab 1 EBA02. 1
Histopatologia 2 EBA02.2 07/07/2011
3 EBA 02. 3
Lavado y
preparacion de 1 EBA 03 07/07/2011
materiales
EDIFICIO DE
CIENCIAS Secretaria 1 EBA 04 08/07/2011
EXACTAS Y
NATURALES: N
ESCUEI,_A DE Bafio 1 EBA 05 08/07/2011
BIOANALISIS -
Oficina
Contahilidad 1 EBA 06 08/07/2011
Secretaria 1 EBA 07 11/07/2011
Juridica
Cafeteria 1 EBA 08 11/07/2011
Oficina de 1 EBA 09 11/07/2011
profesores #1
Oficina de 1 EBA 10 12/07/2011

profesores #2
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ESPACIOS NUMERO

FECHA DE

EDIFICIO FiSICOS DE CODIFICACION
MUESTRADOS MUESTRAS JCIESTIRES
Oficina de 1 EBA 11 14/07/2011
profesores #4
UG 6 1 EBA 12 14/07/2011
profesores #5
Archivo #05 1 EBA 13 26/07/2011
Direccion 1 EBA 14 26/07/2011
Oficina #3 1 EBA 15 27/07/2011
L 1 EBA 16. 1
Lab. Urianalisis 2 EBA16.2  03/08/2011
y Parasitologia
3 EBA 16. 3
omciooe 1 e
EXACTAS Y Bacteriologia 2 SIS 2 03/08/2011
NATURALES: i Egﬁ 1; i
5 FSXEIA_S 5 Ec, Lab'sfr?”r‘go o 2 EBA 18.2 11/08/2011
9 3 EBA 18.3
1 EBA 19.1
Lab. Micologia 2 EBA 19.2 11/08/2011
3 EBA 19.3
o 1 EBA20.1
Ll Qe 2 EBA 20. 2 12/08/2011
Clinica
3 EBA 20. 3
1 EBA21.1
2 EBA21.2
Auditorio 3 EBA21.3 12/08/2011
4 EBA 21. 4
5 EBA21.5
1 EMA 22. 1
Lab. #1 2 EMA 22. 2 RO
3 EMA 22. 3
EDIFICIO DE 1 EMA 23. 1
MICROBIOLOGIA Lab. #2 2 EMA 23. 2 18/08/2011
3 EMA 23.3
DiserLab. 1 EMA 24 10/08/2011
Recepcion
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ESPACIOS NUMERO

EDIFICIO FISICOS DE CODIFICACION
MUESTRADOS MUESTRAS
1 EMA 25.
Lab. Clinica #1 2 EMA 25.
3 EMA 25.
1 EMA 26.
Lab. Clinica #2 2 EMA 26.
3 EMA 26.
Lab. 1 EMA 27.
EDIFICIO DE | Microbiologia 2 EMA 27.
MICROBIOLOGIA Clinica 3 EMA 27
Oficina de
profesores #1 4 S
Oficina
profesores #2 1 EMA 29
Oficina
profesores #3 4 el
Cuarto de lavado 1 EMA 31

W NNEFE WNPEFE WN P

FECHA DE
MUESTREO

19/08/2011

22/08/2011

22/08/2011

23/08/2011

23/08/2011

23/08/2011
24/08/2011

Fuente: Rivadeneira D. 2011

3.3.2 Calculo del Numero de Muestras por Ambiente

Para determinar el nUmero de muestras por espacio fisico se utilizé la serie geométrica de

Fibonacci que tiene como factor serial el nimero de oro de Pitagoras. “Este nimero se lo

obtiene de la serie:

1,1,2,3,5,8, 13, 21, 34, 55, 89, 144, 233, 377, 610, 987, 1597, 2584, 4181, 6765, 10946,

17711
17711/10946 = 1,618033985 -> # de oro de Pitagoras”*?

La serie inicia con el nimero 1, lo cual significa que se tomo6 1 muestra si el local mide de

8m? a 21m?% seglin aumente la superficie (m?) aumentara también el nimero de muestras,

de acuerdo a la serie geométrica, como se detalla en la siguiente Tabla 5.

12 Castellanos, 2007
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Tabla 5. NUmero de muestreos segun el

area del local en m?

# de Area del local en
muestras (m?)
1 de8aZ21
3 de 21 a55
5 de 55 a 144
8 de 144 a 377
13 de 377 a 987

Fuente: Comunicacion personal Ing. Danilo Arroyo

3.3.3 Modelo para muestrear un espacio fisico

Las muestras que se tomaron por cada espacio fisico se las trabajo en dos medios de cultivo
diferentes: Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Rosa de Bengala (RB), El recuento de
Unidades Formadoras de Colonias por muestra se realizd en los medios de cultivo
respectivos.

“El muestreo de los ambientes se realiz6 siguiendo un sentido diagonal (Imagen 17). En el
cual se tomo6 1 muestra de aireen la mitad del espacio fisico. Cuando se tomaron 3, 5, 8,
etc., muestras se realiz6 el muestreo de aire en las esquinas del espacio fisico, puesto que en

estos lugares las corrientes de aire son nulas.”**.

Imagen 17. Modelo para muestrear un espacio fisico

o
=)

o
[#¥]
o
=)
=L
[#%]

5 11 12

Fuente: Comunicacion personal Ing. Danilo Arroyo, 2011

13 Comunicacién personal Ing. Danilo Arroyo, 2011
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3.3.4 Medicién de los metros cuadrados
Para esto se utilizd un metro inaldmbrico, con puntero laser de color rojo de la marca
Crafstman el cual dispara el rayo laser dando con exactitud el nimero de metros cuadrados
(area) de cada espacio fisico, para establecer el nimero de muestras que se tomaron durante
el estudio. (Imagen 18)
Imagen 18. Metro Inaldmbrico
I =

Fuente: Rivadeneira D. 2011

3.3.5 Recoleccion y Transporte de las muestras.

Las muestras ambientales de los 31 espacios fisicos se tomaron con el equipo MAS 100,
mismas que se recolectaron entre el 7 de julio y el 24 de agosto del 2011 y fueron
transportadas en una maleta especial de muestreo. No se necesité cadena de frio, pues el

estudio se realiz6 dentro del mismo Campus universitario (Imagen 19, 20).

Imagen 19. Maleta para el muestreo

Fuente: Rivadeneira D. 2011
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Imagen 20. Maletin del Equipo MAS 100

Fuente: Rivadeneira D. 2011
3.3.6 Identificacion de muestras
Todas las muestras fueron identificadas con la siguiente informacion:

e Nombre del edificio
e NUmero de Area Muestreada

e Fecha de muestreo
Para la rotulacién se utilizé un sistema de cddigos con el siguiente orden:

e [Iniciales del nombre del edificio
e Iniciales del area

e Numero del area muestreada

Asi por ejemplo: EBA 01 (Escuela de Bioanalisis — Area — muestra nimero 01) y EMA 22
(Edificio de Microbiologia — Area- muestra nimero 22).

3.4 Procesamiento de las muestras

“Para la captacion de aire se aplicéd un procedimiento volumétrico por impacto activo; ya
que este procedimiento permite expresar los resultados cuantitativamente por unidad de
volumen y estos datos son relacionables con la unidad de volumen respirada por la persona

susceptible de padecer reacciones alérgicas™.

3 Marti, M. Carmen, 1990
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3.4.1 Equipo MAS (Microbiological Air Sampler) 100

“Los Sistemas de Control Microbioldgico del Aire, son instrumentos de alto rendimiento
basados en el principio del muestreador de aire Andersen. El aire se aspira a través de una
tapa perforada y es impulsado sobre una superficie de medios de cultivo de un disco Petri
estandar de 90 mm (Imagen 21). Los microorganismos impactan sobre los medios de
cultivo y las colonias se cuentan después de un periodo de incubacion.

El sistema mide el flujo de aire y regula el volumen aspirado en un valor constante de 100
litros/minuto.”®. “El equipo fue programado para captar 250 It de aire en 2 minutos 30
segundos tomando en cuenta que se utilizé la mitad de la capacidad del equipo que es de

114

450 It de aire en 5 minutos. Una vez programado con este tiempo y volumen de aire,

se encendio el equipo y se procedid a tomar la muestra (Imagen 22).

Imagen 21. Muestra de aire en el medio Rosa de Bengala

Fuente: Rivadeneira D. 2011

3.4.1.1 Beneficios
“Mediciones precisas y reproducibles
o Lamas alta eficiencia de recogida

e Compensacion de flujo de aire integrada

14 Comunicacién personal de Granda Elena
% Merck KGaA, 2011
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e Independencia gracias al uso de discos Petri de 90 mm o placas de contacto de 60 mm
estandar

« Calibracion totalmente automatica

e Hardware y software validados para HACCP

« Documentos de validacién conformes con 1SO 14698

3.4.1.2 Funcionamiento

“El equipo dispone de un conector de control de tiempo, dividido en unidades que van de 1
a 15, representando cada una de ellas un tiempo de 20 segundos. El volumen de aire
muestreado en cada unidad es equivalente a 30 litros, lo que implica que se pueden realizar
muestreos de una duracion de 20 segundos hasta 5 minutos y con unos volimenes de 30 a
450 litros de aire. Por otra parte el tiempo y volumen que se muestreen dependen de la
contaminacion ambiental que se sospeche”™".

Con el medio de cultivo listo, se coloco la caja Petri dentro del equipo, se destapd la caja 'y
se lo tapo el equipo. Luego se programé el tiempo y el volumen a aspirarse y finalizado

esto se tapd y se saco la caja con la muestra de aire tomada.
Imagen 22. Partes del equipo MAS 100
Plato perforado

Caja Petri con medio de

Cultivo

Pantalla

Fuente: Rivadeneira D. 2011

% Merk KGaA, 2011
3Marti, M. Carmen, 1990
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3.4.2 Medios de cultivo

Se evaluaron dos medios de cultivo el PDA y el Rosa de Bengala (Imagen 23). EI Agar
Papa Dextrosa es un medio utilizado para el cultivo de hongos y levaduras, “al igual que
para el aislamiento de Beauveria, Paecilomyces, Verticillium y Metarhizium, los mas
importantes hongos parasitos de insectos; asi también para los parésitos de plantas y los
hongos saprofitos los cuales crecen y esporulan muy bien en este medio.”*

“Este medio de cultivo es utilizado para el cultivo de hongos y levaduras a partir de
muestras de alimentos, derivados leche y productos cosméticos. Puede ser suplementado
con antibioticos o acidos para inhibir el crecimiento bacteriano y es recomendado para
realizar el recuento colonial. De la misma manera, puede ser empleado para promover el
crecimiento de hongos y levaduras de importancia clinica. La base del medio es altamente
nutritiva y permite la esporulacién y la produccion de pigmentos en algunos
dermatofitos.”*

El Agar Rosa de Bengala “reduce el crecimiento de bacterias y disminuye la dispersion de
las colonias de hongos. Esta reduccion en el tamafio de las colonias de hongos facilita su
recuento y ademas permite el crecimiento de otras especies con desarrollo mas lento. El
Rosa de Bengala es absorbido por las colonias de levaduras y mohos facilitando asi su
reconocimiento y enumeracion. La presencia del cloranfenicol aumenta la selectividad del
medio, no permitiendo el crecimiento de bacterias. La Glucosa y la Peptona son las bases

115

nutritivas del medio.”” (ANEXO 5). Esta razon nos motivo a utilizar este medio.

10 Cafiedo, 2004
%MCD LAB, 1995
15 Cultimed, 2000
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Imagen 23. Diferencias de crecimiento en
PDAyY RB

X

[ Y

E Aaar Pana Dextrosa | Agar Rosa de Bengala

Fuente: Rivadeneira D. 2011

3.4.3 Incubacién

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente entre 15°C y 20°C, durante 5 dias en el
Laboratorio 2 de Microbiologia y al quinto dia se procedié al contaje de las colonias. Antes
de colocar las cajas en los mesones se realizd la desinfeccion de los mismos con
Hipoclorito al 1%. (Imagen 24.)

Imagen 24. Incubacién de muestras de aire en PDAy RB

Fuente: Rivadeneira D. 2011
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3.4.4 Método para el recuento de hongos en el aire

Se realiz6 un contaje interno de UFC por placa (Imagen 25 y 26), para posteriormente
expresar el resultado en UFC/m?® (unidades formadoras de colonia por metro clibico), donde
se tuvo en cuenta las constantes de volumen de aire aspirado y tiempo de aspiracion. Los
datos obtenidos del contaje se registraron por cada medio de cultivo utilizado para realizar
un analisis comparativo entre ellos.

Imagen 25. Recuento en PDA Imagen 26. Recuento en RB
(Anverso) (Reverso)

Fuente: Rivadeneira D. 2011 Fuente: Rivadeneira D. 2011

Para el recuento de hongos en el aire, se utiliz6 un método basado en la norma NTP
299 (ANEXO 3) que permitié obtener el nimero exacto de UFC/m® de los hongos
presentes en cada ambiente. Posteriormente se identific6 el género de estos

microrganismos.

Se aplico la Formula 1.

Férmula 1
UFC /3 = NE X 1000
nUFC/m® == Nu

Fuente: NTP 299
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Siendo:
NC: Numero de colonias por placa
NU: NUumero de unidades de tiempo empleadas en el muestreo

VA: Volumen de aire en litros

“Los niveles de hasta 100 UFC/m® de hongos saprofitos pueden ser considerados normales,
siempre y cuando se trate de ambientes en los que no exista poblacion con deficiencias o

enfermedades del sistema inmunitario”?*

“En lugares que, por el tipo de trabajo que se realiza, no precisan ser estériles, se
recomienda llevar a cabo el recuento de hongos y bacterias en aire cuando exista una
sintomatologia en la poblacion expuesta que sugiera una posible contaminacién bioldgica

causada por estos microrganismos”.

3.4.5 Métodos para la identificacién microscopica de hongos

3.4.5.1 Técnica de la cinta adhesiva

“Es un método que puede considerarse como el mas simple, econémico y adecuado para la

identificacién de hongos, recomendable para laboratorios microbiol6gicos de cualquier

nivel.

En el estudio se identificaron los géneros de los hongos mediante la técnica de cinta

adhesiva.

El procedimiento se lleva a cabo como sigue:

1. Apoyar el lado engomado de un trozo de cinta adhesiva transparente sobre la superficie
de una colonia.

2. Colocar la cinta bien extendida sobre una gota de azul de lactofenol o azul de anilina
colocada, a su vez, sobre un portaobjetos.

3. Observar al microscopio para conocer la forma y ordenamiento caracteristico de las

esporas.”®

2% Hernandez, Ana, 1995
*IMarti, M. Carmen, 1990
33 Marti, M. Carmen, et al, 2003
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La preparacion de la cinta adhesiva transparente (Imagen 27) permite observar al
microscopio como se desarrolla el microorganismo en el cultivo. Generalmente las esporas
y las estructuras fungicas se mantienen intactas y la identificacion se realiza con facilidad.

Imagen 27. Placas con la Técnica de la Cinta Scoth

Fuente: Rivadeneira D. 2011

3.4.5.2 Microcultivo

“Este método permite la observacién microscépica del hongo mientras se desarrolla
directamente debajo del cubreobjetos, de forma que las caracteristicas microscépicas se
distinguen con facilidad, las estructuras se mantienen intactas y puede observarse un gran
numero de areas representativas.

No deben realizarse cultivos en portaobjetos de hongos de crecimiento lento que pueden ser
patdgenos dimorfos, como Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,

734 Se realizd

Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis o Sporothrix schenckii.
la técnica de microcultivo solo en algunas muestras las cuales fueron dificiles de identificar.

(Imagen 28 y 29)

El procedimiento fue el siguiente:

34 Marti, M. Carmen, 1997.
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e  “Cortar cuadros de PDA de una caja Petri de 1 cm de lado y 3 mm de espesor con un
bisturi estéril y caliente.

e Colocar el cuadro de PDA en un portaobjetos que esta sobre una varilla de vidrio
doblada en forma de “V” en una caja de Petri (previamente esterilizada).

e  Tomar con el asa él inoculo del moho previamente seleccionado.

e Inocular por picadura en cada uno de los lados del cuadro de agar.

e Colocar sobre el agar un cubreobjetos y presionar ligeramente para que se adhiera al
medio.

e  Adicionar 5 ml de glicerol al 10% en la caja Petri.

e Incubar la caja a 28° C durante 48 h.

e Realizar observaciones minimo cada 12 h para identificar los cuerpos fructiferos.

e Si el moho ya se ha desarrollado y se puede identificar, retirar el glicerol con una
pipeta Pasteur.

e Desprender con cuidado el cubreobjetos que se encuentra sobre el cuadro de agar y
colocarlo sobre un portaobjetos que contenga una gota de azul de algoddn, sellar la
preparacion con barniz de ufias transparente.

e  Desprender con cuidado el cuadro de agar y colocar una gota de azul de algodon,
colocar un cubreobjetos sobre el colorante y sellar la preparacion. Observar las
preparaciones a 10X y 40X,

Imagen 28. Materiales Imagen 29. Microcultivo

para el Microcultivo Cladosporium spp., PDA

Fuente: Rivadeneira D. 2011 Fuente: Rivadeneira D. 2011

42 pgrez, R. 2006
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3.4.6 Equipo de bioseguridad

“Las barreras primarias son barreras fisicas o equipos de proteccién personal entre el

trabajador del laboratorio y el patégeno™®

, en este estudio se utilizé el siguiente equipo de
bioseguridad: gafas y mascarilla para la proteccién de ojos; guantes para proteccion de
manos; mandil, gorro y zapatones para proteccion de vestuario. (Imagen 30) “Los
laboratoristas usan estos tipos de equipos de seguridad para protegerse directamente al

trabajar con microorganismos.”*

“Las barreras secundarias son aspectos estructurales del laboratorio que hacen que el
ambiente de trabajo sea mas seguro frente al riesgo de infeccidn. Estas incluyen lavamanos,
areas de contencion especiales para trabajar directamente con los organismos, y patrones
especiales de ventilacion disefiados para prevenir la contaminacién de otras salas y otros

trabajadores en el edificio.”*°

Imagen 30. Equipo de bioseguridad personal

Fuente: Rivadeneira D. 2011

0 Nelson A., 2008
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3.4.7 Materiales, Reactivos y Desinfectantes

- Materiales

- Cajas Petri de vidrio 100x15mm
- Asa de nicrone con mango
- Pinzas anatémicas

- Agujas de diseccion

- Cajas portaplacas

- Mechero

- Fosforos

- Tubo de vidrioen 'V

- Cajas Petri desechables

- Frascos Schott 250ml

- Probetas de vidrio 100ml

- Fundas zipploc

- Portaobjetos

- Cubreobjetos

- Mechero

- Marcadores

- Fosforos

- Toallas de papel absorbente

- Cinta adhesiva

3.4.7.1 Reactivos:
- Esmalte

- Azul de Lactofenol

3.4.7.2 Desinfectantes
- Hipoclorito al 1%
- Alcohol al 70%



CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

Parte de los resultados obtenidos en esta tesis pertenecen al proyecto de investigacion
H13233 con el titulo: “Evaluacién del efecto de la presencia de hongos en la calidad del
aire como causa del sindrome del edificio enfermo en las edificaciones antiguas de la

Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador”, realizado entre abril y noviembre del 2011.

Los resultados del anélisis se detallan de acuerdo a la metodologia que se utilizo en el
mismo. Estos fueron procesados en la hoja de calculo de Excel del paquete informatico
Microsoft Office Professional Plus 2010 utilizando el Sistema Operativo Windows 7, asi

como también a través del programa Estadistico SPSS del mismo sistema operativo.

4.1 Condiciones fisicas y ambientales de los lugares muestreados:

La Matriz de Recoleccién de Datos (ANEXO 2) permiti6é conocer la presencia de factores
como: falta de ventilacion, iluminacion insuficiente, humedad en paredes y techos, material
inmobiliario (alfombras y cortinas) y plantas en los ambientes internos. Estas caracteristicas
fueron determinantes, pues se observd un aumento del nivel de contaminacion del ambiente

interno en los lugares escogidos.

Aunque no se analizé una sintomatologia especifica lldmese rinitis o problemas alérgicos,
en los dos edificios analizados si se encontraron quejas acerca de los olores en las areas de
las oficinas de la Escuela de Bioandlisis que pertenece al Edificio de Ciencias Exactas y

Naturales.

Dentro del campus universitario, especificamente dentro de los edificios existe una norma
de prohibicién en cuanto al humo de cigarrillo, esto es una medida preventiva para evitar la

contaminacion del aire interior y asi mantener una calidad de aire mejor.

A continuacion se evidencian los sitios muestreados con sus caracteristicas fisicas como las

mencionadas anteriormente (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas fisicas de los ambientes

EDIFICIO AMBIENTES FOTOGRAFIA DESCRIPCION

En este laboratorio, se evidencio la

Lpresencia de cortinas, con entradas de

Lab. “ luz solar suficientes, pero aln se
Hematologia ; precisa de luz artificial;, falta
ventilacion y no se observa sefiales
humedad.
En este lugar se observaron sefiales de
humedad en paredes, las entradas de
CIENCIAS Lab. g

] ] aire exterior y luz solar eran pocas, y se
EXACTASY  Histopatologia

NATURALES
(CCEENN)

precisa de luz artificial, la temperatura

ambiental es baja.

Este sitio es oscuro, tiene escasa

ventilacion, pocas entradas de aire
Lavad.o,y externo y luz solar, temperatura
prepara(flon de ambiental baja, sefiales de humedad en
materiales paredes, y hay gran cantidad de

materiales y reactivos de laboratorio.
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EDIFICIO AMBIENTES FOTOGRAFIA DESCRIPCION

En este lugar se percibe un olor

; . [particular, evidenciando que el aire se
Secretaria de
condensa de tal forma que se hace

la Escuela de . _
L viciado; hay ambientadores para
Bioanalisis )
contrarrestar este olor. Presencia de
plantas.
CIENCIAS Este lugar no tiene entradas de aire
EXACTAS Y Bai externo, es oscuro, tiene un extractor
afio
NATURALES de olores, aunque el olor es poco
(CCEENN) agradable y la temperatura es baja.
o BEn este ambiente no hubo sefiales de
Oficina de ) )
- humedad ni alfombras, existen entradas
contabilidad .
de aire externo y luz solar.
. En este lugar se observa la presencia de
Oficina .
) plantas, hay buen ingreso de luz solar,
Secretario o
pero no hay ventilacién ni sefiales de
Abogado

humedad.
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EDIFICIO AMBIENTES

Cafeteria

Escuela

CIENCIAS
EXACTAS Y
NATURALES

(CCEENN)

Oficina de
profesores
No.1

Oficina de
profesores
No.2

Oficina de
profesores
No.4

FOTOGRAFIA DESCRIPCION

En este lugar se pudo observar que no
se encuentra humedad evidente, sin
embargo la temperatura ambiental es

baja, y hay una entrada de aire externo.

En este lugar se encontr6 la presencia

de alfombras, una sola entrada de aire y

En este lugar igual se pudo evidenciar
que hay alfombras, hay una sola
entrada de aire y de luz solar y la

temperatura es baja.

En este lugar se observd alfombra, una
sola entrada de luz solar y de aire; la
™ temperatura ambiental baja y no hay

sefiales de humedad.
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EDIFICIO AMBIENTES

FOTOGRAFIA DESCRIPCION

Oficina de
profesores
No.5

CIENCIAS
EXACTAS Y
NATURALES

(CCEENN)

Archivo

Direccion
Escuela de

Bioanalisis

Oficina de
Profesores
No.3

’ ¥
St

En este lugar se observa la presencia de
alfombras, una entrada de luz solar y
de aire, la temperatura de ambiente

~ baja, y no hubo sefiales de humedad.

Este lugar es frio, hay gran cantidad de
[|/material bibliografico, no hay entradas
de luz solar ni de aire, porque es
cerrado totalmente y no hay sefiales de

humedad en paredes.

En este lugar no se encontrd problema
alguno, ya que su material inmobiliario
fue remodelado.

Este lugar tiene alfombra, hay una sola
entrada de aire pequefia, se observan
persianas, y en el ambiente se percibe
olor a humo de cigarrillo, ademas la
temperatura  del ambiente  es

frelativamente baja y no hay sefiales de

‘humedad.
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EDIFICIO AMBIENTES

FOTOGRAFIA DESCRIPCION

Lab.
Urianalisis y

Parasitologia

CIENCIAS

EXACTAS Y Lab.
NATURALES  Bacteriologia
(CCEENN)

Lab. Banco de

Sangre

Lab.

Micologia

En este lugar no hay sefiales de
humedad, las fuentes de luz naturales
son suficientes al igual que las del aire,

la temperatura ambiental es adecuada.

En este sitio no se encontrd sefiales de
humedad, las fuentes de luz solar y de
aire son suficientes, y la temperatura
ambiental es adecuada.

En este ambiente no hay sefiales de
humedad, la temperatura ambiental es
un poco baja, y las fuentes de luz y de

aire son suficientes para dicho lugar.

En este lugar se manejan ciertos
gmicrorganismos como los hongos, vy
sumado a esto las fuentes de luz solar y
de aire son escasas. Asi también, la
temperatura del sitio es baja y no hay

sefiales de humedad.
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EDIFICIO AMBIENTES FOTOGRAFIA DESCRIPCION

Este lugar es relativamente frio, la

Lab Quimica entilacion es moderada y las entradas
Clinica de luz solar son suficientes, aunque se
precisa de luz artificial.
En este lugar se observa que tiene
CIENCIAS Auditorio suficientes entradas de luz solar y de
EXACTAS Y Escuela de aire, hay presencia de alfombras, no
NATURALES Bioanalisis existen sefiales de humedad y Ila
(CCEENN) temperatura ambiental es moderada.
Este lugar tiene entradas de luz solar,
Lab. Biologia no se evidencian sefiales de humedad,
Molecular la temperatura es moderada, y las
entradas de aire son moderadas.
—
En este laboratorio se evidencié la
Lab. presencia de suficientes fuentes de luz
MICROBIOLOIA  Microbiologia = solar y de aire; la temperatura
1 ambiental fue éptima, no hay sefiales
de humedad.
.
< ig
<l
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EDIFICIO

AMBIENTES

FOTOGRAFIA DESCRIPCION

MICROBIOLOGIA

Lab.
Microbiologia
2

DiserLab.

Recepcién

DiSerLab
Lab. Clinico

DiSerLab Lab.
Microbiologia

Clinica

qnly En este laboratorio la temperatura

af“ ‘ﬁ ambiental es elevada, porque hay
b .I‘“'z{* A
s 8 suficientes entradas de luz solar y la

w

entilacion es adecuada, y no se
encontré sefiales de humedad en el
Sitio.

il =En este ambiente la iluminacién y la
L Wil = ventilacion  son  adecuadas, la
temperatura ambiental es buena y no
hay sefiales humedad.

iPEE n este lugar la iluminacion y la

o S oL 5
iy '*Xventllamon son buenas; no se encontro

- En este sitio se observd que la
iluminacion es adecuada al igual que la
~__ventilacion; no se observo sefales de

I . .
humedad, pero es importante el estudio
e este ambiente porque se manejan

~‘microorganismos.
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EDIFICIO AMBIENTES

FOTOGRAFIA

DESCRIPCION

Oficina de
profesores
Microbiologia
1

Oficina de
profesores
Microbiologia
2

MICROBIOLOGIA Oficina de

profesores
Microbiologia
3

Cuarto de
lavado de
Materiales

T

Este lugar tiene una entrada de aire, se
evidencia la presencia de alfombra y
persianas; la temperatura es adecuada,

tiene una entrada de luz solar.

Este ambiente tiene alfombras vy
persianas; una entrada de aire y de luz
solar; la temperatura es adecuada y no

hay sefiales de humedad.

Este lugar es alfombrado, se observa
persianas, una entrada de luz solar y de
aire; hay material bibliografico y no

hay sefiales de humedad

Este sitio se encuentra en el subsuelo,
hay sefiales de humedad, Ila
temperatura ambiental es baja y la

ventilacion es moderada.
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En la mayoria de ambientes analizados no hubo sefiales de humedad, sin embargo, “la
humedad elevada y la temperatura son las condiciones que favorecen la contaminacion
microbioldgica del aire en ambientes internos, aunque siempre es necesario un sustrato

como madera, celulosa, etc., que proporcione al hongo los nutrientes necesarios”*®

A través de la visita a todos los lugares que se muestrearon se consiguio observar varios
factores que predominan en los edificios analizados; la temperatura baja fue uno de los
aspectos mas frecuentes. “Una temperatura mas baja es en general mas critica, pues influye
en la produccién de moho. Puede haber por tanto areas localmente mas frias que el resto,

convirtiéndose éstas en puntos criticos*“*®.

Se obtuvo un contaje ligeramente elevado de UFC/placa de hongos en las muestras que se
obtuvieron de las esquinas de los ambientes muestreados, aunque no se manifesto en todos
los casos este contaje; no obstante “el moho a menudo comienza en las esquinas, porque,
entre otras razones, son lugares que, debido a la minima circulacion de aire, la

condensacion absorbida no puede secarse facilmente.”*

“El Sindrome del Edificio Enfermo se origina por los efectos nocivos para la salud
producidos por los contaminantes del aire interior de los locales y varian desde una minima
incomodidad, hasta enfermedades respiratorias, cancer y en los casos mas extremos,

muerte.”*

La existencia de este sindrome no se pudo determinar ya que hacen falta mas
analisis de los factores que lo causan, pero hay que tener en cuenta el nivel de polucion o

contaminacion producida por los hongos.
4.2 Crecimiento de hongos en las placas de Agar:
Como se observa en la Imagen 32, no existio crecimiento de hongos en las primeras 24

horas. Con el pasar de los dias, el tamafio y el nimero de las colonias de hongos fue

aumentando. La evolucion de este crecimiento se demuestra a partir del dia 1 hasta el dia 8.

**Regodén M. Inés, 2000
*Quadri, N., 2009
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Imagen 31. Evolucién del crecimiento de hongos

Fuente: Rivadeneira D. 2011

4.3 Resultados del Recuento de UFC por placa.

El nimero de colonias de hongos y el promedio de las UFC en cada area definida se
evidencian en los resultados de la Tabla 7. De acuerdo a las medidas en metros cuadrados
de las areas en estudio se determind el nimero de muestras de aire que se tomaron por
espacio fisico. Se muestrearon 31 espacios fisicos de los cuales se obtuvieron en total 59
muestras.

Se pudo apreciar que el Recuento de UFC de las muestras que fueron tomadas en las
esquinas de cada espacio fisico es mayor que las muestras que fueron tomadas en el centro
de cada espacio fisico, esto debido a que la circulacion del aire en las esquinas es menor y
las particulas que estan suspendidas en el aire como polvo, polen, entre otros, se acumulan

mayormente en los sitios inmoviles.
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Tabla 7. Recuento Promedio UFC Por Placa

AREA DEFINIDA

Laboratorio Hematologia

Laboratorio Histopatologia

Lavado y preparacion de
materiales
Secretaria

Bafio
Oficina Contabilidad
Secretaria Juridica
Cafeteria
Oficina de profesores # 1
Oficina de profesores # 2
Oficina de profesores # 4
Oficina de profesores # 5
Archivo #5
Direccién
Oficina de profesores # 3
Laboratorio Uriandlisis y
Parasitologia

Laboratorio Bacteriologia

Laboratorio Banco de
Sangre

Laboratorio Micologia

Laboratorio Quimica Clinica

LOCAL

(m?)

45.65

45.68

12.82

10.03
8.23
8.76

14.50

10.88
6.42
6.42
6.42
6.42
9.87

17.95
6.42

37.75

37.12

43.71

43.20

43.40

# DE
MUESTRAS

R W N RFP WNRPRRPRRRRRERRERRERRE R R R W NP WN R

W NP WP DN

CODIFICACION

EBA01.1
EBA01.2
EBA01.3
EBA02.1
EBA 02.2
EBA 02.3
EBA O3

EBA 04
EBA 05
EBA 06
EBA 07
EBA 08
EBA 09
EBA 10
EBA 11
EBA 12
EBA 13
EBA 14
EBA 15
EBA 16.1
EBA 16.2
EBA 16.3
EBA17.1
EBA 17.2
EBA17.3
EBA 18.1

EBA 18.2
EBA 18.3
EBA 19.1
EBA 19.2
EBA 19.3
EBA 20.1
EBA 20.2
EBA 20.3

PROMEDIO
(UFC)
PDA RB
242 240
253 248
231 228
251 261
212 219
238 240
220 244
265 248
254 242
268 266
200 284
273 258
245 221
250 253
282 267
194 177
198 188
193 191
250 248
198 188
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AREA DEFINIDA LOCAL #DE CODIFICACION PROMEDIO

(m?) MUESTRAS (UFC)
Auditorio 102.25 1 EBA 21.1 166 190
2 EBA 21.2
3 EBA 21.3
4 EBA 21.4
5 EBA 215
Laboratorio de Biologia 43.14 1 EBA 22.1 134 124
Molecular 2 EBA 22.2
3 EBA 22.3
Laboratorio Docencia 37.77 1 EMA 23.1 192 186
Microbiologia # 1 2 EMA 23.2
3 EMA 23.3
Laboratorio Docencia 37.73 1 EMA 24.1 244 208
Microbiologia # 2 2 EMA 24.2
3 EMA 24.3
DISerLAB Recepcion 10.18 1 EMA 25 178 165
Laboratorio de Clinica 46.19 1 EMA 26.1 168 170
DISerLAB
2 EMA 26.2
3 EMA 26.3
Laboratorio de 47.30 1 EMA 27.1 201 180
Microbiologia
Clinica 2 EMA 27.2
3 EMA 27.3
Oficina de Profesores # 1 6.42 1 EMA 28 181 177
Oficina de Profesores # 1 6.42 1 EMA 29 179 168
Oficina de Profesores # 1 6.42 1 EMA 30 165 134
Cuarto de lavado 6.42 1 EMA 31 153 121

m?: metros cuadrados

UFC: Unidades Formadoras de Colonias
Fuente: Rivadeneira D. 2011

4.4 ldentificacion de género:
Se identificaron los géneros de hongos por muestra y se realizd el calculo de UFC por

m? (ANEXO 4), utilizando la Férmula 1 descrita anteriormente. Con el dato de UFC por

m?® se evidenci6 el nivel de contaminacién por ambientes.
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Los resultados que se obtuvieron permiten reportar que se encontraron 22 diferentes
géneros dentro de los Edificios de Ciencias Exactas y Naturales y el Edificio de
Microbiologia. (Tabla 8 y Grafico 1); siendo el género Cladosporium spp. el que se
encontrd con mayor frecuencia, seguido del Penicillium spp., luego el Aspergillus spp.,

Helminthosporium spp. y Rhizopus spp. de la totalidad de ambientes que fueron analizados.

Tabla 8. Géneros encontrados

Género Frecuencias de %
ambientes
contaminados
por Géneros

1 Absidia spp. 6 de 31 19,35
2 Alternaria spp. 3de 31 9,67
3 Aspergillus spp. 10 de 31 32,25
4 Cephalosporium spp. 4 de 31 12,90
5 Cladosporium spp. 28 de 31 90,32
6 Curvularia spp. 1de 3l 3,23
7 Epicoccum spp. 5de 31 16,13
8 Fusarium spp. 7 de 31 22,58
9 Geotrichum spp. 4 de 31 12,90
10 Gliocladium spp. 9de 31 29,03
11 Helminthosporium spp. 10 de 31 32,25
12 Levaduras 1de31 3,23
13 Monila spp. 2 de 31 6,45
14 Monosporium spp. 3de 3l 9,67
15 Paecilomyces spp. 1de 31 3,23
16 Penicillium spp. 20 de 31 64,52
17 Rhyzopus spp. 10 de 31 32,25
18 Rhizotocnia spp. 7 de 31 22,58
19 Streptomyces spp. 3de 31 9,67
20 Trichoderma spp. 1de 31 3,23
21 Trichophyton spp. 4 de 31 12,90
22 Verticillium spp. 4de 31 12,90

Fuente: Rivadeneira D. 2011

A pesar de que no se investigd la sintomatologia relacionada con el Sindrome del Edificio
Enfermo y la manera en que los géneros encontrados se relacionan con este Sindrome, es

importante sefialar que “ciertos géneros de hongos como Mucor spp., y Penicillium spp.,
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Curvularia spp., Cladosporium spp. y las formas levaduriformes como Céandida spp. y
Rhodotorula spp., ademas de géneros que contienen cepas productoras de micotoxinas y
alérgenos como Alternaria spp. han originado problemas clinicos en humanos. Las esporas
de estos hongos causan reacciones de hipersensibilidad inmediatas o retardadas, asma,

sinusitis, alveolitis alérgica, entre otras.”*®

Gréfico 1. Géneros de hongos encontrados

30
25
20
15
10
5
0
8 9 4 9 & & 8 8 8 4 g ¥ &9 & 8 8 9 9 9 9 9 g
g o § a o aaaa g §g® aaaaaaaaag
wmmmmmmwmmmjmmmmmmmmmm
© © © @ » W © Vv ©
2 £ 4 EEZEEE E B2 E g E S Z O E S E
S s = 2 2 & 32 2 2 5 53 > <€ 2 92 32 a5 2 &£ v S5
nnC:LL—Bh-C'—':CDO¥>"=OQ>CU>:
-QL&DOO3ON.E_DO—I§OE':NHE-O-C:
< O g 2 9 2 g 2 5 & g 9 6 8 > o 6 o 9 ©
2 5 0o o 35 .= 3 v 2 Z w = ¢ £ N o o 5
< © O o v 9 = o 'S x =z o § & ©
2 s © © uw o O 8 c o 2 £ o L T o
2 = o = S & = 5 g - >
8U _E = V2]
(9] [}
I

Fuente: Rivadeneira D. 2011

4.5 Andlisis estadistico del nivel de contaminacién (UFC/m°)

Se realiz6 una prueba t-student respecto al nivel de contaminacion observado en los medios
de cultivo utilizados, donde se encontraron diferencias considerables y de los cuales el RB
es mas selectivo que el PDA (t=2,12; p=0,039); encontrandose que el PDA tuvo un
promedio de UFC por m® de 100,62, mientras que el medio RB fue de 97,56. (Tabla 9)

A partir de los resultados de este analisis, se estudiara los valores obtenidos del recuento en

UFC/m?® por separado, es decir, en PDAy en RB.

8 Tolosa D., 2006
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Tabla 9. Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de

Error tip. confianza para la v
Desviacion | dela diferencia \ 4 Sig.
Media tip. media Inferior | Superior t | Gl | (bilateral)
Par UFC/m3 3,060 11,106 1,446 ,166 59541 2,116| 58 ,039
1 PDA-
UFC/m3 RB

Fuente: Sanchez, J. 2012

Conjuntamente se realizd la prueba de correlacion de Pearson (Tabla 10), la cual dio una

correlacion muy alta entre los 2 medios(r = 0,858; p = 0,000). De tal manera que dio como

resultado que el medio de cultivo PDA permitia el crecimiento de UFCs de hongos,

mientras el medio RB también lo hacia.

Tabla 10. Correlaciones de muestras relacionadas

N

Correlacion

Sig.

Par1 UFC/m3 PDAYy
UFC/m3 RB

59

,858

,000

Fuente: Sanchez, J. 2012

4.6 Contaminacion entre los edificios y entre los ambientes analizados respecto a

UFC/m°,

La investigacion realizada dio como resultado que la media de contaminacion
(UFC/m®), tanto en PDA como en RB (Tabla 11), fue mas alta en la Escuela de

Bioanalisis que en el Edificio de Microbiologia. (Gréafico 2)
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Tabla 11. Diferencia de medias de las UFC/m® en los dos medios de cultivo

N Media Minimo Maximo
CCEENN — Escuela 42 103,95 58 139
UEC/m3 de Bioanalisis

PDA MICROBIOLOGIA 17 92,39 66 120
Total 59 100,62 58 139
CCEENN - Escuela 2 102,78 54 136

UEC/m3 de Bioanalisis )
RB MICROBIOLOGIA 17 84,66 58 142
Total 59 97,56 54 142

Fuente: Rivadeneira D. 2011

Grafico 2. Diferencia de medias de las UFC/m?® en los dos medios de cultivo
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Fuente: Rivadeneira D. 2011

Por medio de este andlisis se determind que los ambientes mas contaminados en el Edificio
de Ciencias Exactas y Naturales — Escuela de Bioanalisis, en cuanto a UFC/m® de hongos
son las Oficinas de Profesores No.4, 3, 5y 2, siguiendo el orden de la méas contaminada a la
menos contaminada. Ademas la Cafeteria y Secretaria estan dentro de los ambientes mas
contaminados. (Grafico 3)
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Grafico 3. Nivel de contaminacién UFC/m?® de hongos en ambientes del Edificio de

Ciencias Exactas y Naturales — Escuela de Bioanalisis en PDAy RB
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Fuente: Rivadeneira D. 2011

Analizando los ambientes de los Laboratorios del Edificio de Ciencias Exactas y Naturales
— Escuela de Bioanalisis (Grafico 4), se puede definir que los Laboratorios de
Histopatologia y Micologia son los ambientes que presentan mayor contaminacion por
UFC/m?® de hongos.

Grafico 4. Nivel de contaminacién (UFC/m®) en los Laboratorios del Edificio de

Ciencias Exactas y Naturales — Escuela de Bioanalisis en PDAy RB

140

Fuente: Rivadeneira D. 2011
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Tomando en cuenta el analisis del Edificio de Microbiologia se determiné que el

Laboratorio de Microbiologia 2 presenta el mayor recuento de UFC/m® de hongos.

(Gréfico 5).

Grafico 5. Nivel de contaminaciéon (UFC/m®) en ambientes del Edificio de

Microbiologia en PDA'y RB

140
120

Fuente: Rivadeneira D. 2011

La investigacion permitié determinar que se encontraron 7 géneros diferentes de hongos en
el Auditorio, Laboratorio de Quimica Clinica, Laboratorio de Micologia, Laboratorio de
Bacteriologia, Laboratorio de Uriandlisis y Parasitologia, por lo tanto son estos son los

ambientes con mayor diversidad de microorganismos en el Edificio analizado (Gréfico 6).
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Gréfico 6. Frecuencia de Género de Hongos por ambiente en el Edificio de Ciencias

Exactas y Naturales — Escuela de Bioanalisis

| | I
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Frecuencia de Géneros Fungicos

Fuente: Rivadeneira D. 2011

Los resultados permitieron encontrar 7 diferentes géneros de hongos en la Oficina de
Microbiologia 2 y 6 diferentes géneros de hongos en la Oficina de Microbiologia 1;

ambientes que pertenecen al Edificio analizado (Gréfico 7)
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Graéfico 7. Frecuencia de Género de Hongos por ambiente en el Edificio de

Microbiologia
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Fuente: Rivadeneira D. 2011

La frecuencia de Cladosporium spp. en el Edificio de Ciencias Exactas y Naturales —
Escuela de Bioanalisis fue en 19 de 22 ambientes en este edificio, seguido de Penicillium
spp. fue en 13 de los 22 ambientes, Helminthosporium spp. que tuvo presencia en 10 de 22

ambientes, destacandose como los géneros mas contaminantes en este edificio. (Grafico 8)
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Graéfico 8. Frecuencia de géneros de hongos en el Edificio de Ciencias Exactas y

Naturales — Escuela de Bioanalisis
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Fuente: Rivadeneira D. 2011

Los resultados en cuanto a la presencia de géneros en el Edificio de Microbiologia permitid
conocer que el Cladosporium spp. se encontr6 con una frecuencia de 9 de 9 ambientes,
seguido del Penicillium spp. en 7 de 9 ambientes y también de Glicadium spp. en 5 de 9

ambientes en el mismo edificio. (Gréafico 9)
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Gréfico 9. Frecuencia de géneros de hongos en el Edificio de Microbiologia
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Fuente: Rivadeneira D. 2011

El nivel de contaminacion de hongos permitié conocer diversos géneros encontrados dentro
de los ambientes de los edificios de la PUCE, concordando que dentro de ellos el
Cladosporium spp., Penicillium spp., Rhizopus spp. fueron los géneros de mayor presencia.
“Diversos autores como Pitzurra et al. (1999), Shelton et al. (2002), Labarrere-Sarduy et al.
(2003), Rivas et al. (2005), Aira et al. (2006), Rojas et al. (2008) han encontrado
predominancia de Cladosporium spp. y Penicillium spp. en ambientes cerrados.”*® Y
aunque principalmente esos géneros hayan incidido en la contaminacién de los lugares
establecidos para el analisis, “otros hongos (Alternaria spp., Stachybotris spp., Stemphilium
spp. y Trichoderma spp.) son considerados como responsables del biodeterioro de libros,

objetos de arte, material audiovisual, pintura, maderas, murales y pieles” 2.

8 Tolosa, D., 2006
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Después de la evaluacion microbioldgica se concluye que:

La presencia de hongos contaminantes en los ambientes analizados es un factor
predisponente para causar el Sindrome del Edificio Enfermo, tanto por el nivel de
contaminacion de hongos como por la diversidad en cuanto a géneros encontrados
durante toda la investigacion.

El recuento de esporas fungicas fue un pardmetro importante para analizar la calidad
microbiolégica de los ambientes internos y para establecer el nivel de
contaminacion de los mismos.

El manejo de diversos microrganismos en los laboratorios de docencia, en los
diferentes ambientes de la Escuela de Bioanalisis, es un factor predisponente para
incrementar el nivel de contaminacion del aire en estas dependencias.

Los ambientes que presentaron mayor contaminacion por esporas de hongos fueron
la oficina 4 del Edificio de Ciencias Exactas y Naturales - Escuela de Bioanalisis y
el laboratorio Histopatologia y Micologia de docencia ya que en estos ambientes
influy6 la presencia de factores como: alfombras deterioradas, polvo, sefiales de
humedad en paredes que coadyuvaron en el incremento del nivel de contaminacion
(UFC/m® de hongos).

Los géneros Cladosporium spp., Penicillium spp., Helminthosporium spp.
y Rhizopus spp., fueron aquellos que se presentaron con mayor frecuencia dentro de
los lugares analizados, cabe recalcar que estos Géneros son causantes de patologias
respiratorias.

El procedimiento de captacion de aire por impacto activo utilizando el equipo MAS
100, permitié obtener mediciones precisas y resultados confiables consiguiendo
expresarlos cuantitativamente en la investigacion.

Los medios de cultivo utilizados en esta investigacién me permitié determinar que

el Agar Rosa de Bengala fue mas selectivo que el Agar Papa Dextrosa.
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5.2 RECOMENDACIONES

e Continuar con la realizacion de la prevalencia de patologia alérgica respiratoria por
hongos.

e Establecer normas en el pais acerca de los niveles de contaminacion por esporas
fangicas en los ambientes internos.

e Planificar anualmente la reposicion de materiales e insumos en mal estado.

e Mejorar las préacticas de limpieza y desinfeccion parar reducir la carga fangica de
los ambientes y de esta forma disminuir las reacciones alérgicas de los trabajadores.

e Investigar la presencia de olores extrafios en ambientes del Edificio de Ciencias
Exactas y Naturales - Escuela de Bioanalisis para mejoramiento del entorno y
calidad ambiental.

e Hacer un estudio comparativo para diferenciar los procedimientos de captacion de
aire tanto activo como pasivo.

e Es aconsejable implementar purificadores de ozono para el control de los
microorganismos. El ozono contribuye a disminuir la cantidad de los patégenos,
como desinfeccidn, higienizacion, asepsia, antisepsia.

e Se recomienda realizar el estudio en época de invierno, para comparar los
resultados.

e Se deberia tomar las muestras de aire utilizando otros tiempos y volumenes al
momento de captar el aire, es decir, programar al equipo con distintos rangos de

medicion.
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CENTRO NACIONAL DE CONDICIONES DE TRABAJO

Como continuacion de las anteriores Notas Técnicas de Prevencion referentes a la calidad de aire interior, se expone aqui el
procedimiento a seguir para la evaluacién en aire de polen y esporas fungicas, cuya presencia en el mismo puede ser el origen de la
aparicion o aumento de los casos de alergia detectados en un ambiente interior.

Introduccion

En los ultimos afios los problemas de contaminacion bioldgica en ambientes interiores han recibido una importante atencion,
admitiéndose en general que los microorganismos presentes en el aire interior pueden causar problemas de naturaleza infecciosa y
alérgica. Basicamente los ef ectos que pueden causar los distintos contaminantes bioldgicos presentes en el ambiente interior de un
edificio sobre la poblacién expuesta son:

. Virus: infecciones, aunque necesitan ser huéspedes de un ser vivo (célula) para desarrollarlas.

. Bacterias: infecciones.

. Polen: alergias.

. Hongos y sus esporas: alergias, aunque algunos hongos son capaces de producir unas sustancias téxicas denominadas
micotoxinas. Un ejemplo de estas ultimas son las afiatoxinas.

Un procedimiento para la determinacion de bacterias y hongos en aire interior se halla descrito en la NTP 299- Método para el recuento
de bacterias y hongos en aire, existiendo métodos para el recuento total de bacterias y hongos en ambientes cerrados, asi como para
determinados tipos de bacterias como estafilococos, estreptococos y legionella. EI método que se describe en esta NTP permite,
ademas del recuento e identificacion de hongos, la identificacion de esporas fungicas y de granos de polen directamente por
observacion al microscopio optico.

Una variada gama de bacterias saprofiticas y hongos se desarrollan en el interior de los edificios y pueden crecer en las superficies de
recubrimiento de paredes, suelos y lugares donde se acumula polvo y en los sistemas HVAC (calefaccion, ventilacion, y aire
acondicionado), liberando esporas y células en el aire, siendo Cladosporium y Penicillium los mohos mas abundantes.

El polen y las esporas son elementos reproductores de las plantas fanerégamas y los hongos, respectivamente que son liberados de
las anteras y esporangios por dehiscencia de estos 6rganos. Esta liberacion puede ser de forma explosiva, de una sola vez, o de forma
gradual, dependiendo de la planta de que se trate. Por ello, podemos considerar a las plantas como centros emisores de particulas, en
este caso de particulas bioldgicas.

El polen se origina principalmente en las plantas de exterior y su concentracién en el interior de edificios es normalmente mucho mas
baja que en el exterior debido al denominado efecto escudo de los edificios. En consecuencia, problemas respiratorios asociables a la
presencia de polen en interiores, apareceran en situaciones de elevada concentracion exterior. En los edificios cerrados, la presencia



de polen en el aire interior pondra de manifiesto un mal funcionamiento del sistema de filtracion del aire de renovacioén o bien que
existen aberturas al exterior no controladas. También pueden llegar a través de las personas y materiales procedentes del exterior por
haberse fijado en éstos.

Alergias en ambientes interiores

Las alergias causadas por las esporas fungicas y el polen son, segun algunos autores, la causa mas comun del Sindrome del Edificio
Enfermo (SEE). De ahi el interés de disponer de un procedimiento para su evaluacion.

Se define la alergia como una reaccién de hipersensibilidad. Las reacciones de hipersensibilidad son consecuencia de la exposicion a
materiales del ambiente que actian a modo de antigenos, estimulando la produccion de anticuerpos especificos.

La Aerobiologia estudia las particulas vivas, o bioldgicamente activas, constituyendo una parcela mas del control del medio ambiente.
El polen y las esporas fungicas presentes en la atmésfera son particulas vivas, dispersas en el aire que entran en contacto con el
organismo a través de las mucosas, durante el proceso de respiracion. 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 Aeropalinogia es una ciencia que esta cobrando un gran interés en la actualidad , aunque ya era conocida desde el siglo pasado,
cuando se descubrié que los granos de polen presentan una gran actividad al entrar en contacto con las mucosas humanas. Los
fendmenos derivados de tal actividad se conocen con el nombre de Polinosis, que constituye un conjunto de afecciones producidas
porel polen y las esporas con una importancia clinica ysocial de primer orden. La alergia polinica es una de las enfermedades mas
molestas y persistentes entre las no fatales, estando relacionada, tanto con la presencia en el aire de determinados granos de polen y
esporas, como la concentracion de los mismos. La etiologia de dichas afecciones se debe a determinadas sustancias, existentes en las
estructuras de los propios granos de polen y esporas, capaces de desencadenar procesos anafilacticos en los pacientes con una
capacidad de reaccion especifica alterada frente a las mismas.

Los equipos de humidificacion y enfriamiento del aire acondicionado pueden ser fuentes de bioaerosoles. Hay estudios que
demuestran que humidificadores contaminados con agentes alergégenos como Cephalosporium y Penicillium se implicaron en
episodios de alveolitis alérgica, también se ha descrito que los humidificadores de aire acondicionado pueden ser fuentes de
contaminacion de importantes antigenos como Altemaria altemata y Aureobasidium pollulans que son relevantes para la alveolitis
alérgica denominada "pulmon del humidificador".

Métodos de captacién

Para la captacion del polen y esporas presentes en el aire existen diferentes procedimientos, agrupables en procedimientos pasivos
(gravimétricos y de impacto pasivo) y activos o volumétricos (de impacto activo, y de filtracién activa).

Los procedimientos activos de impacto y filtracién, son los Unicos que permiten expresar los resultados cuantitativamente, por unidad
de volumen, relacionable, con la unidad de volumen respirada por la persona susceptible de padecer reacciones alérgicas. Por ello
solamente se hara referencia a ellos.

Captacion por impacto activo. "SAS compact"

Un volumen de aire es aspirado y conducido a través de una superficie perforada sobre una placa conteniendo un medio de cultivo
adecuado. Este método es Uutil para la captacion de bacterias y hongos y es el que se ha venido empleando en el INSHT para estos
microorganismos (ver NTP-299), pero no es valido para la captacion de granos de polen y solamente permite captaciones puntuales.
Por ello en este estudio se ha empleado el captador MCV que se comenta posteriormente.

Captacion por impacto activo. Captador Burkard

Este método se basa en el impacto de una masa de aire sobre una superficie captadora, que se desplaza con lentitud. La corriente de
aire, en este caso, es activa gracias a una bomba de aire colocada debajo del colector. El aire entra por un orificio anterior e impacta
sobre una superficie dispuesta verticalmente, constituida por una cinta transparente, impregnada por sustancias adhesivas.

Este método es util porque la cinta puede permanecer durante una semana expuesta al aire. Gracias a los dispositivos mecanicos del
aparato, el movimiento lento de la misma permite separar las capturas diarias y, también, hacer una aproximacion horaria de las
mismas. Por contra, debe tenerse especial cuidado en el montaje de la cinta para la observacion microscopica, evitando la formacion
de burbujas y preparando montajes no demasiado gruesos.

Captacion por filtracion activa. Captador MCV

El aire a examinar es aspirado, a través de un filtro de acetato de celulosa (Millipore). Este tipo de filtro permite la identificacion
inmediata de las particulas ya que se transparenta con aceite de inmersion. Consta de una camara filtradora con dispositivo de veleta,
una bomba electromagnética de membrana para la aspiracion de aire a bajo volumen, un contador y un temporizador horario. Este
método fue disefiado por Suarez-Cervera & Seoane-Camba en 1983, comercializado por MCV (Barcelona) y es el descrito en la
presente NTP.

Reactivos y productos

Todos los reactivos y productos deben tener como minimo la especificacion "para analisis" y el agua utilizada ha de ser bidestilada o de



calidad equivalente. Como medio de cultivo se emplea Agar Sabouraud con cloranfenicol (ver NTP-299) y como aceite de inmersion el
especifico para Microscopia.

Aparatos y material

Captador MCV.

Microscopio 6ptico (Objetivo de 32x, y objetivos de inmersion de 50x y de 100x).
Estufas de cultivo:

. Estufa de cultivo a 25 °C de temperatura, para los hongos.
. Estufa de cultivo a 37 °C de temperatura, para pruebas de esterilizacion de placas.

Campana de Seguridad Biolégica de tipo Il A.

Contador de Colonias.

Autoclave.

Filtros de éster de celulosa (Millipore) de 5 mm de poro y 7 cm de diametro.
Portaobjetos: 76x26 mm

Portaobjetos: 75x25x1,0 mm cantos pulidos 450.

Cubreobjetos.

Contenedores para residuos biolégicos.

Placas de Petri.
Procedimiento

Toma de muestras

El aire aspirado por la bomba entra en la camara filtradora a través de un orificio de 3 mm de diametro, e incide perpendicularmente
sobre el filtro, que esta dispuesto en sentido horizontal. El disefio de la camara permite que sobre el filtro queden retenidas tanto las
particulas directamente aspiradas por la bomba, como aquellas que por efecto de la turbulencia, pudieran quedar en suspension en la
camara. El aparato se pone en marcha 24 horas, transcurridas las cuales se procede al cambio de filtro.

Preparacién y lectura del filtro

Cada filtro correspondiente a una muestra se divide en dos mitades, una de las cuales se dispone sobre dos portaobjetos con aceite de
inmersion. Sobre el filtro, que debe quedar completamente transparente, se colocan dos cubreobjetos de 24x60 mm, cortando el filtro
por la linea del portaobjetos y quedando asi la preparacion lista para ser observada al microscopio 6ptico (MO) y archivada por tiempo
indefinido. Esta preparacion permite efectuar la identificacién y recuento de granos de polen y determinadas esporas a partir del cual se
procede al calculo del nimero de granos de polen y esporas por m3 de aire. Los granos de polen y las esporas se hallan dispersos en
el filtro, aunque son facilmente identificables. El resultado se basa en un barrido completo de todo el portaobjetos, lo cual es un proceso
extremadamente lento. Una estimacion aproximada del tiempo necesario para la observacion completa de un portaobjetos se fijaria
alrededor de 8 horas, aunque, segun de donde proceda la muestra tendra mayor o menor nimero de elementos para su identificacion,
lo que puede modificar este tiempo de andlisis. En el apartado de observacion al microscopio se dan mas detalles del procedimiento.

Cultivo

La otra mitad del filtro se subdivide a su vez en dos partes y cada una de ellas se dispone en una placa de Petri conteniendo Agar
Sabouraud como medio de cultivo y a continuacion se incuba durante cinco dias a una temperatura de 25°C.

También se utilizara el mismo medio de cultivo para las resiembras posteriores mediante las cuales se llegara a la identificacion
morfoldgica de los hongos crecidos en la placa.

Recuento de colonias

Transcurrido el tiempo de incubacion, se observa el crecimiento de las colonias que en este caso ya son los hongos y se procede al
recuento de los mismos mediante un contador de colonias que proporciona el n° de hongos por placa.

Posteriormente se procede a la identificacion morfolégica.



Observacion al microscopio

Para la identificacién del polen y las esporas es totalmente imprescindible obtener preparaciones muy limpias y utilizar un objetivo de
inmersion para obtener determinaciones exactas. Dado que se trata de un trabajo laborioso y diariamente debe procederse al contaje
de muchos granos de polen y esporas es aconsejable utilizar un objetivo de pequefio aumento (por ejemplo de 32x) para hacer los
recuentos rutinarios, mientras que para resolver algun problema concreto, es aconsejable uno de inmersion de 50x, y en algunos casos
es necesario finalizar la observacion con uno de inmersion de 100x.

Polen

Por lo que se refiere a los granos de polen, solo interesara obtener una idea cuantitativa aproximada. En principio sélo deben
encontrarse en casos de edificios muy abiertos cuando la concentracion exterior es muy elevada o bien cuando el aire de renovacion
no es adecuadamente filtrado. También pueden penetrar adheridos a ropa y materiales procedentes del exterior. Un analisis cualitativo
exhaustivo solo tendria sentido en casos de deteccion de reacciones alérgicas muy especificas.

Esporas

En cuanto al recuento de esporas, algunas tienen forma caracteristica y particular y por lo tanto es facil diferenciarlas. En otros casos,
sin embargo, ocurre que aunque se trate de géneros distintos las esporas presentan la misma forma; en este caso se engloban de
forma genérica en los apartados siguientes:

. espora de color.

. espora hialina.

. didimospora de color.
. didimospora hialina.

. fragmospora de color.
. fragmospora hialina.
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Los géneros Penicillium y Aspergillus, por ejemplo, se encuentran como esporas hialinas y, en cambio, el A. niger, aparece como
espora de color.

Célculos

Se efectua al M.O un recuento del n® de granos de polen y de esporas en la parte del filtro examinada y, conocido el volumen de
muestreo, los resultados se obtienen segun la siguiente expresion:

RGP (GRE) %17

n® total de GP = v

n° total de GP: nimero de granos de polen por m3
RGP (o RE): numero de granos de polen (o esporas) hallados en el recuento.
1,7: Factor de correccion.

V: Volumen de aire muestreado expresado en m3

Evaluacion

La Comision de la ACGIH para los Bioaerosoles ha desarrollado unas guias para evaluar estos agentes en los ambientes interiores
recogidas en la publicacién titulada Guidelines for the Assessment of Biaerosols in the Indoor Environment, ACGIH (1989). Estas guias
tienen en cuenta la valoracion médica de los sintomas, la evaluacion del funcionamiento del edificio y el juicio profesional. Por las
razones que se indican a continuacion, no hay criterios numéricos o valores TLVs que permitan una interpretaciéon sencilla de los datos
sobre bioaerosoles, no recomendandose un muestreo rutinario para estos agentes. Si fuera necesario muestrear (p.e. para documentar
la contribucién de las fuentes identificadas) en las guias se recomiendan protocolos estandar.

Las mezclas de los contaminantes ambientales producidos bioldgicamente estan omnipresentes en la naturaleza y pueden modificarse
por la actividad humana. Todas las personas estan expuestas repetidamente, dia tras dia, a una amplia variedad de estos
contaminantes. No hay valores TLVs para las concentraciones de organismos totales cultivables o contables y particulas (p.e.
Aspergillus fumigatus), agentes infecciosos (p.e. Legionella pneumophila) o contaminantes de procedencia bioldgica analizables (p.e.
endotoxinas o compuestos organicos volatiles).

Un valor TLV general para la concentracion de los bioaerosoles cultivables (p.e. hongos y/o bacterias totales) o contables (p.e. pdlenes
totales, esporas de hongos o bacterias) no tiene justificacion cientifica porque:

. Los organismos cultivables o esporas contables no constituyen una sola entidad; es decir, los bioaerosoles son mezclas
complejas de diferentes clases de particulas.

. Las respuestas de los humanos a los bioaerosoles varian desde efectos inocuos hasta enfermedades graves, dependiendo del
agente especifico y los factores de susceptibilidad de cada persona.

. Las concentraciones medidas de los bioaerosoles cultivables y contables dependen del método de toma demuestra y analisis.



No es posible recoger y evaluar todos los componentes de los bioaerosoles utilizando un unico método de muestreo.

En ambientes considerados estériles el n° de UFC/ m3 debe ser 0.

Glosario
Dado que se han empleado términos poco corrientes en calidad de aire interior, se incluye un pequefo glosario de los mismos.
ANTERA: Parte del estambre de las flores que contiene el polen.

ANTICUERPO: Substancia que se produce en el organismo y que se opone a la accién de elementos patégenos. También se puede
definir como substancia especifica de los animales inmunes, producida como reaccion a la presencia de un antigeno y que ejerce una
accién antagonica especifica sobre la sustancia por cuya inf luencia se ha formado. Es el agente de la inmunidad.

ANTIGENO: Substancia que, introducidas en el organismo, estimula la formacién de anticuerpos.
BACTERIA: Microorganismo celular que se reproduce por escision.

DEHISCENCIA: Apertura deforma natural de las anteras de las flores para dar salida al polen. Se emplea también para denominar la
apertura del policarpio de un fruto para expulsar la semilla.

DIDIMOSPORA: Espora fragmentada en dos porciones.

ENDOTOXINA: Toxina retenida en el cuerpo vivo de las bacterias, que no se separa de ellas sino por disgregacion de las mismas.
ESPORANGIO: Fruto o capsula que contiene las esporas libres en su interior.

ESTAFILOCOCO: Nombre dado aciertas bacterias deforma redondeada, que se agrupan como en racimos.

ESTAMBRE: Organo sexual masculino de las plantas fanerégamas, que se halla hacia el centro de las flores.

ESTREPTOCOCO: Nombre dado a ciertas bacterias de forma redondeada que se agrupan en forma de cadena.

FANEROGAMA: Plantas cuyos érganos sexuales se distinguen a simple vista.

FRAGMOSPORA: Espora dividida en diferentes porciones

HONGO: Cualquiera de las plantas acotiledoneas o celulares, desprovistas de clorofila, y de consistencia esponjosa, carnosa o
gelatinosa.

LEVADURA: Organismo unicelular, de la familia de los blastomicetos, que se reproduce por gemacion.
MICOTOXINA: Substancia toxica secretada por hongos microscoépicos.
MICROORGANISMO: Organismo microscopico.

MOHO: Depésito o capa que se presenta en las sustancias organicas por el desarrollo de diferentes hongos de los géneros Mucor,
Penicillium, Aspergillus, etc.

VIRUS: Cualquiera de los agentes infecciosos mas pequeros que las formas corrientes de bacterias, algunas apenas visibles y otras
invisibles con el microscopio ordinario, que pasan a través de los filtros, de un tamario entre 0,2 y 0,01 m. Se multiplican en el cuerpo
animal pero no pueden ser cultivados en medios inertes sino que requieren células vivas.
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CENTRO NACIONAL DE CONDICIONES DE TRABAJO

Esta Nota Técnica de Prevencion expone la metodologia correspondiente a la toma, transporte y conservacion de muestras de aire
para la determinacion de bacterias y hongos, asi como el fundamento del método analitico, su campo de aplicacién y sus
limitaciones.

Fundamento del método

El método se basa en el muestreo del aire problema mediante el aparato SAS (Surface Aire System) compact. De los muestreadores
descritos en la NTP-203, se escogio éste por ser de facil manejo, portatil y que permite elegir el medio de cultivo adecuado a cada
requerimiento.

El aire muestreado se hace incidir sobre un medio de cultivo determinado, segun se pretendan valorar bacterias u hongos.
Posteriormente se procede a la incubacion a una temperatura adecuada y finalmente se efectua el contaje de colonias expresando el
resultado en ufc/m3 (unidades formadoras de colonias por metro cubico).
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Reactivos y productos

Todos los reactivos deben tener como minimo la especificacion "para analisis".
El agua utilizada ha de ser bidestilada o de calidad equivalente.

Medios de cultivo

Triptisoy Agar (TSA)



Es un medio de cultivo sélido compuesto por:

. Peptona de caseina............... 15,0 g/l
. Peptona de soja.....ccccceeuneeeen. 5,0 g/l
. Cloruro sédico..........ccvvveeeee.... 5,09/l
. Agar-Agar..........eeeeeenn. 15,0 g/l

. pH del medio a punto de uso: 7,3 aproximadamente
Preparacién del medio:

Afadir 40 g de esta mezcla a un litro de agua destilada. Dejar embeber y llevar a ebullicion hasta disolver totalmente el agar. Esterilizar
al autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Con esta preparacion llenar las capsulas de Petri, haciéndolo en el ambiente estéril de la
camara de bioseguridad, dejar enfriar y una vez solidificado el medio colocar las capsulas 24 horas en la estufa de cultivo a 37°C.
Pasado este tiempo se observan las placas desechando las que presenten contaminacion.

Agar de sabouraud con cloranfenicol
Es un medio de cultivo sélido, especifico para hongos, compuesto por:

. Peptona de caseina............ 5,0 g/l
. Peptona de camne............... 5,09/l
. D (+) Glucosa
. Cioranfenicol......

. Agar-agar.........ccccuuenn...

. pH del medio a punto de uso: 5,6, aproximadamente

Preparacion del medio:

Suspender 65,5 g de la mezcla en un litro de agua destilada y llevar a ebullicion. Esterilizar al autoclave durante 10 minutos a 121°C.
Evitar el sobrecalentamiento que afectaria a la gelificacion. Una vez distribuido en placas de Petri hacer la prueba de esterilidad como
se ha explicado en el punto anterior.

Soluciéon de Armil al 1/1000

Se disuelve 1 ml. de Armil en 1 litro de agua.
Aparatos y material

Muestreador de aire . "SAS compact"

Tal como se describe en el punto 5 de la Nota Técnica de Prevencion n° 203, existen diferentes tipos de muestreadores de aire para
contaminantes bioldgicos. En la presente NTP se expone el procedimiento a emplear con el equipo "SAS compact" (ver la figura 1,
cuyas caracteristicas son las siguientes:

. El aire a examinar es aspirado a una velocidad fijada durante un tiempo variable,a través de una cubierta de proteccién
perforada con multiples agujeros pequefios de disefio especial.

. El flujo de aire es dirigido sobre la superficie de una capsula de Petri del tipo "Rodac", que contiene el medio de cultivo
adecuado para el examen microbioldgico que se desee hacer.

. El aparato es transportable, funciona con bateria recargable y el control del tiempo de funcionamiento es programable.

Placas de cultivo
Se utilizan las placas tipo "Rodac", utiles también para analisis de superficies.

Estufas de cultivo
Estufa de cultivo a 37°C de temperatura, para el cultivo de bacterias.

Estufa de cultivo a 28°C de temperatura, para el cultivo de los hongos.
Contador de colonias

Autoclave

Campana de seguridad biolégica Bio - Il - A

Contenedores pararesiduos biolégicos



Procedimiento de analisis

Toma de muestra

Antes de empezar a tomar la muestra con el "SAS compact" ha de esterilizarse la cubierta del aparato. Esta puede llevarse a cabo por
medio del autoclave durante 20 minutos a 21 atmdsferas. También se puede efectuar limpiando la cubierta del aparato con una
solucién desinfectante.

A continuacion se coloca la capsula de Petri en el lugar indicado del aparato de muestreo. Para manejar las capsulas de Petri
(conteniendo ya el medio de cultivo ) y el muestreador se recomienda hacerlo con guantes estériles desechables. Después de cada
blogue de toma de muestras, limpiar la cubierta del muestreador con una solucion desinfectante, teniendo la precauciéon de que se
haya secado totalmente antes de tomar una nueva muestra.

El aparato dispone de un conector de control de tiempo, dividido en unidades que van de 1 a 15, representando cada una de ellas un
tiempo de 20 segundos. El volumen de aire muestreado en cada unidad es equivalente a 30 litros, lo que implica que se pueden
realizar muestreos de una duracion de 20 segundos hasta 5 minutos y con unos volumenes de 30 a 450 litros de aire.

El tiempo y el volumen de muestreo dependen de la contaminacién ambiental que se sospeche. Cuanto mayor sea ésta, menor es el
tiempo de muestreo que se debe aplicar y viceversa.

Medios de cultivo
Triptisoy-agar

Se utiliza este medio de cultivo para efectuar el contaje de bacterias. Una vez tomada la muestra, se trasladan las capsulas de Petri al
laboratorio, dejandolas en la estufa de cultivo a 37°C durante 48 horas.

Agar-Sabouraud con cloranfenicol

Se utiliza este medio de cultivo para efectuar el contaje de hongos. Una vez tomada la muestra, se trasladan las capsulas de Petri al
laboratorio dejandolas en la estufa de cultivo a 28°C durante 5 dias.

Recuento de colonias

Pasado el tiempo de incubacion, se observa el crecimiento de las colonias y se procede al recuento de las mismas mediante un
contador de colonias que proporciona el nimero de colonias formadas por placa.

Célculos

Una vez determinado el nimero de colonias, y sabiendo el flujo de aire y el tiempo de muestreo que se ha aplicado, se puede calcular
el numero de unidades formadoras de colonias por metro cubico de aire, aplicando la férmula siguiente:

NG 1000
T30 < U

neufcim®
siendo:
NC: numero de colonias por placa
NU: namero de unidades de tiempo empleadas en el muestreo
Las capsulas de Petri una vez llevado a cabo el recuento se retiran del laboratorio empleando un contenedor de residuos bioldgicos.

Campo de aplicacion

En lugares que, por el tipo de trabajo que se realiza en ellos, no precisan ser estériles, se recomienda llevar a cabo el recuento de
hongos y bacterias en aire cuando exista una sintomatologia en la poblacion expuesta que sugiera una posible contaminacién bioldgica
causada por estos microorganismos.

Cuando el n° de ufc/m3 hallado sea superior a 500 se recomienda efectuar la identificacion de los gérmenes existentes en el aire
muestreado.

En ambientes considerados estériles el n° de ufc/m3 debe ser 0.
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