UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA
LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS

+ HOMINEM
o
= S

“ESTUDIO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA FUNGICA
DEL AIRE EN UN AREA DE ENVASADO DE BEBIDAS”

Presentado por:

Catherine Harumi Chong Sakihara

Christabelle Alexandra Savaresse Kennedy

Trabajo Académico para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Lima — Peru

2017



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

LA MOLINA

FACULTAD DE CIENCIAS

“ESTUDIO DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA FUNGICA
DEL AIRE EN UN AREA DE ENVASADO DE BEBIDAS”

Presentado por:
Catherine Harumi Chong Sakihara

Christabelle Alexandra Savaresse Kennedy

Trabajo Académico para Optar el Titulo Profesional de:

BIOLOGO

Sustentado y aprobado por el siguiente Jurado:

Biol. Juan Juscamaita Morales Biol. Katty Ogata Gutiérrez
PRESIDENTE MIEMBRO
Ph.D. Ana Kitazono Sugahara Dr. Victor Meza Contreras
MIEMBRO ASESOR

Biol. Roberto Ramos Chaupin
Co-ASESOR



Dedicatoria

A mis padres Sachiko y Yori, porque cada uno a su manera nunca dejo de preocuparse,
alentarme y apoyarme durante todos estos afios, a pesar que muchas veces los saqué de
quicio. Les estoy eternamente agradecida por tenerme tanta paciencia y por nunca perder

su fe en mi.

A mi obaachan Mari, por ayudarme en todos los momentos que pudo. Aunque no lograste
ver como terminé este trabajo, quiero darte las gracias por tanto carifio y s€¢ que desde

donde estés seguiras cuidandome y dindome fuerzas para seguir adelante.

A Fabian, por ser mi principal soporte. Tu amor, perseverancia y gran paciencia han
acompafiado cada uno de mis pasos, sobre todo en los momentos mas dificiles. Es por ti
que he podido avanzar, tener mds confianza en mi misma y ver las cosas mas

positivamente.

Gracias a ustedes he logrado culminar con éxito esta etapa de mi vida y les dedico este

pequefio logro.

Catherine Chong.

A mi madre Anabelle, por su apoyo en todo momento, su comprension y amor sincero.

A mi compaiiero de vida Daniel Garcia, por su confianza, paciencia y amor incondicional.

Christabelle Savaresse.



Agradecimientos

De manera especial al Dr. Victor Meza Contreras y al Blgo. Roberto Ramos Chaupin,
asesor y co-asesor de tesis, por sus orientaciones y consejos para la realizacion de esta

investigacion.

A la empresa AJEPER S.A. Planta Huachipa por facilitarnos el ambiente de trabajo, los

materiales y equipos para la realizacion del presente trabajo.

A Miguel Llapapasca, por su asesoramiento en los temas estadisticos. Consideramos que

un six-pack no es suficiente reconocimiento.

Finalmente, a la Ph.D. Ana Kitazono Sugahara, por ser nuestra guia. Sus valiosas

observaciones y recomendaciones han sido muy utiles para enriquecer nuestro trabajo.



INDICE GENERAL

I.  INTRODUCCION ..ccteieictssessessssessessesssssssssesssssssessessssssssssessessssessesssssssassesss
I. REVISION DE LITERATURA . ....ceoeiimrirensessessessessessssssssssssssssssssassassassassanss
2.1. CALIDAD DEL AIRE EN INTERIORES .......oceeueeueucrcmncsscnscssessessessssaens
2.2. AGENTES BIOLOGICOS QUE AFECTAN LA CALIDAD DEL AIRE.
2.3, HONGOS ..oueeceeeeecesesscssessessessessessessessessessessesssssssssassassassasssssassassassassassassaens

2.3.1.  HONGOS FILAMENTOSOS .......ooomiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee oo

a. Reproduccion de hongos filamentosos...........eeeeeiiiieeiiiiiiieeiiiieee e

b.  Germinacion de 1aS ESPOTaS......cciiviiriiiiiiirieeeiiiiree et e e e esiar e s e e e saneee s
2.3.2. LEVADURAS ...ttt sttt st e a e b sbeeen
2.3.3.  NECESIDADES FISIOLOGICAS.........cceoevuiveieeeesesieesessesierseesesiennnans
2.3.4.  CLASIFICACION DE LOS HONGOS........cocoeieeireriereeirsiessessesiennnns

DiVISION ZYZOMYCOTA c.vvvivvrrrerereeeaesirarreeeeeeeeassissssesesaseessssssssssesesessassssssnes

b, DivViSION ASCOMYCOLA ..eevvuvieririeerireerireersreessreessreessseesassreessseessneeasanesases

2.4. HONGOS EN LOS AMBIENTES INTERIORES.........cooveiiiiiiinrnniansaneans

2.4.1.  FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA CONTAMINACION FUN
DEL AIRE INTERIOR ... ..ottt

a. Actividad de agua...........oooooiiiiiii i,
b. Humedad relativa y temperatura .............uueeieeeeeiiiiiiirieeeee e eseiiiereeeeaeeeeenens
(oY A< 14 1103 16 ) ST SURR SR
Ao POIVO e e e a e e e e raaeaeas

2.42. PRINCIPALES FUENTES DE CONTAMINACION EN AMBIE
INTERIORES ...ttt

2.43. GENEROS FUNGICOS MAS FRECUENTES EN AMBIFE
INTERIORES ..ot ee e e e e s e e es et e e s s oo ees et e e eses e senesans

2.4.4.  NIVELES DE ESPORAS FUNGICAS EN EL AIRE INTERIOR ..........

2.5. METODOS DE EVALUACION DE LA CALIDAD DEL AIRE INTERI
EXTERIOR .....teeeeeeeniteensreeessstsesssasesssssesssssesssssesssssssssssssssssnsssssnsssssnsssssnessssness

2.5.1.  METODOS DE MUESTREO DE HONGOS AMBIENTALES..............

TN T 1110 1<) 0192103 (0) s WUUUUUU TR ORI

D, FIRFACION .oieiiiiiieccie et e e et aa e s e aab e e e e eaaes
c. Impactacion sobre superficies SOlAas ........ccoveieeeiiiveeeiiiiiir e
d. Borboteo en HQuidos.......coooiiiiiiiiiiiii e,

2.52.  MUESTREADORES DE IMPACTACION SOBRE SUPERF
SOLID A et e st e e e e e e e s e e e



2.5.3. MEDIOS DE CULTIVO PARA LA RECUPERACION DE HONGOS..
2.6 REGLAMENTOS Y LINEAMIENTOS .....ceceveeueueresresesesesesessssesesessesesesnns
2.6.1. CALIDAD DEL AIRE INTERIOR .......cccoeviiiiiieeiieeeereeeeeeseeeenenene
2.6.2.  SISTEMAS DE CLIMATIZACION .....cocouivioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneen
2.6.3.  AREAS LIMPIAS ...o.ooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et

ET ADND ACTAN T
I STatB LW LVa LSS LWL By V)

VENTILACION EN HOSPITALES .......coovmieieieieieeeseiesesesesiesieninan
2.6.6. LABORATORIOS ..ot
2.7. IMPACTO DE LOS HONGOS AMBIENTALES EN LA SALUD............
2.7.1.  INFECCIONES FUNGICAS O MICOSIS.........cccevurrrrrrrrerrereeressererrannnn

=)}

b
N

_4;
o
=
=
s}
J

g
A
3

a. Patogenos fNGICOS PrIMATIOS ...uvuvvrieereeieiiiiiiiirieeeeeeeeeiiirareeeeeeeeesnnaereaeaeas
b. Patdgenos flngicos OPOTtUNISLAS ......eeeeeuurireeiiiiieeeeiirieeeeiiie e e eeiree e e esiiaaee e
2.7.2. ALERGIAS .ot
Q. RINIEIS .ottt e e e e e e e e s e e e
D ASIMIA e e e e et e e e e e e e e e nnn e e e e eanneeeeas
C.  Dermatitis alérgiCa........coooiiiiiiiiiiiiiiie e
d. Neumonitis por hipersensibilidad.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiii e,

€. Sinusitis fANZICA AlErZICA ....ccceieiiiiiiiiiee e

2.7.3.  ENFERMEDADES OCUPACIONALES CAUSADAS POR HO
AMBIENTALES ..ttt e

2.7.4.  PREVALENCIA DE ALGUNAS ENFERMEDADES RELACIONAL
LOS HONGOS AMBIENTALES ... e

M. METODOLOGIA ..ottt sessesssessesssssssssessesassessesssssssssseses
3.1, LUGAR ettt tesse s sessesssssssessssassssssssessssasbassssssassassessesassassasaes
3.2, MATERIALES ...ouueeceeeecteesesecsecsessessessssessessssssssssessesssssssesssssessssssassssasssses
3.3, EQUIPOS .oueeeecreeeseesesesessesscsssessessessssessesssssssssessessssessesssssssassessesassassesses
3.4, REACTIVOS ouueeeeeeceeseesessessssssessessessssssssssssssssssessesssssssasssssssssssassssasssses
3.5, MEDIO DE CULTIVO ...uucureereererrersereesessessessesessessessesessessessesssessessessssesses
3.6, METODOS ....ecvrerererrereesessssessssessssessassssssessassssssessessssssessesessssessassssssessessssases

3.6.1. DESCRIPCION DEL AMBIENTE DEL AREA DE ENVASADO
ENTORNO DE AJEPER S.A. PLANTA HUACHIPA..........cccoviiiiiiiiiiiiiiciee

3.6.2. EVALUACION DE LA CARGA FUNGICA AMBIENTAL..................
a. Preparacion del medio de Cultivo .....cccuveeeiiiiiiiiiiiiiiecc et
b.  MUesStreo ambiental .........ccoouvieiiiiiiiiieiiie e e
c. Contaminacion fingica presente en €l aire ..........ccceeeeeeieiiiiiiiieneeeeeeiiiinieenn.
3.6.3.  IDENTIFICACION DE COLONIAS DE HONGOS AMBIENTALES ..



3.6.4.
3.6.5.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
V. CONCLUSIONES
VI. RECOMENDACIONES

T DL DLDNATY
Y il. IAN VAN VI AN VIR L WY §

VIII. ANEXOS

MEDICION DE LA HUMEDAD Y TEMPERATURA

APLICACION DE ENCUESTA A LOS TRABAJADORES..................

b

il

--------------------------

--------------------------



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Algunos efectores que estimulan in vitro el dimorfismo de distintos hongos.

Tabla 2: Criterios de contaminacién fungica en UFC/m’ en el aire de los aml
ITIEETIOTES. 1 eutittee ettt ettt e ettt e e ettt e e a b e e e e hbt bt e e e et b e e e e e baab e e e e enbbbe e e s baabeeeaebbaaeeaas

Tabla 3: Criterios de valoracion y método de analisis para hongos y bacter
SUSPETISION. +.eeutitirieeeeeseesitisaseeeeseaaesssbasaseeeeseeasasabasaeaeaeseesesssssasaaeeaesanssssssnaeaaesesaas

Tabla 4: Resumen de estandares y lineamientos para hongos en el aire por organize
privadas y gubernamentales. ............ueieeieiiiiiiiiiiiiee e ee e ea e

Tabla 5: Clasificacion ISO de la limpieza del aire por la concentracion de particula
L4644-1:1999). . ettt ettt e et e e et a e s e e e naaeannaaenaaans

Tabla 6: Clasificacion ISO de la limpieza del aire mediante la concentracion de par
(ISO T4644-1:2015). rvreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereseereeeeeseeeeeseseesesseeseeseseeeseseseseseseseeeseseeseesesnens

Tabla 7: Ejemplos de operaciones que pueden realizarse segun el grado de limpie
aire en las areas limpias (OMS). ....cciiiiiiiiieiie ettt eba e e e e eabaaee s

Tabla 8: Limites de concentraciéon microbiana segin el grado de limpieza del aire
areas HIMPIAs™ (OMS). ....vevviiiieeecie ettt s sttt se s esesans

Tabla 9: Niveles de accion recomendados segun la rigurosidad de las areas limpias
N ). et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e s e e e e e e s s s e reereeean

Tabla 10: Clasificacion del ambiente en funcion de los recuentos microbiolégicos d
mMesOfila (UNE 171340:2012). wooiiiiiiieiiiiiie e ettt e e e e e eairare e e e e e e e sssasaaeaaeaeeanns

Tabla 11: Valores microbiologicos objetivos seglin la zona en un establecimiento ds
(N SO0-3 5T ) ettt et e e et e e et e e e st e e nseaeanseaaanseaaanseaaanneaaas

Tabla 12: Requerimientos e interpretacion de resultados para muestreos pasivos y :
de areas limpias farmacéuticas (Public Health England)............cccccccoevviiiiiiiiienennennn,

Tabla 13: Requerimientos e interpretacion de resultados para la calidad del aire en u
de operaciones (Public Health England). ..........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiecciie e

Tabla 14: Limites de las particulas biologicas totales en el aire ambiental seg
Clasificacion (ANVISA). ...ouiii ittt e b s e s aab e s e e eabaaee s

Tabla 15: Ejemplos de zonas en las que se podrian realizar las operaciones
laboratorio de microbiologia farmacéutica (OMS).......cccveeeiiiirieieiiiieee e e ciaeeen

Tabla 16: Enfermedades fingicas transmitidas por el aire. ........cccccevvveeeeiiiveeeeciiineenns

Tabla 17: Ejemplos de tipos de hongos en el aire interior que pueden causar rinitis o

Tabla 18: Principales antigenos o agentes flingicos en los aerosoles provenien
materiales asociados a neumonitis por hipersensibilidad............ccccoevvveeiiiiieniciiiineenns

Tabla 19: Comparacion entre las Fases ISAAC por pais en el grupo de 13-14 afios d
sobre la prevalencia de sintomas de asma, rinoconjuntivitis alérgica y eczema. ..........

Tabla 20: Componentes para la preparacion del agar DRBC.............ccoeoiiiiiiiineeeeennn.



Tabla 21: Concentracién de esporas fingicas por punto y fecha de muestreo expres
UFC/IIT oottt

Tabla 22: Recuento de esporas fiingicas por género y punto de muestreo. ..................

Tabla 23: Recuento de esporas flingicas por género y punto de muestreo expresa

TTE(C /a3
R L I 1

Tabla 24: Frecuencias relativas de las esporas fingicas por género y por pu
muestreo, expresadas en POrcentaje (%0). ..ooooveeeeeiiiiiiiiiiir et

Tabla 25: Frecuencias totales de los géneros fungicos al interior y al exterior del ¢
estudio, expresadas en pOrcentaje (%0). .....eeovieiiiiiiiiiiiiiiie et

Tabla 26: Recuento de las esporas flingicas por género y la abundancia de cada géne
fecha de muestreo expresada en porcentaje (%0).......cceeerireeriiiiiiiiiiiiiece e

Tabla 27: Desviaciones estandares de los datos del recuento de esporas fingicas por
durante 10s 12 dias de MUESIIEO. .....ccc.veeiriiiiiiieiiiieiiee e

Tabla 28: Correlacion de la temperatura ambiental (Tamb) y €l porcentaje de hu
relativa (%HR) con la concentracién de esporas fungicas (UFC/m’) en cada pu
LTS =0 TN



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Esquema de la formacion de una colonia por hifas vegetativas. ...................
Figura 2: TIpoS de hifas........uuuiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e ea e e e e
Figura 3: Esquema de la reproduccion sexuada en Zygomycotina. ..........ccccevvveeeeeenn.
Figura 4: Esporas asexuales en los hongos filamentosos. .........cccvvereieeeeeiiiiiiiiineeeeenns
Figura 5: Fotografias de Mucor plumbeuis BON. .........ccccceveveeeiiiiiiiiieieieieciiiiiireaee e
Figura 6: Fotografias de Fusarium culmorum (W.G.Smith) SacC...........ccoevvvvvvereeeennns
Figura 7: Fotografias de Paecilomyces variotti Bain............cccocccvvveeeieeieeiiiiinieeeeeeenans
Figura 8: Fotografias de Cladosporium herbarum (Pers.) Link..........c.ccccovuveieeiiiinnenn.
Figura 9: Fotografias de Penicillium brevicompactum DiercKX........cccceeeviuveieeeiiuneennns

Figura 10: Fotografias de Alternaria alternata (Fries) von Keissler = Alternaria

Figura 11: Fotografias de Aspergillus candidus Link.............ccccoeevviivveeiiiiniieeiiiineennns
Figura 12: Mecanismos de muestreo utilizados en la obtencién de muestras de hongo
Figura 13: Impactador por hendidura 0 rendija. .......ccccovvivreeiiiiieeiciiiie e
Figura 14: Muestreador SAS (Surface Air System). ........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e
Figura 15: Esquema del impactador de cascada Andersen de 6 niveles........................
Figura 16: Muestreador MAS—100 ECO®. ........coooiiiiiiiiiiieecccciiiee e
Figura 17: Ubicacion de los puntos de muestreo en el area de estudio. ............c.c........
Figura 18: Ubicacion y localizacion de AJEPER S.A. Planta Huachipa. .....................
Figura 19: Esquema de la empresa AJEPER S.A. Planta Huachipa..............cccceeeeeeenne

Figura 20: Concentracion de esporas fungicas por punto y fecha de muestreo en Ul

Figura 21: Muestra representativa de las colonias fungicas en agar DRBC (pun
repeticion 1, del 15 de diciembre del 2014). ......oiieiiiiiiiiiiiiiiecciie e

Figura 22: Muestra reperesentativa de las colonias fiingicas en agar DRBC (pun
repeticion 1, del 14 de enero del 2015). ...uviiiiiiiiiiiiiiiceccrie e

Figura 23: Representacion grafica de la rosa de vientos (19/12/2014 —20/12/2014). ..

Figura 24: Frecuencias relativas de las esporas fliingicas totales por género, expresa
POTCEILAJE (Y0). v veerereeeirieeeitie et e et e ettt e et e e st e e et e e e b b e e aabbeeesbteeansaeaansaeeassseaannneennnnes

Figura 25: Frecuencias relativas de las esporas fingicas por género y por pu
muestreo, expresadas en POTCENLATE (Y0). .veevvureerrrierriiieeiiieeeieeesieeesieeeseeeeseeeesaeeeas

Figura 26: Frecuencias totales de los géneros fungicos al interior y al exterior del ¢
estudio, expresadas €n POTCENLAJE (%0). ..ovuveerrurieiiiieiiiie ittt rre e

Figura 27: Frecuencia de los sintomas presentados en los ultimos 30 dias p
trabajadores encUESTAAOS. ... ....iii it et e

Figura 28: Detalle de los sintomas presentados por los trabajadores encuestados........

vi



ANEXO 1:
AXRTIDOW M MY,
ANEXQO 2:

ANEXO 3:
ANEXO 4:

INDICE DE ANEXOS

Instrucciones del proveedor para la toma de muestras ambientales...........
~1.1. P TP DR S DI o 0 | SR

Uld SHLAUISLILA UC COITCUUIUI UL COHCL. iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieasicassssssssnasanas
Cuestionario sobre la calidad del aire en espacios interiores.....................

Datos de concentracion de esporas fingicas, temperatura ambiente y por:

de humedad relativa por dia en cada punto de muestreo. .........cccoeeeeeeeeeeiiiiiiiieneeeeenns

ANEXO 5:

Analisis de regresion UFC vs. Temperatura ambiente (Tamp) ¥ porcen

humedad relativa (YoHR).........ooiiiiiiiii e

ANEXO 6:

Registro fotOgrafiCo. ....coiiiiiiiiiiiiiiie e

vii



LISTA DE ABREVIATURAS

ay: Actividad de Agua

ABPA: Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica

ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists
AIHA: American Industrial Hygiene Association

ANVISA: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria

API: Aspergilosis Pulmonar Invasiva

CALI: Calidad del Aire Interior

CEC: Commission of the European Communities

CMHC: Canada Mortgage and Housing Corporation

COV: Compuestos Orgénicos Volatiles

DGIEM: Direccidon General de Infraestructura, Equipamiento y Mantenimiento
DRBC: Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol

EPA: Environmental Protection Agency

FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

HACCP: Hazard Analysis and Critical Control Points

HR: Humedad Relativa

%HR: Porcentaje de Humedad Relativa

HVAC: Heating, Ventilation and Air Conditioning

IAQ: Indoor Air Quality

Ig: Inmunoglobulina

ISAAC: International Study of Asthma and Allergies in Childhood
ISO: International Organization for Standardization

NH: Neumonitis por Hipersensibilidad

NIOSH: National Institute for Occupational Safety and Health

viii



NTP: Notas Técnicas de Prevencion

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OSHA: Occupational Safety and Health Administration
PCA: Plate Count Agar

PHE: Public Health England

PRONIEM: Programa Nacional de Infraestructura, Equipamiento y Mantenimiento
SAS: Surface Air System

SEE: Sindrome del Edificio Enfermo

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SFA: Sinusitis Alérgica Fingica

UFC: Unidad Formadora de Colonias

UNE: Una Norma Espafiola

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

VMR: Valor Méximo Recomendable

WHO: World Health Organization



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo analizar los hongos ambientales
existentes en el area de envasado de bebidas de la empresa AJEPER S.A. Planta Huachipa,
situada en la Av. La Paz 131 Santa Maria de Huachipa, San Juan de Lurigancho, Lima -
Pert, durante los meses de diciembre del 2014 y enero del 2015. Conocer la diversidad
fingica y su concentracidn en un ambiente interior es muy importante para evaluar la
calidad del aire interno, ya que las esporas fungicas tienen la capacidad de afectar
negativamente a la salud humana y podrian producir alergias, infecciones o toxicidad en
las personas que laboran en él. Se evalud la calidad del aire al interior del area de
envasado, con el fin de conocer la concentraciéon y la variedad de géneros fungicos
mediante el método volumétrico por impactacion, y simultineamente se midio la
temperatura ambiental y el porcentaje de humedad relativa con un termohigrometro. Se
tomaron un total de 264 muestras en 11 puntos, de los cuales 10 puntos se ubicaron al
interior del area de envasado y un punto al exterior de ésta. El muestreo se realizé durante
el turno dia por el transcurso de 12 dias. Se obtuvo una concentracion total de 12220
UFC/m’ colonias fingicas identificadas durante todos los dias de muestreo, siendo los
géneros encontrados con mayor frecuencia Penicillium (65.70 por ciento), Cladosporium
(20.64 por ciento), Paecilomyces (5.57 por ciento) y levaduras (2.12 por ciento). El
ambiente exterior presentd valores de concentracion fingica superiores a los obtenidos en
todos los puntos del ambiente interior. Se concluyo que el interior del area de envasado de
bebidas presenta condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa que
favorecen el desarrollo fingico y que los niveles de concentracion fungica encontrados en
¢l califican entre “intermedio” y “alto” en las referencias para ambientes interiores no

industriales.

Palabras clave: Hongos ambientales, calidad del aire interior industrial, humedad relativa,

temperatura ambiente, método volumétrico por impactacion, Penicillium, Cladosporium.



ABSTRACT

The aim of the present study was to analyze the airborne fungi existing in the bottling room
of AJEPER S.A. Planta Huachipa, located at Av. La Paz 131 Santa Maria de Huachipa,
San Juan de Lurigancho, Lima — Peru, during the months of December 2014 and January
2015. Knowing the airborne fungal diversity and its concentration in indoor environments
is very important in order to evaluate indoor air quality, as fungal spores may negatively
affect human health and could cause allergies, infections or toxicity in workers. To
evaluate indoor air quality inside the bottling room, airborne fungal concentration levels
and fungal genera were determined through air quality sampling using a volumetric
impaction method. Also, ambient temperature and percent relative humidity were
measured simultaneously with a thermo hygrometer. Over the course of 12 days during the
day shift, a total of 264 samples were taken in 11 points, of which 10 points were located
inside the bottling room and one point was located outside that room. A total of 12220
UFC/m’ fungal colonies were identified during those days, where the genera most
frequently found in the 11 sampling points were Penicillium (65.70 percent),
Cladosporium (20.64 percent), Paecilomyces (5.57 percent) and yeasts (2.12 percent).
Airborne fungal concentration values obtained outside the bottling room were higher than
those obtained in all sampling points inside that room. We concluded that the indoor air of
the bottling room presents temperature and relative humidity conditions that favor fungal
development, and the levels of airborne fungal concentration found in it qualify as

"intermediate" and "high" in some references for non-industrial indoor air quality.

Keywords: Airborne fungi, industrial indoor air quality, relative humidity, ambient

temperature, volumetric impaction method, Penicillium, Cladosporium.

X1



I.  INTRODUCCION

La industria peruana de bebidas no alcohdlicas viene incrementado su oferta en los ultimos
afos y ésta no se detiene. Tradicionalmente esta conformada por cuatro lineas de negocio
principales: bebidas gaseosas, aguas embotelladas, refrescos y bebidas hidratantes o
isotonicas. En el afio 2014, la produccion nacional de bebidas gaseosas, la linea mas
importante, ascendido a 1699.3 millones de litros, representando un crecimiento al 1 por
ciento respecto al afio anterior (RPP, 2014). El Country Manager de Coca-Cola en el Peru
precisd que al cierre de ese afio el consumo per capita anual en el pais fue de 100 litros
(Diario Correo, 2015). El Ministerio de la Produccion, en el afio 2015, indic6 que la
produccion de las bebidas no alcohodlicas registrd6 un crecimiento del 9.3 por ciento,
superando el de los dos afios previos (1.7 por ciento en el 2014 y 4.6 por ciento en el
2013). Segun el banco Scotiabank, en el afio 2016, la produccidn registrd un crecimiento
del 8 por ciento, debido al dinamismo del consumo privado y la mayor demanda en
provincias; donde la expansion estuvo liderada por la linea de aguas embotelladas, cuya

produccioén crecié un 14 por ciento (Diario Gestion, 2016).

En general, la productividad en las empresas esté relacionada también con la productividad
de sus trabajadores, y esto a su vez esta ligado con su salud y por lo tanto a su confort en el
ambiente de trabajo. Estos trabajadores, como la mayoria de las personas, pasan gran parte
de su tiempo diario en ambientes interiores. Segin OSHA, los estadounidenses

permanecen un 90 por ciento del tiempo en esos ambientes (OSHA, 2011).

Una mala calidad en el aire de los ambientes interiores tiene un impacto directo en la salud
de los trabajadores. En Espana, la mala calidad de aire interior incrementa el ausentismo
hasta un 5 por ciento, lo que disminuye la productividad de las empresas hasta un 15 por
ciento. Para un edificio de 500 trabajadores, esto puede llegar a suponer pérdidas de

aproximadamente 2 millones de euros anuales (Europa Press, 2016). Efectivamente, la



Organizacion Mundial de la Salud estima en un 37 por ciento el ausentismo producido por
los sistemas de climatizacion deficientes. A pesar de todo esto, en el Perti no existe una

normativa para la calidad del aire interior.

Uno de los factores que determinan la calidad del aire interior son los contaminantes
aerotransportados, entre ellos los biologicos. El término bioaerosol es generalmente
utilizado para referirse a las particulas bioldgicas suspendidas en el aire como las células
bacterianas, esporas fliingicas, virus, o granos de polen y sus fragmentos o sub productos
(Buttner et al., 1997), las cuales estan siempre presentes en los ambientes interiores.
Especificamente, las particulas fingicas consisten en esporas fingicas, fragmentos de hifas
o de células levaduriformes (Reponen, 1995). Estos bioaerosoles pueden ser transportados
por el hombre, provenir del aire exterior, polvo, madera, pintura, papel, humidificadores y
otros. El grado de contaminacidon microbiana en estos ambientes estd influenciado por
factores tales como la frecuencia de ventilacion, el nimero de personas presentes en la sala
y la naturaleza y grado de las actividades que realizan los individuos dentro de los locales
(De La Rosa et al., 2000), estos han creado ambientes con exposiciones elevadas a los

bioaerosoles, principalmente hongos filamentosos (Douwes ef al., 2003).

En las ultimas décadas, ha crecido el interés por la exposicion a los bioaerosoles, debido a
que han surgido muchas actividades industriales nuevas en donde son muy frecuentes las
exposiciones a éstos y ademas se ha reconocido que la exposicion a estos agentes
biolégicos en los ambientes interiores tanto en el campo ocupacional y residencial estan
asociados con un amplio rango de efectos adversos a la salud, pueden actuar como agentes
sensibilizantes en personas susceptibles y también causar enfermedades infecciosas,

efectos toxicos agudos y cronicos, alergias y cancer (Burge, 1990; Douwes ef al., 2003).

A pesar de la importancia del efecto de los hongos en la salud humana, se conoce poco
sobre el rol preciso de estos agentes biologicos en el desarrollo y el agravamiento de los
sintomas y las enfermedades. En muchos casos, aun no se tiene claro cudles componentes
especificos son causantes principales de estos efectos en la salud (Guardino, 1998; Douwes
et al., 2003). Tampoco se han establecido valores umbrales de exposicion a estos

bioaerosoles debido a la falta de datos de exposicion e informacion en las relaciones dosis
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— respuesta, haciendo imposible el establecimiento de estandares regulatorios (Buttner et

al., 1997; Douwes et al., 2003, ATHA, 2011).

Existe una amplia variedad de métodos para el muestreo y analisis de los hongos
ambientales y se vienen desarrollando algunos nuevos. Sin embargo, ain ningiin método
por si solo es adecuado para la colecta y el anélisis de todos los tipos de hongos. Esto evita
que los datos recolectados de diferentes estudios puedan ser comparados adecuadamente
debido a las diferencias en el disefio del equipo de muestreo, el tiempo de colecta, la
velocidad de flujo de aire y el método de andlisis utilizados. Cabe mencionar que
actualmente existen normas dadas por algunas organizaciones como ISO (International
Organization for Standardization, en sus siglas en inglés) (ISO, 2003a), que sirven como
guia y en donde se dan lincamientos para el muestreo del aire en salas limpias, pero de la
cual se derivan diferentes manuales para el control de microorganismos en el aire de las

areas de diversos sectores como el de la industria y la salud.

Por las razones anteriormente descritas, el presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivo principal determinar la calidad microbioldgica del aire en el area de envasado de
una industria de bebidas (AJEPER S.A. Planta Huachipa) en la temporada de verano 2015
a partir de los hongos ambientales, donde se describié el ambiente del area de envasado y
el entorno de la planta, se evalu6 la carga microbiana del area de envasado a partir de los
hongos ambientales, se identificaron hasta género los hongos ambientales encontrados,
ademas se relacionod la concentracion de los hongos con la humedad relativa y la
temperatura presentes en el ambiente de estudio y finalmente se realizé una encuesta a los
trabajadores para evidenciar la presencia de afecciones causadas por esos hongos

ambientales.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. CALIDAD DEL AIRE EN INTERIORES

Segun OSHA (Occupational Safety & Health Administration) (2015), la calidad de aire
interior (CAI), también llamada calidad ambiental interior, describe en qué forma el aire al
interior de un ambiente puede afectar la salud, el confort y la habilidad de trabajar de una
persona. Puede incluir factores como temperatura, humedad, ventilacion deficiente, moho

causado por filtraciones de agua o exposicion a otros quimicos.

NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health) (2015) establece que la
CAI refiere a la calidad del ambiente dentro de un edificio en relacion a la salud y el
bienestar de sus ocupantes, la cual estd determinada por varios factores, incluyendo
iluminacion, calidad del aire y condiciones de humedad. Junto con EPA (Environmental
Protection Agency), coinciden en que una buena calidad de aire es un componente
importante de un ambiente interior saludable ya que optimiza la salud, el confort y la
productividad de sus ocupantes, ademas mencionan que la definicion de una buena calidad
de aire interior incluye: la introduccién y distribucion adecuada de la ventilacion, el control
de contaminantes aerotransportados y el mantenimiento de niveles de temperatura y

humedad relativa aceptables (EPA/NIOSH, 1991).

La WHO (Organizacion Mundial de la Salud, en espafiol) reconoce que disfrutar de un aire
interior saludable es un derecho basico de toda persona, debido a que éstas pasan la mayor
parte de su tiempo diario en ambientes interiores. La calidad del aire que respiran dentro de
esos ambientes es un factor determinante en su salud y bienestar, y que un control
inadecuado de la CAI representa una carga significativa a la salud (Heseltine y Rosen,

2009).



Guardino (1998) aplica el término aire interior a los ambientes de interior no industriales
como edificios de oficinas, edificios publicos (colegios, hospitales, teatros, restaurantes,
etc.) y viviendas particulares, donde las concentraciones de contaminantes en el aire
interior de estas estructuras suelen ser de la misma magnitud que las encontradas
habitualmente al aire exterior, y mucho menores que las existentes en el medio ambiente

industrial.

2.2. AGENTES BIOLOGICOS QUE AFECTAN LA CALIDAD DEL AIRE

Los bioaerosoles son particulas suspendidas en el aire o compuestos organicos volatiles,
que estan vivos o que proceden de un organismo vivo. En los bioaerosoles se pueden
encontrar microorganismos de todo tipo, cultivables, contables y muertos, asi como
fragmentos, toxinas y particulas producto de los desechos de todo tipo cuyo origen es la
materia viva. El tamafio promedio de estas particulas suspendidas en el aire es variable ya

que se encuentran desde 0.5 hasta 30 um (Matthias-Maser et al., 2000).

Las particulas biologicas incluidas en estos bioaerosoles son las bacterias, esporas
fingicas, algas, virus, protozoos, granos de polen, acaros, fragmentos de algas y de plantas;
siendo constituidas en su mayor parte por las esporas fiingicas, que representan el grupo
mas numeroso. Los bioaerosoles dependen en gran medida de las condiciones de su
entorno para la supervivencia y reproduccion. Aunque el aire no constituye un hébitat para
los microorganismos, éstos utilizan el aire como un medio de dispersion y transporte.
Factores tales como la temperatura, la humedad relativa, el movimiento del aire, la luz, las
fuentes de alimento y, por descontado, su presencia, van a determinar la abundancia de los

contaminantes biolégicos en un determinado ambiente (INSHT, 1989).

Los bioaerosoles, pueden formarse por muchas causas como la lluvia, movimiento del agua
en los rios y mar, mal tratamiento de aguas residuales, aspersores de riego, aire
acondicionado o secreciones respiratorias del hombre y de los animales. Los

microorganismos también pueden encontrarse en el aire sobre particulas de polvo o en el



suelo. En lo que se refiere a su dispersion, estudios han demostrado que la mayoria de los
microorganismos soportan un corto desplazamiento de pocos milimetros, exceptuando las
especies de bacterias y hongos que forman esporas, las cuales les permiten resistir
condiciones hostiles y a su vez ser transportadas a través de largas distancias. Se sabe que
las esporas fingicas elevan sus concentraciones conforme a las condiciones ambientales

predominantes en cada estacion (Atlas y Bartha, 2002).

2.3. HONGOS

2.3.1. HONGOS FILAMENTOSOS

Los hongos son organismos pertenecientes al reino Fungi. Tipicamente son
quimiorganétrofos y tienen pocos requerimientos nutricionales. Necesitan carbohidratos
complejos como fuente de energia ya que no tienen la capacidad de realizar fotosintesis ni
de fijar carbono, por lo tanto, son heterétrofos que toman los nutrientes por absorcion,
obteniéndolos mediante la sintesis de enzimas intra y extracelulares, las cuales tienen
capacidad para degradar y transformar practicamente cualquier tipo de sustrato organico y
ademas permiten la oxidacion de algunos compuestos inorganicos (Castro, 2009; Cepero et
al., 2012). Debido a estas caracteristicas, estos organismos intervienen de forma activa en

los ciclos del carbono y del nitrogeno (Cepero ef al., 2012).

Los mohos son hongos filamentosos. Estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Cada filamento, denominado hifa (Figura 1), crece fundamentalmente en el extremo por
un mecanismo de extension celular. Estas hifas crecen en masa, produciendo lo que se

denomina micelio, el cual posteriormente dara origen a la colonia (Madigan, 2004).



Figura 1: Esquema de la formacién de una colonia por hifas vegetativas.
FUENTE: Arenas (2011).

Las hifas estan constituidas por dos partes, la primera denominada hifa vegetativa que
asegura el desarrollo, la nutricion, la fijacion y la edificacion de la parte reproductora, y la
segunda parte es la hifa reproductora, lugar donde se forman los 6rganos de reproduccion

(Figura 2).

Si las hifas son filamentosas, se generaran colonias de mohos de crecimiento centrifugo,
con filamentos aéreos entremezclados, mas o menos largos, o agrupados de forma
compacta, con superficies glabras recubiertas de vello fino; cuyo crecimiento sera lento,

salvo en los hongos oportunistas (Arenas, 2011).

Los hongos filamentosos son pluricelulares y de células alargadas. Estos crecen por
extension apical, tabicdndose para formar nuevas células que no se desprenden. Pueden
clasificarse en hongos superiores ¢ inferiores. En los superiores, las hifas son delgadas (2-5
um) y las células fungicas que las conforman estan separadas entre si por tabiques o
también llamadas hifas septadas (Figura 2b), provistos de un poro que permite el
intercambio de material citoplasmatico entre células contiguas. Forman esporas (conidios)
directamente en las hifas o en estructuras especificas llamadas conidiéforos, constituyendo
esporas externas. En los hongos inferiores, las hifas son mas anchas (10-15 pm) y no estan
tabicadas o septadas (Figura 2a), por lo que las células forman un conjunto cenocitico con
multiples ntcleos y un citoplasma tnico. Sus esporas, denominadas esporangiosporas, se
forman en el interior de estructuras saculares, llamadas esporangios (esporas internas).

Cuando los hongos filamentosos crecen en un medio de cultivo solido, una parte del



micelio penetra en el medio para absorber nutrientes (micelio vegetativo), mientras que el
micelio aéreo se proyecta hacia el exterior, dando lugar a matas de apariencia tenaz,
algodonosa o pulverulenta, caracteristicas de las colonias de los hongos filamentosos,

facilmente diferenciables de las colonias de las levaduras (Prats, 2007).

Figura 2: Tipos de hifas.
a) Hifas no septadas. b) Hifas septadas.
FUENTE: Arenas (2011).

a. Reproduccion de hongos filamentosos

Los hongos se reproducen facilmente. Las hifas se desarrollan a partir de una espora por
emision de un tubo germinativo; la forma mas simple ocurre por crecimiento apical de las
hifas; no hay crecimiento intercalar, pero las células no terminales pueden emitir

ramificaciones (Arenas, 2011).

En un grupo importante de hongos solamente se conoce la reproduccion asexual, bien
porque no se conocen las condiciones adecuadas para que se desarrolle la forma sexual o
porque ésta se ha perdido a lo largo de la evolucion. Aunque la reproduccion asexual puede
lograrse por fragmentacion de las hifas, ya que cada fragmento puede producir una nueva
colonia, normalmente los hongos se reproducen, tanto sexual como asexualmente, por
medio de esporas. Las esporas o elementos celulares que sirven para la dispersion se
denominan propagulos. Los hongos producen millones de esporas, cada una con la

capacidad para desarrollar una nueva colonia (Ponton et al., 2002).



Reproduccion sexuada

Consta de una serie de fendmenos como la produccion de 6rganos sexuados y gametos; la
fusion del protoplasma de estos (plasmogamia) y fusidon nuclear; la meiosis en hongos
haploides; la aparicion de factores genéticos; asi como el desarrollo de cuerpos fructiferos

y esporas sexuadas.

En ocasiones, la plasmogamia se acompafia de la formacion de hifas protectoras alrededor
del huevo y evoluciona de manera diferente segun se trate de hongos inferiores o
superiores. En los superiores (Ascomicetos o Basidiomicetos), la fusiéon nuclear da lugar a
células binucleadas o dicariones, y en los inferiores (Zygomicetos) se observan

heterocariones (Arenas, 2011).

El apareamiento puede producirse de la hifa proveniente de una sola espora y se llama
homotalico; si los gametos son iguales, la reproduccion es isogamica, donde el elemento de
la fusidon se denomina cigoto, y la espora, cigospora; esta es la reproduccion sexuada en

Zygomycotina (ver Figura 3).

Apareamiento homotalico Reproduccién isogdmica Zigoto
o ) R
\/ Gametangios | e //
\ \ /
O A\
T Micelio cenocitico Zigospora

Figura 3: Esquema de la reproduccion sexuada en Zygomycotina.
FUENTE: Arenas (2011).

Reproduccion asexuada

La reproduccion mitospdrica (antes imperfecta) es la mejor conocida y, por lo general,

sirve para identificar al hongo; suele llevarse a cabo por medio de esporas generadas por



células especializadas o conididgenas, las cuales son externas y se llaman conidios;
mientras que en los Zygomycotas estas células son internas y se llaman endosporas o

esporangiosporas.

Las endosporas son esporas internas que caracterizan a los hongos inferiores. Se dividen en
esporas moviles o zoosporas que no se observan en hongos patégenos para seres humanos,
y en esporas inmoéviles o esporangiosporas (aplanosporas), contenidas en una vesicula o
esporangio. Este ultimo, a su vez, se encuentra sostenido por un filamento portador o
esporangioforo, que tiene un tabique de forma especial o columela. Dichas esporas se
liberan por roturas de las vesiculas; los fragmentos de esta ultima que permanecen unidos a

la columela constituyen el collarete.

Figura 4: Esporas asexuales en los hongos filamentosos.
a) Esporangiosporas; b) Conidiosporas; ¢) Artrosporas; d) Clamidosporas.

FUENTE: Tortora et al. (2012).

El mecanismo de la esporangiosporogénesis da lugar a la formacién de esporangiosporas
por fragmentacion del citoplasma del esporangio, sin que su pared esté involucrada, y
difiere por completo de la producciéon de conidios. La ontogenia de la esporangiospora
incluye un sistema de fragmentacion, y la separacion eventual de los primordios de

vesiculas es iniciada por su coalescencia. Esta separacion coincide con la aparicion de
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vesiculas fragmentadas formando un complejo de citomembranas a partir del nicleo y del
reticulo endoplasmatico, que converge para separar los primordios en esporas
independientes (las membranas fragmentadas se convierten en plasmalema), y cuando
estan maduras son liberadas al romperse la pared esporangial, o permanecen dentro de la
pared. De los varios tipos de esporas asexuales existentes en los hongos, las siguientes son
los principales: esporangiosporas (Figura 4a), conidiosporas (Figura 4b), artrosporas

(Figura 4c) y clamidosporas (Figura 4d) (Garcia, 2004).

b. Germinacion de las esporas

Las esporas descritas anteriormente, tanto asexuales como sexuales, germinan cuando se

encuentran en un medio apropiado, lo que implica que exista humedad disponible.

La germinacion consiste en la activacion del metabolismo, seguido por un abultamiento de
la espora de la cual se origina un pequeio tubo germinativo. El tubo se alarga hasta
convertirse en una hifa que ramifica y contintia desarrollandose hasta dar lugar al micelio y

la colonia.

Cuando estas esporas germinan, en el caso de las esporas asexuales, éstas se convierten en
organismos genéticamente idénticos al parental. Los organismos que crecen a partir de
esporas sexuales tendran caracteristicas genéticas de ambas cepas parentales (Garcia,

2004).

2.3.2. LEVADURAS

Son microorganismos importantes desde el punto de vista industrial, ya que muchas
especies convierten los azucares en alcohol etilico y didoxido de carbono que participan en

la produccion de cerveza, vino, glicerol y vinagre (Hernandez, 2003).
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Las levaduras pertenecen a los Ascomycota. Su tamafio es muy variable y suelen ser
esféricas u ovoides, pero son de mayor tamafio que las bacterias y pueden distinguirse por
poseer sistemas membranosos intracitoplasmaticos asi como nucleos. (Prescott et al.,
2002). Las levaduras crecen tipicamente en habitats con azlcares, tales como frutos, flores
y cortezas de los arboles. Un buen niimero vive simbionte con los animales, especialmente

insectos y algunas son patdgenas para los animales incluyendo al hombre.

Las levaduras son hongos unicelulares, que constan de un unico nicleo, las cuales crecen
como poblaciones de células aisladas. Estas se multiplican generalmente por el proceso
llamado gemacion que es una reproduccion asexual, donde la nueva célula que se origina
como un pequeio bulto en la célula madre, crece y se desarrolla como una pequena
protuberancia hasta separarse de ella (Ruiz, 2013). Algunas levaduras pueden reproducirse
sexualmente por conjugacion (Madigan, 2004). En el caso de Saccharomyces cerevisiae la
reproduccion sexual s6lo puede ocurrir entre células haploides de distinto sexo. Se definen
por tanto dos tipos sexuales de levaduras, las células a y las células alfa. En este caso, la
determinacion sexual no se debe a un cromosoma distinto entre sexos sino mas bien a una
diferencia en un Unico locus. Dicho locus se conoce con el nombre de MAT y gobierna el
comportamiento sexual entre células haploides y células diploides (Cordell et al., 2013).
Posterior a esto se da la plasmogamia (fusion del citoplasma) seguida de la cariogamia
(fusion de nicleos), después la célula diploide (2n) se convierte en asca y finalmente, luego
de sufrir meiosis se forman cuatro ascosporas (Prescott et al., 2002). En las levaduras
también puede ocurrir la fision binaria, siendo la especie Schizosaccharomyces pombe el

tnico ejemplo de este tipo de reproduccion.

El dimorfismo es un fendmeno de especial interés en la micologia médica y en la
agricultura, debido a que muchos hongos patdégenos humanos y de plantas lo presentan. En
la actualidad se conocen diversas definiciones del dimorfismo, de las cuales se destacan las

siguientes:

1. Capacidad que tienen algunos hongos de presentar una dualidad fenotipica de

forma.

2. Condicion en la que hay una fase parasitaria de levaduras y una saprotrofa de

mohos.
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3. Interconversion de crecimiento de levaduras a micelio y viceversa, de caracter

reversible, controlada a factores ambientales.

El fendémeno de dimorfismo estd presente en algunos hongos patogenos, los cuales tienen
la capacidad de transicion de una morfologia levaduriforme a una filamentosa que depende
de los patrones de sintesis de la pared fingica, ya que esta ultima determina la morfologia
de la célula del hongo y representa el aumento de la polarizacion del crecimiento celular
mediado por la redistribucion polar de la vesicula secretoria que contienen los factores para
la sintesis de pared. Estudios moleculares demuestran la existencia de promotores de este
fendémeno como es el caso de la proteina de control de la division celular. Esta proteina

esta regulada por la temperatura (Tabla 1) (Cepero et al., 2012).

Tabla 1: Algunos efectores que estimulan in vitro el dimorfismo de distintos

hongos.
Hongo Micelio Levadura
Bajo azicar Alto azucar
Mucor sp. Aerobiosis Anaerobiosis
Bajo CO, Alto CO,
Alta Temperatura Baja Temperatura
pH neutro pH acido

Candida albicans
N-acetil glucosamina

Suero
Paraco?c’idio.ides Baja Temperatura Alta Temperatura
brasiliensis
Histoplasma capsulatum Baja Temperatura Alta Temperatura
pH neutro pH éacido
Yarrowia lipolytica Citrato
Suero
Ustilago maydis pH acido pH neutro

FUENTE: Ruiz (2008).
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2.3.3. NECESIDADES FISIOLOGICAS

Los hongos deben encontrar en los medios de cultivo lo necesario para su crecimiento y
desarrollo: materias nitrogenadas como peptona; azlicares como glucosa o maltosa, que son
indispensables; un soporte sélido, como el agar que permite a los hongos filamentosos
desarrollar micelio aéreo con organos de fructificacion, y un pH acido, ya que es mas

conveniente (5 a 6.5).

Flannigan y Miller (2002) los clasifican en diferentes clases dependiendo del rango de
temperaturas en el que se desarrollan, donde los hongos psicrofilos son los que pueden
desarrollarse a temperaturas menores o iguales a 0°C, con una temperatura Optima de
crecimiento igual o menor a 15°C y una Optima méxima alrededor de los 20°C. Sin
embargo, son muy pocas las especies fingicas conocidas adaptadas a estas condiciones.
Algunos ejemplos documentados de hongos psicrofilos son  Thelebolus
microsporus, Mucor strictus, Phoma herbarum, Humicola marvinii, Pseudogymnoascus
destructans y algunos mohos de nieve como Sclerotinia borealis, Microdochium nivale y

Coprinus psychromorbidus (Wang et al., 2015).

Los organismos mesoéfilos son aquellos que no son ni psicréfilos ni termofilos. Algunos de
estos mesoOfilos pueden crecer a 0°C, pero su temperatura 6ptima de crecimiento es mayor
que la de los psicrofilos (en el rango de 20-30°C) y su méxima de crecimiento es cercana a
los 35°C. La mayoria de los hongos encontrados dentro de los ambientes interiores estan
en esta categoria. A los organismos heterotrofos con estas caracteristicas se les conoce
como mesofilos psicrotolerantes o simplemente psicrotolerantes. Tanto los psicrotolerantes
como los psicréfilos son capaces de crecer en ambientes refrigerados, como algunas
especies de Cladosporium y Penicillium, los cuales son causantes de la descomposicion de
alimentos refrigerados. Algunos mesofilos pueden desarrollarse a temperaturas de 50-
55°C, pero no pertenecen a los termofilos porque su temperatura minima de crecimiento es
menor a 20°C, a los cuales se les conoce como mesoéfilos termotolerantes. Un ejemplo de
hongo termotolerante es el patdgeno Aspergillus fumigatus, cuyo rango de temperaturas de
crecimiento minimas, 6ptimas y maximas son 10-12°, 37-40° y 53-57°C, respectivamente

(Flannigan y Miller, 2002).
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Los organismos termofilos son capaces de crecer a temperaturas de 50°C-55°C o mayores,
sin embargo en el caso de los hongos este término se aplica a aquellos que no pueden
crecer a temperaturas menores a 20°C. Por ejemplo, el moho Rhizomucor pusillus puede
desarrollarse desde 21-23°C, tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de 45-50°C y

una maxima de crecimiento de 50-58°C (Flannigan y Miller, 2002).

La principal fuente de oxigeno para los hongos aerobios es la atmosfera. Sin embargo,
todos los hongos pueden obtener tanto el oxigeno como el hidrégeno a partir del agua
resultante del metabolismo de compuestos orgénicos y de la que se encuentra presente en

el medio.

2.3.4. CLASIFICACION DE LOS HONGOS

En el esquema taxonomico tradicional se clasifica a los hongos en cuatro divisiones,
basandose principalmente en las caracteristicas estructurales, formacion de las esporas, de

las estructuras y de los cuerpos fructiferos sexuales durante su ciclo bioldgico.

a. Division Zygomycota

Es la division de hongos que incluye alrededor de 1000 especies. Los hongos
pertenecientes al filo Zygomycota se caracterizan por formar cigosporas con paredes
gruesas, de origen sexual y esporangiosporas no nadadoras, de origen asexual. El moho
negro del pan (Rhizopus nigricans), un representante bien conocido de este grupo del
orden Mucorales, produce masas de hifas sobre pan, fruta y otros alimentos deteric
El cuerpo de este hongo, compuesto de hifas no septadas (cenociticas), muestra que :
de una pequefia diferenciacion celular entre los hongos, las hifas pueden especia
para varios propoésitos. Este tipo de hongos producen esporas asexuales den
los esporangios, y durante la reproduccion sexual, se forma una cigospora con pare
resistencia, en la que ocurrirda la meiosis. La mayoria de los hongos conocidos

como mohos, como los del pan o la fruta, pertenecen a esta division (Mader, 2008).
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Otro Zygomiceto es Mucor spp., el cual se emplea en el Oriente con soja para producir un
queso llamado sufu, que se obtiene del desarrollo de estos mohos en el tofu. También es
utilizado en la preparacion comercial de algunos anestésicos, alcoholes industriales,
ablandadores de carne, y como colorantes amarillos que se emplean en la margarina

(Prescott et al., 2002).

Género Mucor

Las especies de este género son cosmopolitas, se encuentran en el suelo y son de
crecimiento rapido en temperaturas entre los 10 y 40°C con 6ptimos entre los 20 y 35°C.
Las colonias presentan un aspecto algodonoso de color plomizo a escasos dias de su

siembra; asi como un esporangio esférico y una columela marcada (Aira et al., 2005).

Los hongos del género Mucor se caracterizan por presentar hifas hialinas a marrén claro;
esporangios globosos sin apo6fisis y con columela, que crecen de esporangiéforos a menudo
ramificados; las esporangiosporas que tienen formas variables son de pared lisa o
ligeramente ornamentada. Algunas especies forman clamidosporas. Este género se
diferencia de Rhizopus por la ausencia de rizoides y estolones y por presentar columela de
forma elongada y cilindrica. La reproduccion sexual es por formacion de cigosporas, que
se forman en el micelio aéreo y son de color oscuro con las paredes rugosas y células

suspensoras iguales por ser especies heterotalicas.
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Figura S: Fotografias de Mucor plumbeus Bon.

A) Colonias en Agar Extracto de Malta después de una semana. B) Esporangiéforos, x920. C)
Esporangio conteniendo esporangiosporas, x920. D) Esporangiospora con columela, x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

b. Division Ascomycota

El filo Ascomycota es el de mayor niimero de especies dentro del reino, reuniendo
aproximadamente 64163, que corresponden al 75 por ciento de las especies de hongos
descritas (Kirk et al, 2008). Se describen tres subfilos, Taphinomycotina,

Saccharomycotina y Pezizomycotina (Cepero et al., 2012).

La ocurrencia de estos hongos es muy amplia, pueden encontrarse en diferentes habitats
terrestres y acuaticos en todas las latitudes. En este grupo hay una gran diversidad de
formas de vida. Pueden ser saprétrofos, si se encuentran sobre troncos, hojas y corteza de
plantas muertas o enterrados en el suelo; parasitos biotréficos de plantas y animales como

son los mildeos polvosos y algunos ectoparasitos de insectos. Hay importantes simbiontes
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mutualistas como los liquenes, que corresponden el 40 por ciento de los Ascomycota,
formando este tipo de asociacidon con algas y cianobacterias (Alexopoulos et al., 1996;

Deacon, 2006).

Los Ascomycota filamentosos se caracterizan por presentar un micelio compuesto de hifas
delgadas (de 5 a 7 um de diametro) y septadas. Los septos, que dividen las hifas en
segmentos (células), tienen un nimero variable de nicleos y son simples. Presentan un
poro en el centro por el cual circula el contenido citoplasmatico y los nicleos (Webster y
Weber, 2007). La pared de las levaduras de este grupo presenta principalmente manano y
glucano, y un porcentaje muy pequefio de quitina que estd presente tinicamente en el septo

primario de las levaduras que geman (Alexopoulos et al., 1996).

En la reproduccion sexual de numerosos hongos de este grupo se presentan Organos
sexuales denominados ascogonio y anteridio. La plasmogamia puede ocurrir mediante
diferentes formas: contacto gamentagial, copulacion gamentangial, espermatizacidon o

somatogamia (Webster y Weber, 2007; Alexopoulos et al., 1996).

Los ascos se producen en diferentes tipos de cuerpos fructiferos (cleistotecio, gimnotecio,
peritecio, apotecio, acostroma y casmotecio); y estos cuerpos estan formados por diferentes
tejidos de plecténquima (seudoparénquima). Los ascos que no se producen en cuerpos
fructiferos se denominan ascos desnudos, como ocurre en las levaduras y en algunos

Ascomycotas filamentosos (Kendrick, 2000; Deacon, 2006).

La reproduccion asexual de los Ascomycota filamentosos se realiza por medio de conidios
formados en los conidi6foros que nacen directamente del micelio o dentro de cuerpos

fructiferos o conidiomas.

Algunas fases asexuales de Ascomycota y Basidiomycota que no se les conocia su forma
de reproduccion sexual eran incluidas en el grupo conocido como Deuteromycota. Estas
fases asexuales se les denominan hongos anamorfos, conidiales o mitosporicos, los cuales

son microorganismos heterogéneos agrupados por caracteristicas morfologicas similares
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sin relacion filogenética entre ellos, por lo que esta asociacidén no tiene implicancia

taxondmica (Castafieda, 2001).

Las levaduras como los Sacaromiceticeos se encargan de algunas fermentacio

determinadas  especies viven de forma anaerobia, como Saccharomyces
revi, Saccharomyces  ellipsoideus, convirtiendo los azucares en alcohol
etilico y dioxido de carbono. La reproduccién es asexual por gemacion, dura

formacion de yemas el nicleo sufre division y uno de los ntcleos hijos pasa a la nueva
yema. En el caso de Saccharomyces cerevisiae la reproduccion sexual se realiza mediante
la conjugacion de cepas compatibles (positivas y negativas), posteriormente se da la
plasmogamia (fusion del citoplasma) seguida de la cariogamia (fusién de nicleos), después

la célula diploide (2n) se convierte en asca y finalmente, luego de sufrir meiosis se forman

cuatro ascosporas (Prescott et al., 2002).

Género Fusarium

Las colonias de este género se caracterizan porque generalmente son de crecimiento rapido
y de textura algodonosa y aterciopelada. Los colores son variados, desde blanco hasta rojo
carmin y violeta, pasando por diferentes tonalidades de amarillo quemado. Muchas
especies forman esporodoquios de diferentes colores. Pueden producir pigmentos que se
observan en el reverso de las colonias o en algunas ocasiones son difusibles al medio. El
micelio es hialino, septado y delgado. Las células conididogenas son fidlides delgadas,
algunas veces alargadas y otras cortas. Pueden tener uno o mas puntos fértiles y de acuerdo
con ello se denominan monofilidles o polifidlides, respectivamente. Los conidios pueden

ser mas de un tipo, macroconidios, mesaconidios y microconidios (Cepero et al., 2012).
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Figura 6: Fotografias de Fusarium culmorum (W.G.Smith) Sacc.

A) Colonia en Agar Extracto de Malta después de una semana. B)-F) Conidi6foros y
macroconidios; B) en placa Petri, X230, C)-F) x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

Género Paecilomyces

Morfologicamente, este género es muy similar al Penicillium. MacroscOpicamente,
Paecilomyces se diferencia del Penicillium por la ausencia de colonias verdes, y
microscopicamente por la forma de las fidlides que se presentan forma de botella con bases
anchas o cilindricas y un cuello largo distintivo. Las colonias crecen moderadamente bien
en medios de cultivos y varian en colores amarillos a marrén claro a purpuras o rosado.
Las hifas son hialinas o amarillentas, septadas y de pared lisa. Los conidi6éforos se
ramifican en verticilos o irregularmente. Las fidlides producen conidios unicelulares en
cadenas basipetas, son hialinos o ligeramente pigmentados y de pared lisa o equinulada. La
mayoria de especies producen clamidosporas. Este género es polifilético ya que diferentes
géneros teleomorfos distribuidos en diferentes oOrdenes y subclases de Ascomycota
presentan este anamorfo; como ocurre con la mayoria de especies termofilicas como

Paecilomyces brunneolus.
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Los hongos de este género se caracterizan por encontrarse en ambientes acidos y tolerar
condiciones microaerofilicas, producen una serie de metabolitos toxicos y algunos con

posibilidad de usarse en medicina (Cepero et al., 2012).

Figura 7: Fotografias de Paecilomyces variotti Bain.

A) Colonias en Agar Extracto de Malta después de una semana. B)-D) Conidiéforos con
conidios, x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

Género Cladosporium

Los miembros de este género, algunos cosmopolitas, se distribuyen en un gran niimero de
especies. Se encuentran en el suelo, desechos vegetales, en el filoplano o como endéfitos y

frecuentemente sus conidios se aislan del aire sobre todo en épocas de mayor humedad.

Las especies de Cladosporium presentan colonias con superficies aterciopeladas, de color
oliva-grisdceos, marron-oliviceo hasta marrén a negro y crecimiento lento. El micelio

vegetativo es septado, delgado y hialino, tornandose marrén claro. Los conidioforos son
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simples o ramificados, en donde se originan conidios en cadenas acropetas; los conidios
que se ubican en la base de la cadena son mas grandes y a veces poseen un septo, mientras
que los conidios de la parte superior de las cadenas pueden ser elipsoides, subglobosos,
fusiformes, ovoides, frecuentemente con cicatrices, de pared lisa, rugosa o equinulada. Los
miembros del género estan ampliamente distribuidos y dentro de ellos hay especies

fitopatdgenas y saprotrofas (Cepero ef al., 2012).

Figura 8: Fotografias de Cladosporium herbarum (Pers.) Link.

Teleomorfo: Mycosphaerella tassiana (de Not.) Johanson. A) Colonias en Agar Extracto
de Malta despies de una semana. B)-D) Conidioféros con conidios, x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

Género Penicillium

El género Penicillium (anamorfo) comprende un gran numero de especies. Su presencia en
el suelo es ubicua, mientras que en el aire y en la vegetacion en descomposicion su
presencia es menor, sin embargo son capaces de colonizar practicamente todos los hébitats
terrestres. Morfologicamente, las especies de Penicillium se caracterizan por presentar

conidioforos peniciliados que se describen como monoverticilados (si las fidlides nacen
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directamente del estipite), biverticilados (cuando tienen una ramificacion), terverticilados
(cuando tienen dos ramificaciones) y cuaterverticilados (si tienen tres ramificaciones). En
ellos se reconoce el estipite que puede ser liso o rugoso, las ramas, la ramulitas, las métulas
y las fidlides que pueden tener forma de botellas o ser lanceoladas; las ramificaciones
pueden ser simétricas o asimétricas y los conidios que forman cadenas basipetas son
unicelulares, hialinos o verdosos, globosos, elipsoides a cilindricos de paredes lisas o

rugosas.

La importancia de este género para los humanos aument6 dramaticamente cuando en 1928
se descubrid la penicilina, introducida como agente terapéutico en los anos cuarenta. P.
notatum Westling fue el primer productor de penicilina seguido por P. chrysogenum Thom,
el cual producia mayor cantidad de penicilina, dandose con este ultimo el paso mas
importante para el desarrollo de esa droga. Otras especies son utilizadas en la produccion
de acidos organicos tales como el acido fumadrico, oxalico, gluconico y galico o en la
produccion de enzimas. En el humano, recientemente se registrd6 que Penicillium
marneffei, originario del sudeste asiatico, produce una micosis de tipo sistémico en
personas inmunodeprimidas. Este organismo presenta la caracteristica de ser dimorfico
siendo un moho en su hdbitat natural y una levadura, que se reproduce por fision, en las

lesiones en el hombre (Cepero et al., 2012).
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Figura 9: Fotografias de Penicillium brevicompactum Dierckx.

A) Colonias en Agar Extracto de Malta después de una semana. B) Conidios, x2330. C)-D)
Conidioforos, x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

Género Alternaria

La mayoria de las especies de Alternaria son patdogenas en plantas y unas pocas son
saprotrofas o crecen en el suelo. Morfologicamente, las colonias presentan textura
aterciopelada a lanosa; su superficie es de color gris a marrdn-oliviceo y el reverso es
marron a negro. El micelio vegetativo es septado y de color marrdn. Los conidioforos son
de color marrén, ramificados, simpodiales y porogenos. Los dictioconidios maduros son de
color marrén, arreglados en cadenas acropetas, obclavados, subesféricos a elipsoides, con
una célula apical mas o menos elongada; algunas especies pueden presentar conidios con
apices redondeados. Los teleomorfos de Alternaria pertenecen al género Lewia

(Ascomycota) (Cepero et al., 2012).
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Figura 10: Fotografias de Alternaria alternata (Fries) von Keissler = Alternaria tenuis Nees.

A) Colonias en Agar Extracto de Malta después de una semana. B)-E) Conidioféros con
conidios, x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

Género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus (anamorfo) son muy abundantes y estan distribuidas en
todo el mundo ya que se han adaptado a una gran variedad de nichos. Morfolégicamente,
las especies de Aspergillus se caracterizan por presentar conididforos no ramificados, sin
septos, lisos o rugosos, hialinos o pigmentados, con una célula pie en la base y un estipite
de longitud variable que termina en un ensanchamiento de diferentes formas llamado
vesicula. De la vesicula se originan las fidlides, en el grupo de los uniseriados, o las

métulas y de éstas las fidlides en el de los biseriados.

El género tiene gran importancia por los beneficios y por los problemas de diversa indole
que afectan al hombre. Algunos metabolitos producidos por estos hongos han sido

patentados para su uso en medicina, como en el caso de la lovastatina producida por A.
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terreus que es utilizada comercialmente como droga para bajar el colesterol (Cepero ef al.,

2012).

Figura 11: Fotografias de Aspergillus candidus Link.

A) Colonia en Agar Extracto de Malta después de una semana. B) Cabeza conidial, x920. C)
Cabeza conidial atipicamente reducida, x920. D) Cabeza conidial, x920.

FUENTE: Flannigan (2012).

2.4. HONGOS EN LOS AMBIENTES INTERIORES

2.4.1. FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA CONTAMINACION
FUNGICA DEL AIRE INTERIOR

El desarrollo fungico est4 influenciado por factores fisicos como temperatura, humedad y
luz, pero principalmente por la cantidad de agua disponible (Miller, 1992; Manzano y

Mancha, 2003), la cual esta relacionada a la actividad de agua de su sustrato. En los paises
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tropicales, la alta humedad y la temperatura, resultan sumamente idoneas (Burge et al.,

1977).

a. Actividad de agua

Los microorganismos necesitan la presencia de agua, en una forma disponible, para crecer
y llevar a cabo sus funciones metabolicas. La mejor forma de medir la disponibilidad de
agua es mediante la actividad de agua (ay,), que describe la concentracion efectiva de agua
en un sustrato (Miller, 1992). Para Nielsen (2003) es el factor mas importante que
determina si un hongo inicia o no su crecimiento en los materiales de construccion. Los
hongos tienen la capacidad para crecer a bajos niveles de a, dentro del intervalo de 0.65 a
0.90 y en algunos casos en niveles superiores (Jarvis et al., 1983). Pasanen et al. (1991),
reportaron que el crecimiento de hongos es probable si el valor de a,, excede 0.76-0.96,
dependiendo de la especie fingica, temperatura, tiempo y composicion del material de

sustrato.

Aquellos hongos que crecen en un valor de a,, superior a 0.90 son denominados hidréfilos,
debido a que necesitan condiciones de alta disponibilidad de agua. Los hongos
denominados xeréfilos son los que suelen ser tolerantes o capaces de crecer en condiciones

de valores de a,, reducidos (Flannigan y Miller, 2002).

Los hongos asociados a la construccion, comprenden un grupo reducido de especies que
pueden crecer en los nutrientes presentes en los materiales de construccion, que se adaptan
a cantidades particulares de agua disponible (Jarvis y Miller, 2005). Los hongos que crecen
en estos materiales pueden dividirse en tres grupos (colonizadores primarios, secundarios y
terciarios), basandose en sus requerimientos de ay, requerimientos en medios de cultivo en

el laboratorio y respuestas a los cambios de ay, (Nielsen, 2003).

Los colonizadores primarios son capaces de crecer a un a,, menor a 0.8 (muchos con tasas
Optimas de crecimiento a ay, cercanas a 1), siendo Penicillium chrysogenum y Aspergillus
versicolor las especies mas comunes, seguidas por otras como A. fumigatus, A. niger, A.
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sydowii, A. ustus, varias especies de Eurotium, P. brevicompactum, P. commune, P.

corylophilum, P. palitans, Paecilomyces variotii y Wallemia sebi.

Los colonizadores secundarios requieren un a, minimo entre 0.8 y 0.9. A este grupo
pertenecen especies de Alternaria, Cladosporium, Phoma 'y Ulocladium. Estos son capaces

de desarrollarse bajo condiciones donde ocurran cambios bruscos de humedad durante el

dia.

Los colonizadores terciarios son los que necesitan un a,, mayor a 0.9 e incluyen muchas de
las especies toxicas de hongos como Chaetomium globosum, Memnoniella echinata,
Stachybotrys chartarum, y especies de Trichoderma como T. atroviride, T. citrinoviride, T.
harzianum y T. longibrachiatum. Varias de estas especies son consideradas hongos
tropicales, lo que es consistente con la prevalencia de su desarrollo en construcciones

humedas o dafiadas por el agua.

Los materiales de construccion y equipamiento pueden ser considerados lugares adecuados
para la colonizacidon ya que proveen nutrientes, temperatura, alcalinidad, porosidad y
disponibilidad de agua para el crecimiento de mohos (Frison ef al., 2012). Ademas, los
edificios proporcionan numerosos habitats o rincones que contienen el material organico
que sirve como nutriente a la mayoria de los hongos para su crecimiento y produccion de
esporas. Los nutrientes estan presentes en materiales como los siguientes: madera, papel,
pintura y otros revestimientos de superficies; mobiliario como alfombras y muebles
tapizados; tierra de macetas; polvo; escamas de piel y secreciones de seres humanos y de
otros animales; y en alimentos cocinados y sus ingredientes crudos. El hecho de que tenga
lugar o no el crecimiento de estos microorganismos depende del nivel de humedad

(Flannigan, 1998).

Por otro lado, Pasanen et al. (1991) notaron que el crecimiento fiingico no es directamente
controlado por la humedad del aire mientras hayan niveles de humedad sobre el sustrato
(aw) que lo permitan, lo que explica que es posible el crecimiento de hongos en materiales

de construccion humedos a pesar que la humedad del aire sea baja. Nielsen (2003) indicéd
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que es esencial entender que cuando hay diferencias en la ventilacion y en la temperatura
de las superficies dentro de un ambiente interior, se pueden generar microclimas con muy
alta a,, a pesar de existir una humedad relativa baja, y que por esa razén la medicion de la
humedad relativa por si sola no es un buen indicador de que puedan presentarse o no

problemas por hongos.

Estos microclimas con alta a,, pueden aparecer en los ambientes interiores a causa de un
mal mantenimiento de los conductos de aire acondicionado, especialmente de las unidades
de acondicionamiento y humidificacion, en las que hay una alta a,, de forma habitual, asi
como también debido a condensaciones en las paredes, goteras, filtraciones, roturas de

tuberias, inundaciones, etc. (Manzano y Mancha, 2007).

La incidencia de mohos como Penicillium y Aspergillus, en los edificios que presentan
estos problemas de humedad, es comunmente mayor a la encontrada en los espacios
abiertos (Cooley et al., 1998). No obstante, la exposicion a las esporas fungicas en los
ambientes cerrados, es inevitable, excepto cuando se emplean rigurosos sistemas de

filtracion de aire u otras medidas de higienizacion (Singh, 2005).

b. Humedad relativa y temperatura

La humedad relativa (HR) es la presion de vapor de agua existente del aire, expresada
como un porcentaje de la presidon de vapor de agua saturado a la misma temperatura,
denominandose porcentaje de humedad relativa (%HR). La HR refleja tanto la cantidad de

vapor en el aire como la temperatura del aire.

La medicién de la humedad y la temperatura resultan utiles debido a que pueden ser
utilizadas para identificar microclimas que soportan el crecimiento fungico (IOM, 2004).
La temperatura del ambiente también tiene una gran importancia en el crecimiento fingico.
En general, los hongos tienen la capacidad de crecer en un amplio rango de temperaturas,

desde menores a 0°C hasta mayores a 40°C (Jarvis et al., 1983).
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Las condiciones de HR y temperatura favorables determinan la liberacion de las esporas
fingicas al ambiente, ya que los hongos nunca lo realizan de forma continua. El
incremento de la HR dificulta su liberacion y en épocas de lluvia, las esporas sufren un
lavado de la atmoésfera, pudiendo disminuir su concentracion a comparacion de épocas mas
secas (Rosas et al., 1997). Mediavilla et al. (1998) sostienen que la liberacion de conidios
de Cladosporium a la atmoésfera requiere de un grado de sequedad ambiental, el cual toma

lugar con el incremento de la temperatura.

Se ha demostrado que la temperatura tiene un efecto importante en el nivel de a,, minimo
que requieren los hongos para su desarrollo. Ayerst (1969) observo en los hongos que
estudio que la tolerancia mas alta a niveles bajos de ay, ocurria a temperaturas cercanas a la
temperatura Optima registrada cuando el nivel de a,, era optimo. Para la mayoria de esos
hongos, el nivel dptimo de a,, mas bajo se identificd cuando la temperatura se acercaba a la
temperatura maxima de crecimiento para esa especie. Magan y Lacey (1984) mencionaron
que en un grupo que contenia tanto especies de hongos hidrofilos como xerofilos, a medida
que la temperatura se alejaba mas de la 6ptima, menor era la tolerancia que mostraban esos

hongos a niveles menores de ay,.

La diferencia entre la temperatura externa con la presente al interior de un ambiente,
dependiendo de las condiciones de HR, puede causar condensacion en las superficies de
los ambientes internos, promoviendo el crecimiento fingico en dichos ambientes. En
climas templados, particularmente en invierno, el primer signo de un problema de
condensacion en ambientes ventilados naturalmente es, con frecuencia, la aparicion de
crecimiento fingico en la parte superior de la superficie interior de las paredes externas de
un edificio. Esta condensacion ocurre debido a que el aire calido y himedo del interior de
un ambiente, al contacto con la superficie de la pared que da al exterior, se enfria a (o por
debajo de) la temperatura del punto de rocio, a la cual el aire interior se satura de vapor de

agua o de gotas de rocio (Flannigan y Miller, 2002).

Debido a lo anteriormente descrito, también se ha presenciado crecimiento fingico en

ambientes interiores en lugares donde la HR del aire es muy baja, como en Finlandia
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durante el invierno. Pasanen (1991) indicd que esto ocurre a pesar que en las casas se suele

calentar el aire entre 20—-50°C, lo que reduce su HR por debajo de 10-20 por ciento.

La condensacion también es un problema frecuente en climas tropicales y subtropicales,
con la diferencia que ocurre por la infiltracion desde el exterior del aire himedo hacia las
superficies de las paredes al interior del edificio. En edificios con aire acondicionado, el
aire mas frio que choca en las superficies internas de las paredes de drywall puede
disminuir la temperatura del aire mas calido que se infiltra desde el exterior hasta o por
debajo del punto de rocio, lo que puede promover el crecimiento fungico (Flannigan y

Miller, 2002).

c. Ventilacion

La mayoria de edificios, sean industriales, comerciales y de oficinas, poseen sistemas de
ventilacion mecdnica, donde el aire puede ser filtrado, calentado, enfriado o incluso
humidificado. Los sistemas de ventilacion poseen dos funciones primordiales, suministrar
aire fresco en cantidad y calidad suficientes para mantener la calidad del aire en los
espacios interiores, y modificar las condiciones termo higrométricas del aire exterior que
se introduce en un edificio para conseguir un clima confortable en el interior (Basilico et
al., 2002). Adicionalmente inciden en el estado de conservacion de los objetos dentro de
los ambientes interiores, evaporan la HR y reducen la temperatura superficial, dos factores

de los que depende el crecimiento fingico (Valentin, 1993).

Los valores de concentraciones de hongos encontrados en ambientes interiores y exteriores
dependen, fundamentalmente, del sistema de ventilacion disponible (Burge et al., 2000).
Esta relacion es practicamente idéntica cuando el edificio esta ventilado de forma natural,
mientras que, en edificios ventilados de forma mecanica mediante extractores o inyectores
de aire, la concentracion de hongos encontrados en el interior es inferior a la del exterior
(ACGIH, 1989). Reponen et al. (1995) sefialaron que concentraciones elevadas de esporas
fingicas en el ambiente interior puede ser consecuencia de una insuficiente ventilacion en

oficinas y residencias.

31



El aire estancado favorece considerablemente la propagacion de las esporas de los hongos,
mientras que el aire circulante influye directamente en la dispersion y evita la deposicion y
germinacion de esporas, ayudando a lograr una baja actividad biolégica en el ambiente

interno. Segiin Michalski (1985), a través de la ventilacion se logra:

e Significativo descenso de la HR.

e Descenso del contenido de humedad en los objetos.

e Aumento del movimiento de las esporas, las cuales pueden ser transportadas por las
corrientes de aire, evitandose asi su germinacion y el comienzo de su desarrollo.

e Disminucion del riesgo de los procesos de condensacion producidos en las

superficies frias.

d. Polvo

El polvo, que tiene componentes biologicos como huevos de insectos y esporas de
microorganismos, siendo mayormente de especies fiingicas (Matthias-Maser et al., 2000),
se deposita sobre los materiales por diferentes vias, representando una via infecciosa
cuando las condiciones atmosféricas favorecen el desarrollo de microorganismos e

insectos.

El polvo puede ser un lugar de depdsito y de cultivo para los hongos en caso tenga un nivel
optimo de humedad. Presenta un minimo de requerimiento de sales inorganicas y trazas de
las sustancias volatiles organicas que llegan con las evaporaciones acuosas a un sustrato
adecuado y crean las condiciones favorables, permitiendo el desarrollo de
microorganismos. Por consiguiente, una cantidad importante de esporas entran en

suspension en el aire cuando se mueve el polvo (Flannigan, 1998).

2.4.2. PRINCIPALES FUENTES DE CONTAMINACION EN AMBIENTES
INTERIORES

e Aire exterior: Este transporta material bioldgico como granos de polen, bacterias y

hongos tanto sus formas vegetativas como sus formas resistentes (esporas). La
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mayoria son inocuos para el hombre pero algunos de ellos pueden ser patdgenos
(INSHT, 1993Db). El aire exterior es una de las fuentes principales de hongos en los
ambientes interiores, debido a que éste ingresa al ambiente por infiltracion, a través

de ventanas y puertas abiertas (Sterling y Lewis, 1998).

e Sistemas de climatizacion o ventilacion: En especial aquellos que cuentan con
materiales porosos, en donde puede haber deposicion de esporas, asi como los que
poseen deshumificadores, en los que el agua es reciclada, ya que pueden
convertirse en reservorios para el desarrollo de microorganismos, donde se dan
condiciones de humedad y temperatura en un margen Optimo. En estos es
importante que se de mantenimiento continuo y adecuado por parte del proveedor

(INSHT, 1993b).

e Personal: Una de las fuentes méas importantes de contaminacion del aire al interior
de un ambiente son las mismas personas que lo ocupan, ya que ellas pueden ser
portadores sintomaticos o asintomaticos de agentes biologicos provenientes del

exterior (INSHT, 1993b; Sterling y Lewis, 1998).

2.43. GENEROS FUNGICOS MAS FRECUENTES EN AMBIENTES
INTERIORES

La variedad de especies fungicas y concentracion de esporas en el aire de los ambientes
internos dependeran de factores del ambiente exterior como la localizacion geografica, las
condiciones climaticas, el sustrato organico, la estacion del afio, la hora del dia, fuentes
cercanas de generacion de esporas, el grado de urbanizacion, entre otras variables (Lacey,
1981; Burge, 1990; Lacey y Dutkiewicz, 1994; Sterling y Lewis, 1998; Matthias-Maser et
al., 2000; Aira et al., 2002; La-Serna et al., 2002; Bartra, 2003; Frison et al., 2012). La
dispersion de las esporas fungicas en el ambiente exterior estd directamente relacionada
con la velocidad y la direccion del viento, y consecuentemente, sus concentraciones en la
atmodsfera son resultado de la accion conjunta de factores bioldgicos intrinsecos y

parametros ambientales (Mediavilla et al., 1998).
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Los ambientes exteriores cuentan con microclimas que influyen en el ecosistema presente
en estos ambientes, lo que hace que junto con la actividad humana, el desarrollo de ciertos
géneros fungicos y la consecuente formacion de esporas y dispersion de las mismas varie
de un lugar a otro, habiendo diferencias en cuanto a concentracién y género fingico en
zonas urbanas con respecto a zonas rurales (De La Rosa et al., 2002). Basilico et al. (2007)
encontraron en zonas rurales mayores concentraciones y diversidad fungica debido a las
actividades agricolas y ganaderas. El nimero de microorganismos es mayor en las zonas
pobladas y después en el mar, cerca de las costas, mientras que en las zonas desérticas no
hay mas que lo que aportan los vientos de las zonas habitables proximas (De La Rosa et

al., 2002).

Debido a lo anteriormente mencionado, los hongos que se encuentran en el ambiente
interior son aquellos que han ingresado desde el exterior sorteando las barreras fisicas que
se interponen entre ambos ambientes. Por tanto, los diferentes tipos de hongos encontrados
en el interior deberian corresponder a las especies del exterior propias de la estacion
climatica (ACGIH, 1989; Comtois y Marcoux, 1999). Sin embargo, las esporas de los
géneros encontrados en el aire interior no son un simple reflejo de la presencia de los
mismos en el aire exterior (Wanner y Gravesen, 1993). Concentraciones relativamente
altas en el ambiente interior y el hallazgo de tipos de hongos diferentes al ambiente
exterior son evidencias, mas no pruebas, de la ocurrencia de crecimiento microbiano en
interiores (ACGIH, 1999). El crecimiento de hongos dentro de un ambiente contribuye
tanto en nimero como en especies a la flora de los hongos presentes en el aire interior, ya
que en el caso de no producirse, la concentracion y la flora en el aire interior serian iguales

a las del exterior (Flannigan, 1998).

Los géneros fungicos predominantes en el ambiente interior pertenecen a los Ascomicetos,
entre los que se encuentran, Aspergillus, Cladosporium y Penicillium (Flannigan y Miller,
1994; Lacey y Dutkiewicz, 1994; Aira et al., 2002; Rojas et al., 2002; Labarrere et al.,
2003), los cuales son considerados como agentes biodeteriorantes o saprofitos, ya que
obtienen los nutrientes que necesitan para su metabolismo de materia muerta, materia
organica humeda o de sustratos como madera, papel, pintura, suelo, polvo, piel y alimentos

(Bueno et al., 2003).
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Segiin el INSHT (1996), los hongos mas abundantes que pueden desarrollarse en
superficies donde se acumula polvo y en los sistemas HVAC (calefaccion, ventilacion, y

aire acondicionado, en espafiol) son Cladosporium y Penicillium.

En cuanto a las estaciones del afio, hay variaciones en la concentracion y en los géneros de
hongos encontrados, siendo tipicamente mas abundantes en verano que en el resto del afo
debido a factores como la temperatura, humedad relativa del aire, exposicion a la luz solar,
etc. (Bovallius ef al., 1978). Wanner y Gravesen (1993) indicaron que para la mayoria de
los géneros, los conteos mas altos en el aire exterior se daban durante el verano y el otofio
y que, ademas, durante esas épocas el aire exterior representaba la fuente principal de

hongos encontrados en el aire interior.

Miller et al. (1988), en un estudio que involucraba 50 casas canadienses durante el invierno
de 1986, aseguraron que Penicillium fue el género mas frecuente en el aire interior,

seguido por Cladosporium, Alternaria (encontrada solo en una vivienda) y Aspergillus.

En 1994, Kuo y Li, al analizar ambientes interiores y exteriores en Taipei, de clima
subtropical, mencionaron que Penicillium era el género aislado con mayor frecuencia,
encontrandose en el 70 por ciento del total de las muestras tomadas durante todo el afo de
estudio tanto en el interior como en el exterior, seguido por las levaduras (60 por ciento).
Los porcentajes de frecuencia de los géneros Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces,
Alternaria, Fusarium y Curvularia fueron de 33, 24, 12, 10, 8 y 7 por ciento

respectivamente.

Con relacion a la frecuencia de aparicion de los géneros fingicos seglin las variaciones
estacionales, Aspergillus, Penicillium y Cladosporium fueron mayormente aislados tanto
de las muestras del exterior como las del interior en Taipei, siendo Penicillium el hongo
aislado con mayor frecuencia a lo largo de todo el afio, presentando una menor aparicion
en otono. En el caso de Cladosporium, fue aislado con mayor frecuencia durante el verano
y estuvo ausente en el invierno. Adicionalmente, Aspergillus aparecid con mayor

frecuencia en el verano (Kuo y Li, 1994).
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Rosas et al. (1997) encontraron que los géneros fungicos prevalentes aislados en 30 casas
de adultos asmaticos en la Ciudad de México fueron Cladosporium, Penicillium,
Aspergillus y Alternaria, los cuales han sido reportados como los hongos de interior mas
comunes en estudios previos. El hongo aislado con mayor frecuencia en las muestras del
aire interior fue Cladosporium spp., cuyos micelios no esporulativos fueron encontrados en
un 69 por ciento de las muestras; seguido por Alternaria spp. (67 por ciento) y Eurotium
herbariorum (52 por ciento); mientras que Aspergillus spp., Aureobasidium pullulans y

Helminthosporium spp. estuvieron presentes en alrededor del 30 por ciento de las muestras.

A pesar que las conidiosporas pueden estar presentes en el aire todo el afio en las regiones
tropicales, Rosas et al. (1997) evidenciaron una variabilidad en las temporadas. En la
Ciudad de México, observaron grandes concentraciones de conidiosporas al final de la
temporada himeda (octubre) y durante la temporada seca y fria (noviembre y diciembre).
Sin embargo, durante la temporada himeda, las concentraciones de Cladosporium y
Penicillium en el aire exterior disminuyeron casi a la mitad de las encontradas en la época
seca. Durante la temporada seca, Cladosporium representa el 50 por ciento de los hongos
totales tanto en ambientes interiores como en el exterior, con concentraciones desde 17 a
1493 UFC/m’ en el interior, seguido por Penicillium que constituye cerca del 20 por ciento
del total de hongos en el interior, con concentraciones que van desde 7 hasta 2549 UFC

/o’ Alternaria 'y Aspergillus solamente fueron aislados en pequefias concentraciones.

También se han hallado variaciones en las concentraciones fungicas y en los géneros
predominantes segin las temporadas en el clima subartico. Segiin Reponen ef al. (1989), se
registraron los menores conteos de esporas fingicas en invierno, tanto en el interior como
en el exterior, debido a que el suelo esta congelado y cubierto de nieve. Sin embargo, en el
caso de los géneros fungicos, se encontraron las mismas proporciones tanto al exterior
como en el interior. En el verano, las esporas fingicas provenientes de fuentes del exterior

son las que dominan los niveles al interior (Reponen et al., 1992).
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2.44. NIVELES DE ESPORAS FUNGICAS EN EL AIRE INTERIOR

Debido a que se ha reconocido que los hongos tienen un impacto en la salud humana, que
gran cantidad de personas estan expuestas diariamente a ellos tanto en ambientes interiores
como exteriores y que ademas corren el riesgo de desarrollar enfermedades alérgicas, hay
una necesidad de elaborar guias para niveles aceptables de exposicion a estos bioaerosoles.
Lo ideal es que estas guias estén basadas en relaciones dosis — respuesta entre la
exposicion al hongo y la enfermedad que causa; sin embargo, no se disponen de datos de
dosis — respuesta para estos agentes fungicos. Por ello, diversos autores han propuesto
guias de niveles aceptables de exposicion a partir de encuestas disefiadas para caracterizar

los niveles normales de hongos en ambientes interiores (Verhoeff'y Burge, 1997).

Wanner y Gravesen (1993), en su estudio “Biological Particles in Indoor Environments.
Indoor Air Quality and Its Impact On Man” publicado por la Organizacion Mundial de la
Salud, establecieron una tabla de criterios para concentracion de esporas fingicas
suspendidas en el aire (Tabla 2). Reynolds et al. (1990) advirtieron que concentraciones
mayores de 500 UFC/m’ de esporas fungicas suspendidas en el aire se consideran como
una condicibn anormal en el ambiente interior. Klanova (2000), sefialdé que
concentraciones de esporas fungicas suspendidas en aire interior mayores a 2000 UFC/m’
puede ser considerada como un factor de riesgo sobre la salud de los ocupantes de un
ambiente debido a que en su estudio, realizado en Republica Checa, todos los ocupantes de
los ambientes donde la concentracion promedio fue de 2476 UFC/m’ reportaron molestias

como tos, dolores de cabeza, rinitis y dolor de garganta.
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Tabla 2: Criterios de contaminacion fiingica en
UFC/m’ en el aire de los ambientes interiores.

Categoria de contaminaciéon | UFC/m’ de aire
Muy baja <25
Baja 25-100
Intermedia 100-500
Alta 500-2000
Muy alta >2000

FUENTE: Wanner y Gravesen (1993).

La ACGIH (American Conference of Govermental Industrial Hygienists) en 1989, sugirid
que los niveles de hongos en un ambiente interior deben ser interpretados tomando como
base un ambiente control, como es el caso del ambiente exterior o un ambiente interior
libre de sintomas o molestias a la salud. Consideraron que niveles de hasta 100 UFC/m’ de
hongos saprofitos en un ambiente interior son normales, siempre y cuando no exista

poblacion con deficiencias o enfermedades del sistema inmunitario.

Ademas indicaron que los hongos saprofitos en el aire interior normalmente deben
presentar niveles mas bajos que en el aire exterior. En el ambiente interior, la
multiplicacion de estos microorganismos es minima, por lo que su cantidad sera inferior a

la encontrada en el exterior (Comtois y Marcoux, 1999).

El grado de diferencia de la concentracion de los hongos de ambos ambientes también
varia con el modo de ventilacion. En el caso de ambientes interiores ventilados de forma
natural, éstos deben presentar mas parecido en género y concentracion fungica al aire
exterior que aquellos interiores con ventilacion mecanica. Mientras que en el caso de
interiores ventilados mecanicamente, siempre con un minimo de filtracion, éstos deberan
tener un nivel de hongos menor que la mitad del nivel en el exterior. Incluso con un
sistema de filtracion deficiente, la concentracion de hongos encontrados en el aire interior

deberia ser inferior a la presente en el aire exterior (ACGIH, 1989).
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Adicionalmente, Reponen et al. (1992) propusieron un nivel normal limite para climas
frios de hasta 500 UFC/m’ de esporas fingicas suspendidas en aire, y sefialaron que esta
concentracion en invierno podria ser aplicable al aire del ambiente interior de locales con
climatizadores o sistemas de ventilacion después de encontrar que no existian diferencias

entre ambos ambientes.

Basilico et al. (2007) indicaron que cada ambiente interior debe ser tomado como un caso
particular, debido a que las concentraciones de hongos en el aire difieren de un sitio a otro
por las actividades humanas que se realicen dentro de dicho ambiente y sus condiciones

ambientales.

2.5. METODOS DE EVALUACION DE LA CALIDAD DEL AIRE INTERIOR Y
EXTERIOR

El objetivo del muestreo de bioaerosoles es remover y colectar de manera efectiva una
fraccion representativa de las particulas bioldgicas del aire de tal forma que no afecte en la
habilidad de detectar a los organismos (por ejemplo, alterando su culturabilidad o su

integridad biologica) (Buttner et al., 1997).

No existe un método de muestreo de aire ideal para todas las necesidades, por lo que para
elegir uno se debe considerar qué es lo que se quiere investigar y qué informacion sera
necesaria, definiendo con antelacion si se desea conocer el namero total de
microorganismos o solo el de viables, si se necesita identificarlos y cultivarlos o sélo
observar su morfologia microscopicamente, si se quiere detectar todos los presentes o s6lo

los patoégenos, etc. (De La Rosa et al., 2002).
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2.5.1. METODOS DE MUESTREO DE HONGOS AMBIENTALES

Actualmente, existen una gran cantidad de métodos e instrumentos para detectar los
microorganismos del aire. Entre las técnicas mas importantes se encuentran la
sedimentacion, filtracion, el impacto sobre distintas superficies solidas y el borboteo en

medios liquidos (Buttner ef al., 1997).

a. Sedimentacion

El método de sedimentacion, también conocido como método de gravedad o muestreo por
deposicion, es un método no cuantitativo en el cual se exponen abiertas en el ambiente
placas de Petri que contienen un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de hongos
durante un periodo de tiempo, los cuales son colectados por gravedad. Es un procedimiento
muy utilizado debido a su bajo costo y facil manejo. Sin embargo, este método esta
afectado por el tamafio y forma de los microorganismos, la velocidad y la turbulencia del
aire, por lo tanto no es cualitativa ni cuantitativamente exacto, favoreciendo la deposicion
de las particulas mas grandes y llevando a una interpretacion erronea de la prevalencia de
los microorganismos en el ambiente, al excluir a las mas pequefias. Ademas, no nos
permite hallar la concentracion de estos en el ambiente debido a que no se conoce el

volumen de aire muestreado (Buttner et al., 1997, Pitt y Hocking, 2009).

b. Filtracion

La filtracion esta basada en la captacion de las particulas suspendidas en el aire al quedar
retenidas en un material poroso, generalmente un filtro de membrana, cuando el aire lo
atraviesa. La captacion de una particula depende de su diametro aerodinamico, del tamafio
del poro del filtro y del caudal de aire que atraviesa el filtro. Las fuerzas inerciales y otros
mecanismos como la interceptacion, difusion y atraccion electrostatica dan como resultado
la coleccion de particulas en la superficie del filtro. La accién simultdnea de todas estas
fuerzas logra remover particulas menores al tamano de poro del filtro (Buttner et al., 1997;

INSHT, 2001a). Los filtros de membrana utilizados son de policarbonato, ésteres de
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celulosa o cloruro de polivinilo, con un didmetro de poro desde 0.01 a 10 um, segln la

naturaleza de los hongos filamentosos (De La Rosa ef al., 2002).

En estos muestreadores el aire penetra a través de una o cuatro rendijas con flujos de aire
de 30 L/min y 700 L/min, segin el modelo, y es impulsado sobre la superficie de
impactacién que consiste en una placa con medio de cultivo, un portaobjetos o una cinta
adherente. La placa de cultivo permite la incubacion, recuento de colonias e identificacion
de las especies microbianas; los portaobjetos y las cintas, permiten la observacion directa
al microscopio de las particulas captadas. Estos soportes de captacion pueden estar
estaticos o colocados sobre un soporte giratorio dotado de distintas velocidades. Sin
embargo, se presentan algunos problemas con este método de muestreo, ya que al disponer
de un unico nivel de captacion no se obtiene informacion sobre la distribucién por tamafio
de particula. (INSHT, 2001a). Ademas que puede ocurrir la pérdida de viabilidad de las

c¢lulas vegetativas debido a la desecacion durante el muestreo (De La Rosa et al., 2002).

c. Impactacion sobre superficies solidas

Este método permite la separacion de particulas del torrente de aire utilizando la inercia de
las mismas para forzar su deposicion en una superficie solida o semisolida la cual consiste
generalmente un medio de cultivo agarizado o un portaobjetos de vidrio cubierto de una
sustancia adhesiva que puede ser analizado microscopicamente. El proceso de impactacion
depende de las propiedades de inercia de la particula (tamafio, densidad y velocidad) y de
las propiedades fisicas del equipo impactador tales como las dimensiones de la boquilla y
el recorrido del flujo de aire (Buttner ef al., 1997). En la zona de captacion, la corriente de
aire, que penetra a través del dispositivo de entrada del equipo, es obligada a cambiar de
direccion y las particulas contenidas en ella, con suficiente inercia, son separadas del flujo

de aire impactando sobre la superficie de colecta (INSHT, 2001a).
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d. Borboteo en liquidos

El fundamento de este método es similar al de impactacion en que la fuerza inercial de las
particulas es esencial para separar los microorganismos del aire, sin embargo el medio en
el que se colectaran sera liquido (Buttner ef al., 1997). Las particulas son transferidas al
liquido debido a esta fuerza inercial ayudada por la dispersion de las particulas en las
burbujas formadas en la zona de impactacion. Como liquido de captacion puede utilizarse
cualquiera que sea compatible con el ensayo analitico y el agente biologico objeto de
estudio. Los liquidos mas frecuentemente utilizados son: agua destilada, soluciones salinas

tamponadas o medios de cultivo diluidos (INSHT, 2001a).

Los frascos borboteadores o impingers funcionan conduciendo una corriente de aire al
interior de un frasco que contiene un medio liquido de captacion. El volumen de liquido
con el que habitualmente trabajan estos equipos oscila entre 15 mL y 20 mL. Este volumen
puede verse reducido por la evaporacion, lo que tiene como consecuencia una
modificacion de la concentracion de sales que podria afectar la supervivencia de los
microorganismos captados. La cantidad de liquido evaporado depende del grado de

humedad del aire aspirado y de la duracion del muestreo (INSHT, 2001a).

La captacion en medio liquido presenta ciertas ventajas sobre otros tipos de equipos y es
que a partir de una muestra se pueden realizar diferentes ensayos o determinar diferentes

componentes del bioaerosol (INSHT, 2001b).
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Figura 12: Mecanismos de muestreo utilizados en la obtencion de muestras de hongos.

a) Impactacién sobre superficie so6lida; b) Sedimentacion; c¢) Borboteo en liquido; d)
Filtracién.

FUENTE: Buttner et al. (1997).

2.5.2. MUESTREADORES DE IMPACTACION SOBRE SUPERFICIES
SOLIDAS

La eleccion de un muestreador de bioaerosoles depende del agente biologico objeto de
interés (en este caso, los hongos), de la informacidon que se desee obtener, de la
concentracion previsible del hongo en el ambiente y del diametro aerodindmico de sus
particulas. Entre otros aspectos a considerar estdn las condiciones ambientales y

determinados factores ligados al equipo (INSHT, 2001b).

En general, un muestreador de bioaerosoles ideal debe tener las siguientes caracteristicas:

e Conducir el aire hacia el equipo a una velocidad uniforme y provocar las minimas

pérdidas posibles en el dispositivo de entrada del aire.
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Mantener el caudal de aire dentro de unos margenes razonables teniendo en cuenta
las posibles variaciones en el suministro eléctrico, carga de las baterias o las

pérdidas de carga en el equipo.

Permitir el uso de diversos soportes de captacion (placas de cultivos de tamano

estandar, portaobjetos, filtros de distintos tipos, didmetros y tamafo de poro, etc.).

Permitir la colocacion y extraccion de los soportes de captacion de forma sencilla.

Proteger el soporte de captacion de posibles contaminaciones.

Minimizar las fugas de aire que pueden causar errores en la medicion o permitir

que el aire no pase sobre el medio de captacion.

Expulsar el aire aspirado a suficiente distancias de la entrada para evitar el posible

reingreso del aire ya muestreado.

Captar un amplio rango de tamafos de particulas con una eficacia consistente; o
tener una elevada eficacia de captacion para tamafio de particula deseado, mientras

que excluye otras fracciones o las capta con menor eficacia.

Captar las distintas fracciones de tamafio de particula con eficacias similares a las

existentes en el tracto respiratorio humano.

Mantener la integridad fisica, quimica y bioldgica del material captado.

Permitir el analisis de las muestras mediante el uso de diferentes técnicas analiticas.
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Ser resistente y facil de limpiar y desinfectar.

Ser de facil manejo, portatil, fiable y economico (INSHT, 2001b).

Asimismo, hay aspectos que determinaran las caracteristicas de la captacion como el

disefio del equipo, la forma y dimensiones del dispositivo de entrada del aire y la distancia

que debe recorrer el aire dentro del equipo hasta la superficie de impactacion. Entre ellos

se pueden destacar:

La zona de impactacion, o zona en la que la particula puede ser desviada
significativamente de su trayectoria original. La prediccion de esa zona se basa en
la forma, en la anchura del orificio de entrada del aire en el equipo y en la distancia

que hay hasta la superficie de impactacion.

La distancia de frenado determina la desaceleracion y captacion de una particula en
la zona de impactacion. Para cada linea de flujo sobre una zona de impactacion hay
una distancia de frenado para la cual todas las particulas mayores que un cierto
diametro seran captadas, mientras que las de tamafo inferior pueden atravesar el

equipo sin ser retenidas.

Otros aspectos que determinan la captacion son la posibilidad de que la particula
rebote o se escape de la superficie de captacion. En ambos casos, la energia
acumulada por la particula durante el impacto o las fuerzas de arrastre son

superiores a las fuerzas de adhesion del medio (INSHT, 2001a).

Hay muchos tipos de impactadores disponibles comercialmente, los cuales difieren por el

nimero y tamafio de las boquillas, asi como por el nimero de pasos o etapas por las que

pasa el aire. El impactador por hendidura o rendija (tipo Burkard) (ver Figura 13), cuenta

con una unica entrada rectangular de aire, el tipo criba (Surface Air System (SAS) (ver

Figura 14), emplea varios orificios para la coleccion de aire, y el de tipo cascada (tipo
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Andersen, de tres y seis niveles), cuenta con varias etapas con orificios sucesivos
pequeftios, donde en cada etapa se mide la concentracion de hongos cultivables segun
rangos de tamafio de particula especificos (ver Figura 15). El flujo de aire varia en los
distintos aparatos, desde 10 hasta 700 litros por minuto. Actualmente existen en el mercado
impactadores facilmente transportables que se alimentan con baterias para tomar muestras
de campo y que no requieren una bomba de vacio externa, como el sistema SAS. Sin

embargo, estos sistemas portatiles son de una sola etapa (Buttner et al., 1997).

1]

Figura 13: Impactador por hendidura o rendija.

FUENTE: INSHT (2001a).

En el muestreador SAS (Surface Air System), la captacion de las particulas tiene lugar en
una placa RODAC con medio de cultivo. Existen dos modelos calibrados a dos caudales de
aire (90 L/min y 180 L/min). El equipo dispone de un cabezal con 219 orificios, un
ventilador y un programador del tiempo de muestreo (a intervalos de 20 segundos),
permitiendo un minimo de 20 segundos y un maximo de cinco minutos. El didmetro de
corte tedrico es de 2.0 um. Un ejemplo de este tipo de muestreador es el MAS-100

(Merck) (INSHT, 2001a).
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Figura 14: Muestreador SAS (Surface Air System).
FUENTE: Nirco (2016).

Figura 15: Esquema del impactador de cascada Andersen de 6 niveles.

FUENTE: INSHT (2001a).

Figura 16: Muestreador MAS-100 Eco®.
FUENTE: MBV AG (2011).

47



2.5.3. MEDIOS DE CULTIVO PARA LA RECUPERACION DE HONGOS

Segun Jarvis et al. (1983), un medio de cultivo debe ofrecer una buena recuperacion de los

hongos, inhibir la rapida expansion de las colonias y ayudar a su identificacion.

Por estas razones, varios antibidticos como el cloranfenicol, clortetraciclina,
oxytetraciclina, gentamicina, kanamicina o estreptomicina pueden ser afiadidos al medio de
cultivo para inhibir el crecimiento bacteriano, en concentraciones hasta los 100 pg/mL
(Beuchat y Deak, 2012). Por lo general, se prefiere el cloranfenicol debido a que se
mantiene estable en el medio luego de ser autoclavado (Tournas et al., 1998). La NTP 299
(INSHT, 1993a) recomienda utilizar el Agar Sabouraud con cloranfenicol para efectuar el

conteo de hongos.

Jarvis (1973) demostrd que el uso de un medio que contenia agentes antibacterianos era
superior a un medio acidificado para aislar mohos de los alimentos. Beuchat (1992)
encontrd que el agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), el Oxitetraciclina
Glucosa Extracto de Levadura y el Rosa de Bengala Cloranfenicol eran superiores al agar

Papa Dextrosa acidificado para el conteo de hongos y levaduras.

El agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) es util principalmente para
analizar muestras que contienen mohos que se expanden muy rapidamente (por ejemplo
Mucor o Rhizopus), debido a que el dicloran y el rosa de bengala disminuyen la velocidad
de crecimiento de esos hongos, restringiendo el diametro de las colonias, y permitiendo la
deteccion de otros mohos de crecimiento lento (Jarvis, 1973; King et al., 1979; Merker,

1998).
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2.6. REGLAMENTOS Y LINEAMIENTOS

El muestreo y analisis de los bioaerosoles son de gran importancia para la salud publica y
tienen aplicacion en lugares residenciales, publicos e incluso industriales. Algunos de los
ejemplos en los que se esperan altas concentraciones de microorganismos en el aire son en
el control de infecciones aéreas en hospitales, la liberacion de microorganismos
potencialmente peligrosos en plantas procesadoras de carne y aves y en el control de la

contaminacion biologica del aire en la industria alimentaria (Zorman y Jersek, 2008).

Sin embargo, para los ambientes industriales que procesan alimentos hay escasa
informacién acerca de estandares o guias para la calidad del aire microbiolégico. Los
pocos estandares y lineamientos de calidad alimentaria que estan disponibles no suelen
mencionar como controlar o monitorear los niveles de microorganismos en el aire (la
frecuencia, ni el método) y mucho menos sugieren los niveles adecuados que deben existir

en las areas criticas.

Las guias o estdndares que si hacen referencia a limites o requerimientos microbiologicos
en el aire son aquellas sobre los sistemas de ventilacion en ambientes industriales y que
son las que suelen tomarse como referencia en los casos donde no estan disponibles los

requerimientos para un tipo de industria en particular.

Por ejemplo, en el International Recommended Code of Practice — General Principles of
Food Hygiene (Codigo Internacional Recomendado Revisado de Practicas — Principios
Generales de Higiene de los Alimentos) del Codex Alimentarius (Codex Alimentarius
Commission, 2003), en su apartado 4.4.6. sobre Calidad de Aire y Ventilacion, solamente
se indica que deben mantenerse niveles adecuados de ventilacion natural o mecanica con el
fin de minimizar la contaminacion aérea de los alimentos y controlarse la temperatura del
ambiente, los olores y la humedad para asegurar la inocuidad y la aptitud de los alimentos;
ademas sefiala que el requisito para disefiar y construir los sistemas de ventilacion es que el
aire no fluya desde las dreas contaminadas hacia las areas limpias y que éstos puedan ser

limpiados y mantenidos adecuadamente.
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En el PerQ, la unica referencia para la industria alimentaria es el Reglamento sobre
Vigilancia y Control Sanitario de Alimentos y Bebidas, aprobado mediante Decreto
Supremo N° 007-98-SA (MINSA, 1998), el cual fue modificado por Decreto Supremo N°
004-2014-SA. En el Titulo IV sobre la fabricaciéon de alimentos y bebidas, en el Capitulo I,
Articulo 35, se explica sobre la ventilacion de las fabricas, tomando como referencia el

apartado 4.4.6. del Codex Alimentarius.

A su vez, el Capitulo VI del mismo Reglamento, sobre el control de calidad sanitaria e
inocuidad, en su Articulo 58, exige que toda fabrica de alimentos y bebidas deba efectuar
el control de calidad sanitaria e inocuidad de los productos que elabora, el cual es
sustentado mediante el Sistema de Analisis de Riesgos y de Puntos de Control Criticos
(HACCP en sus siglas en inglés), patron de referencia para la vigilancia sanitaria; y
ademas el Articulo 60 menciona que las fabricas estan obligadas a disefiar y mantener toda
la documentacion relacionada con el registro de la informacion que sustente la aplicacion
del Plan HACCP. Esto quiere decir que a pesar que no se especifique la exigencia de un
monitoreo microbiolégico del aire, éste debe ser realizado implicitamente y adicionalmente
debe mantenerse un registro de aquello para el aseguramiento de la calidad sanitaria e

inocuidad de los productos y asi cumplir con el Reglamento del Ministerio de Salud.

En el Reino Unido, un ejemplo de una organizacion privada que ha brindado algunos
lineamientos para la calidad del aire en la industria alimentaria es Campden &
Chorleywood Research Association Group, grupo que realiza investigaciones en seguridad
alimentaria, quienes en el afio 2005 publicaron la segunda edicion de “Guidelines on Air
Quality Standards for the Food Industry” (“Lineamientos en Estandares de Calidad de Aire
para la Industria Alimentaria”), en el cual se incluyen algunos limites para
microorganismos en el aire. Se indica que para las areas de produccion controlada de
alimentos deben hacerse mediciones en dos situaciones; cuando el area esta en reposo y sin
la presencia del personal y cuando el area se encuentra en condiciones operativas normales
y con la presencia de trabajadores. Para la primera situacion, se aceptan niveles de hasta 25
UFC/m’ de microorganismos, mientras que para la segunda, son aceptables niveles de

hasta 100 UFC/m’ de microorganismos (Zorman y Jersek, 2008).

50



La American Public Health Association (APHA), recomendo los siguientes estandares para
el recuento de aerobios en placa (bacterias) en el aire de las areas donde se procesan
alimentos; 90 UFC/m’ cuando se evalua utilizando un muestreador volumétrico y 30
UFC/cm® x semana cuando se utiliza la técnica de sedimentacion en placa con agar PCA

(Plate Count Agar) como medio de cultivo (Seum et al., 1992).

La empresa AJEPER S.A., con el objetivo de establecer los limites microbiologicos en el
aire de sus areas criticas, realiza sucesivos muestreos de aire en un periodo de tiempo
determinado, segun la metodologia del proveedor del equipo de muestreo y
simultaneamente muestrea el producto terminado, para crear una linea base de un
determinado ambiente. Se analiza la tendencia de los datos obtenidos y se establece una
concentracion promedio para un area especifica, asegurdandose que la calidad
microbiologica del producto no se vea afectada negativamente. Se elabora un informe de
validacion, que contienen los registros primarios, las fechas de ejecucion y el personal
involucrado y donde se discuten y explican los resultados para finalmente establecer un
parametro para el control de calidad de aire, que permita establecer niveles de alerta y

accion y tomar medidas apropiadas cuando sea necesario.

Debido a la falta de desarrollo de reglamentos y lineamientos orientados a la calidad del
aire microbiolégico industrial en el Peru, en los siguientes subcapitulos se han recopilado y
revisado normas, estdndares y lineamientos para areas similares que requieren de un
control microbiolégico del aire, como es el caso de los ambientes interiores no industriales,
areas limpias como los laboratorios, areas de elaboracion de medicamentos y areas de

hospitales; y que han sido elaborados y/o aplicados en paises alrededor del mundo.

2.6.1. CALIDAD DEL AIRE INTERIOR

En Espaia, existe la norma UNE 171330-2:2014 “Calidad ambiental en interiores. Parte 2:
Procedimientos de inspeccion de calidad ambiental interior” (AENOR, 2014), la cual
reemplaza a la version anterior UNE 171330-2:2009 que fue incluida en la modificacion

del RITE (Reglamento de Instalaciones Térmicas en los Edificios) en el afio 2013 y
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aprobada por Real Decreto 238/2013. Esta norma es de obligado cumplimiento, y detalla el
mantenimiento que debe realizarse anualmente a las instalaciones con una potencia util
mayor de 70 kW. Su campo de aplicaciéon son los ambientes interiores de todo tipo de
recintos, instalaciones y edificaciones, exceptuando aquellas destinadas exclusivamente a

la actividad industrial y/o agricola.

Entre los parametros minimos a medir en una inspeccion de calidad ambiental en interiores
se encuentran las bacterias y hongos en suspension. Los puntos de medicion deben
ubicarse en zonas ocupadas y en algunas no ocupadas como las zonas de transito, zonas
proximas a puertas de uso frecuente, proximas a unidades de impulsion de aire, préximas a
generadores de calor y zonas singulares como las que estan juntas a focos de emision de

contaminantes.

Se establecen dos criterios de valoracion, el criterio confort y el criterio valor limite. El
primero es un valor muy restrictivo cuyo objetivo es asegurar que el ambiente interior no
resulte molesto para la mayoria de las personas que lo ocupen; mientras que el segundo
representa una concentraciéon o valor absoluto que no debe sobrepasarse nunca, teniendo
como objetivo proteger la salud de los ocupantes y suelen ser indicadores basados en los
valores limite oficiales de prevencion de riesgos laborales. Bajo esta norma, se considera
un edificio conforme cuando el resultado de al menos el 75 por ciento de los puntos de
muestreo analizados se encuentre por debajo del valor de confort y no se sobrepasa en
ningun punto el valor limite. En la Tabla 3 se muestran los valores para hongos y bacterias

en suspension, asi como el método de muestreo a emplear.
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Tabla 3: Criterios de valoracion y método de analisis para hongos y bacterias en
suspension.

Parametro Método Criterio confort Criterio valor limite*

Exterior:1
Bacterias en suspension Impactador SAS <600 UFC/m’ _
Interior: <1.75

Exterior: 1
Hongos en suspension Impactador SAS <200 UFC/m’ ]
Interior: <0.75

* Se utiliza en caso se supere el criterio de confort.

FUENTE: AENOR (2014).

Como puede observarse en la tabla anterior, para el criterio valor limite tanto en el caso de
bacterias y hongos se da una relacion interior/exterior; esto se debe a que muchas veces no
es facil trabajar con valores absolutos en microbiologia y por esa razén la norma acepta

que cuando se supera el criterio limite, se pueda tener en cuenta esa relacion.

Entre otros estandares sobre hongos en el aire expedidos por agencias gubernamentales, los
cuales son de cardcter obligatorio, se encuentra también el documento “Maximum
Allowable Concentrations (MAC) of Harmful Substances” (“Concentraciones maximas
permitidas o sustancias perjudiciales”, en espafiol), emitido por el Comité del Estado para
la Vigilancia Sanitaria y Epidemiologica de la Federacion Rusa en 1993, donde se
enumeran estandares quimicos y biologicos para instalaciones industriales. Considerando
las especies de bacterias, levaduras y de hongos especificados, la regulacion estd enfocada
principalmente a las industrias procesadoras de alimentos y farmacéuticas. Los limites
maximos se encuentran entre 10” células/m’ y 10* células/m’, dependiendo de la especie y
estan basadas en la alergenicidad en modelos animales, el grado de peligro o en algunos
casos no se especifican. Para algunos agentes, los limites estan basados en concentraciones
de metabolitos o proteinas en vez de unidades cultivables (Rao et al., 1996; Gorny et al.,

2011).

Entre los lineamientos sobre CAI emitidas por agencias gubernamentales, las cuales suelen

ser recomendaciones, se tiene la "Determination of Fungal Propagules in Indoor Air"
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(“Determinacion de Propagulos Fungicos en el Aire Interior”), que contiene lineamientos
para los hongos en aire, publicada en 1988 por la Canada Mortgage and Housing
Corporation (CMHC), una agencia inmobiliaria federal al servicio de los propietarios de

bienes inmuebles, la comunidad médica y las empresas constructoras.

Un estudio hecho por la Dutch Occupational Health Association (Asociacion de Salud
Ocupacional Holandesa) en 1989, “Research Methods in Biological Air Pollution”
(“Métodos de Investigacion en la Contaminacion Biologica del Aire”), reportd niveles
fungicos que deben ser considerados un riesgo a la salud del trabajador, que requieren

acciones de prevencion.

El Nordic Council (Consejo Nordico) elabord “Criteria Documents from the Expert Group
1991” (“Documentos de Requisitos del Grupo de Expertos 19917), para su uso por las
autoridades regulatorias en Dinamarca, Finlandia, Islandia, Noruega y Suecia como una
base cientifica para el establecimiento de los limites de exposicion ocupacionales
nacionales. La seccion sobre microorganismos es una revision de literatura de las
relaciones dosis/respuesta. Las concentraciones fungicas citadas describen ambientes

interiores “normales” o “de edificio enfermo”.

También en 1991, la empresa Bowser Technical Inc., patrocinada por Canada Mortgage
and Housing Corporation (CMHC) public6 “Testing of Older Houses for Microbiological
Pollutants” (“Evaluacion de Hogares Antiguos para Contaminantes Microbioldgicos”),
donde la relacion fungica interior/exterior es sugerida como un mejor indicador de la
actividad microbiana en casas con densidades fingicas por debajo de las concentraciones
recomendadas debido a la variabilidad de las densidades fingicas del exterior. Se incluye

un protocolo de muestreo, sin embargo no es recomendada explicitamente.

En EE.UU., la Occupational Safety and Health Administration (OSHA) en el afo 1992,
publica un Manual Técnico, que es un documento publico que contiene planes y estrategias
de muestreo para las inspecciones en el lugar de trabajo de la agencia. Incluye un capitulo

sobre la CAI donde se recomienda el muestreo solamente después de que los reportes
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clinicos o médicos indiquen la existencia de enfermedades relacionadas al lugar de trabajo
que puedan deberse a los bioaerosoles. Se sugiere la identificacion de los géneros
predominantes junto con los conteos fingicos totales. En el mismo pais, el Departamento
de Salud de Nueva York desarrolld lineamientos para la evaluaciéon y remediacion de

Strachybotrys atra en ambientes interiores basados en un panel de discusion del afio 1993.

En el afio 1993, la Comision de las Comunidades Europeas (CEC en sus siglas en inglés),
publico el “Report #12: Biological particles in Indoor Environments” (“Reporte #12:
Particulas Bioldgicas en Ambientes Interiores) que revisa las estrategias y metodologias
para investigar acaros del polvo, caspa, hongos, bacterias y Legionella en el aire interior de

los hogares, lugares de trabajo no industriales y edificios publicos (excluyendo hospitales).

El Departamento de Salud y Bienestar Nacional de Canadd, también en 1993, elabor6 el
documento “Indoor Air Quality in Office Buildings: A Technical Guide” (“Calidad del
Aire Interior en Oficinas: Una Guia Técnica”), donde se abordan los efectos en la salud
generales debido a la exposicion a los hongos, protocolos de inspeccion y de remediacion.
Se incluyen la clasificacion segun su importancia, limites para hongos y comparaciones

interior/exterior.

Entre las organizaciones profesionales preocupadas con la salud publica que han puesto su
interés en los microorganismos presentes en el aire de los ambientes interiores se
encuentran la American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH), que
ha publicado "Guidelines for the Assessment of Bioaerosols in the Indoor Environment"
(“Lineamientos Para la Evaluacion de Bioaerosoles en el Ambiente Interior”) en 1989,
donde se dan recomendaciones generales en caso de presencia de hongos en el aire interior.
En el afio 1995, publica la octava edicion de “Air Sampling Instruments for Evaluation of
Atmospheric Contaminants” (“Instrumentos de Muestreo de Aire para la Evaluacion de
Contaminantes Atmosféricos”), la cual es una guia completa acerca de la toma de muestras

de contaminantes en el aire con fines ocupacionales y ambientales.
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Otra organizacion profesional importante es la American Industrial Hygiene Association
(AIHA), que también ha hecho varias publicaciones sobre la CAI. En el afo 1989, el
Comité Técnico publico “The Practitioner's Approach to Indoor Air Quality
Investigations” (“El Enfoque Médico en las Investigaciones Sobre la Calidad del Aire
Interior”), donde se incluyeron la clasificacion segin su importancia, las relaciones

interior/exterior y los niveles fungicos indicadores de contaminacion.

Asimismo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), basada en una reunién con
expertos internacionales en 1988, publicd "Indoor Air Quality: Biological Contaminants"
(’Calidad del Aire Interior: Contaminantes Bioldgicos™), que se enfoca en la evaluacion de
riesgos y el mantenimiento preventivo y para el caso de niveles fungicos en aire hace

referencia a la Guia Residencial Canadiense (Rao et al., 1996).

Entre algunas organizaciones privadas que han publicado lineamientos sobre CAI con
niveles fungicos, pueden mencionarse a Healthy Buildings International, Inc., una firma
consultora, que posee un estandar para el uso al interior de la compaifiia para niveles de
microorganismos en el aire interior basados en datos de 5000-6000 muestras de aire de

edificios comerciales alrededor del mundo.

En 1994, Cutter Information Corporation publico “Indoor Air Quality Update:
Biocontaminants in Indoor Environments” (“Actualizacion en la Calidad del Aire Interior:
Biocontmiantes en los Ambientes Interiores”), que consiste en una revision de las practicas
existentes sobre la contaminacion biolégica, donde se critican y discuten los lineamientos
para hongos en el aire que son utilizadas por la mayoria de investigadores y expertos en
higiene ambiental; y donde ademés se mencionan efectos a la salud, remediacion y
mantenimiento preventivo. Indoor Air Quality Association, Inc, otra organizacién con
profesionales interesados en problemas con la CAI (como micologistas, abogados y
especialistas en calefaccion, ventilacion y aire acondicionado), publicé "Indoor Air Quality
Standard #95-1 Recommended for Florida" (“Estandar de Calidad de Aire Interior #95-1
Recomendado para Florida” en el afio 1995 (Rao et al., 1996).
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En la Tabla 4, se presenta un resumen de lineamientos y estandares, incluyendo los

anteriormente mencionados, que comprenden limites y recomendaciones de niveles

fingicos en aire.

Tabla 4: Resumen de estandares y lineamientos para hongos en el aire por organizaciones
privadas y gubernamentales.

Organizacion | Documento Aiio Limites/Recomendaciones
A <100 UFC/m’ = nivel acceptable.
Guidelines for . . . .
the Interior/Exterior <1 = nivel aceptable si hongos son
ACGIH 1989 del mismo género.
Assessment of Ar 1 e ) 1 ~10 = nivel
Bioaerosols Area con reclamos/Area sin reclamos = nive
inusual.
Air Sampling <100 UFC/m’ = nivel bajo: ej. areas limpias y
Instruments hospitales.
. 3 _ . . .. .
ACGIH for Evaluation 1995 100-1000 . UFC/m” = 1'nvel' 1nterrn§:d10. ej.
of concentraciones generales al interior y exterior.
Atmospheric >1000 UFC/m® = nivel alto: ej. area de manipulacion
Contaminants de animales.
Prac]‘;il(l)fler's Clasificacion segun importancia.
T . ., , .
ATHA Approachto | 1989 21009 ,UFC/m. = 1ndlca. situacion a..tlpllca. .
IAQ Relacmp Interlo.r/Ext.erlor alta = indica presencia de
Investigations contaminante al interior.
Para hogares:
«  >10* UFC/m’ = nivel muy alto.
+  <10* UFC/m’ = nivel alto.
+ <10’ UFC/m’ = nivel intermedio.
Report #12: + <200 UFC/m’ = nivel bajo (<500 UFC/m’ en
Biological medio DG18).
CEC Particles in 1993 « <50 UFC/m’ = nivel muy bajo.
Indoor Para ambientes interiores no industriales:
Environment «  >2000 UFC/m’ = nivel muy alto.

« <2000 UFC/m’ = nivel alto.

« <500 UFC/m’ = nivel intermedio.
« <100 UFC/m’ = nivel bajo.

+ <25 UFC/m’ = nivel muy bajo.

Continua...
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... continuacion.

Determination of

0 UFC/m’ = no tomar accion a menos que la
inspeccion lo indique.

>50 UFC/m’ en una sola especie = identificar la
fuente para determinar acciones posteriores.
<150-200 UFC/m’ en varias especies = no tomar
accion a menos que la inspeccion lo indique.

CMHC Proizgﬁla els in 1988 | « >200 UFC/m’ en varias especies = por prudencia
Indoor Air se requieren mas inspecciones.
e <400-500 UFC/m’ principalmente Cladosporium y
Alternaria = no tomar accidn a menos que la
inspeccion lo indique.
e >500 UFC/m’ principalmente Cladosporium y
Alternaria = determinar la razon.
(Descargo) e >200 UFC/m’ para Varia§ esp'ecies excepto
Testing of older Alternaria y Clagz’ospf)rium = investigar.
CMHC houses for 1991 | ® >500 UFC/m ' 1n<?luyendo Alternaria  y
microbiological Cladosporium = investigar.
pollutants e Se recomienda el uso de relacion Interior3/Exterior
cuando la concentracion sea <200 UFC/m’.
e Relacion Interior/Exterior entre <0.1 a <1 = nivel
aceptable.
e Limites superiores para:
Cutter _IAQ Upd_ate: * Hongos comunes (ej. Cladosporium) =
. Biocontaminants 300 UFC/m’.
Information . 1994 . . , C
Corp. in Indoor e Varias especies no patdgenas o toxigénicas
Environments =150 UFC/m’.
+  Hongos totales = 200 UFC/m’.
+ 100 UFC/m’ a menos que haya poblacion
inmunocomprometida.
Occlagziﬁ)nal l\/i et;e:ég}iln e >10*"UFC/m’ 3de hongos totales = riesgo a la salud.
Health Biological Indoor 1989 | o >5QO UFC/m de alguna especie potencialmente
Association Air Pollution patgena = riesgo a la salud.
e <1.0x10> UFC/m’ = nivel de contaminacion
aceptable.
e 1.0x10° a 5.0x10° UFC/m’ = nivel de
Finnish contaminacion que requiere analisis.
Institute of . e >50x10> UFC/m’ = nivel de contaminacion
Occupational Technical Report | 1997 inaceptable.
Health® e <2.0x10* UFC/m’ = sin anomalia.
e 2.0x10%a 5.0x10° UFC/m’ = anomalia débil.
e 5.0x10*a 1.0x10° UFC/m’ = anomalia fuerte.
e >1.0x10° UFC/m’ = anomalia extrema.

Continua...




... continuacion.

Healthy e <750 UFC/m’ bacterias y hongos totales en aire =
Buildings 1994 nivel aceptable si las especies no son infecciosas o
International alérgenas.
IAQ IAQ#g?_ridard e <300 UFC/m’ hongos comunes = nivel aceptable.
Association 1995 | ¢ <150 UFC/m’ hongos mixtos no patogenos o
Recommended for s .
Inc. . toxigénicos = nivel aceptable.
Florida
Institut fiir e <2.0x10° UFC/m’ = sin anomalia.

Baubiologie & | Standard SBM- 2003 | ® 2.0x10%a 5.0x10* UFC/m’ = anomalia débil.
Okologie, 2003 e 5.0x10%a 1.0x10° UFC/m’ = anomalia fuerte.
Alemania® e >1.0x10° UFC/m’ = anomalia extrema.

e Los hongos patégenos o toxigénicos no son
. . aceptables en el aire interior.
National (Descargo). IAQ n e >50 UFC/m’ en una sola especie = investigar.
Health and Office Buildings: 3 . . .
) 1993 | ¢ <150 UFC/m’ en varias especies = nivel
Welfare, A Technical
s . aceptable.
Canada Guide 3 ,
e <500 UFC/m’ en hongos comunes de arboles u
hojas = nivel aceptable en verano.
New York | (et and
City . e Interior/Exterior >1 = indicador de contaminacion.
Remediation of S. | 1995 34 3 S, i
Department of . e 10°-10" UFC/m” = evacuacion inmediata.
atra in Indoor
Health .
Environments
Nordic Criteria e 10-10° UFC/m’ = nivel tipico en “edificios
. Documents from | 1991 . .
Council enfermos” y aire ambiental.
the Expert Group
e Los hongos patdgenos o toxigénicos no son
aceptables en el aire interior.
o : e >50 UFC/m’ en una sola especie = investigar.
OMS I/éQ' Biological |00 | <150 UFC/m’ = nivel aceptable en varias
ontaminants .
especies.
e <500 UFC/m’ = nivel aceptable en Cladosporium
u otro hongo comun del follaje.
e >1000 UFC/m’ = indicador de contaminacién.
e >10° hongos/gramo de polvo = indicador de
OSHA Technical Manual | 1992 contaminacion.
e >10’ bacterias u hongos/mL de agua estancada o
cieno = indicador de contaminacion.

a. Instituto Finlandés de Salud Ocupacional; b. Instituto Para la Bioconstruccion y Ecologia,
Alemania; c. Higiene y Bienestar Nacional, Canada.

FUENTE: Rao et al. (1996); Gorny et al. (2011).




2.6.2. SISTEMAS DE CLIMATIZACION

En Espafia, existe la norma UNE 100012:2005 sobre Higienizacion de sistemas de
climatizacion (AENOR, 2005), la cual esta dentro del RITE (Reglamento de Instalaciones
Térmicas en los Edificios), y fue aprobada segun Real Decreto 1027/2007. Esta norma es
de aplicacion a sistemas de ventilacion y acondicionamiento de aire, ademas se aplican a
todas las clasificaciones de edificios exceptuando los que tengan consideracion especial,
por cuestiones de la actividad que en ellas se desarrollen. Entre los usos del edificio

considerados en la norma estan:
— Industrial
— Residencial
— Oficinas
— Comercial
— Restauracion
— Sanitarios

— Areas de uso especializado; se incluyen las relacionadas con salas blancas,

laboratorios y/u otras areas con requisitos ambientales especiales.

— Multiuso; realizacion de actividades mixtas.

Se consideran como valores minimos recomendados en aire del ambiente interior los
recuentos de menos de 800 UFC/m’ de flora aerobia meséfila total, por encima de los
cuales se recomienda tomar medidas correctoras e identificar los microorganismos. Sin

embargo, no se menciona un limite para hongos.

En Brasil, mediante la resolucion RE n°® 9/2003 “Orientagcdo Técnica elaborada por Grupo
Técnico Assessor sobre Padroes Referenciais de Qualidade do Ar Interior, em ambientes
climatizados artificialmente de uso publico e coletivo” (ANVISA, 2003a) se dan valores
referenciales para la CAI en ambientes climatizados artificialmente que tengan uso publico

o colectivo, exceptuando los de uso restringido que requieren filtros absolutos o
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instalaciones especiales, como el de los procesos productivos, instalaciones de salud u
otros que cuentan con reglamentos especificos. Se indica que el Valor Maximo
Recomendable (VMR) para contaminacién microbiologica debe ser <750 UFC/m’ en
hongos, para una relacion I/E < 1.5, donde “I” es la cantidad de hongos en el ambiente
interior y “E” es la cantidad de hongos en el ambiente exterior. Esta relacion I/E es
requerida como una forma de evaluacion frente al concepto de normalidad representado
por el ambiente exterior y la tendencia epidemioldgica de amplificacion de los
contaminantes en los ambientes cerrados. Cuando se sobrepasa el VMR o la relacion I/E es
mayor a 1.5, es necesario realizar un diagnéstico de las fuentes contaminantes para tomar
acciones correctivas. Sin embargo, es inaceptable la presencia de hongos patéogenos y

toxigénicos.

2.6.3. AREAS LIMPIAS

La norma ISO 14644-1:1999(E) titulada Cleanrooms and associated controlled
environments — Part 1: Classification of air cleanliness (Salas limpias y locales anexos —
Parte 1: Clasificacion de la limpieza del aire, en espafiol) (ISO, 1999), tal como lo indica
su nombre, clasifica la limpieza del aire en las salas limpias y sus locales anexos
exclusivamente en términos de concentracion de particulas del aire, y solamente son
considerados los tamafios de particula que van desde las 0.1 pum hasta los 5 um. Sin
embargo, esta norma no caracteriza la naturaleza de las particulas (si son quimicas,
radiolégicas o viables, por ejemplo). Las salas limpias son clasificadas en nueve clases
(ISO 1 — ISO 9), siendo la Clase ISO 1 la mas exigente en cuanto a la concentracion y

tamafio de particulas permitidas (Tabla 5).

Ademas, describe tres estados de ocupacion de estas areas. “Tal y como estd construido”,
es una condicion donde la instalacion estd completa con todos los servicios conectados y
funcionando, pero sin equipos de produccion, materiales o personal presente. “En reposo”,
es la condicion donde la instalacion esta completa con el equipo instalado y operando sin
personal presente. La condicién “operacional” es cuando la instalacion estd funcionando

con el personal presente y realizando su trabajo.
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Para la clasificacion de la limpieza segun las particulas del aire para las salas limpias y sus
zonas anexas, se deben considerar el nimero de clasificacion, expresado como “Clase ISO
N”; el estado de ocupacion al que aplica; y el tamafo de particula considerada y su
concentracion relacionada, donde el tamafo de particula se encuentra entre 0.1 um hasta 5
um. Como se vera luego, muchos estandares y lineamientos utilizan esta norma para la
clasificacion de sus salas limpias, especialmente los que estan relacionados a procesos

donde se requieren niveles altos de asepsia.

Tabla 5: Clasificaciéon ISO de la limpieza del aire por la concentracion de particulas (ISO
14644-1:1999).

Concentracién maxima de particulas (particulas/m® de aire) para
Nimero de particulas iguales o mayores que los tamafios considerados que se
clasificacion ISO | muestran a continuacion

® 0.1 pm 0.2 pm 0.3 pm 0.5 pm 1 pm 5 pm
Clase ISO 1 10 2
Clase ISO 2 100 24 10 4
Clase ISO 3 1000 237 102 35 8
Clase ISO 4 10000 2370 1020 352 83
Clase ISO 5 100000 23700 10200 3520 832 29
Clase ISO 6 35200 8320 293
Clase ISO 7 352000 83200 2930
Clase ISO 8 3520000 832000 29300
Clase ISO 9 35200000 8320000 293000

NOTA: Incertidumbres relacionadas con el proceso de medicion requieren que los datos de concentracion
sean utilizados con no mas de tres cifras significativas para la determinacion del nivel de clasificacion.

FUENTE: ISO (1999).

Esta norma fue actualizada a la ISO 14644-1:2015(E), ahora titulada Cleanrooms and
associated controlled environments - Part 1: Classification of air cleanliness by particle
concentration (Salas limpias y locales anexos controlados. Parte 1: Clasificacion de la

limpieza del aire mediante la concentracion de particulas) (ISO, 2015). Entre los cambios,
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se elimino el tamafio de particula 0.2 um de la Clase ISO 1, el tamafio 0,5 um para la Clase
ISO 2, el tamafio 1 pm en la Clase ISO 3 y en la Clase ISO 5 se elimina el tamafio de 5 pm
(Tabla 6).

Tabla 6: Clasificaciéon ISO de la limpieza del aire mediante la concentracion de particulas
(ISO 14644-1:2015).

Nimero de Concentracién maxima permitida (particulas/m’) para particulas iguales
clasificacién ISO | © mayores que los tamafios considerados mostrados a continuacion®

™) 0.1 pm 0.2 pm 0.3 pm 0.5 pm 1 pm 5 pm
Clase ISO 1 10° ¢ ¢ ‘ ¢ ¢
Clase ISO 2 100 24° 10° ¢ d ¢
Clase ISO 3 1000 237 102 35 d ¢
Clase ISO 4 10000 2370 1020 352 83° ¢
Clase ISO 5 100000 23700 10200 3520 832 def
Clase ISO 6 ¢ ¢ ¢ 35200 8320 293
Clase ISO 7 ¢ ¢ ¢ 352000 83200 2930
Clase ISO 8 ¢ ¢ ¢ 3520000 832000 29300
Clase ISO 9¢ ¢ ¢ ¢ 35200000 8320000 293000

a. Todas las concentraciones en la tabla son acumulativas, ej. para ISO 5, las 10200 particulas mostradas en
0.3 pm incluyen todas las particulas iguales o mayores a este tamaio.

b. Estas concentraciones resultaran en volimenes mayores de aire para su clasificacion. Puede aplicarse un
procedimiento de muestreo secuencial.

c. Los limites de concentraciéon no son aplicables en esta region de la tabla debido a la concentracion muy
alta de particulas.

d. las limitaciones de muestreo y estadisticas para particulas en bajas concentraciones hacen inapropiada su
clasificacion.

e. Las limitaciones para la colecta de muestras para las particulas en bajas concentraciones y tamafios
mayores a 1 um hacen inapropiada la clasificacion en este tamaio de particula debido a pérdidas potenciales
de particulas por el sistema de muestreo.

f. Con el motivo de especificar este tamafio de particula en asociacion con la Clase ISO 5, el descriptor de
macroparticulas M puede ser adaptada y utilizada en conjunto con al menos otro tamario de particula.

g. Esta clase es solo aplicable para el estado operativo.

FUENTE: ISO (2015).
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2.6.4. ELABORACION DE MEDICAMENTOS

La OMS, en el Informe 45, Anexo 6 titulado “Buenas Practicas de Manufactura para
Productos Farmacéuticos Estériles” (WHO, 2011b), establece limites para el monitoreo
microbiologico ambiental mediante aire volumétrico, placas de sedimentacion y muestreo
de superficies segun el tipo de area limpia en estado de funcionamiento. Las 4reas limpias
se clasifican de acuerdo con la norma ISO 14644-1:1999 (ISO, 1999) por el niimero
maximo de particulas suspendidas en el aire y a su vez en grados A, B, C y D. El grado A
es el mas estricto, caracteriza la zona donde se realizan operaciones de alto riesgo que
impliquen la manipulacion de productos estériles, como el llenado y la realizacion de
conexiones asépticas. El grado B suele caracterizar el entorno que rodea la zona de grado
A en el caso de preparacion y llenado asépticos; mientras que los grados C y D son zonas
limpias donde se realizan fases menos criticas de la fabricacion de productos estériles, o se
llevan actividades durante las cuales el producto no se encuentre directamente expuesto.
En la Tabla 7 se dan algunos ejemplos de operaciones y el grado del area donde se llevan a
cabo. Los limites microbioldgicos para cada grado y método de muestreo estan en la Tabla

8.

Tabla 7: Ejemplos de operaciones que pueden realizarse segin el grado de limpieza del aire
en las areas limpias (OMS).

Grado Ejemplos de operaciones para productos estériles.
A Llenado de productos, cuando exista riesgo inusual.
C Preparacion de soluciones, cuando exista riesgo inusual. Llenado de productos.
D Preparacion de soluciones y componentes para su llenado posterior.
Grado Ejemplos de operaciones para preparaciones asépticas.
A Preparacion y llenado aséptico.
C Preparacion de soluciones para filtrar.
D Manipulaciéon de componentes tras su lavado.

FUENTE: WHO (2011).

64




Tabla 8: Limites de concentracion microbiana segiin el grado de limpieza del aire en las areas
limpias® (OMS).

Placas de Placas de Impresion de
o l\g:zsi:_? sedimentacion contacto guantes (5 dedos)

rado

(UFC/m’) (90 mm didametro) (55 mm diametro) (UFC/guante)

(UFC/4 horas)® (UFC/placa)

A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -©
D 200 100 50 -

Notas:
(a) Se tratan de valores promedio.
(b) Las placas de sedimentacion individuales pueden exponerse por menos de 4 horas.

(c) La impresion de guantes no se aplica en estos ambientes.

FUENTE: WHO (2011b).

Entre los paises que aplican estos limites podemos citar como ejemplo a Brasil (Resolugao-
RDC n°17/2010 “Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos” (ANVISA, 2010));
Canada ("Good Manufacturing Practices (GMP) Guidelines - 2009 Edition, Version 2,
GUI-0001” (Health Canada, 2011)), Colombia (Resolucion 5402 de 2015 “Manual de
buenas practicas de manufactura para la fabricacion de medicamentos bioldgicos”
(MINSALUD, 2015)); Cuba (Resoluciéon No. 48 / 2011 “Anexo No. 04. Buenas Practicas
para la Fabricacion de Productos Estériles” (MINSAP, 2011)); México (NOM-164-SSA1-
2013 “Buenas practicas de fabricacion para farmacos” (SSA, 2013)) y Bolivia (“Norma
Nacional de Buenas Practicas de Manufactura (Productos Farmacéuticos)” (MINSALUD,
1997)), siendo este ultimo caso especial, ya que los limites microbiolégicos en aire que se
indican para la fabricacion de productos estériles estan basados en el Informe 32 de la
OMS (WHO, 1995), los cuales son: <I UFC/m’ (grado A), 5 UFC/m’ (grado B), 100
UFC/m’ (grado C) y 500 UFC/m’ (grado D).

En el caso de la Unién Europea, en el Eudralex, el cual comprende las leyes y

regulaciones del sector farmacéutico, en el Volumen 4 “Guia de la UE para las Buenas
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Practicas de Manufactura de Productos Medicinales para Uso Humano y Veterinario”,
Anexo 1 “Manufactura de Productos Medicinales Estériles (version corregida)” (European
Commision, 2008), recomienda los mismos limites para el monitoreo microbiologico del
aire que el Informe 45 de la OMS, basandose también en la clasificacion de las areas
limpias segin la ISO 14644-1:1999 y en los cuatro grados antes mencionados (A, B, C y
D). Entre los paises donde se aplican estos limites podemos mencionar como ejemplo a
Espana (“Guia de Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos de Uso Humano y
Veterinario”, Anexo 1 “Fabricacion de medicamentos estériles” (MSPS, 2008); “Guia de
buenas practicas de preparacion de medicamentos en servicios de farmacia hospitalaria”

(MSSSI, 2014)).

En el caso de EE.UU., se han establecido limites microbioldogicos en aire en su
Farmacopea (USP-NF). En el capitulo general 797 “Preparacion magistral — Preparaciones
Estériles” de la USP 35 — NF 30 (USP, 2011), se clasifican la rigurosidad de las areas
segin la ISO 14644-1:1999 y se establecen los niveles limites de accion para la
contaminacién microbiana (Tabla 9). Esta misma clasificacion aparece en el documento
“Guidance for Industry — Sterile Drug Products Produced by Aseptic Processing — Current
Good Manufacturing Practice” (FDA, 2004).

Tabla 9: Niveles de accibn recomendados segin la
rigurosidad de las areas limpias (USP-NF).

Clasificacion Muestreo de aire (UFC/m®)
ISO Clase 5 >1
ISO Clase 7 >10

ISO Clase 8 o inferior >100

FUENTE: USP (2011).

Japon también ha sugerido limites microbiologicos en el Suplemento I de la edicion 16 de
la Farmacopea Japonesa (MHLW, 2012). En esta actualizacion, las areas limpias también
se clasifican segin la ISO 14644-1:1999 y a su vez en los grados A, B, C y D. Los limites

para cada grado son para las salas en estado de funcionamiento y similares a los expuestos
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en el Informe 45 de la OMS. En resumen, hay una tendencia mundial a la armonizacion de
los limites microbiologicos en aire para la elaboracion de medicamentos estériles tomando

como base la norma ISO 14644-1 y los limites proporcionados por la OMS.

2.6.5. VENTILACION EN HOSPITALES

En Espafia, la norma UNE 171340:2012 “Validacion y cualificacion de salas de ambiente
controlado en hospitales” (AENOR, 2012) establece principios fundamentales de control
para validar el correcto funcionamiento de las salas de ambiente controlado en centros
sanitarios u hospitalarios. Entre sus criterios de valoracion indica limites microbiologicos
en el aire para aerobios mesoéfilos totales dependiendo de la clasificacion de los ambientes
(Clase A, B o C), la cual se basa en la ISO 14611-1. Estos limites s6lo son aplicables en las
salas en reposo y sin actividad alguna (Tabla 10). El método a utilizar para los muestreos

microbiologicos es el de impactacion.

Tabla 10: Clasificacion del ambiente en funcién de los recuentos microbiolégicos de
flora meséfila (UNE 171340:2012).

Clasificacion Valor Resultado

Quiréfanos y zonas de Muy Alto Riesgo

3 . . .
(ISO 5 ¢ ISO 6, Clase A) <10 UFC/m Ambiente muy limpio

Quirofanos y zonas de Alto Riesgo

10-100 UFC/m’ Ambiente limpio
(ISO 7, Clase B)

Quirofanos y zonas de Riesgo Intermedio

3 .
(ISO 8, Clase C) 100-200 UFC/m Ambiente aceptable

FUENTE: AENOR (2012).

En el caso de los hongos, para todos los ambientes controlados, el valor en el aire
admisible debe ser de 0 UFC/m’. Se deben tener en cuenta las especies Aspergillus,

Rhizopus, Mucor'y Scedosporium, las cuales son oportunistas.
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En la guia “Recomendaciones para la minimizacion de los riesgos microbiologicos
asociados a las infraestructuras hospitalarias de Osakidetza” (Carrandi et al., 2009),
publicada con anterioridad a la UNE 171340:2012, mencionan como valores de
bioseguridad admisibles los mismos valores que la norma tanto para el recuento total de
bacterias (Tabla 10) y para hongos filamentosos (0 UFC/m’). Sin embargo, a diferencia de
la norma anterior, los limites son aplicables tanto para una sala en reposo como en una sala
en funcionamiento, ya que segun la guia, el muestreo se realiza antes de iniciar la actividad
quirurgica y durante una cirugia, antes de finalizar la intervencion. Adicionalmente
menciona que en los quir6fanos de cirugia especial se debe garantizar un ambiente muy

limpio.

En Francia, la norma NF S$90-351 de 2013 FEtablissements de santé - Zones a
environnement maitris¢ - Exigences relatives a la maitrise de la contamination aéroportée
(“Establecimientos de salud — zonas de control ambiental — requerimientos para el control
de la contaminacion en el aire”’) (AFNOR, 2013), clasifica los ambientes en cuatro clases,
siendo la zona 1 la de menor riesgo, tomando como base la norma ISO 14644-1. La zona 4
corresponde a un ISO 5, la zona 3 a un ISO 7, la zona 2 a un ISO 6 y la zona 1 no tiene
ningln requisito especifico. A continuacion se dan algunos ejemplos de areas por cada tipo

de zona:

Zona 1 (riesgo minimo): Vestibulos, oficinas, servicios administrativos, servicios

técnicos.

— Zona 2 (riesgo medio): Pasillos, ascensores, escaleras, salas de espera, areas de
consultas externas, areas de reeducacion funcional, maternidad, areas de medio y
largo plazo, éareas psiquiatricas, areas de esterilizacion central (zona de lavado),

farmacias, lavanderias, aseos.

— Zona 3 (riesgo alto): Unidades de cuidados intensivos, areas de “pequefia cirugia”,
salas de reanimacidn, salas de partos, guarderia, pediatria, cirugia, hemodialisis,
radiologia, areas de esterilizacion central (zona de limpieza), laboratorios, salas de

autopsias.

— Zona 4 (riesgo muy alto): Neonatologia, quir6fanos, urgencias, areas de trasplantes,

unidades de quemados.

68



Las areas donde se obtienen imagenes para intervenciones médicas, oncologia, hemato-

oncologia, hematologia, hemodindmica, endoscopia, deben ser de clasificacion 3 o 4.

La Tabla 11 muestra los criterios microbiologicos que deben cumplir cada una de las
zonas. Los niveles estan clasificados en “clases microbioldgicas” (M1, M10 y M100) que
incluyen tanto bacterias y hongos y son aplicables s6lo para las areas en reposo y sin la

presencia del personal.

Tabla 11: Valores microbiolégicos objetivos segun la
zona en un establecimiento de salud (NF S90-351).

Clasificacion Clase microbiologica
Zona 4 (ISO 5) Ml: <1 UFC/m’
Zona 3 (ISO 7) M10: <10 UFC/m’
Zona 2 (ISO 8) M100: <100 UFC/m’

FUENTE: AFNOR (2013).

En cuanto a la presencia de elementos fingicos potencialmente patdgenos, el valor
objetivo debe ser <1 UFC/nr’. Se recomienda identificar la eventual presencia de hongos

filamentosos patdgenos (por ejemplo, Aspergillus sp.).

En el Reino Unido, el documento “Examining food, water and environmental samples
from healthcare environments — Microbiological guidelines” (PHE, 2013), resume la
legislacion disponible y sirve de guia para el control microbiolégico de alimentos, agua y
ambientes en los establecimientos de salud. Para el monitoreo microbiolégico del aire, se
presentan limites tanto para las areas limpias farmacéuticas (Tabla 12), la cual se clasifica
en grados A, B, C y D basdndose en la ISO 14644-1, y para las salas de operaciones
(Tabla 13). Para el caso de las areas limpias farmacéuticas, el muestreo puede ser tanto
pasivo (por sedimentacion) o activo (por impactacion), sin embargo, no especifica si se
realiza en un 4rea operativa o en reposo. En cambio, para las salas de operaciones, el

muestreo debe ser activo y se realiza tanto en el area en reposo y en operacion.
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Tabla 12: Requerimientos e interpretacion de resultados para muestreos pasivos y activos de
areas limpias farmacéuticas (Public Health England).

Indicador Requerimientos Resultado Interpretacién Accién
de muestreo
<100 UFC Apropiado para Grado | Area consideradg l.impia
D pero debe restringirse a
actividades de riesgo
minimo y debe
<50 UFC Apropiado para Grado .consid-erar's,e una
. C investigacion sobre la
Muestreo pasivo fuente de contaminacion
(placa de 90 mm '
Ez;ri)si:ién;l ° Apropiado para Grado Area pufade Usarse para
<5 UFC B preparacion 'y llenado
aséptico.
. Area puede usarse para
<1 UFC Apropiado [f ara Grado operacri)ones de Ia)llto
Recuento riesgo.
de colonias
aerobias ) Area considerada limpia
<200 3 Apropiado para Grado pero debe restringirse a
UFC/m D actividades de riesgo
minimo y debe
<100 A d Grad f:onsiC}erar.se una
3 propiado para Lrado | jpyestigacion  sobre la
UFC/m C fuente de contaminacion.
Muestreo activo -
. Area puede usarse para
<10 UFC/m’ Apropladon ara Grado prepargcién y 11er?ad0
aséptico.
. Area puede usarse para
<1 UFC/m’ ApropladoAp ara Grado operaciones de  alto

riesgo.

FUENTE: PHE (2013).

En Brasil, se presento la Consulta Publica N° 109 en 2003 “Orientacdo técnica referente a

indicadores de qualidade do ar interior em ambientes de servigos de saude” (ANVISA,

2003b), donde se establecen limites para el recuento total de bacterias y hongos (Tabla 14)

utilizando el método por impactacion seglin el nivel del area involucrada:

— Nivel 0: Area donde el riesgo no excede a aquel encontrado en ambientes de uso

publico o colectivo.
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— Nivel 1: Area donde no se ha constatado el riesgo de eventos adversos relacionados

con la calidad del aire, pero en el que algunas autoridades, organizaciones e

investigadores sugieren que el riesgo debe ser considerado.

Nivel 2: Area donde existen fuertes evidencias de riesgo de ocurrencia de eventos
adversos en relacion a la calidad del aire de sus ocupantes o de pacientes que
en estas areas, basadas en estudios

utilizan los productos manipulados

experimentales, clinicos o epidemioloégicos bien delineados.

Nivel 3: Area donde existen fuertes evidencias de alto riesgo de eventos adversos
de sus ocupantes o de pacientes que utilizan los productos manipulados en estas

areas, basadas en estudios experimentales, clinicos o epidemioldgicos bien

delineados.

Tabla 13: Requerimientos e interpretacion de resultados para la calidad del aire en una sala
de operaciones (Public Health England).

. Requerimientos de qa oz
Indicador q Resultado Interpretacion Accion
muestreo
No hacer uso de la sala.
Verificar que la técnica de
muestreo no sea la causa de
los  resultados  errdneos.
Asegurarse con el area de
Mantenimiento que los flujos
de aire y sus velocidades son
En 1 ¢ h las especificadas en las guias;
n 1a pu’es a en marcha 3 . asegurarse que la unidad de
o después de cualquier >10 UFC/m No apropiado . . .
trabai d tratamiento de aire esta
fabajo —que  pucda construida de manera que
afectar a la naturaleza | ]
del suministro de aire o eump @ con as
Recuento I especificaciones en los filtros
. su distribucion  (no . . .
de colonias | . | bi y que éste aire no escape sin
. in mbi :
aerobias f uye d f]ia 08 ser filtrado. Repetir el
inari iltro); en . :
futinarios -de 0); e muestreo. Si se mantiene “no
sala vacia luego que el iado” b
istema de ventilacion apropiaco . useat
i .
SIS asesoramiento externo.
alcance el estado
estacionario.
Si los recuentos cerca o por
encima de los niveles
aceptables contienen
. mayormente hongos, revisar
0 a<10 UFC/m’ Apropiado yorment £0S,
que el ultimo filtro sea de
grado adecuado (F7 o mayor)
o que el aire no escape sin ser
filtrado.
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... continuacion.

>180 UFC/m’
(promedio en un . Investigar 'y  volver a
. No apropiado
Recuen‘Fo Durante una operacion periodo de 5 prop muestrear.
de colonias P .
. quirtrgica. minutos).

aerobias

0 a <180 UFC/m’ Apropiado N/A

FUENTE: PHE (2013).

Tabla 14: Limites de las particulas biologicas totales en el
aire ambiental segin su clasificacion (ANVISA).

Clasificacion Valor
Nivel 0 <750 UFC/m’
Nivel 1 =500 UFC/m’
Nivel 2 =200 UFC/m’
Nivel 3 =50 UFC/m’

FUENTE: ANVISA (2003).

En el caso del Perti, el PRONIEM (Programa Nacional de Infraestructura, Equipamiento y
Mantenimiento), ahora DGIEM (Direccion General de Infraestructura, Equipamiento y
Mantenimiento) a cargo del Ministerio de Salud, tiene un documento que se titula
“Sistemas de aire acondicionado en instalaciones de salud” (MINSA, 2013), en el cual se
habla sobre el control microbioldgico en los quirdéfanos tanto en la infraestructura de

climatizacion y en la limpieza de sus instalaciones. Clasifica a los quiréfanos en dos

grupos segun el tipo de cirugias que se realiza en ellos:

- Grupo I: Quiréfanos de cirugia convencional.

- Grupo II: Quir6fanos de cirugia especial (cirugia cardiaca, vascular, neurocirugia,

transplante de 6rganos, traumatologia especial).

En los quiréfanos del grupo II, donde se recomienda garantizar un ambiente muy limpio, se
propone como valor limite bacteriano menor a 10 UFC/m’, mientras que para hongos

oportunistas el valor limite es de 0.1 UFC/m’ como maximo. Sin embargo, no se establece
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ningun limite microbioldgico para los quir6fanos del grupo I. Tampoco se menciona si los

muestreos en el grupo I deben ser en la sala en reposo o en operacion.

2.6.6. LABORATORIOS

La Organizacion Mundial de la Salud, en su Informe 45 sobre las especificaciones para
preparaciones farmacéuticas, en el Anexo 2 titulado “Buenas Practicas para Laboratorios
de Microbiologia Farmacéutica” (WHO, 2011a), indica que las areas dentro del laboratorio
deben ser disenadas adecuadamente seguin las operaciones que se desarrollen, y que esa
clasificacion de su instalacion debe basarse en la criticidad del producto y la operacion. La
clasificacion de estas zonas, al ser consideradas areas limpias, se basan en la ISO 14644-
1:1999 (ISO, 1999) por el nimero maximo de particulas suspendidas en el aire. Las

recomendaciones para esta clasificacion se encuentran en la Tabla 15.

Tabla 15: Ejemplos de zonas en las que se podrian realizar las operaciones en un
laboratorio de microbiologia farmacéutica (OMS).

Zona Grado de instalacion Recomendacion
Recepcion de muestra Sin clasificar Sin clasificar
Preparacion de medios Sin clasificar Sin clasificar
Carga de autoclave Sin clasificar Sin clasificar
Descarga de autoclave dentro del . 3
4rea del ensayo de esterilidad Grado B ISO 5 (flujo turbulento) y <10 UFC/m
Ensayo de esterilidad — flujo de 3
aire unidireccional (UDAF) Grado A IS0 5 (UDAF) y <1 UFC/m
Ensayo de esterilidad — entorno Grado B ISO 5 (flujo turbulento) y <10 UFC/m’

del UDAF

Grado A (Gnicamente

3
NVP y microbiologia) ISO 5 (UDAF) y <1 UFC/m

Ensayo de esterilidad — aislador

Ensayo de esterilidad — entorno

del aislador Sin clasificar Sin clasificar

Continua...
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... continuacion.

Incubadora Sin clasificar Sin clasificar
Recuento Sin clasificar® Sin clasificar®
Descontaminacion Sin clasificar Sin clasificar

a. Las etapas criticas deben realizarse bajo flujo laminar.

FUENTE: WHO (2011a).

También recomienda que los ensayos de esterilidad deben realizarse en la misma clase de
area usada para las operaciones de fabricacion estéril/aséptica de productos, y que ademas
cuando sea necesario y apropiado, se debe establecer un programa de monitoreo ambiental
mediante el uso de sistemas de aire activo, placas de sedimentacion o placas de contacto,
diferenciales de presion y temperatura, deben definirse limites de alerta y de accion, y

finalmente realizarse un analisis de tendencia de los resultados.

Uno de los paises que toman como referencia el lineamiento anterior es Chile en su Norma
Técnica N° 180 titulada “Buenas practicas de laboratorio (BPL) para laboratorios de

microbiologia farmacéutica” (MINSAL, 2015).

Para el caso de los laboratorios de analisis de agua, la Asociacion de Salud Publica
Americana (APHA en sus siglas en inglés) (APHA, 2012) en sus lineamientos para el
control de la calidad dentro del laboratorio recomienda el desarrollo de un programa de
monitoreo ambiental para analizar la calidad del aire rutinariamente, al menos
mensualmente o con mayor frecuencia dependiendo de si el area es muy utilizada o si el
analisis de riesgo de biocontaminacion recomienda la necesidad de un monitoreo mas
frecuente. Aconseja el uso de placas de sedimentacion en los lugares donde se realicen
trabajos que requieran de condiciones asépticas, el cual consiste en un método de muestreo
pasivo donde las particulas se asientan sobre una superficie agarizada. En caso el analisis
de riesgos indique una posible contaminacién por aerosoles, es mas adecuado el uso de
muestreadores de aire activo. Indica también que el nimero de colonias en la placa de
sedimentacion no debe exceder 160/m*/15 min de exposicion (15 colonias/placa/15 min,

utilizando una placa estandar de 90 mm de didmetro).
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2.7.  IMPACTO DE LOS HONGOS AMBIENTALES EN LA SALUD

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por los microorganismos que se
trasmiten por el aire, en diferentes ambitos (sanitarios, urbanos, agricolas, industriales). La
causa se debe a la capacidad de estos microorganismos para producir efectos perjudiciales
tanto en el medio ambiente como en la salud de las personas y de los animales, cuando se
exponen a bioaerosoles (bacterias, virus, hongos, acaros, polen, etc.) originados en el aire

exterior o en recintos cerrados (De La Rosa et al., 2002).

El término Sindrome del Edificio Enfermo (SEE) es cominmente usado para los sintomas
causados por deficiencias en la CAl, el cual fue reconocido como un problema importante
en 1982 que afectaba a las personas dentro de algunos edificios (Cooley et al., 1998).
Estudios epidemiologicos han demostrado que la inhalacion de las esporas de algunos
hongos es la causa de los problemas respiratorios asociados al SEE y otras enfermedades
ocupacionales bien conocidas de agricultores, vinateros, cerveceros y carpinteros (De La

Rosa et al., 2002).

Los hongos pueden afectar negativamente a la salud humana a través de tres procesos:
alergias, infeccion y toxicidad (Jarvis, 2002; Fischer y Dott, 2003; Singh, 2005; Rey y
Cefia, 2006). Al ser transportadas por el aire y debido a su pequefio tamafio, las esporas
fingicas pueden ser inhaladas e incluso, pueden depositarse en las superficies mucosas de
las vias respiratorias superiores y en los ojos (Singh, 2005). En la Tabla 16 se dan

ejemplos de algunas afecciones causadas por hongos.
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Tabla 16: Enfermedades fungicas transmitidas por el aire.

Enfermedades Hongos

Neumonias e Pneumocystis carinii

Cryptococcus neoformans
Blastomyces dermatitidis
Histoplasma capsulatum
Coccidioides immitis
Aspergillus fumigatus

Micosis sistémicas

Botrytis
Puccinia
Serpula
Mucor

Alternaria
Aspergillus
Penicillium
Cladosporium

Hipersensibilidad

Aspergillus
Micotoxicosis o Fusarium
o Stachybotrys

FUENTE: De La Rosa et al. (2002).

Los metabolitos secundarios toxicos estan presentes en las esporas suspendidas en el aire, y
por consiguiente también en el polvo en suspension y en los bioaerosoles (Fischer y Dott,
2002). En la actualidad, aproximadamente entre 350-400 metabolitos fingicos son
considerados toxicos y la mayoria de ellos son moléculas relativamente pequefias mayores
a 200 pero menores de 500 unidades de masa atomica (Sorenson, 2002). Entre los ejemplos
de estos metabolitos secundarios se tienen las micotoxinas, los compuestos organicos

volatiles (COV) y los (1—3)-B-D-glucanos.

Debido a que el organismo humano considera como exogenas a casi todas las proteinas y
carbohidratos asociados a agentes infecciosos como los hongos ambientales, tanto las
esporas fungicas y los metabolitos secundarios de éstos pueden inducir la aparicion de una
respuesta inmunitaria. Estos inmundgenos pueden contener mas de un antigeno, el cual es
una molécula reconocida por anticuerpos especificos o por los linfocitos T en el
organismo. Un tipo de anticuerpos son las inmunoglobulinas (Ig), que son proteinas
estimuladas por antigenos dependientes de linfocitos T y provocan una respuesta

inmunitaria de memoria o de refuerzo en el anfitrion (Murray et al., 2009).
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Entre las principales formas de inmunoglobulinas se tiene IgM, IgD, IgG, IgE e IgA. La
inmunoglobulina G actua principalmente en el suero y los tejidos, ademads es el principal
anticuerpo relacionado a la respuesta inmunitaria de memoria presentando una alta
capacidad de union de los antigenos. La inmunoglobulina A tiene como principal sitio de
accion las secreciones corporales, ofreciendo principalmente proteccion de las mucosas. La
inmunoglobulina E actua en los mastocitos en la piel, las mucosas digestivas y en las vias
aéreas como receptora de antigenos y alérgenos, estimulando la liberacion de histamina,
prostaglandina, factor de activacion de plaquetas y diversas citocinas, siendo responsable
de la hipersensibilidad anafilactica o reacciones alérgicas de aparicion rapida (Murray et

al., 2009).

Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos de bajo peso molecular producidos
por los hongos durante su crecimiento en plantas y en alimentos almacenados (Lacey y
Dutkiewicz, 1994). Las esporas de algunas especies fungicas tienen un gran contenido de
micotoxinas, incluyendo tricotecenos, ocratoxinas, aflatoxinas y fumonisinas. Las especies
micotoxigénicas mas importantes pertenecen a los géneros Aspergillus, Penicillium y

Fusarium (Sorenson, 2002).

Entre las micotoxinas mas importantes se encuentran las aflatoxinas, las cuales son
carcindgenas, producidas por Aspergillus flavus y A. parasiticus. La ocratoxina A es
producida por Penicillium verrucosum y Aspergillus alutaceus (A. ochraceus), mientras los
tricotecenos son producidos por Stachybotrys chartarum (S. atra) y las fumonisinas por
Fusarium spp. Entre otras especies productoras de micotoxinas se tiene a Fusarium
graminearum, F. sporotrichioides, F. moniliforme, Penicillium expansum, P.
brevicompactum y Aspergillus versicolor (Lacey y Dutckewitz, 1994). Muchas especies
toxigénicas producen multiples micotoxinas. Por ejemplo se ha visto que el complejo de
hongos P. verrucosum (P. verrucosum, P. aurantiogriseum, P. viridicatum, P. crustosum y

P. solitum) produce cerca de 20 diferentes micotoxinas (Sorenson, 2002).
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Muchos de los hongos productores de micotoxinas se encuentran en el suelo, son
contaminantes comunes de bienes agricolas y se conoce que algunos hongos comunes
encontrados en el polvo de los hogares también las producen, como por ejemplo algunas
especies de Alternaria, Paecilomyces, Rhizopus, Trichoderma y Trichothecium (Sorenson,
2002). Las esporas de A4. flavus y A. parasiticus, las cuales se dispersan en el aire cuando
se manipulan cultivos afectados con estos hongos, pueden contener aflatoxinas en niveles
de 84-200 pg/g. Hay evidencia fuerte que las aflatoxinas y otras micotoxinas (ej. acido
secalonico D) son aerotransportadas en grandes concentraciones en algunos ambientes de
trabajo, como cuando se procesa el mani o el maiz y pueden ser suficientes para causar

efectos toxicos o carcindgenos (Verhoeff y Burge, 1997).

Varios estudios han vinculado la inhalacion de micotoxinas a enfermedades en humanos
(Sorenson, 2002). La gran mayoria de micotoxinas no son volatiles y por lo tanto es mas
probable que la exposicion a ellas ocurra por la inhalacion de las esporas fingicas,
teniendo un efecto en las vias respiratorias y produciendo sintomas (Verhoeff y Burge,
1997; Sorenson, 2002). También se ha observado que estas sustancias desregulan la
funcion de los macréfagos in vitro e in vivo, asi como también impide la funcion de los

monocitos en la sangre (Day y Ellis, 2002).

La exposicion respiratoria a las toxinas producidas por Strachybotrys atra (S. chartatrum)
ha sido un foco de atencién con respecto a los sintomas no alérgicos. S. arta ha sido
considerado como una causa de hemosiderosis en infantes, el cual en algunos casos fue
fatal. Se cree que los tricotecenos pueden tener un rol en el Sindrome del Edificio
Enfermo, y que las ribotoxinas de Aspergillus tienen un rol en la aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), debido a la deteccion de la inmunoglobulina E (IgE)

especifica en un 75 por ciento de los pacientes con esta afeccion (Verhoeff y Burge, 1997).

Compuestos organicos volatiles (COV)

Los hongos producen una variedad de sustancias volatiles como subproducto de su

metabolismo durante su crecimiento y esporulacion, las cuales son mezclas complejas de
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alcoholes, aldehidos y cetonas, evidenciadas frecuentemente en el ambiente con el
caracteristico “olor a moho” (Wanner y Gravesen, 1993; Verhoeff y Burge, 1997; Day y
Ellis, 2002). Existen variaciones considerables en la producciéon de COV, incluso entre
géneros y especies relacionadas (Wanner y Gravesen, 1993). Entre los compuestos aislados

se han identificado hexano, cloruro de metileno, benceno y acetona (Day y Ellis, 2002).

Se ha sugerido que estos compuestos pueden afectar a la salud humana, causando fatiga,
dolor de cabeza e irritacion de los ojos y las membranas mucosas de la nariz y la garganta
(Wanner y Gravesen, 1993; Verhoeff'y Burge, 1997; Fischer y Dott, 2002), ¢ incluso llegar
a ser toxinas sistémicas (Burge, 1990). Se ha demostrado experimentalmente que inducen
la irritacion de membranas mucosas y los sintomas asmaticos y ademas decrecen
significativamente los valores FEVI (fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo), lo que
puede acarrear una insuficiencia cardiaca. Ademas han sido implicados en la etiologia del

SEE (Day y Ellis, 2002).

(1—3)-p-D-glucanos

Los (1—3)-B-D-glucanos son polimeros de glucosa compuesto principalmente de cadenas
de aros de glucopiranosil unidas por enlaces B-(1—3) con cadenas laterales de B-(1—3) en
varios grados. Se piensa que existen como estructuras triple hélice estables bajo
condiciones fisioldgicas, con tres polimeros de glucosa fijas muy préximas entre si por
enlaces intramoleculares de hidrogeno en una estructura similar a una varilla rigida
helicoidal. Numerosos investigadores han demostrado las actividades inmunomoduladoras
de los (1—3)-B-D-glucanos (Sorenson, 2002). Las paredes celulares de la mayoria de los
hongos contienen este polimero, el cual se ha identificado como un agente inflamatorio que
puede actuar como adyuvante. Se ha sugerido que los glucanos son un factor causante de la
irritacion de membranas mucosas, tos seca y comezon en la piel, que han sido reportados
por ocupantes de edificios donde también se han presentado quejas sobre CAI (Verhoeff y

Burge, 1997).
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A pesar que se han reconocido a las esporas fingicas presentes tanto al interior como al
exterior como causantes de alergias respiratorias, hay pocos estudios que muestran cudles
hongos estdn asociados con los problemas de CAI (Cooley et al., 1998). La presencia de
los hongos en edificios enfermos ha sido frecuentemente asociada con la aparicion de
sintomas relacionados a la CAI. La contaminacion fingica en ambientes interiores ha
producido alergias en sus ocupantes (Cooley et al., 1998; Singh, 2005). Ademas, tampoco
se conoce en qué medida los microorganismos o sus componentes estan implicados en la

aparicion de enfermedades asociadas a los edificios (Flannigan, 1998).

2.7.1. INFECCIONES FUNGICAS O MICOSIS

a. Patogenos fungicos primarios

Los patdgenos primarios, también conocidos como patdogenos primarios sistémicos son
capaces de iniciar una infeccion en un anfitrion normal aparentemente inmunocompetente
(Singh, 2005; Murray et al., 2009) y tienden a afectar las visceras profundas del huésped
tras la diseminacion del hongo desde los pulmones debido a su inhalacion a partir de un
foco ambiental. La gran mayoria de ellos son patdogenos micoticos dimodrficos debido a que
se desarrollan en forma filamentosa en la naturaleza o en el laboratorio a una temperatura
comprendida entre 25°C y 30°C, y en forma de levadura o esférula en tejido o cuando
crecen en un medio enriquecido en el laboratorio a 37°C (Murray et al., 2009). Esta
capacidad de desarrollarse en formas morfologicas alternativas (dimorfismo) representa
una de las caracteristicas especiales (factores de virulencia) que permiten a estos hongos

superar las condiciones ambientales hostiles imperantes en el anfitrion.

Entre estos patdogenos micéticos dimorficos se tiene como ejemplo a Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis y Penicillium marneffei. Estos microorganismos también se
definen como patdgenos endémicos, ya que su habitat natural se restringe a ciertas regiones
geograficas y la infeccion ocasionada por un hongo particular se adquiere por la inhalacién

de esporas pertenecientes a ese entorno y localizacion geografica especificos (Murray et
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al., 2009). Sin embargo, los patdgenos fingicos primarios rara vez se encuentran presentes

de forma abundante en el aire interior (Flannigan, 1998).

Blastomicosis

La blastomicosis es una micosis sistémica producida por el patéogeno dimorfico
Blastomyces dermatitidis. Al ser una micosis endémica, casi todas las infecciones se
originan en la cuenca del rio Mississippi, alrededor de los Grandes Lagos, y en el sureste
de EE.UU. Asimismo, se han diagnosticado algunos casos en otras regiones del mundo
como Africa, Europa y Oriente Medio. Se estima que se producen entre uno y dos casos de
blastomicosis sintomatica por 100000 habitantes/ano en las zonas endémicas (Murray et

al., 2009).

El nicho ecolégico de B. dermatitidis parece localizarse en la materia organica en
descomposicion. Los estudios realizados en el ser humano y los animales indican que la
infeccion se adquiere como consecuencia de la inhalacion de conidios transportados por el
aire, producidos por el hongo en fase de proliferacion en el suelo y la materia en

descomposicion.

La via habitual de infeccion de la blastomicosis es la inhalacion de conidios. Como sucede
en la mayoria de las micosis endémicas, la gravedad de los sintomas y la evolucion de la
enfermedad dependen del grado de exposicion y el estado inmunitario de la persona
expuesta. Tras la inhalacion de conidios o fragmentos de hifas de B. dermatitidis, estos
elementos de la fase saprofita del hongo pueden entrar en contacto con la capa epitelial del
alveolo y adherirse a ella para después transformarse en la fase de levadura pardsita
mediante un proceso conocido como displasia térmica, convirtiendo los conidios (2-10 pm

de didmetro) en una levadura de mayor tamano (8-30 um de didmetro).

De acuerdo con los datos procedentes de brotes de blastomicosis, la enfermedad
sintomatica parece darse en una proporcion inferior al 50 por ciento de los sujetos
infectados. La enfermedad clinica causada por B. dermatitidis puede cursar con una
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enfermedad pulmonar o una forma diseminada extrapulmonar. Dos terceras partes de los
pacientes afectados por la diseminacion extrapulmonar presentan afectacion cutinea y
Osea. Otras localizaciones de diseminacion hematdgena son la prostata, el higado, el bazo,

el rifion y el sistema nervioso central (Murray ef al., 2009).

Coccidioidomicosis

La coccidioidomicosis es una micosis endémica de los estados desérticos del sureste de
EE.UU., el norte de México y algunas areas dispersas de América Central y del Sur. Es
causada por una de dos especies indistinguibles, Coccidioides immitis y Coccidioides
posadasii. Las dos especies se diferencian por su distribucion geografica y su genotipo. C
immitis se localiza en el estado de California (EE.UU.), mientras que C. posadasii es

responsable de casi todos los casos registrados fuera de ese estado (Murray et al., 2009).

C. immitis se encuentra en el suelo, y la presencia de excrementos de murcié¢lago y
roedores favorece su proliferacion. La exposicion a los artroconidios infecciosos es mas
intensa a finales del verano y durante el otofio, épocas en las que prevalecen condiciones
de polvo. Los ciclos de sequia y precipitaciones potencian la dispersion del
microorganismo, ya que la lluvia intensa facilita el desarrollo del hongo en el suelo rico en
residuos de nitrégeno y la posterior sequia y vientos favorecen la formacion de particulas

portadoras de artroconidios.

La fase saprobia de C. immitis y C. posadasii se compone de hifas filamentosas tabicadas
que en su madurez se fragmentan en artroconidios cilindricos separados entre si por células
de separacion vacias. Estas artroconidios son muy hidrofobicos y originan particulas
transportadas facilmente transportadas por el aire. Su tamafo (3—-5 x 2-4 um) es lo
suficientemente pequefio para pasar a una porcion profunda de las vias respiratorias, con

frecuencia hasta los alveolos.

Las tasas de infeccion en las zonas de endemicidad oscilan entre un 16 y un 42 por ciento

hacia el comienzo de la edad adulta. La incidencia de la enfermedad se aproxima a 15
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casos por 100000 habitantes/afio en el area de endemicidad, afectando en mayor
proporcion a mayores de 65 afios (aprox. 36 por cada 100000 hab./afio) y a personas

infectadas por el VIH (aprox. 20 por 100000 hab./afio) (Murray et al., 2009).

C. immitis quizas constituya el patogeno micotico mas virulento en el ser humano. La
inhalacion de un pequefio numero de artroconidios produce una coccidioidomicosis
primaria, la cual puede consistir en una enfermedad pulmonar asintomatica (alrededor de
60 por ciento de pacientes) o un proceso seudogripal de resolucion espontanea que se

caracteriza por la presencia de fiebre, tos, dolor toracico y adelgazamiento.

En los pacientes con sintomatologia durante seis semanas o mas, la enfermedad evoluciona
hacia una coccidioidomicosis secundaria con nodulos, enfermedad cavitaria o enfermedad
pulmonar progresiva (5 por ciento de los casos), la diseminacion uni o multisistémica tiene
lugar en un 1 por ciento de esta poblacion. Como localizaciones extrapulmonares de la
infeccién se han descrito la piel, los tejidos blandos, los huesos, las articulaciones y las

meninges (Murray et al., 2009).

Histoplasmosis

La histoplasmosis se debe a la infeccion por dos variedades de Histoplasma capsulatum:
H. capsulatum var. capsulatum y H. capsulatum var. duboisii. La histoplasmosis producida
por la variedad capsulatum se localiza en las extensas regiones de los valles de los rios
Ohio y Mississippi en EE.UU., en México y en América Central y del Sur. La
histoplasmosis debida a la variedad duboisii, o histoplasmosis africana, se distribuye en las

zonas tropicales de Africa (como Gabon, Uganda y Kenia).

El habitat natural de la forma micelial de ambas variedades de H. capsulatum es el suelo
con un elevado contenido en nitrogeno, como el existente en 4reas contaminadas por
excrementos de ave o murcié¢lago. Los brotes de histoplasmosis se han asociado a la
exposicion a perchas de aves, cuevas, edificios deteriorados y proyectos de renovacion

urbana con actividades de excavacion y demolicion. Se cree que los brotes son
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consecuencia de la formacion de particulas aerosolizadas portadoras de macroconidios y
fragmentos miceliales a partir del suelo alterado y de su posterior inhalacion por parte de

los sujetos expuestos.

La via habitual de infeccion por ambas variedades de Histoplasma consiste en la
inhalacion de macroconidios, los cuales germinan para dar lugar a levaduras en el interior
del pulmoén, donde pueden permanecer localizadas o bien diseminarse por via hematogena

o linfatica (Murray et al., 2009).

La presentacion clinica de la histoplasmosis producida por H. capsulatum var. capsulatum
depende de la intensidad de la exposicién y el estado inmunologico del organismo
anfitrion. Un 90 por ciento de los sujetos sometidos a una exposicion leve presenta una
infeccion asintomatica. Sin embargo, la mayor parte de las personas muestra sintomas tras
su exposicion a un indculo de gran tamafo. La forma de resolucién espontdnea de la
histoplasmosis pulmonar aguda se caracteriza por un proceso seudogripal con fiebre,

escalofrios, cefalea, tos, mialgia y dolor toracico.

La histoplasmosis pulmonar progresiva puede seguir a la infeccion aguda en
aproximadamente uno a 100000 casos/afio. Los sintomas pulmonares cronicos se asocian a
la presencia de cavidades apicales y fibrosis, y son mas probables en los pacientes con una
enfermedad pulmonar subyacente. Por lo general, estas lesiones no remiten de forma
espontanea y la persistencia del microorganismo provoca un proceso progresivo de

destruccion y fibrosis desencadenado por la respuesta inmunitaria del anfitrion.

La histoplasmosis diseminada sigue a la infeccion aguda en uno de 2000 adultos y es
notablemente mas frecuente en los niflos y los inmunodeprimidos. La enfermedad
diseminada puede adquirir una evolucidon cronica, subaguda o aguda. La histoplasmosis
cronica diseminada y subaguda diseminada se caracterizan por el adelgazamiento y la
fatiga, acompafiada o no de fiebre. Es frecuente la presencia de ulceras bucales y
hepatoesplenomegalia. Sin embargo en la subaguda diseminada, la afectacion de la médula

Osea puede producir anemia, leucopenia y trombocitopenia, ademds se ven afectadas las
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glandulas adrenales, las valvulas cardiacas y el sistema nervioso central. En ausencia de
tratamiento, la histoplasmosis subaguda provoca la muerte del paciente en un plazo de dos

a veinticuatro meses.

La histoplasmosis diseminada aguda es un proceso fulminante que afecta con una
frecuencia mayor a los sujetos con una acusada inmunodepresion, como los aquejados de
SIDA, los receptores de un trasplante de o6rganos y los tratados con esteroides u otros
farmacos inmunodepresores. Puede cursar con un cuadro semejante al del shock
septicémico, con fiebre, hipotension, infiltrados pulmonares y disnea aguda. El paciente
puede presentar, igualmente ulceras y hemorragias bucales y gastrointestinales,
insuficiencia adrenal, meningitis o endocarditis. En ausencia de tratamiento, la
histoplasmosis diseminada aguda provoca la muerte en unos dias o semanas (Murray et al.,

2009).

A diferencia de lo que se observa en la histoplasmosis clésica, las lesiones pulmonares son
infrecuentes en la histoplasmosis africana, causada por H. capsulatum var. duboisii. La
forma localizada de histoplasmosis por esta variedad representa un proceso cronico

caracterizado por una linfadenopatia regional con lesiones cutdneas y dseas (Murray et al.,

2009).

Paracoccidioidomicosis

La paracoccidioidomicosis es una enfermedad endémica en Latinoamérica y representa la
principal micosis producida por un hongo patégeno dimoérfico en esta region, aunque es
mas prevalente en Sudamérica que en Centroamérica. Se le conoce también como
blastomicosis sudamericana. La incidencia mas alta corresponde a Brasil, seguida de
Colombia, Venezuela, Ecuador y Argentina. La ecologia de las zonas endémicas incluye
una humedad elevada, una vegetacion exuberante, temperaturas moderadas y suelo acido,
condiciones caracteristicas alrededor de los rios de la selva amazonica y en pequeios

bosques autdctonos de Uruguay.
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La infeccion es causada por Paracoccidioides brasiliensis mediante la inhalacion de sus
conidios al interior de los pulmones, después de lo cual el hongo puede diseminarse por via
hematdgena o linfatica a practicamente cualquier area del organismo. Una caracteristica
exclusiva de la paracoccidioidomicosis en comparacion con las otras micosis endémicas es
que las infecciones pulmonares primarias que posteriormente se diseminan suelen cursar

con lesiones mucosas de la boca, la nariz y, en algunos casos, el tubo digestivo.

La enfermedad sintomatica es poco frecuente en nifios y adolescentes. En los adultos, esta
se observa mds a menudo en hombres de edades comprendidas entre 30 y 50 afios. La
mayoria de los pacientes aquejados de enfermedad con manifestaciones clinicas reside en

zonas rurales y tiene un contacto directo con el suelo (Murray et al., 2009).

La paracoccidioidomicosis puede ser subclinica o progresiva con formas pulmonares
agudas o cronicas o bien formas diseminadas agudas, subagudas o crénicas de la
enfermedad. La mayor parte de las infecciones primarias remite espontdneamente; no
obstante, el microorganismo puede persistir en estado de latencia durante periodos
prolongados y reactivarse posteriormente para provocar la enfermedad con la alteracion de

las defensas inmunitarias.

En sujetos jovenes y en inmunodeprimidos se observa una forma diseminada subaguda,
donde el patdégeno se disemina a través de la sangre y da lugar a abundantes lesiones

cutdneas. Esta forma de la enfermedad no se asocia a lesiones pulmonares y mucosas.

La forma pulmonar cronica se caracteriza por la presencia de problemas respiratorios, los
cuales constituyen con frecuencia la inica manifestacion de la infeccion. La enfermedad
evoluciona lentamente a lo largo de meses o afios con una tos persistente, esputo purulento,
dolor torécico, adelgazamiento, disnea y fiebre. Las lesiones pulmonares son nodulares,

infiltrantes, fibrdticas y cavitarias.

A pesar de que un 25 por ciento de los afectados presenta solamente manifestaciones

pulmonares de la enfermedad, la infeccion puede diseminarse a localizaciones
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extrapulmonares en ausencia de diagnostico y tratamiento, como la piel, las mucosas, los
ganglios linfaticos, las glandulas adrenales, el higado, el bazo, el sistema nervioso central y

los huesos (Murray et al., 2009).

Peniciliosis por P. marneffei

La peniciliosis es una micosis producida por el hongo dimérfico Penicillium marneffei y se
registra principalmente en personas infectadas por el VIH en Tailandia y el sur de China,
constituyendo actualmente un indicador precoz de la infeccion por VIH en esa zona
geografica. A pesar de que la infeccion se ha descrito también en sujetos
inmunocompetentes, la gran mayoria de los casos referidos desde 1987 se ha dado en
pacientes con SIDA u otros individuos inmunodeprimidos que residian, o habian visitado

las zonas endémicas.

La peniciliosis por P. marneffei se debe a la inhalacion de conidios de P. marneffei
presentes en el medio ambiente por parte de un sujeto susceptible y el desarrollo de la
infeccion diseminada. Esta infeccion afecta al sistema fagocitico mononuclear. La
infeccion puede remedar la tuberculosis, la leishmaniasis, y otras infecciones oportunistas
relacionadas con el SIDA, como la histoplasmosis y la criptococosis. Los pacientes
presentan fiebre, tos, infiltrados pulmonares, linfadenopatia, organomegalia, anemia,

leucopenia y trombocitopenia (Murray et al., 2009).

b. Patogenos flingicos oportunistas

En la mayoria de los casos, estos patogenos fungicos pueden desarrollarse como
colonizadores benignos o bien en forma de sapréfitos ambientales que no suelen afectar a
los individuos sanos inmunocompetentes, los cuales se ven expuestos constantemente a las
formas infecciosas de varios de estos hongos presentes en la flora comensal normal
(endogenos) o en su entorno natural (exdgenos). Normalmente, las personas respiran entre
100-200 esporas por dia, que potencialmente pueden colonizar individuos susceptibles

como pacientes con inmunosupresion (Singh, 2005).
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Los patdgenos fiingicos oportunistas inicamente causan una infeccion grave en individuos
con alteraciones en las barreras protectoras de la piel y las membranas mucosas o bien
deficiencias del sistema inmunitario que les permiten atravesarlas y colonizar y
reproducirse en el anfitrion (Fischer y Dott, 2003; Murray et al., 2009). La diferencia en el
potencial patdégeno de estos microorganismos también puede deberse a ciertos factores
asociados a ellos, considerados ‘“factores de virulencia” que participan del proceso del
desarrollo de las enfermedades (Murray et al., 2009). Generalmente, los hongos de interés
en el ambiente y la higiene ocupacional son en su mayoria especies no patdgenas o

patogenas oportunistas (Flannigan, 1998).

Los agentes mejor conocidos que son causantes de las micosis oportunistas son Candida
albicans, Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus. La incidencia anual estimada
de micosis invasivas por estos tres patégenos en los EE.UU. comprende entre 72 y 290
infecciones por millon de personas en el caso de Candida, 30 a 66 por millon en el de C.
neoformans, y 12 a 34 por millon en el de Aspergillus. Junto a estos hongos, el listado cada
vez mas amplio de otros hongos patdogenos reviste una importancia en aumento,
encontrandose otras especies de Candida y Aspergillus, cigomicetos u hongos filamentosos
hialinos como Fusarium, Acremonium, Scedosporium, Scopulariopsis, Paecilomyces y
Trichoderma y diversos hongos dematidceos (Murray ef al., 2009). Anteriormente se creia
que muchos de estos hongos no eran patdgenos, pero en la actualidad se ha reconocido su

capacidad de producir micosis invasivas en pacientes inmunodeprimidos.

Candidiasis

Las especies pertenecientes al género Candida representan los patdgenos fungicos
oportunistas mas frecuentes. Las especies incluidas en este género constituyen la cuarta
causa mas frecuente de infecciones nosocomiales septicémicas (adquiridas en el hospital),
superando a cualquier patdogeno gramnegativo individual. Sélo un pequefio grupo se ha
implicado en infecciones clinicas con mayor frecuencia: C. albicans, C. glabrata, C

parapsilosis 'y C. tropicalis.
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Las especies del género Cdandida colonizan el ser humano y otros animales de sangre
caliente, por lo que se encuentran tanto en las personas como en los ambientes naturales. El
lugar primario de colonizacion es el tubo digestivo desde la cavidad bucal hasta el recto.
También se desarrollan como comensales en la vagina y la uretra, la piel y bajo las uiias
del pie y la mano. Se ha detectado la presencia de C. albicans, el principal agente
etiologico de enfermedad en el ser humano, en el aire, el agua y el suelo, ademas del

humano y los animales (Murray et al., 2009).

Ente las caracteristicas del microorganismo que podrian contribuir a su potencial patdégeno
se encuentran la capacidad de adhesion a tejidos, el dimorfismo levadura-micelio, la
hidrofobicidad de su superficie celular, la secrecion de proteinasas, y el cambio de fenotipo

(Murray et al., 2009).

La mayoria de los tipos de candidiasis representa una infeccion enddgena en la que la
microflora comensal aprovecha la oportunidad para producir una infeccion, para ello debe
existir alguna deficiencia en las barreras del anfitrion. El espectro de infecciones abarca
desde la enfermedad mucosa y cutdnea superficial hasta la diseminacion hematogena
extensa con afectacion de 6rganos diana como el higado, el bazo, el rifion, el corazon y el
cerebro. En este ultimo caso, la mortalidad atribuible de forma directa al proceso
infeccioso se acerca a un 50 por ciento (Murray et al., 2009). En el caso de las infecciones
cutdneas, €stas suelen localizarse en zonas en las que la superficie cutanea esta obstruida y

humeda (ej. ingle, axilas, espacios interdigitales de los pies, pliegues mamarios).

Criptococosis

La criptococosis es una micosis sistémica causada por el Basidiomiceto levaduriforme
encapsulado Cryptococcus neoformans. El hongo presenta una distribuciéon mundial y se
desarrolla como saprobio ubicuo del suelo, en especial de aquel enriquecido con
excrementos de paloma. C. neoformans tiene capacidad patdégena en las personas

inmunocompetentes, aunque actla mas a menudo como un patdgeno oportunista.
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Constituye la causa mas frecuente de meningitis micotica y tiende a afectar a pacientes con

una inmunidad celular deficiente.

En general, la criptococosis se adquiere por inhalacion de células de C. neoformans
transportadas por el aire a partir de focos ambientales. La posterior diseminacion desde los
pulmones, habitualmente al sistema nervioso central, produce una enfermedad clinica en
los sujetos susceptibles. La criptococosis cutanea primaria se debe a la inoculacion

transcutanea del patdogeno, aunque es poco frecuente (Murray et al., 2009).

Se distinguen cuatro serotipos (A, B, C y D) y tres variedades de C. neoformans: C.
neoformans var. grubii (serotipo A), C. neoformans var. neoformans (serotipo D) y C.
neoformans var. gatii (serotipos B y C). Las variedades neoformans y grubii tienen una
distribucion universal relacionada con suelo contaminado por excrementos de ave,
mientras que C. neoformans var. gatii se encuentra en climas tropicales y subtropicales en
asociacion con arboles del género Eucalyptus. Las tres variedades causan una enfermedad
semejante, aunque las infecciones por la variedad gatii tienden a afectar a sujetos
inmunocompetentes y se asocian a una mortalidad més baja, si bien sus secuelas
neuroldgicas son mas graves debido a la formacion de granulomas en el sistema nervioso

central (Murray et al., 2009).

Aspergilosis

Las especies del género Aspergillus son frecuentes en todo el mundo. Son saprobios
ubicuos en la naturaleza y pueden subsistir en el suelo, las plantas en maceta, la vegetacion

en descomposicion, y las obras de construccion (Murray et al., 2009).

La aspergilosis engloba un amplio abanico de enfermedades causadas por especies
pertenecientes al género Aspergillus. La inhalacion de conidios de Aspergillus por el ser
humano no suele producir manifestaciones clinicas, sin embargo puede provocar
reacciones alérgicas en los sujetos hipersensibilizados, como la aspergilosis
broncopulmonar alérgica, la rinitis alérgica, la sinusitis alérgica y la alveolitis alérgica
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extrinseca (Ponton y Cabaifies, 2000) o bien una destructiva enfermedad pulmonar invasiva

o diseminada en personas muy inmunodeprimidas.

La via primaria de infeccion en la aspergilosis es la inhalacion de conidios transportados
por el aire (2.3 a 3 um) lo cual afecta principalmente a los senos paranasales y las vias
respiratorias inferiores, siendo en los pulmones donde se asienta la enfermedad con mayor
frecuencia, aunque, segin Murray et al. (2009), el tubo digestivo también constituye la via
de entrada mas frecuente y relevante. También pueden invadir el oido externo y la piel
traumatizada. En las personas inmunocompetentes pueden actuar como un potente
alérgeno o colonizar bronquios o cavidades preexistentes (aspergiloma), donde luego se
desarrollan (Labarrere et al., 2003; Murray et al., 2009). Esto es particularmente
preocupante en el ambiente hospitalario, donde los niveles altos de conidios asociados con
obras de remodelacion o con conducciones de aire contaminadas, se han asociado con la

aparicion de brotes de aspergilosis nosocomial (Pontén y Cabafies, 2000).

Se han descrito alrededor de 19 especies de Aspergillus capaces de producir infeccion en el
ser humano, si bien la mayor parte de las infecciones se debe a A. fumigatus, A. flavus, A.
niger 'y A. terreus (Murray et al., 2009). A. nidulans (Emericella nidulans) también se ha
considerado responsable de infecciones invasivas (Abarca, 2001; Pontén et al., 2002;
Labarrere et al., 2003). De forma mucho mds esporadica, se han citado también otras
especies como A. candidus, A. clavatus, A. restrictus, A. sydowii y A. ustus entre otras

(Abarca, 2001).

La gran mayoria de los asmaticos muestran evidencias de sensibilizacion a especies de A.
flavus, A. niger'y A. terreus. El A. niger ha sido reportado como causante de infecciones en
la piel y pulmonares, y es una causa comin de infecciones fungicas en los ojos y oidos. El
A. terreus esta asociado con aspergilosis en los pulmones y aspergilosis diseminada, y
también ha sido encontrado en otomicosis, en infecciones en los ojos y en las ufias de los

dedos (Labarrere et al., 2003).
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Las formas de aspergilosis invasiva cubren un espectro que comprende desde una
enfermedad invasiva superficial en un paciente con inmunosupresion leve (ej. tratamiento
con esteroides a dosis bajas, enfermedad vascular del coldgeno o diabetes) a una forma
destructiva de aspergilosis pulmonar con invasion local. La aspergilosis pulmonar invasiva
(API) y la aspergilosis diseminada son dos infecciones devastadoras que afectan a
pacientes neutropénicos (bajo numero de neutrofilos) e inmunodeprimidos. Los pacientes
presentan fiebre e infiltrados pulmonares que, con frecuencia, se acompanian de dolor
tordcico pleuritico y hemoptisis. A pesar de la administracion de un tratamiento
antifingico especifico, la mortalidad de esta infeccion es notablemente alta y suele superar
el 70 por ciento (Pontdn y Cabaiies, 2000; Murray et al., 2009, Labarrere et al., 2003). La
diseminacion hematoégena de la infeccion a localizaciones extrapulmonares es frecuente
como consecuencia de la naturaleza angioinvasiva del hongo. Los lugares afectados con
mayor frecuencia son el cerebro el corazon, los rifiones, el tubo digestivo, el higado y el

bazo (Murray et al., 2009).

La aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) es una enfermedad pulmonar que es
causada por A. fumigatus al colonizar las vias respiratorias inferiores. Las esporas son
inhaladas y retenidas en el tracto respiratorio, donde se desarrollan. Posteriormente
germinan para formar el micelio y producen la liberacidon continua de antigenos y
micotoxinas al interior de las vias respiratorias, lo que puede derivar en el dafio de las
paredes bronquiales y en el tejido pulmonar circundante (Day y Ellis, 2002; Labarrere et

al., 2003).

Las manifestaciones alérgicas de la aspergilosis conforman un espectro de presentaciones
basadas en el grado de hipersensibilidad a los antigenos de Aspergillus. En la forma
broncopulmonar pueden aparecer asma, infiltrados pulmonares, eosinofilia periférica,
elevacion de las concentraciones séricas de inmunoglobulina E e indicios de
hipersensibilidad a los antigenos de Aspergillus (prueba cutdnea) (Day y Ellis, 2002;
Murray et al., 2009). En la sinusitis alérgica, los indicios analiticos de hipersensibilidad se
acompafian de sintomas en las vias respiratorias superiores de obstruccion nasal, rinorrea,

cefaleas y dolor facial (Murray et al., 2009).
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Cigomicosis

El término cigomicosis se refiere a un conjunto de entidades producidas por hongos
pertenecientes a la clase de los Zygomicetos. Los principales patdgenos humanos de esta
clase ese incluyen en dos 6rdenes: los Mucorales y los Entomophthorales. Dentro del orden
Mucorales, se tienen géneros patdgenos como Rhizopus y Mucor. Las infecciones por
cigomicetos son infrecuentes y su incidencia es de 1.7 infecciones por millon de personas
en EE.UU. Por desgracia, cuando se producen, las infecciones por estos patogenos suelen
ser agudas y de progresion rapida, y las tasas de mortalidad oscilan entre un 70 y un 100

por ciento (Murray et al., 2009).

La cigomicosis es una enfermedad esporadica de distribucion universal. Rhizopus arrhizus
es la causa mas frecuente de cigomicosis en el ser humano y suele producirse en pacientes
inmunodeprimidos. Los microorganismos son ubicuos en el suelo y la vegetacion en
proceso de descomposicion, y la infeccion se adquiere por inhalacidon, ingestion o
contaminacion de heridas por esporangiosporas presentes en el entorno. La diseminacion
nosocomial de los cigomicetos puede tener lugar a través de sistemas de aire

acondicionado, en especial durante el proceso de construccion (Murray et al., 2009).

Se distinguen varias formas clinicas de cigomicosis producida por hongos pertenecientes al
orden Mucorales. La cigomicosis rinocerebral es una infeccion invasiva aguda de la
cavidad nasal, los senos paranasales y las orbitas que afecta a las estructuras faciales y se
disemina hacia el sistema nervioso central con afectaciéon de las meninges y el cerebro
(Labarrere et al., 2003; Murray et al., 2009). En la cigomicosis pulmonar se presentan
lesiones pulmonares de tipo infarto como consecuencia de la invasion por las hifas y
posterior trombosis de los grandes vasos pulmonares. La cigomicosis cutdnea se desarrolla
como consecuencia de un traumatismo, la aplicacion de vendajes quirtirgicos o la
colonizacion de quemaduras. La infeccion puede ser superficial o bien extenderse con

rapidez hacia los tejidos subcutaneos (Murray ef al., 2009).
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Hialohifomicosis

Los hialohifomicetos u hongos miceliales hialinos (hongos no pigmentados) producen las
hialohifomicosis. Entre los géneros involucrados se encuentran Fusarium, Trichoderma y
Paecilomyces Estos microorganismos tienden a producir infecciones en pacientes
neutropénicos, suelen aparecer diseminados en la naturaleza y son casi siempre mortales en
ausencia de reconstitucion inmunitaria. Aunque estas infecciones son relativamente
infrecuentes, su incidencia parece ser cada vez mayor. Se cree que la mayor parte de las
infecciones diseminadas se adquiere como consecuencia de la inhalacion de esporas o bien

por la progresion de lesiones cutaneas localizadas.

Las especies incluidas en el género Fusarium constituyen una causa cada vez mas
frecuente de infeccion diseminada en los sujetos inmunodeprimidos. Fusarium es también
una importante causa de queratitis por hongos, sobre todo en usuarios de lentes de contacto
y también estd involucrado en infecciones de la piel y las ufias (Labarrere et al., 2003). Las
especies aisladas mas a menudo a partir de muestras clinicas son F. moniliforme, F. solani

y F. oxysporum (Murray et al., 2009).

Aunque de forma infrecuente, las especies del género Paecilomyces pueden originar una
enfermedad invasiva en receptores de un trasplante de organo solido y progenitores
hematopoyéticos, sujetos con SIDA y otros inmunodeprimidos (Summerbell, 2002). A
menudo, la via de entrada corresponde a grietas cutdneas o catéteres intravasculares; es
frecuente la diseminacion de la infeccion, la cual podria verse favorecida por la
conidiacion adventicia. Las dos especies mds frecuentes son Paecilomyces lilacinus y

Paecilomyces variotii.

Las especies pertenecientes al género Trichoderma constituyen un buen ejemplo de un
hongo catalogado previamente como no patdégeno que se ha convertido en un destacado
patdégeno oportunista en sujetos inmunodeprimidos y pacientes sometidos a dialisis

peritoneal (Murray ef al., 2009).
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Feohifomicosis

La feohifomicosis se define como una infeccion tisular producida por hongos miceliales
dematiaceos (pigmentados), levaduras o ambos. Las infecciones por hongos dematiaceos
constituyen un grupo significativo de micosis oportunistas de relevancia cada vez mayor y
pueden adoptar la forma de enfermedad diseminada o bien localizarse en el pulmon, los
senos paranasales o el sistema nervioso central. Entre los géneros capaces de infectar al ser

humano se encuentran Alternaria, Cladosporium y Curvularia (Murray et al., 2009).

Las especies pertenecientes al género Alternaria son una causa destacada de sinusitis
paranasal tanto en sujetos sanos como en inmunodeprimidos. Otras localizaciones de la
infeccion son la piel y los tejidos bandos, la cornea, las vias respiratorias inferiores y el
peritoneo. Alternaria alternata es el patdogeno de este género mejor conocido en el ser

humano.

Las especies incluidas en el género Cladosporium suelen originar infecciones cutaneas
superficiales, aunque también pueden causar infecciones profundas. Pueden intervenir en
ciertos procesos micoticos pulmonares, producir cromoblastomicosis en climas calidos y

lesiones neurotropicas (Mediavilla et al., 1998; Ponton et al., 2002).

Los hongos del género Curvularia son ubicuos en el suelo y se han implicado en
infecciones diseminadas y locales. La infeccion se puede localizar en el endocardio, el
punto de introduccion de un catéter, el tabique nasal y los senos paranasales, las vias
respiratorias inferiores, la piel y los tejidos subcutaneos, los huesos y la cornea. Algunas
especies que con frecuencia producen infeccion en el ser humano son C. geniculata, C.

lunata, C. pallescens 'y C. senegalensis.
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2.7.2. ALERGIAS

Una alergia puede definirse como la respuesta adversa a un antigeno especifico mediada
por una reaccion inmunologica. Puede tomar diversas formas, pero la manifestacion clinica
mas comun de una reaccion alérgica a los hongos estd mediada por la inmunoglobulina E
(IgE), representada en los sintomas de la rinitis, conjuntivitis y asma bronquial, las cuales

son las enfermedades mas frecuentes (Flannigan, 1998; Bartra, 2003; Day y Ellis, 2002).

Los hongos, tanto las esporas fingicas como las levaduras, constituyen una importante
fuente de alérgenos en el desarrollo de la patologia alérgica. Un gran nimero de hongos
han sido identificados en la literatura médica que estan implicados en enfermedades
alérgicas. Entre ellos con mayor frecuencia se encuentran los hongos anamorfos,
incluyendo especies de los géneros Alternaria, Cladosporium y Aspergillus, asi como
Candida albicans, Penicillium spp., Stachybotrys spp. y miembros de los Basidiomicetos,

Zygomicetos y Ascomicetos (Horner et al., 1995; Latgé, 1999; Day y Ellis, 2002).

Estas esporas son causantes de reacciones de hipersensibilidad que puede ser: inmediata o
alergia tipo I que afecta al aparato respiratorio superior causando irritacion de ojos, rinitis y
asma, sintomas que aparecen minutos después de la exposicion, producida por particulas
de 30 um como las esporas de Puccinia, Alternaria y Cladosporium y retardada o alergia
de tipo III, que ocurre entre cuatro a ocho horas luego de la exposicion y que afecta al
aparato respiratorio inferior produciendo alveolitis y neumonitis, debido a particulas
menores de 5 um, principalmente esporas de Aspergillus y Penicillium (Wanner y
Gravesen, 1993; De La Rosa et al., 2002; Singh 2005; Jarvis y Miller, 2005). En la Tabla
17 se muestran algunos de los hongos presentes en el aire interior citados con mayor

frecuencia como causa de rinitis y asma.
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Tabla 17: Ejemplos de tipos de hongos en el aire
interior que pueden causar rinitis o asma.

Alternaria Penicillium
Aspergillus Rhizopus
Cladosporium Rhodotorula/Sporobolomyces
Eurotium Serpula
Fusarium Stachybotrys
Geotrichum Stemphylium/Ulocladium
Mucor Wallemia

FUENTE: Flannigan (1998).

Los hongos de interior tienen un papel protagonista en el desarrollo de alergia puesto que
un habitat con unas caracteristicas determinadas puede favorecer la presencia de esporas
fungicas en una elevada concentracion (superior a la atmosférica) que inducen una
sensibilizacion (Bartra, 2003). Vivir o trabajar en edificios que presentan humedades,
puede aumentar el riesgo de sufrir alergias (Bornehag et al., 2001), debido a que los

hongos crecen en superficies himedas en forma de placas de moho (Flannigan, 1998).

Los pacientes alérgicos con frecuencia muestran reacciones positivas multiples a diferentes
extractos fungicos. Sin embargo, aun no se tiene claro si estos pacientes poseen
sensibilidad independiente a cada hongo o si son sensibles a las reacciones cruzadas de

alérgenos producidos por varios hongos a la vez (Verhoeff'y Burge, 1997).

a. Rinitis

La rinitis se presenta como una irritacion o inflamacion de la membrana mucosa en la nariz
que conlleva descargas, estornudos y congestion nasal. Las esporas fiingicas son una causa
importante de alergias debido a su amplia distribucion, debido a que estas particulas son
mucho mdas pequeas que el polen y son facilmente inhaladas y absorbidas. Esta

enfermedad puede ser alérgica y no alérgica. La rinitis alérgica causada por hongos puede
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ser estacional, como la causada por especies de ambientes exteriores, y perenne, causada
por hongos de ambientes interiores y algunas especies de hongos de exteriores (Day y

Ellis, 2002; INSHT, 2008).

Con frecuencia, los pacientes que presentaban sintomas de rinitis alérgica presuntamente
asociados a exposiciones a sustancias en el lugar de trabajo, eran en realidad alérgicos a los
hongos ya que la contaminacion del ambiente causada por los ultimos era el real
desencadenante de sus sintomas. Por ejemplo, una investigacion con trabajadores de
fabricas de muebles que tenian sintomas de hipersensibilidad nasal demostr6 que éstos
tenian una mayor incidencia de sensibilidad a los hongos aislados de sus lugares de trabajo

que al polvillo producido en sus lugares de trabajo (Day y Ellis, 2002).

En un amplio estudio de 3371 pacientes, 25 por ciento que tenian un diagnostico de rinitis
y 27 por ciento que tenian un diagndstico combinado de asma y rinitis alérgica fueron
sensibilizados a hongos. Las exposiciones a Alternaria, Penicillium, Cladosporium,
Aspergillus, Helminthosporium, Fusarium, Mucor, Rhizopus y Candida han sido

implicados en rinitis alérgica en diversos grados (Day y Ellis, 2002).

b. Asma

El asma es una obstruccion reversible de las vias aéreas que se caracteriza por inflamacion
e hiperirritabilidad de las mucosas bronquiales y cambios marcados en el volumen
pulmonar y las tasas de flujo espiratorio. Las reacciones asmaticas pueden ser inmediatas,
tardias o duales. Clinicamente, el asma suele presentarse con disnea (falta de aire), silbido

en el pecho y tos (Day y Ellis, 2002; INSHT, 2008).

Se ha sugerido que debido a que las esporas fungicas son mucho mds pequenias que los
granos de polen, son mas propensas a depositarse en los bronquiolos y por ende inducir
con mas facilidad los sintomas del asma. Ademas, la severidad de los sintomas del asma se
ha relacionado con la concentracion de esporas flngicas en el exterior y existe evidencia

que sugiere que los pacientes sensibilizados a hongos tienen un riesgo mayor de desarrollar
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asma, y las personas asmaticas incrementan su sensibilidad a aquellos con el transcurrir del

tiempo (Day y Ellis, 2002; Bartra, 2003).

Alternaria alternata es uno de los hongos con mas distribucion en el mundo y que es capaz
de inducir reacciones alérgicas a muy bajas concentraciones en individuos sensibilizados.
Se estima que un 70 por ciento de los pacientes alérgicos a antigenos fingicos tiene
pruebas cutaneas positivas con Alternaria alternata (Ponton et al., 2002; Day y Ellis,
2002). La exposicion a las esporas en aquellos individuos esta asociada con episodios

severos de asma (Ponton et al., 2002).

El género Fusarium ha sido asociado a diferentes alergias como asma, enfermedad
broncoalveolar alérgica y rinitis perenne. En los pacientes con asma, se ha observado

reactividad cutanea a Fusarium culmorum (Pontén et al., 2002, Labarrere et al., 2003).

Cladosporium es considerado uno de los mas importantes aeroalérgenos por su abundancia
en la atmodsfera, alcanzando concentraciones muy altas en ambientes interiores como en
exteriores (Ponton et al., 2002). Una de sus especies (Cladosporium herbarum) ha sido

reportada como la principal causa de alergia y asma (Labarrere et al., 2003)

Entre las especies patogenas del género Penicillium se encuentran P. chrysogenum, P.
brevicompactum y P. glabrum (Ponton et al., 2002). Segln la especie, puede encontrase
colonizando las vias respiratorias de pacientes con alergias respiratorias, causar neumonitis
por hipersensibilidad y alveolitis alérgica en individuos susceptibles y producir reactividad
cutanea. También es una causa comin de asma extrinseca. Los sintomas agudos incluyen
edema y broncoespasmos, los casos cronicos pueden desarrollar enfisema pulmonar

(Flannigan, 1992; Labarrere et al., 2003).

A menudo se ha observado coexistencia entre la rinitis y el asma (INSHT, 2008), incluso
las especies fungicas implicadas en el asma son similares a las asociadas con la rinitis

alérgica, donde Alternaria tiene la mayor correlacion (Day y Ellis, 2002).
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c. Dermatitis alérgica

La dermatitis alérgica debida a hongos es mucho menos frecuente que la rinitis o el asma,
y se desarrolla en una minoria de sujetos. Es un tipo de reaccidn que requiere la
participacion activa del sistema inmunitario y concentraciones muy bajas del agente
alergénico. En ella se ha implicado a organismos como Alternaria, Aspergillus y

Cladosporium (Flannigan, 1998).

La dermatitis de contacto puede ser aguda, subaguda o cronica. En la fase aguda, las
lesiones aparecen con rapidez y se presentan al principio como placas urticariformes
pruriginosas, eritematosas y edematosas. En cuestion de horas, estas placas se agrupan y
presentan vesiculas pequefias que pueden aumentar de tamafio o coalescer para formar
ampollas. Cuando se rompen, exudan un liquido viscoso de color &mbar. El dorso de las
manos y la parte interna de las muiiecas y los antebrazos son los puntos afectados con mas
frecuencia, aunque la dermatitis de contacto puede aparecer en cualquier punto de la piel.
La mayoria de las dermatosis alérgicas profesionales pueden clasificarse como dermatitis

de contacto eccematosas agudas.

El edema y la vesiculacion son menos marcados en la dermatitis subaguda, que se
caracteriza por la aparicion de eritema, vesiculacion, descamacion cutanea, exudacion de

liquido moderada y formacidn de costras amarillentas.

En la fase cronica, la vesiculacion y la exudacion se sustituyen por un aumento de la
descamacion, engrosamiento de la epidermis, que adquiere una coloracion grisacea y un
aspecto arrugado (liquenificacién), y aparicién de fisuras profundas dolorosas sobre las
zonas de movimiento o traumatismos. Al cabo de varios afios de dermatitis persistente

puede desarrollarse un linfedema de larga duracion (Sasseville, 1998).

El eczema atopico es una erupcion cutdnea pruriginosa cronica y recurrente, de expresion
variable en individuos genéticamente predispuestos. Suele ocurrir en la infancia. En
algunos casos suele agravarse por los aerosoles de origen bioldogico. La urticaria es una
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erupcion cutdnea pruriginosa aguda o cronica con presencia de habones e hinchazon de
tamafio variable. Tiene causas alérgicas y no alérgicas, y también pueden causarse por los

bioaerosoles.

Se han reportado casos de eczema debido a Penicillium y Cladosporium, y la alfa amilasa
fungica ha sido identificada como causante de dermatitis de contacto en panaderos y
urticaria. Se ha sugerido que Candida albicans es un factor en la urticaria cronica con una

duracion mayor a seis semanas (Day y Ellis, 2002).

d. Neumonitis por hipersensibilidad

La alveolitis alérgica extrinseca, también conocida como neumonitis por hipersensibilidad
(NH) es un sindrome causado por la inhalacion repetida de un amplio espectro de polvos
orgdnicos o quimicos, los cuales causan una respuesta inflamatoria mediada
inmunologicamente en los alveolos y bronquiolos, frecuentemente acompafiados por

sintomas sistémicos (Day y Ellis, 2002; Rey y Cefia, 2006).

La expresion de la NH depende de diversos factores, que incluyen la respuesta
inmunolédgica del hospedero, la intensidad de la exposicion y la antigenicidad del polvo
bioldgico inhalado. La NH esta mediada tanto por células e inmunoglobulina G (IgG), sin
embargo algunas condiciones fingicas tienen relaciones inmunologicas aun mas complejas
que aun no se conocen con exactitud. Los microorganismos capaces de producir respuestas
de hipersensibilidad en humanos estan representadas mayormente por los hongos (Day y

Ellis, 2002).

En el caso de los hongos, las reacciones ocurren no solamente debido a las esporas y
micelios fingicos, sino también a las micotoxinas que se producen como metabolitos
secundarios, a los compuestos orgéanicos volatiles (COV) emitidos por los hongos en su
crecimiento, las enzimas y el (1—3)-B-D-glucano, que es componente de la pared celular

(Lacey y Dutkiewicz, 1994; Day y Ellis, 2002).
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La NH es caracteristicamente una enfermedad ocupacional y los nombres que se le dan a
las diferentes formas de la enfermedad suelen reflejar el ambiente donde ésta ocurre o la
fuente de donde proviene el bioaerosol y el principal agente antigénico causante. (Lacey y
Dutkiewicz, 1994; Day y Ellis, 2002; INSHT, 2008). El “pulmén del granjero” es el
ejemplo mas estudiado de una alveolitis alérgica, causada por la contaminacion del heno,
del compostaje o del ensilaje por actinomicetos termoéfilos (bacterias Gram positivas). La
bagazosis también es causada por este tipo de organismos. En cambio, enfermedades como
la suberosis, el “pulmén del lavador de queso™ y el “pulmon del trabajador de la malta” son
causados por hongos (Lacey y Dutkiewicz, 1994). En la Tabla 18 se dan algunos ejemplos

de estas enfermedades.

Tabla 18: Principales antigenos o agentes fungicos en los aerosoles provenientes de
materiales asociados a neumonitis por hipersensibilidad.

Enfermedad Fuente del aerosol Principal antigeno/agente
Pulmoén del trabajador de la malta Malta mohosa Aspergillus clavatus
Sequoiosis Polvo mohoso de la madera Aureobasidium pullulans
Suberosis Polvo mohoso del corcho Penicillium frequentans (P.
glabrum)
Pulmon de los lavadores de queso Moho del queso Penicillium casei
Neumonitis de verano Polvo del hogar Trichosporon spp.
.. o Sistemas de ventilacion .
Neumonitis por ventilacion . Hongos varios
contaminados

FUENTE: Day y Ellis (2002).

La presentacion clinica de la NH puede variar y es afectada por la duracion y la naturaleza
de la exposicion. Se han identificado tres formas: aguda, subaguda y crénica. En la forma
aguda se incluyen sintomas como dolor de cabeza, artralgia, malestar, fiebre, letargia,
escalofrios, tos y disnea. Los pacientes experimentan estos sintomas entre 4—6 h después

de la exposicion, los cuales desaparecen al cabo de 18—48 h.
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En la forma subaguda, los sintomas tienden a aparecer semanas después y se caracterizan
por tos y disnea. La ocurrencia de taquipnea (respiracion rdpida), taquicardia, fiebre y
crepitantes bibasales evidencian exacerbaciones agudas. Las pruebas de funciéon pulmonar
usualmente revelan un defecto restrictivo, compliancia disminuida y capacidad de difusion

disminuida.

La forma cronica es caracterizada por sintomas progresivos con posibles periodos agudos
intermitentes, donde se recomienda evitar el antigeno causante de la enfermedad por un
tiempo prolongado. Los hallazgos fisicos son compatibles con los observados en la forma

subaguda. Los rayos X evidencian fibrosis pulmonar intersticial (Day y Ellis, 2002).

Una caracteristica de la etiologia de las enfermedades causadas por los hongos es la
exposicion repetida a grandes concentraciones de esporas, mayormente de 1-5 um de
diametro. Las concentraciones suelen exceder de 10° esporas/m’ de aire, y se ha sugerido
que una concentracion minima de 10 esporas/m’ es la causante de sintomas agudos. Los
sintomas agudos han sido asociados a exposiciones diarias de 10° esporas/m’ por varias
semanas y de 10" esporas/m3 en un solo dia, correspondiente a una concentracion de 10°
esporas/m’. El desarrollo de la alveolitis alérgica cronica, sin la presencia de sintomas
agudos, puede ser consecuencia de exposiciones prolongadas a concentraciones mas

pequenas de esporas (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

e. Sinusitis fliingica alérgica

La sinusitis fungica alérgica (SFA) es una manifestacion clinica que ocurre en el 7 por
ciento de pacientes con sinusitis cronica, los cuales presentan atopia y sinusitis cronica no
controlada y poliposis nasal. Los pacientes suelen ser jovenes e inmunocompetentes. Entre
los sintomas que presentan esta enfermedad se incluyen asma, rinitis alérgica, eosinofilia y
concentraciones altas de IgE total y especifica para hongos. Es posible que la SFA
represente una reaccion de hipersensibilidad a hongos mediada por IgE similar a la

aspergilosis broncopulmonar alérgica (Day y Ellis, 2002).
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Los agentes etiologicos mads comunes asociados con la SFA son los hongos dematiaceos,
que incluyen a Curvularia, Bipolaris y Pseudallescheria, y los hongos no dematidceos

como Aspergillus, Fusarium y Penicillium.

El criterio para el diagndstico de la SFA consiste en la confirmacion radiologica de
sinusitis, la demostracion de hifas fingicas en la mucina, la ausencia de invasion fingica
en la submucosa, vasos sanguineos o huesos y la ausencia de diabetes, inmunodeficiencia o
tratamiento con drogas inmunosupresoras. La SFA no es una enfermedad invasiva, sin
embargo a pesar que su prondstico a corto plazo sea favorable, parece ser una enfermedad

cronica y recurrente en el tiempo después de su tratamiento (Day y Ellis, 2002).

2.7.3. ENFERMEDADES OCUPACIONALES CAUSADAS POR HONGOS
AMBIENTALES

Dependiendo de su composicion, la reactividad inmunoldgica de cada trabajador expuesto
y de las circunstancias de la exposicion, los bioaerosoles pueden causar una variedad de
enfermedades ocupacionales, algunas veces mediante infeccion, pero mayormente suelen
ser no infecciosas. Estas enfermedades no infecciosas, que pueden resultar de las
propiedades alergénicas o inmunotoxicas de los agentes bioldgicos, han sido reconocidas
en diferentes situaciones. Estos bioaerosoles son producidos en diferentes actividades
laborales. Se originan con frecuencia en la agricultura, tanto durante la cosecha como en el
almacenamiento de los cultivos, también en las actividades ganaderas e incluso en otras
industrias como en el procesamiento del algodén y el corcho. Recientemente han aparecido
nuevas fuentes de bioaerosoles debido a la introduccion de la biotecnologia, con la
utilizacion de varios microorganismos para producir nuevos fairmacos, enzimas y sustitutos

alimenticios (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

Se producen bioaerosoles de composicion compleja tanto en la manipulacion de suelos y
los cultivos durante diferentes etapas en las labores agricolas. Generalmente representan
poco peligro para los trabajadores, pero en algunas situaciones son un riesgo de infeccion,

alergia u otros efectos a la salud. Histoplasma capsulatum es un hongo que causa
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infecciones en los granjeros y agricultores debido a su ocurrencia en suelo enriquecido con

materia fecal alrededor de los gallineros y en silos habitados por palomas.

También se producen bioaerosoles en la cosecha y el henificado, principalmente
compuesto por hongos que crecen en la superficie de las plantas vivas o senescentes. Las
esporas de algunos patogenos del trigo, como la roya (Puccinia graminis) y los carbones
comunes (Ustilago y Tilletia spp.) tienen el potencial de causar rinitis, asma y conjuntivitis
en agricultores, molineros, trabajadores de graneros y otros afines (Lacey y Dutkiewicz,

1994).

El enmohecimiento del heno y los cereales durante su almacenamiento puede producir
mucho polvo al ser manipulados, y la composicion fungica de ese polvo depende de las
condiciones de almacenamiento. Diferentes componentes pueden causar irritacion de las
membranas mucosas, bronquitis, asma, alveolitis alérgica extrinseca. Varias de las especies
fungicas encontradas en el heno y en los granos han sido implicados en la produccion de
asma y alveolitis alérgica, como A. fumigatus, el cual también es comin en el compostaje

de residuos municipales (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

La prevalencia excesiva de los canceres en los trabajadores de los molinos de pienso que
procesan maiz y mani ha sido atribuido a la accion de las micotoxinas. Las aflatoxinas han
sido detectadas en el aire cuando se manipula maiz, semilla de lino y mani infectado con
Aspergillus flavus. En un molino holandés, se detectaron once canceres en 55 trabajadores,
la mayoria afectando el tracto respiratorio, debido a la inhalaciéon de 0.04-2.5 pg de
aflatoxinas por kilogramo de masa corporal en 45 horas de trabajo en una semana (Lacey y

Dutkiewicz, 1994).

Los desordenes respiratorios en los granjeros avicolas y en los trabajadores de las plantas
procesadoras avicolas resultan de la inhalacion de aerosoles originados del epitelio, plumas
y heces de aves. Se ha reportado aspergilosis pulmonar causado por Aspergillus flavus,
hongo que fue aislado de la comida, desperdicios de las aves y muestras del aire (Lacey y

Dutkiewicz, 1994).

105



Entre los hongos mas encontrados en las fabricas de algodon se incluyen Penicillium,
Aspergillus spp. (especialmente A. niger), Cladosporium , Fusarium, Mucor y Rhizopus.
La composicion de las especies sugiere que la mayoria de estos hongos se originan en el

campo y no por el deterioro durante el almacenamiento (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

La madera y los subproductos en aserraderos, plantas de generacion eléctrica y en los
talleres de carpinteria producen muchos bioaerosoles. Los tipos de hongos involucrados
difieren con el origen de la madera y el ambiente donde se almacena. La exposicion a
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis ha sido reconocida como una causa
significativa de alveolitis asociada al corte y clasificacion de tablas de madera mohosa en
los aserraderos y la manipulacion de virutas de madera para el uso como combustible en
Escandinavia. También se han dado casos de alveolitis alérgica causadas por Penicillium

spp. debido a la exposicion al polvo de la madera (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

El pulmon del trabajador de la malta estd asociado con exposiciones intensas a esporas
fangicas de Aspergillus clavatus, A. fumigatus 'y Rhizopus spp. cuando se realiza el volteo
de los granos de cebada no completamente germinada en el proceso de malteado (Lacey y
Dutkiewicz, 1994). El tamafio de las conidiosporas elipticas de 4. clavatus (3.0-4.5 x 2.3-
4.5 um) le permiten alcanzar y provocar una reaccion a nivel alveolar, ademéas sus paredes

son particularmente ricas en alérgenos (Hodgson y Flannigan, 2002).

En la industria del tabaco se han reportado algunos sintomas de enfermedades respiratorias
como asma y bronquitis luego de exposiciones a largo plazo, y los casos de alveolitis

alérgica se han asociado a Aspergillus fumigatus (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

En la manipulacion y procesamiento del corcho, Penicillium glabrum (P. frequentans) es
liberado en grandes cantidades provocando suberosis, debido a que los bloques de corcho
son sumergidos en balas, dentro de tinas con agua hirviendo por horas antes de ser
almacenadas por varios dias en almacenes pequefios y humedos, favoreciendo el

crecimiento fingico. En estos almacenes, las concentraciones pueden llegar hasta 9x10’
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esporas/m’ de aire, y hasta 10°~10" esporas/m’ aire al interior de la fabrica (Lacey y

Dutkiewicz, 1994).

El asma del panadero es una enfermedad ocupacional muy conocida, sin embargo su
etiologia es poco comprendida. Se ha observado hipersensibilidad pulmonar por Alternaria
y Aspergillus, los cuales estaban presentes en el aire interior de las panaderias. Sin
embargo, Saccharomyces cerevisiae, componente principal en la levadura, produce una
enolasa de 52 kDa, una enzima que a su vez es un alérgeno fungico potente con el cual se
ha encontrado respuesta de la inmunoglobulina E (IgE) en panaderos asmaticos. La alfa
amilasa, la cual es utilizada como aditivo en la harina, es una enzima de origen fingico
(Aspergillus oryzae) y también se le ha reconocido como un alérgeno ocupacional en esta

enfermedad (Lacey y Dutkiewicz, 1994; Day y Ellis, 2002).

Las enfermedades de los trabajadores en las fabricas de queso se deben principalmente a
Penicillium, el cual es causante de asma (P. camembertii) y alveolitis alérgica (P. casei)

(Lacey y Dutkiewicz, 1994).

En la produccion de acido citrico mediante el cultivo en superficie de Aspergillus niger, se
ha reportado alveolitis alérgica provocada no solamente por ese hongo, sino también por
los hongos contaminantes Aspergillus y Penicillium spp. El asma es causado en la industria
de la produccion de enzimas por Aspergillus flavus y A. awamori, y en la produccion de

proteina alimentaria por Candida tropicalis (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

Los ingenieros de construccion y minas han estado entre los grandes grupos de
trabajadores infectados por Coccidioides immitis en California. También muchos casos de
coccidioidomicosis se han presentado entre arquedlogos, antropdlogos, paleontélogos y

zoodlogos durante su trabajo en regiones endémicas (Lacey y Dutkiewicz, 1994).

Los bibliotecarios, archivistas y restauradores de arte pueden estar expuestos a los
aerosoles de hongos alergénicos o toxigénicos que crecen en libros hiumedos, pinturas,
esculturas y otros objetos (Lacey y Dutkiewicz, 1994).
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2.7.4. PREVALENCIA DE ALGUNAS ENFERMEDADES RELACIONADAS A
LOS HONGOS AMBIENTALES

Se han realizado estudios epidemioldgicos a nivel nacional e internacional mayormente en
nifios, especialmente en el caso del asma, debido a que es la enfermedad respiratoria
cronica mas frecuente en pediatria en muchas regiones en el mundo, incluyendo a los
paises en vias de desarrollo, lo cual representa un problema serio de salud publica con alta
morbilidad y carga econémica. Entre las otras afecciones alérgicas, la rinitis alérgica en la
ultima década también se ha convertido en un problema de salud publica importante,
debido a su alta prevalencia, su impacto negativo en la calidad de vida y su comorbilidad

asociada (Padilla et al., 2013).

El Estudio Internacional de Asma y Alergia en la Infancia (ISAAC, por sus siglas en
inglés) es el estudio mas relevante hecho en Latinoamérica. Es un proyecto mundial de
investigacion sobre la prevalencia y factores de riesgo asociados a asma y enfermedades

alérgicas en la infancia (Lezana ef al., 2006).

La primera fase del estudio ISAAC (Fase I) utilizd cuestionarios para obtener datos
comparativos de prevalencia y severidad de asma, rinitis o rinoconjuntivitis y eczema en
nifios de 6-7 y 13-14 afios de edad. En esta fase participaron alrededor de 700000 nifios en
total, provenientes de 56 paises (Asher et al., 2006).

La tercera fase del estudio ISAAC (Fase III), la cual fue una repeticion del estudio de la
Fase I, se desarrolld de cinco a 10 afos después. A nivel mundial, esta fase estudid
aproximadamente 400000 nifios en la edad de 67 afos y 800000 adolescentes de 13—14
afios de edad (Chong Neto ef al., 2012). En Latinoamérica se estudiaron en cinco paises
(Brasil, Chile, Costa Rica, México y Panamd) 21112 nifios en el grupo de 6-7 afos,
mientras que para el grupo de 13-14 afios se estudiaron 44550 adolescentes en nueve paises
(Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, México, Panama, Paraguay, Peru y Uruguay) (Asher
et al., 2006). En la Tabla 19 se muestra una tabla comparativa a nivel latinoamericano de

la prevalencia en cada pais tanto en la Fase I y la Fase II1.
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Tabla 19: Comparacion entre las Fases ISAAC por pais en el grupo de 13-14 afios de edad
sobre la prevalencia de sintomas de asma, rinoconjuntivitis alérgica y eczema.

, Sintomas de Asma Sintomas de Sintomas de
Aifios Nun!gro Rinoconjuntivitis Eczema
Paises entre las | de nifios
fases (Fase IIT) | Fasel Fase I1I Fase I Fase III | Fasel | Fase III
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Argentina 5.0 3445 11.2 13.6 17.4 16.9 7.4 6.3
Brasil 7.4 15681 22.7 19.9 16.2 15.8 5.3 4.2
Chile 6.7 9175 10.2 15.5 10.7 222 9.6 16.1
Costa
Ri 8.0 2436 23.7 27.3 14.3 17.7 7.2 6.3
ca
Meéxico 8.0 1431 6.6 11.6 9.4 7.1 4.4 2.8
Panama 6.0 3183 17.6 22.9 9.4 11.7 7.8 14.5
Paraguay 5.0 3000 19.4 20.9 34.5 45.1 10.8 17.7
Peru 6.0 3022 26.0 19.6 19.4 18.7 8.2 10.5
Uruguay 8.0 3177 19.0 17.9 16.0 10.6 7.2 5.2

FUENTE: Asher et al. (2006).

En el Peru, Robinson et al. (2012) estudiaron y compararon la prevalencia y severidad del
asma en adolescentes entre 13 a 15 afios de edad en Pampas de San Juan de Miraflores, una
region periurbana y en 23 zonas rurales en Tumbes. Encontraron que la prevalencia del
asma fue del 12 por ciento (84 casos de una muestra de 725) en Lima y del 3 por ciento (22
casos de una muestra de 716) en Tumbes. De los 84 casos en Lima, 52 por ciento de los
pacientes mostraron sintomas de asma intermitente leve y el 5 por ciento presentaron
sintomas de asma persistente severa, mientras que en Tumbes, de los 22 casos, 55 por

ciento fueron de asma intermitente leve y el 14 por ciento de asma persistente severa.

Padilla et al. (2013) realizaron un estudio entre abril y mayo del 2007 con niflos asmaticos
entre los seis y 14 afos de edad en cuatro colegios de Lima y Callao, ubicados en los
distritos de Santiago de Surco, La Molina, La Punta y San Juan de Miraflores, con el fin de
evaluar la asociacion entre la rinitis alérgica y el asma y su prevalencia, debido a que

evaluaciones anteriores en Pertl habian reportado que la rinitis alérgica podria ser un factor
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agravante en el asma y viceversa. En este estudio, Padilla ef al. (2013) encontraron que
mas del 66 por ciento de los nifios asmaticos tenian rinitis alérgica; y que la prevalencia de
la rinitis alérgica en pacientes atendidos por emergencia pediatrica debido a la

exacerbacion asmatica variaba entre 47 y 54 por ciento.

Entre los datos mas recientes, el Ministerio Nacional de Salud (MINSA) en su Boletin
Epidemiologico (MINSA, 2016), indicé que en la Direccion Regional de Salud Lima, los
casos acumulados de Sindrome Bronquial Obstructivo Agudo (SOBA) y de Asma desde el
01 de enero del 2016 hasta el 23 de enero de ese mismo afio fueron de 437 episodios, y la
incidencia acumulada es de 61.4 por 1000 menores de cinco afios. Entre las provincias que
tienen la mayor incidencia acumulada por 1000 menores de cinco afios se encuentran la
provincia de Huaura (9.03), Huaral (8.22), seguida de Barranca (4.43), Cafiete (3.27) y
Huarochiri (0.81), siendo un 62 por ciento representado por casos de nifios menores de dos

afnos de edad.

Para el caso de los adultos mayores, que también representan un grupo vulnerable, el
Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) (INEIL 2013), realizé un informe
sobre la situacion de la salud en la poblacion adulta mayor, dedicando un capitulo al asma.
Al analizar por el grupo de edad, observaron que la poblacion adulta mayor diagnosticada
con asma por un profesional de salud fue mas alta en el grupo de 75 a 79 afios (4.6 por
ciento) y de 65 a 69 afios de edad (4.5 por ciento), mientras que el grupo de 70 a 74 afios
de edad presentd un menor porcentaje (4.0 por ciento). Seglin el departamento, encontraron
mayor prevalencia de asma en la poblacion adulta mayor residente en Ica (7.4 por ciento),
Ancash (7.3 por ciento), Lima y Provincia Constitucional del Callao (6.7 por ciento) y
Tacna (5.9 por ciento); y notaron una menor prevalencia en La Libertad y Huancavelica
(1.4 por ciento en cada caso), Puno y Cusco (1.6 por ciento en ambos casos), Cajamarca

(1.7 por ciento) y Ucayali (1.8 por ciento).

A nivel general, el Ministerio de Salud ha mostrado que el asma constituye una de las
cinco principales causas de atencion médica. El Sistema Integral de Salud (SIS) realizé un
estudio epidemiologico de distribucion y frecuencia de atenciones de emergencia a nivel

nacional entre los afios 2010 y 2013 (SIS — MINSA, 2013), donde identificaron las causas

110



mas frecuentes de atenciones de salud de emergencia segun los grupos de morbilidad CIE
X (Clasificacion Internacional de Enfermedades, décima version) entre la poblacion

asegurada del SIS a nivel nacional.

En el ranking de causas de morbilidad mas frecuentes entre atenciones de emergencia
financiadas por el SIS a nivel nacional se reporté que el asma estaba ocupando el cuarto
lugar en el afio 2010 (5.61 por ciento con 46300 casos atendidos) y el quinto lugar en los
afios 2011 (4.99 por ciento con 32140 casos atendidos), 2012 (4.31 por ciento con 32600
casos atendidos) y 2013 (3.66 por ciento con 40300 casos atendidos), debajo de otros
diagnosticos como fiebre de origen desconocido, dolor abdominal y pélvico y otros
traumatismos de regiones especificadas, regiones no especificadas y de multiples regiones

del cuerpo.

A nivel departamental, el asma aparece como la segunda causa de morbilidad entre
atenciones de emergencia en Lima (8.57 por ciento) y Callao (6.96 por ciento), como la
tercera causa en Loreto (7.72 por ciento) y Tumbes (6.93 por ciento) y en quinto lugar en
La Libertad (4.65 por ciento), Lambayeque (4.66 por ciento), Ancash (2.59 por ciento) y

Amazonas (1.69 por ciento).

Mendoza (2015) estudio el perfil epidemiologico de las principales patologias
otorrinolaringolégicas en tres ciudades del Peru, utilizando como referencia el nimero total
de pacientes asegurados de EsSalud (Seguro Social de Salud) atendidos en el Servicio de
Otorrinolaringologia de los hospitales de Tumbes (172 pacientes), Huancavelica (200
pacientes) y Pucallpa (173 pacientes) en las campanas especializadas realizadas en los
meses de mayo, agosto y noviembre del 2014, respectivamente. Observd que la rinitis
alérgica era el diagndstico mas frecuente en la costa (26.16 por ciento), mientras que en la
sierra y la selva era el segundo diagnostico mas frecuente (14 y 24.28 por ciento,

respectivamente).
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III. METODOLOGIA

3.1. LUGAR

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el area de envasado de la empresa
embotelladora de bebidas AJEPER S.A. Planta Huachipa. Las evaluaciones
microbiologicas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la misma

empresa.

3.2. MATERIALES

e Placas Petri de 90 mm.

e Plumon indeleble.

e Papel toalla.

e (Guantes quirargicos desechables.
e Porta y cubre objetos.

e (inta adhesiva.

e Parafilm.

3.3. EQUIPOS

e [Estufa.
e Autoclave.

e Microscopio.



e Contador de colonias.

e Termohigrémetro.

e Balanza analitica.

e Incubadora.

e Muestreador microbioldgico de aire MAS-100 Eco®.
e (Céamara fotografica.

e Computadora portatil.

3.4. REACTIVOS

e Azul de lactofenol.
e Solucidn desinfectante (alcohol de 70 por ciento).

e Agua destilada.

3.5. MEDIO DE CULTIVO

Para el presente estudio, se utilizd el agar DRBC (Dicloran Rosa de Bengala

Cloranfenicol), cuya composicion estd indicada en la Tabla 20.

Tabla 20: Componentes para la preparacion del agar DRBC.

Glucosa 10g
Peptona Bacteriologica 5g
Fosfato de Potasio Monobasico lg
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 05¢g
Rosa de Bengala (5% m/v) 0.5 mL

Continua...
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... continuacion.

Solucion Dicloran (2,6-dicloro-4-nitroanilina) (0.2%

1 mL
m/v en etanol)
Cloranfenicol 0.1¢g
Agua Destilada 1L
Agar I5¢g

Nota: El pH final deber ser de 5.6. Las cantidades son para 1 L
de medio de cultivo.

FUENTE: Merker (1998).

3.6. METODOS

3.6.1. DESCRIPCION DEL AMBIENTE DEL AREA DE ENVASADO Y EL
ENTORNO DE AJEPER S.A. PLANTA HUACHIPA

Se realizé una descripcion general de AJEPER S.A. Planta Huachipa y su ubicacion. Se
tomaron en cuenta los alrededores de la planta, el clima predominante, y las caracteristicas
socioeconomicas de la zona. En el caso del area de envasado, se detalld el interior de ésta,
los materiales utilizados en su construccion, las maquinas existentes, los procesos que se

llevan a cabo en ella y la jornada laboral de los operarios.

3.6.2. EVALUACION DE LA CARGA FUNGICA AMBIENTAL

a. Preparacion del medio de cultivo

Se suspendieron 31.6 g de la mezcla en polvo de agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) (Merker, 1998), provista por la compafiia BD (Becton, Dickinson
and Company). El polvo fue disuelto en un litro de agua destilada y se llevo a ebullicion.

Luego se esterilizo en la autoclave durante 15 minutos a 121°C. Para evitar la gelificacion
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del medio, se calenté cuidadosamente en microondas antes de ser distribuidas en placas
Petri estériles de 90 mm de didmetro. Cada placa Petri contenia 15 mL del medio de

cultivo.

b. Muestreo ambiental

Las muestras de aire fueron tomadas empleando el método volumétrico por impactaciéon en
el que se utilizd6 un biocolector MAS-100 Eco®, con un cabezal autoclavable de 400
orificios, el cual se program6 a una capacidad de flujo de aire de 100 L/min, debido a la
experiencia obtenida de muestreos anteriores, donde se alcanzaban numeros idoneos de
colonias fingicas que permitian su recuento por placa. El biocolector fue manipulado bajo
las instrucciones del proveedor (ver Anexo 1). Se utiliz6 una placa Petri con medio DRBC

solido por cada muestreo.

La toma de muestras se realizd de manera consecutiva en los 11 puntos seleccionados,
siendo 10 al interior del 4rea de envasado y una al exterior de ésta, realizdndose dos
repeticiones en cada punto por dia. El biocolector estuvo colocado a 1.5 m del suelo. El
muestreo se realizo intersemanalmente (lunes, miércoles y viernes) a lo largo del periodo

comprendido entre diciembre del 2014 y enero del 2015.

En la Figura 17 esta representada el area de envasado, en la cual se encuentra la parte final
de las cadenas transportadoras de botellas, la embotelladora y el sistema de mezcla. Los

puntos de muestreo se encuentran sefialados en niimeros rojos y descritos en la leyenda.
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N° Puntos de Muestreo £30m

Puerta que conecta la zona exterior :.‘
transitable con el area de envasado,
cerca a la embotelladora de la linea
de produccion VIII.

Equipo mezclador de la linea de
produccion VIIL

Puerta que conecta el area de
soplado con el area de envasado,
cerca a la embotelladora de la linea :-I
de producciéon VII.

4 Equipo mezclador de la linea de .
produccion VIL

[1}]

Puerta que conecta el area de
soplado con el area de envasado, j
-

cerca a la embotelladora de la linea
de produccion VI

Equipo mezclador de la linea de
produccién VI

Equipo mezclador de la linea de
produccién V.

Equipo mezclador de la linea de |
produccion XV. ' N

Puerta que conecta el area de
soplado con el area de envasado,
cerca a la embotelladora de la linea 11
de produccion XV.

ZOMA EXTERIIR TRANSITASLE

Puerta que conecta el area de

10 .
envasado con la zona de paletizado. Envasadora Mezcladora s

Cadena
transportadora

11 | Zona exterior transitable.

Figura 17: Ubicacion de los puntos de muestreo en el area de estudio.

FUENTE: Elaboracién propia.

El muestreo se realizd durante el turno dia bajo condiciones de proceso continuo y por el
lapso de cuatro semanas, en base a los criterios de la ISO 14698-2:2003(E) (ISO, 2003b),
en la cual se da una guia para el disefio del muestreo, se exponen criterios para la eleccion
de los puntos a muestrear, los nimeros de muestras a tomar y los factores de riesgo durante

este proceso.

Se tuvieron las siguientes consideraciones: el cabezal del muestreador se autoclavé una vez
al dia por 15 minutos a 121°C, por indicaciones del proveedor. El cabezal fue desinfectado
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con alcohol al 70 por ciento y dejandolo secar luego de cada par de muestreos en cada

punto.

La manipulaciéon de las placas desde el inicio del muestreo hasta la incubacion se realizo
utilizando guantes estériles desechables y la indumentaria correspondiente para el ingreso a
un area critica (mandil, botas de seguridad, mascarilla descartable, toca para el cabello y

casco de proteccion).

Una vez tomadas las muestras, se trasladaron las placas Petri al laboratorio y fueron

incubadas a 25°C por cinco dias.

c¢. Contaminacion fungica presente en el aire

Transcurrido el periodo de incubacion, se realizé el recuento de colonias, utilizando el

contador de colonias.

El valor obtenido se expres6 en unidades formadoras de colonias por 100 L de aire
muestreado (UFC/100 L). Estos valores se corrigieron con la Tabla Estadistica de

Correccion de Feller, entregada por el proveedor del equipo muestreador (ver Anexo 2).

Los valores de la Tabla de Correccion de Feller se hallaron de acuerdo a la formula de
Feller (Feller, 1968) que sirvio para eliminar el sesgo debido a los multiples orificios que
posee el equipo de captacion de aire. La formula se basa en la probabilidad de que varios
microorganismos entren por el mismo orificio de la tapa perforada del equipo a medida que

existan mas microorganismos en el ambiente a muestrear (Valenzuela, 2011).

La formula de Feller es la siguiente:

Pr=N|[1/N+1/N-1+1/N-2+1/N-r +1]
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Donde:
Pr: Total estadistico probable.
N: Constante (numero de orificios del equipo muestreador).

r: Numero de unidades formadoras de colonia contadas en placas Petri de 90 mm.

El valor obtenido de la Tabla de Correccion de Feller, se convirti6 de UFC/100 L a

unidades formadoras de colonias por metro cubico (UFC/m’) mediante estequiometria:

UEC « 1000 L UFC
100 L de aire absorbido 1md  1md

El valor que se obtuvo en UFC/m’ representa la carga fungica ambiental (Valenzuela,

2011).

3.6.3. IDENTIFICACION DE COLONIAS DE HONGOS AMBIENTALES

Las muestras se prepararon tomando como base la NTP 488: Calidad de Aire Interior:

Identificacion de Hongos (INSHT, 2002), mediante el método de la cinta adhesiva.
El procedimiento se llevo a cabo como sigue:

1. Se apoyo6 el lado engomado de un trozo de cinta adhesiva transparente sobre la

superficie de una colonia.

2. Se coloco la cinta bien extendida sobre una gota de azul de lactofenol y esta a su vez,

sobre un portaobjetos.

3. Finalmente se observd al microscopio para conocer la forma y ordenamiento

caracteristico de las esporas.

La identificacion de las muestras se realizo por comparacidén macroscopica y microscopica

utilizando fotografias y libros como guia.
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3.6.4. MEDICION DE LA HUMEDAD Y TEMPERATURA

Los datos de temperatura y el porcentaje de humedad relativa se tomaron simultdneamente
en cada uno de los puntos de muestreo seleccionados con un termohigrometro. Todos los
datos obtenidos dentro del periodo de muestreo se procesaron y fueron tabulados para su
posterior interpretacion utilizando el programa estadistico MINITAB 17, mediante un

analisis de regresion lineal multiple o simple.

Analisis estadistico

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la concentracion de los
hongos ambientales existentes en el aire al interior y exterior del area de envasado de

bebidas de la empresa AJEPER S.A. Planta Huachipa, con la finalidad de evaluar la

calidad fungica del aire.

El andlisis estadistico para estimar la relacion de la concentracion de los hongos
ambientales (Y) con respecto a la humedad relativa (X;) y la temperatura ambiente (X»), se
realizd mediante un andlisis de regresion lineal multiple, ya que esta técnica permitid
estimar el valor de una variable dependiente (Y) en funcion de las variables predictoras

(Xa).

El modelo de regresion multiple es el siguiente:

Y=B0+ BiXs +B2Xo+ ceeeeee. +BuXn t €

Donde:

Y: Variable respuesta que se quiere predecir.

Bo, P1s-.. Pn: Coeficientes de regresion.

X1, Xa,... Xy Variables predictoras independientes que se miden sin error.

€: Error aleatorio de la variable respuesta.
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Por lo tanto, las variables para el presente estudio fueron las siguientes:
La variable respuesta fue:

Y = Concentracion de los hongos ambientales.

Las variables predictoras independientes fueron:

Xy = Humedad relativa.

X, = Temperatura ambiente.

3.6.5. APLICACION DE ENCUESTA A LOS TRABAJADORES

De un total de 30 trabajadores, se escogieron al azar 19 personas que laboran en el turno
dia en el 4rea de envasado y se les realizo una encuesta para conocer su percepcion sobre la
calidad del aire en su ambiente de trabajo. La encuesta se basé en la NTP 380 (INSHT,
1995) (ver Anexo 3).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio realizado permitié identificar los principales géneros de hongos existentes en el
aire interior de los ambientes estudiados en la empresa AJEPER S.A. Planta Huachipa. Se
aislaron, enumeraron ¢ identificaron un total de 4898 colonias fungicas (3816 en el
ambiente interior y 1082 en el ambiente exterior) a partir de 264 placas de Petri,
pertenecientes a siete géneros fungicos ademas de levaduras, durante cuatro semanas de
muestreo. La mayoria de los hongos ambientales aislados que se identificaron, son esporas
pertenecientes a la Division Ascomycota y Zygomycota. Los diferentes géneros
encontrados segun el aislamiento realizado de las esporas fungicas suspendidas en el aire
interior de la zona de envasado fueron las siguientes: Penicillium, Cladosporium,
Paecilomyces, Alternaria, Fusarium, Aspergillus y Mucor. Estos géneros pertenecen a los
dos grupos mencionados anteriormente segun su clasificacion. Estos resultados evidencian
la presencia de hongos en estos ambientes e indican su amplia variedad. Ademas, los
niveles de concentracion fingica encontrados en el interior del ambiente califican entre

“intermedio” y “alto” en las referencias para ambientes interiores no industriales



Descripcion del ambiente del drea de envasado y el entorno de AJEPER S.A. Planta

Huachipa

La empresa de bebidas gaseosas AJEPER S.A. Planta Huachipa estd ubicada en Av. La
Paz, Lote 30, Centro Poblado de Santa Maria de Huachipa, distrito de Lurigancho,

provincia y departamento de Lima (ver Figura 18).

El clima predominante en Huachipa es templado o semicdlido muy seco (arido
subtropical), el cual se distingue por tener una precipitacion pluvial promedio anual menor
a 100 mm, concentrada en el invierno en forma de garta o llovizna; temperaturas medias
anuales de 18 a 19°C y temperaturas maximas de verano que pueden alcanzar los 30°C. La
humedad atmosférica puede llegar a ser alta, con nubosidad durante el invierno; pero con

mayor sequedad y horas de sol que en la mayoria de los otros distritos limefios.

Las caracteristicas socioecondmicas en los alrededores de la planta es variada, se
encuentran casas - huertas, centros recreacionales, centros campestres, pequefias areas de
uso agropecuario dedicadas mayormente a cultivos y flores, locales industriales (depositos
de vehiculos motorizados, estaciones de servicio), empresas industriales, universidades,
pequeiios negocios de restaurantes y otros. También hay locales de servicio publico

(capillas, escuelas) asi como terrenos sin cercar y locales abandonados (ver Figura 18).

La principal via de acceso es la autopista Ramiro Prialé, via de transito rapido en un
excelente estado de conservacion, trazada en sentido noreste - sureste; a la altura de la
planta, hacia el cauce del rio Rimac se encuentra el “Mirador N° 12 Las Festucas”
establecido por SEDAPAL (Servicio de Agua Potable y Alcantarillado de Lima) como
parte de su Programa de Manejo del cauce riberefio. La otra via de acceso es la Av. Los
Laureles, que su mayor parte esta afirmada, polvorienta y en deficiente estado de
conservacion; esta caracteristica es similar a la Av. La Paz, via de uso local en este sector.
Cerca de la planta se han instalado restaurantes y negocios de comida, donde meriendan

principalmente los trabajadores de la planta.
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La planta estd hecha de material noble (ladrillo, cemento, fierro corrugado, ventanas de
vidrio y aluminio), ocupando un drea total de 220000 m’ (oficinas, zonas de produccion,
espacios abiertos para los almacenes y areas verdes), con un area construida de 92300 n’

(oficinas y zonas de produccion).

El 4rea en estudio es la sala de llenado, que consiste en un ambiente cerrado ubicado en el
primer piso de la planta y ocupa un area de 263 m”. Tiene piso de cemento pulido, paredes
de mayolica y techo aligerado y falso techo de acrilico. En este ambiente se encuentran
ubicadas maquinas como mezcladoras, llenadoras, capsuladoras, rinsers (lavadoras de

botellas) y parte de las bandas transportadoras.

En la sala de llenado trabajan cinco lineas de produccion, las cuales son manejadas por dos
operadores tanto en la maquina llenadora y en la mezcladora, quienes tienen jornadas de
trabajo de ocho a 12 horas diarias, incluidos domingos y feriados en caso la empresa lo

requiera.

El proceso de produccion que se lleva a cabo en esta 4rea abarca desde el ingreso de las
botellas previamente etiquetadas en la zona anterior de soplado, hasta que son capsuladas.
Las botellas entran a la sala por los transportadores aéreos que poseen filtros de aire y son
impulsadas a la zona de envasado. Posteriormente, €éstas ingresan primero al lavador, en
donde se lavan con una solucion desinfectante; luego pasan por las valvulas de la maquina
llenadora, en la cual se inyecta el producto a cada botella; y finalmente son capsuladas y

transportadas hacia la zona de paletizado por la faja transportadora.
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Figura 18: Ubicacion y localizacion de AJEPER S.A. Planta Huachipa.
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Figura 19: Esquema de la empresa AJEPER S.A. Planta Huachipa.



Evaluacion de la carga microbiana del drea de envasado a partir de los hongos

ambientales.

En la Tabla 21 se muestra la concentracion de esporas fingicas totales que fueron
encontradas en los once puntos de muestreo, tanto en el ambiente interior como en el punto
exterior en la zona transitable de la empresa, por dia. Estos datos estdn expresados en
Unidades Formadoras de Colonia por metro ciibico (UFC/m’). En el punto exterior (punto
11) se obtuvieron 12220 UFC/m’, la concentracion total mas alta de esporas fiingicas
durante los 12 dias de muestreo, en comparacion a las concentraciones totales halladas en
los otros 10 puntos tomados al interior del ambiente de estudio, el cual esta ventilado
mecanicamente mediante el uso de filtros. Ademas, al analizar los valores obtenidos por
cada dia, se observa que en todos los puntos de muestreo al interior del 4rea de envasado,
se han registrado valores menores que en el punto al exterior, y salvo en algunos casos
puntuales, los valores obtenidos han sido menores a la mitad del valor del ambiente
exterior (punto 11) en cada dia. Esto es consistente con lo que han mencionado otros
autores, que indican que la concentracion de hongos encontrados en el aire del ambiente
interior debe ser inferior a la concentracion presente en el aire exterior (ACGIH, 1989;
Comtois y Marcoux, 1999) y que especialmente en el caso de ambientes interiores
ventilados mecanicamente en presencia de un minimo de filtracion (como en nuestro caso),
el aire interior deberd tener un nivel de hongos menor que la mitad de la concentracion

presente en el aire exterior (ACGIH, 1989).

Los casos puntuales en que no se ha cumplido lo anteriormente mencionado, pueden
haberse dado a causa de las actividades que se estaban realizando en el area de envasado en
el momento en que se realizd6 el muestreo de aquellos puntos, como por ejemplo
actividades de saneamiento y mantenimiento. La fluctuacion de los datos obtenidos se debe
a que el area de envasado es un solo ambiente que consiste en cinco lineas de produccion
que comparten un mismo espacio fisico, con poca separacion entre ellas y en donde las
actividades de saneamiento o mantenimiento en una de las lineas pueden afectar a las otras
que se encuentran operando y por consiguiente al ambiente de toda el area, ya que en

ambas actividades ocurre la suspension de gran cantidad de esporas fungicas en el aire.
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Tabla 21: Concentracién de esporas fangicas por punto y fecha de muestreo expresada en UFC/m’.

Diciembre 2014 Enero 2015
Puntos de
e Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Total
Dial | Dia2 |Dia3 | Dia4 |Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia 8 | Dia9 | Dia 10 | Dia 11 | Dia 12

1 120 150 210 | 250 | 230 | 320 | 220 | 340 | 220 250 240 280 | 2830
2 130 110 340 | 200 | 580 | 280 | 590 | 570 | 330 260 350 320 | 4060
3 120 140 130 | 120 | 290 | 230 | 240 | 240 | 280 280 240 260 | 2570
4 830 570 710 | 790 | 260 | 720 | 250 | 370 | 300 540 450 430 | 6220
5 230 250 280 | 260 | 240 | 380 | 370 | 370 | 290 230 240 280 | 3420
6 610 650 560 | 440 | 220 | 380 | 220 | 350 | 330 370 590 370 | 5090
7 500 280 350 | 390 | 490 | 400 | 350 | 370 | 480 500 520 530 | 5160
8 380 300 410 | 480 | 370 | 190 | 290 | 240 | 650 480 270 210 | 4270
9 360 240 560 | 680 | 280 | 140 | 160 | 150 | 440 420 430 350 | 4210
10 180 220 290 | 250 | 340 | 230 | 270 | 200 | 260 230 290 260 | 3020
11 1200 890 790 | 900 | 810 | 1300 | 910 | 810 | 840 | 1220 | 1350 | 1200 | 12220

FUENTE: Elaboracion propia.




Los altos valores obtenidos, como en el caso del punto 8 (650 UFC/m’ vs. 840 UFC/m’ en
el exterior) y el punto 2 (590 UFC/m’ vs. 910 UFC/m’ en el exterior), que se encuentran
cercanos a las puertas, puede deberse a algiin descuido por parte de los operarios al
mantener las puertas abiertas en el momento en que la presidn positiva se encontraba
inoperativa, lo que permitiria el ingreso de esporas fungicas provenientes del exterior. En
el caso de los puntos 4 (830 UFC/m’ vs. 1200 UFC/m’, siendo el caso mds critico 710
UFC/m’ vs. 790 UFC/m’ al exterior) y 6 (650 UFC/m’ vs. 890 UFC/m’ al exterior), que
estan situados debajo de las rendijas de expulsion de aire del sistema de ventilacion y
cercanos a los motores principales de las maquinas de las lineas de envasado, pueden
haberse causado por la saturacion de los filtros y el incumplimiento del mantenimiento del
sistema de ventilacion, dado que todos estos valores se presentaron a lo largo de la semana
1. Sin embargo, en estos casos puntuales, la concentracion fingica en el interior siempre ha
sido menor que la del exterior, y esto debe cumplirse aun con un sistema de ventilacion

deficiente (ACGIH 1999).

Reynolds et al. (1990) indicaron que concentraciones mayores de 500 UFC/m’ de esporas
fungicas suspendidas en el aire se consideran como una condicion anormal en el ambiente
interior. En nuestro ambiente de estudio, este nivel fue sobrepasado en la primera semana
en los puntos de muestreo 4 (830, 570 y 710 UFC/m’) y 6 (610, 660 y 560 UFC/m’), en la
segunda semana por los puntos 2 (580 UFC/nr’), 4 (790 y 720 UFC/m’) y 9 (680 UFC/m’),
en la tercera semana por los puntos 2 (590 y 570 UFC/m’) y 8 (650 UFC/m”) y en la cuarta
semana en los puntos 4 (540 UFC/m’) y 7 (520 y 530 UFC/m’). Klanova (2000), sefial6
que concentraciones de esporas fungicas suspendidas en el aire interior mayores a 2000
UFC/m’ puede ser considerada como un factor de riesgo sobre la salud de los ocupantes de
un ambiente; sin embargo, todos los puntos al interior del ambiente de estudio se
encuentran muy por debajo de ese nivel. Segun la tabla de criterios de contaminacion
fungica (ver Tabla 2) de Wanner y Gravesen (1993), los niveles de contaminacidén fingica
al interior del ambiente califican entre “intermedia” y “alta”. Se debe tener en cuenta que
estos niveles propuestos por lo general refieren a ambientes interiores no industriales y que
ademas las concentraciones de hongos en el aire difieren de un sitio a otro por las
actividades humanas que se realicen en €l y sus condiciones ambientales (Basilico et al.,

2007).
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En la Tabla 21 y en la Figura 20, se observa que las concentraciones de esporas fingicas
totales mas bajas durante los 12 dias de muestreo, se obtuvieron en el punto 1 (2830
UFC/m®), punto 3 (2570 UFC/m®) y punto 10 (3020 UFC/m’). Esto puede deberse a que
estos puntos estan cercanos a las puertas con sistema de presion positiva, el cual funciona
como una barrera que dificulta el ingreso de las esporas fungicas provenientes del exterior,
y ademas son puertas de ingreso restringido, por lo tanto de poco uso y de menor transito
de personas. Las concentraciones fungicas totales mas altas se encontraron en el punto 4
(6220 UFC/m’), punto 6 (5090 UEC/m’) y punto 7 (5160 UFC/m’), que se sittan cercanos
a la mezcladora, sistema que posee varias bombas y motores que expulsan aire caliente al
interior de la sala, los cuales producen gran movimiento y suspension de bioaerosoles y
ademas se ubican debajo de las rendijas de expulsion del aire del sistema de ventilacion,
que como se ha mencionado antes, si no tiene un mantenimiento correcto podria contribuir

al incremento del nivel fungico en el ambiente interior.
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Figura 20: Concentracién de esporas fiingicas por punto y fecha de muestreo en UFC/m°.

FUENTE: Elaboracion propia.




Resultados de la identificacion de los géneros de hongos ambientales.

En la Tabla 22 se observa el recuento de esporas flingicas por género en los 11 puntos de
muestreo durante los 12 dias que dur6 el estudio. En la Tabla 23, los datos de recuento de
esporas fungicas fueron convertidos multiplicandose por un factor para que los valores

puedan ser expresados en concentracion en UFC/m’.

En la Tabla 23 se puede apreciar claramente que el género Penicillium, presenta la mayor
concentracion en comparacion a los otros géneros encontrados con un valor de 32180
UFC/m’, seguida de Cladosporium (10110 UFC/m’). Las concentraciones de los otros
géneros representativos identificados fueron Paecilomyces (2730 UFC/m’), Mucor (960
UFC/m’), Fusarium (670 UFC/m’), Aspergillus (660 UFC/m®), Alternaria (540 UFC/m’) y
levaduras (1040 UFC/m’). La concentracion de los hongos filamentosos que no se

pudieron identificar alcanzé un valor de 90 UFC/m’.

En el caso de los géneros predominantes en los puntos de muestreo al interior del ambiente
de estudio, se tiene también a Penicillium seguido de Cladosporium, siendo ambos géneros
dos de los mas encontrados segun varios autores en los ambientes interiores (Flannigan y
Miller, 1994; Lacey y Dutkiewicz, 1994; Aira et al., 2002; Rojas et al., 2002; Labarrere et
al., 2003). Estos resultados coinciden con lo reportado por Rosas et al. (1997) en treinta
casas de adultos asmaticos en la Ciudad de M¢éxico, donde durante la temporada seca,
encontraron que Cladosporium representaba el 50 por ciento de los hongos totales en los
ambientes interiores, con concentraciones desde 17 a 1493 UFC/m’, seguido por
Penicillium que constituia cerca del 20 por ciento del total de hongos en el interior, con

concentraciones que iban desde 7 hasta 2549 UFC/n’.

Comparando las concentraciones por género encontradas en los puntos interiores con la del
punto exterior, se observa que para la mayoria de géneros se cumple que los valores
hallados en el punto exterior (punto 11) son mayores que los encontrados en los puntos de
muestreo al interior. Wanner y Gravesen (1993) indicaron que para la mayoria de los

géneros, los conteos mas altos en el aire exterior se registraban durante el verano, época en
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la que se realizo el estudio, y que, ademas en este periodo el aire exterior representaba la

fuente principal de hongos encontrados en el aire interior.

Sin embargo, Fusarium es un género que fue encontrado solamente en el interior, al igual
que las levaduras. Caso similar ocurrio con el género Paecilomyces, cuyas concentraciones
en los puntos interiores 4, 5, 6, 7, 8 y 9 fueron mayores que en el punto exterior. Esto
podria significar que el origen y el desarrollo de los hongos anteriormente nombrados se
estan dando al interior del ambiente de estudio. La ACGIH (1999) indico que el hallazgo
de concentraciones relativamente altas en el ambiente interior o de tipos de hongos
diferentes al ambiente exterior son evidencias, mas no pruebas, de la ocurrencia de
crecimiento microbiano en interiores. Normalmente en el ambiente interior, la
multiplicaciéon de estos microorganismos es minima, por lo que su cantidad deberia ser

inferior a la encontrada en el exterior (Comtois y Marcoux, 1999).

Segun el INSHT (1996), los géneros fungicos mas abundantes que pueden desarrollarse en
superficies donde se acumula polvo y en los sistemas HVAC (calefaccion, ventilacion, y
aire acondicionado, en espaiiol) son Penicillium y Cladosporium. En el presente estudio, se
encontr6d que los puntos al interior que presentaban los valores mas altos de concentracion
de estos dos géneros fueron el punto 2 (2700 UFC/m’ de Penicillium y 690 UFC/m’ de
Cladosporium), el punto 4 (3800 UFC/m’ y 1110 UFC/m’), el punto 6 (3000 UFC/m’ y
910 UFC/m’), el punto 7 (3340 UFC/m’ y 660 UFC/m’) y el punto 8 (2350 UFC/m’ y 900
UFC/m’) estan cercanos o debajo de las rejillas de salida del aire filtrado del sistema de
ventilacion. El punto 9 también present6 valores altos de ambos hongos (2500 UFC/m’ y
830 UFC/m’) a pesar que este punto esté cercano a una puerta con sistema de presion
positiva, lo que pudo deberse a la proximidad de este punto con el punto 8 (2 m de

distancia entre ambos) (ver Figura 17).
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Figura 21: Muestra representativa de las colonias fiingicas en
agar DRBC (punto 6 y repeticiéon 1, del 15 de diciembre del
2014).

Se observa el crecimiento de 25 colonias de Penicillium, 23
colonias de Cladosporium, 5 colonias de levaduras, 3 colonias
de Aspergillus, 3 colonias de Mucor, 2 colonias de
Paecilomyces y 1 colonia de Fusarium.

Figura 22: Muestra representativa de las colonias
fiingicas en agar DRBC (punto 2 y repeticion 1, del 14 de
enero del 2015).

Se observa el crecimiento de 17 colonias de Penicillium, 10
colonias de Cladosporium, 3 colonias de Aspergillus, 2
colonias de Mucor, 2 colonias de Alternaria y 2 colonias de
Fusarium.



Tabla 22: Recuento de esporas fiingicas por género y punto de muestreo.

5 PUNTOS DE MUESTREO
GENERO Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Penicillium 194 270 178 380 178 300 334 235 250 188 711 3218
Cladosporium 46 69 38 111 82 91 66 90 83 64 271 1011
Paecilomyces 18 14 14 36 36 28 42 28 21 17 19 273
Mucor 3 1 5 14 10 7 12 4 4 2 25 96
Alternaria 2 1 4 4 4 8 7 4 2 4 14 54
Aspergillus 2 5 0 6 3 9 1 3 3 1 33 66
Fusarium 3 4 3 12 1 12 12 6 8 6 0 67
Levaduras 7 14 8 12 9 14 6 15 8 10 1 104
Otros 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 8 9
Total 275 387 250 575 323 469 481 385 379 292 1082 4898

FUENTE: Elaboracion propia.




Tabla 23: Recuento de esporas fingicas por género y punto de muestreo expresados en UFC/m’.

5 PUNTOS DE MUESTREO
GENERO Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Penicillium 1940 2700 1780 3800 1780 3000 3340 2350 2500 1880 | 7110 | 32180
Cladosporium 460 690 380 1110 820 910 660 900 830 640 2710 | 10110
Paecilomyces 180 140 140 360 360 280 420 280 210 170 190 2730
Mucor 30 100 50 140 100 70 120 40 40 20 250 960
Alternaria 20 10 40 40 40 80 70 40 20 40 140 540
Aspergillus 20 50 0 60 30 90 10 30 30 10 330 660
Fusarium 30 40 30 120 10 120 120 60 80 60 0 670
Levaduras 70 140 80 120 90 140 60 150 80 100 10 1040
Otros 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 80 90
Total 2750 3870 2500 5750 3230 4690 4810 3850 3790 2920 | 10820 | 48980

FUENTE: Elaboracion propia.




De la Tabla 23 también se puede apreciar las concentraciones fungicas por género
obtenidas al exterior del ambiente de estudio, donde se observo Penicillium (7110
UFC/m®), Cladosporium (2710 UFC/m®) y en menor medida Aspergillus (330 UFC/m’),
Mucor (250 UEC/m?), Paecilomyces (190 UEC/m®) y Alternaria (140 UFC/m’). Debido a
que la dispersion de las esporas fungicas en el ambiente exterior esta directamente
relacionada con la velocidad y la direccion del viento (Mediavilla et al., 1998), el origen de
estos géneros puede ser explicado mediante la representacion grafica de la rosa de vientos
(ver Figura 23), en donde se muestra la informacion de viento superficial de un lapso de
24 horas dentro de los dias de muestreo, y se determind que la direccion predominante del
viento para la zona de estudio fue OESTE, lo que significa que el viento provenia de esa
direccion y se dirigia hacia el ESTE, con una velocidad promedio de 1.5 m/s. Esta
informacién junto con la del mapa de ubicacion de la planta de AJEPER S.A. (ver Figura
18) nos permitié corroborar que el viento pasa por los campos de cultivo ubicados al oeste
de la planta, llevando consigo las esporas y las fracciones de los diferentes tipos de hongos

existentes en esos terrenos hacia el ambiente de estudio.

Ademas, la presencia de estos géneros en el ambiente exterior concuerda con lo
mencionado por Burge (1990), en que Alternaria y Cladosporium provienen de materia
vegetal en descomposicion, mientras que Penicillium de materia organica y himeda, asi
como también del almacenamiento de frutas citricas (Crook y Swan, 2002). Las especies
del género Aspergillus son saprobios ubicuos en la naturaleza y pueden subsistir en el
suelo, la vegetacion en descomposicion, y las obras de construccion (Murray et al., 2009).
Lacey y Dutkiewicz (1994) indicaron que A. fumigatus, es comin en el compostaje de
residuos municipales. Crook y Swan (2002) indicaron que los géneros Mucor y

Paecilomyces eran predominantes en las actividades de compostaje de cortezas vegetales.

El hecho que el 4rea alrededor de la planta de AJEPER S.A. se encuentre rodeada de zonas
agricolas explica la diversidad fungica encontrada en el ambiente exterior del sitio de
estudio. Basilico ef al. (2007) encontraron en zonas rurales mayores concentraciones y
diversidad fungica debido a las actividades agricolas y ganaderas que en ellas se realizan.
Se sabe que la variedad de estas especies de hongos y su concentracion dependen de

factores como la localizacion geografica, fuentes cercanas de generacion de esporas, el
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grado de urbanizacidn entre otras variables (Lacey, 1981; Burge, 1990; Lacey vy
Dutkiewicz, 1994; Sterling y Lewis, 1998; Matthias-Maser et al., 2000; Aira et al., 2002;
La-Serna et al., 2002; Bartra, 2003; Frison et al., 2012).

DATA PERIOD:
Start Date: 19/12/2014 - 12:00
End Date: 20/12/2014 - 12:00

TOTAL COUNT:
24 hrs.

CALM WINDS:

4.17% B L
AVG WIND SPEED: T "NORTH ™™~ __
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Figura 23: Representacion grafica de la rosa de vientos (19/12/2014 — 20/12/2014).
FUENTE: Elaboracién propia mediante el software WRPLOT View 7.0.0.
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En la Tabla 24 y en la Figura 24 se aprecian las frecuencias relativas de los géneros
fungicos encontrados en todos los puntos de muestreo. Se encontré que el género
encontrado con mayor frecuencia en todos los puntos fue Penicillium (65.70 por ciento),
seguido de Cladosporium (20.64 por ciento) y en menor medida de Paecilomyces (5.57 por
ciento), levaduras (2.12 por ciento), Mucor (1.96 por ciento), Fusarium (1.37 por ciento),
Aspergillus (1.35 por ciento) y Alternaria (1.10 por ciento). Kuo y Li (1994), al analizar
ambientes interiores y exteriores en Taipei, de clima subtropical, mencionaron que
Penicillium fue el género aislado con mayor frecuencia, encontrandose en 70 por ciento de
las muestras tanto en el interior como en el exterior. Los porcentajes de ocurrencia de
Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces, Alternaria, Fusarium y Curvularia fueron de
33, 24, 12, 10, 8 y 7 por ciento respectivamente durante todo el afio. Adicionalmente
observaron que Penicillium fue el hongo aislado con mayor frecuencia a lo largo del afio,
con una menor aparicion en otoflo, mientras que en el caso de Cladosporium, la mayor

frecuencia fue observada durante el verano y estuvo ausente en el invierno.

En la Tabla 25 y la Figura 26 se observan las frecuencias totales de los géneros
encontrados al interior del ambiente del estudio y al exterior de éste. Se descubri6 que los
géneros que se aislaron con mayor frecuencia en el interior fueron Penicillium (65.70 por
ciento), Cladosporium (19.39 por ciento) y Paecilomyces (6.66 por ciento). Basilico et al.
(2007) quienes examinaron 49 casas en la ciudad de Santa Fe (Argentina) durante un afio,
determinaron que el género mayormente encontrado en el ambiente interior fue
Cladosporium, con una frecuencia de 58.90 por ciento. Palmas y Meloni (1997), cuyo
estudio se realizd al interior de una fabrica familiar que producia productos carnicos
sazonados en [talia, encontraron que los géneros prevalentes dentro de todas las areas de la
fabrica fueron Penicillium, Mucor y Aspergillus en el caso de los hongos filamentosos,
mientras que en las levaduras se encontraron algunas especies de Candida durante el ciclo

de produccion del jamén y Criptococcus durante el ciclo de produccion de salchicha.
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Tabla 24: Frecuencias relativas de las esporas fiingicas por género y por punto de muestreo, expresadas en porcentaje (%).

i PUNTOS DE MUESTREO
GENERO Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Penicillium 3.96 5.51 3.63 7.76 3.63 6.12 6.82 4.80 5.10 3.84 14.52 65.70
Cladosporium 0.94 1.41 0.78 227 1.67 1.86 1.35 1.84 1.69 1.31 5.53 20.64
Paecilomyces 0.37 0.29 0.29 0.73 0.73 0.57 0.86 0.57 0.43 0.35 0.39 5.57
Mucor 0.06 0.20 0.10 0.29 0.20 0.14 0.24 0.08 0.08 0.04 0.51 1.96
Alternaria 0.04 0.02 0.08 0.08 0.08 0.16 0.14 0.08 0.04 0.08 0.29 1.10
Aspergillus 0.04 0.10 0.00 0.12 0.06 0.18 0.02 0.06 0.06 0.02 0.67 1.35
Fusarium 0.06 0.08 0.06 0.24 0.02 0.24 0.24 0.12 0.16 0.12 0.00 1.37
Levadura 0.14 0.29 0.16 0.24 0.18 0.29 0.12 0.31 0.16 0.20 0.02 2.12
Otros 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.16 0.18
Total 5.61 7.90 5.10 11.74 6.59 9.58 9.82 7.86 7.74 5.96 22.09 100.00

FUENTE: Elaboracion propia.




Otros | 0.18
Levadura
Fusarium |& 1.37

Aspergillus 8 1.35

Alternaria B 1.10

Género

Mucor B 1.96
Paecilomyces M 5.57
Cladosporium GGG 20.64
Penicillium | 65.70

0 10 20 30 40 50 60 70

Frecuencia Relativa (%)

Figura 24: Frecuencias relativas de las esporas fungicas totales por género, expresadas en porcentaje (%).

FUENTE: Elaboracion propia.
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Figura 25: Frecuencias relativas de las esporas fungicas por género y por punto de muestreo, expresadas en porcentaje (%).
FUENTE: Elaboracién propia.



Tabla 25: Frecuencias totales de los géneros fungicos al interior y
al exterior del drea de estudio, expresadas en porcentaje (%).

GENERO Puntos interiores (1-10) Punto exterior (11)

Penicillium 65.70 65.71
Cladosporium 19.39 25.00
Paecilomyces 6.66 1.76
Mucor 1.81 2.31
Alternaria 1.05 1.29
Aspergillus 0.86 3.05
Fusarium 1.76 0.00
Levadura 2.70 0.09
Otros 0.03 0.74

Total 100.00 100.00

FUENTE: Elaboracion propia.
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Figura 26: Frecuencias totales de los géneros fiingicos al interior y al exterior del drea de estudio, expresadas en
porcentaje (%).

FUENTE: Elaboracion propia.



En la Tabla 26, se muestran los resultados del recuento de los diferentes géneros fungicos
encontrados en todo el periodo de muestreo. Esto nos permitié verificar en cual de los 12
dias de muestreo, en los dos meses respectivos, se encontraron las mayores cantidades de
colonias para cada género de hongo y ademas la abundancia de cada género por dia
comparada con el total de las colonias de ese género encontradas en todo el periodo de
muestreo, expresadas en porcentaje. De esa forma, se pudo analizar en qué dia existid

mayor proliferacion de cada género en el aire.

Se pudo apreciar que el género encontrado con mayor frecuencia fue Penicillium, con
valores maximos de 343 y 310 colonias fingicas, para el dia once y el cuarto dia,
respectivamente, representando el 10.7 y 9.6 por ciento del total de las colonias
encontradas en todo el periodo del muestreo para este género. En el caso de Cladosporium,
se obtuvieron los mayores valores el primer (103 colonias) y segundo dia (101 colonias),
con 10.2 y 10.0 por ciento, lo mismo ocurrid6 con Paecilomyces presentandose 53 y 41
colonias (19.4 y 15.0 por ciento), respectivamente; e igualmente con Mucor, cuyos valores

fueron 14 y 15 colonias (14.6 y 15.6 por ciento), respectivamente.

Alternaria y Aspergillus presentaron sus mayores valores en el primer dia, con 8 colonias
(14.8 por ciento) y 14 colonias (21.2 por ciento), respectivamente. Fusarium obtuvo un
valor maximo de 7 colonias (10.4 por ciento) en el quinto, sexto y noveno dia. Finalmente,
las levaduras presentaron su valor maximo en el quinto dia con 13 colonias (12.5 por

ciento).

Cabe resaltar que para cinco géneros encontrados (Cladosporium, Paecilomyces, Mucor,
Alternaria y Aspergillus), se obtuvieron sus mayores valores en el primer dia de muestreo.
Esto puede deberse a que el muestreo se realizé después del saneamiento programado de
alguna de las lineas de produccion dentro del area de envasado, siendo este ltimo una

actividad que genera la suspension de grandes cantidades de esporas fingicas en el aire.
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Tabla 26: Recuento de las esporas fiingicas por género y la abundancia de cada género por fecha de muestreo expresada en
porcentaje (%)

Diciembre 2014 Enero 2015

GENERO | L.er 2° 3.er 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12° Total Tno/tal

dia: | % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| % |dia:| %

15 17 19 29 2 3 5 7 9 12 14 16

Penicillium | 208 | 6.5 | 185| 5.7 | 256 | 8.0 | 310| 9.6 | 254 | 7.9 | 284 | 8.8 | 246 |7.6|253 | 7.9 [ 306 | 9.5 | 288 |8.9| 343 | 10.7| 285 | 8.9 | 3218 | 100
Cladosporium | 103 | 10.2| 101 |10.0| 78 | 7.7 | 66 | 6.5 | 76 | 7.5 | 97 | 9.6 | 92 |9.1| 76 | 7.5 | 70 | 6.9 | 95 {9.4| 70 | 6.9 | 87 | 8.6 | 1011 | 100
Paecilomyces | 53 |19.4| 41 |15.0( 37 |13.6| 35 |12.8| 22 | &1 | 11 | 4.0 | 6 (22| 13 |48 | 12 | 44| 23 (84| 12 |44 | 8 | 29| 273 | 100
Mucor 14 |14.6| 15 |156| 6 [ 63| 10 |104| 8 |83 | 5 |52 | 2 |21 8 | 83| 8 [83| 9 (94| 7 |73 | 4 |42 96 100
Alternaria 8 |148| 6 |11.1| 2 (37| 8 [148] 5 |93 | 1 |19 2 |37 7 |13.0| 1 [19| 4 |74| 6 |11.1| 4 |74 | 54 100
Aspergillus | 14 |212| 5 | 7.6 | 9 |13.6] 5 | 7.6 3 | 45| 8 |12.1| 5 |7.6| 3 [45| 4 |61 | 2 |30/ 3 |45| 5 |76 66 100
Fusarium 6 |90 5 (75| 6 [90| 6 [90]| 7 |104| 7 |104| 4 |60 6 [9.0| 7 |104| 2 |3.0| 7 |104] 4 |6.0]| 67 100
Levadura 71675 (48 7 |67 5 |48 13 125 9 |87 | 7 |6.7| 11 [10.6f & | 7.7| 10 |9.6| Il |10.6] 11 |10.6] 104 | 100
Otros 6 |667| 1 |11.1| 0 {00 O [00]| O |00O| O |00 O |0Of 1 |11.1| O [0.0| O (0.0 1 |[ILI| O [00]| 9 100

FUENTE: Elaboracion propia.




Tabla 27: Desviaciones estindares de los datos del recuento de esporas fiingicas por género durante los 12 dias de muestreo.

GENERO 1.er1 ;lia: 2°1d71'a: 3.ell' ;lia: 4°2d9ia: 5° ;ll’a: 6° ;iia: 7° gia: 8° ;lia: 9° ;lia: 10°1;lia: 11°1;11’a: 12°121’a: Media Deesi;i;:::n
Penicillium 208 185 256 310 254 284 246 253 306 288 343 285 268.17 44.02
Cladosporium 103 101 78 66 76 97 92 76 70 95 70 87 84.25 13.12
Paecilomyces 53 41 37 35 22 11 6 13 12 23 12 8 22.75 15.27
Mucor 14 15 6 10 8 5 2 8 8 9 7 4 8.00 3.77
Alternaria 8 6 2 8 5 1 2 7 1 4 6 4 4.50 2.58
Aspergillus 14 5 9 5 3 8 5 3 4 2 3 5 5.50 3.37
Fusarium 6 5 6 6 7 7 4 6 7 2 7 4 5.58 1.56
Levadura 7 5 7 5 13 9 7 11 8 10 11 11 8.67 2.57
Otros 6 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0.75 1.71

FUENTE: Elaboracién propia.




La Tabla 27 muestra la desviacion estdndar de los datos del recuento de esporas por
género durante los 12 dias de muestreo. Para Penicillium, la variacion del recuento fue de
44.02 esporas fungicas para una media de 268.17; para Cladosporium la variacion del
recuento fue de 13.12 esporas fungicas para una media de 84.25; para Fusarium la
variacion del recuento fue de 1.56 esporas fingicas para una media de 5.58; para levaduras
la variacion del recuento fue de 2.57 esporas fungicas para una media de 8.67 y Mucor
tiene una variacion de 3.77 para una media de 8.00. Los géneros que presentan una
variabilidad de esporas fingicas mayor al 50 por ciento con respecto a su media fueron
Paecilomyces (15.27 de desviacion estandar vs. una media de 22.75), Aspergillus (5.50 vs.
3.37) y Alternaria (2.58 vs. 4.50). Estas variaciones en el recuento de esporas se deben a
que las condiciones en el ambiente de estudio son muy cambiantes y no son las mismas dia
tras dia; por ejemplo la temperatura ambiental y la humedad relativa en el interior y al
exterior de la sala de envasado, asi mismo las actividades realizadas al interior de esta,
como los saneamientos y mantenimientos y el mismo flujo del personal durante el proceso
de produccion, factores que, como se menciond anteriormente pueden influir en la

diseminacion de las esporas en el aire.

Relacion de la temperatura ambiental y el porcentaje de humedad relativa con la

concentracion fungica en el drea de estudio.

Debido a que la variedad de especies fungicas y la concentracion de esporas en el aire de
los ambientes internos dependen de los factores ambientales segiin varios autores (Lacey,
1981; Burge, 1990; Lacey y Dutkiewicz, 1994; Sterling y Lewis, 1998; Matthias-Maser et
al., 2000; Aira et al., 2002; La-Serna et al., 2002; Bartra, 2003; Frison et al., 2012) y
dentro de estos factores se incluyen la temperatura ambiental y la humedad relativa, se
realizd6 la medicion de ambas variables en este estudio. Estas han sido utiles para
identificar microclimas que soporten el crecimiento fingico (IOM, 2004). Ademas, se ha
visto que los hongos dependen de condiciones de humedad relativa y temperatura

favorables para la liberacion de sus esporas al ambiente (Rosas et al., 1997).
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Tabla 28: Correlacion de la temperatura ambiental (T,mp) y el porcentaje de
humedad relativa (%HR) con la concentracion de esporas fungicas (UFC/m®) en cada
punto de muestreo.

Puntos de Dt 6k SmEEst R*% Significancia del modelo
muestreo (Valor-P)

%HR 0.026

1 UFC/m’ = 620 + 3.04 %HR - 25.61 Tamp 88.22 | 0.000
Tamb 0.000
UFC/m® = 2796 - 101.5 Tam 73.74 | 0.000 Tamb 0.000

2

UFC/m’ = -1489 + 25.77 %HR 89.98 | 0.000 | %HR 0.000
%HR 0.000

3 UFC/m® = -696 - 21.97 T, + 20.29 %HR 87.49 | 0.000
Tamb 0.017
%HR 0.011

4 UFC/nt’ = 5346 - 63.1 %HR - 12.2 T 42.89 | 0.033
Tamb 0.756
%HR 0.125

5 UFC/m® = 1652 - 24.28 Tam, - 10.59 %HR 46.84 | 0.024
Tamb 0.026
%HR 0.008

6 UFC/m’ = 2857 - 42.8 %HR + 27.3 Tamp 53.07 | 0.013
Tamb 0.295
%HR 0.002

7 UFC/m®=-1422 +21.14 %HR + 11.6 Tamp 62.44 | 0.005
Tamb 0.328
%HR 0.004

8 UFC/m’ = -2925 + 124.4 Tomy + 5.02 %HR | 52.52 | 0.014
Tamb 0.532
%HR 0.409

9 UFC/m’ = -3646 + 150.5 Tomy, + 6.22 %HR 86.88 | 0.000
Tamb 0.000
%HR 0.017

10 UFC/m® = -652 + 13.0 Tymy + 7.89 %HR 40.47 | 0.039
Tamb 0.305
%HR 0.008

11 UFC/m® = -4502 + 53.0 Ty, + 64.5 %HR 58.28 | 0.008
Tamb 0.198

FUENTE: Elaboracion propia.




Con el fin de determinar la asociacion existente entre ambas variables y su influencia en la
concentracion flngica, se realizd un andlisis estadistico ingresando todos los datos
obtenidos de temperatura, humedad relativa y concentracion fingica promedio que fueron
tomados en simultdneo en cada punto de muestreo (interiores y exterior) y por dia (ver
Anexo). Los resultados obtenidos en todos los puntos, exceptuando el punto 2, se ajustan a
una regresion lineal multiple que describe la relacion entre la concentracion promedio de
hongos expresada en UFC/m’ y las dos variables ambientales descritas lineas arriba, la
primera expresada en grados Celsius (°C) y la segunda en porcentaje. Para el punto 2 se
realizaron dos regresiones lineales simples por cada variable ambiental, ya que ambas

mostraban correlacion entre si.

Como se puede observar en la Tabla 28, que en todos los puntos de muestreo estudiados,
la significancia del andlisis estadistico (Valor-P) es menor a 0.05 en una o en ambas
variables, por consecuencia existe una relacidn significativa entre las variables
independientes con la concentracion de esporas fungicas. Las ecuaciones de los modelos
ajustados se muestran en la misma Tabla 28, donde los coeficientes explican la influencia
de ambas variables sobre la concentracion fungica. El valor R’ ajustado demuestra en qué

porcentaje estas variables explican su efecto en la concentracion de hongos.

Para el caso del punto 1, se aprecia que la temperatura ambiental (T,mnp) tiene mayor
influencia en la concentracidon de hongos que el porcentaje de humedad relativa (%HR),
mientras que para el punto 2 y el punto 3, se pudo ver que el %HR tiene mayor influencia
que la Tymp. Sin embargo, para los tres puntos, a medida que el %HR aumenta, la
concentracion fungica también aumenta (%HR es directamente proporcional a
concentracion flingica); mientras que a medida que la temperatura disminuye, la
concentracion fungica aumenta (T,,, €s inversamente proporcional a la concentracion

fingica).

En los puntos 5, 8 y 9, s6lo influye la temperatura en la concentracion de hongos y no el
%HR Sin embargo en el punto 5, a medida que la temperatura disminuye, la concentracion

fungica aumenta (T,mp €s inversamente proporcional a la concentracion fungica). En
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cambio en los puntos 8 y 9, a medida que la temperatura aumenta, la concentracion fingica

también aumenta (T,mb €s directamente proporcional a la concentracion fingica).

En los puntos 4, 6, 7, 10 y el 11 (situado al exterior) sOlo influye el %HR en Ia
concentracion de hongos y no la temperatura. Sin embargo en los puntos 4 y 6, a medida
que el %HR disminuye, la concentracion fingica aumenta (%HR es inversamente
proporcional a la concentracion fingica). En cambio en los puntos 7, 10 y 11, a medida
que el %HR aumenta, la concentracién fingica también aumenta (%HR es directamente

proporcional a la concentracion fungica).

Analizando en conjunto la influencia de ambas variables ambientales en la concentracion
de esporas fungicas en todos los puntos, se puede ver que no hay una tendencia marcada.
En algunos puntos influyen ambas variables a la vez y en los otros puntos solamente una
de ellas. Ademas, sus efectos sobre la concentracion de esporas no es el mismo, ambas
pueden afectar tanto directamente como inversamente a la concentracion fungica.
Probablemente la tendencia seria mucho mas marcada si se hubieran aumentado los dias de

muestreo.

El hecho que no haya una tendencia marcada en la influencia de las variables
seleccionadas, también puede deberse a que hay muchas otras variables dentro del
ambiente de estudio que no fueron consideradas en el analisis y que quizas hayan podido
tener mayor influencia que la humedad relativa y la temperatura en los puntos
muestreados, como la cantidad y el movimiento de los operarios, las actividades que se
estaban realizando dentro del area, la limpieza de la zona, cercania a equipos moviles y a
motores, sistemas de ventilacion con poco mantenimiento o mal disefiadas, etc. (EHEDG,
2006); ademas el area de envasado es grande y no estd dividida, las actividades o las
condiciones cercanas a un punto de muestreo pueden afectar a los otros puntos en
diferentes grados, como ya se menciond anteriormente. Esto también podria explicar el
porqué las variables ambientales analizadas se correlacionan en el punto 2 del muestreo,
debido a que puede estar siendo afectado por muchas otras variables, ya que se ubica cerca
a una rejilla de expulsion del sistema de ventilacion y a una puerta que no cuenta con

presion positiva.
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Ademas, es importante tomar en cuenta lo mencionado por los autores sobre la actividad
del agua (ay), que es considerada como el factor fisico principal del desarrollo fingico, por
encima de la temperatura, humedad relativa y la luz (Miller, 1992; Manzano y Mancha,
2003). Pasanen et al. (1991) notaron que mientras existe suficiente humedad sobre el
sustrato donde se desarrollan los hongos, éstos pueden crecer a pesar que la humedad
relativa del aire sea baja y que por ello la medicion de la humedad relativa por si sola no es
un buen indicador de que puedan presentarse o no problemas por hongos en los ambientes

interiores.

Sin embargo, en nuestro estudio se pudo observar en todos los puntos, al tomar los valores
con el termohigrometro, que a temperaturas mayores se registraban menores porcentajes de
humedad relativa. Segin Mediavilla et al. (1998), la liberacion de conidios de
Cladosporium a la atmdsfera requiere de un grado de sequedad ambiental, el cual toma
lugar con el incremento de la temperatura, ya que el incremento de la humedad relativa
dificulta su liberacion por ejemplo en épocas de lluvia, pudiendo disminuir su
concentracion a comparacion de épocas mas secas (Rosas ef al., 1997). En nuestro estudio,
se observaron las mayores concentraciones de Cladosporium al interior del ambiente en los
puntos 4 (1110.0 UFC/m’), punto 6 (910.0 UFC/m’), punto 8 (900.0 UFC/m®) y punto 9
(830 UFC/m’) (ver Tabla 23), donde se dan condiciones que propician la sequedad del
ambiente. En los puntos 8 y 9, donde la T, es la tnica influyente, ésta tiene una relacion
directamente proporcional a la concentracion fingica; mientras que en los puntos 4 y 6,
donde el %HR es el unico influyente, éste tiene una relacion inversamente proporcional a

la concentracion de hongos.

Resultados de la aplicacion de la encuesta a los trabajadores del area de envasado.

La exposicion constante de los trabajadores a los géneros fiingicos identificados con mayor
frecuencia en el ambiente interior de estudio, podria traer consecuencias a corto y largo
plazo en su salud. Los hongos, tanto las esporas fingicas como las levaduras, constituyen
una importante fuente de alérgenos. Un gran nimero de hongos han sido identificados en
la literatura médica que estan implicados en enfermedades alérgicas, encontrandose con

mayor frecuencia a los hongos filamentosos de los géneros Alternaria, Cladosporium,
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Aspergillus y Penicillium spp., y levaduras como Candida albicans. (Wanner y Gravesen,
1993; Horner et al., 1995; Latgé, 1999; Day y Ellis, 2002; De La Rosa et al., 2002; Singh
2005; Jarvis y Miller, 2005).

Durante el periodo en que durd el estudio, se realizd una encuesta a un total de 19
trabajadores referente a las condiciones de trabajo en el area de envasado, donde se
incluian una serie de preguntas relacionadas a las molestias o sintomas que sélo
presentaban en ese ambiente interior. La encuesta contenia un listado de posibles sintomas,
hacia referencia si éstos mejoraban al abandonar el area y el nimero aproximado de veces
que esos sintomas se habian presentado en los ultimos 30 dias. La edad promedio de los
trabajadores oscilaba entre los 30 y 40 afios de edad, y llevaban laborando entre 4 y 12

afios en el area.

De las 19 personas encuestadas, 10 de ellas manifestaron no presentar ninguna molestia
cutanea ni respiratoria. Entre los nueve trabajadores que si presentaron algin tipo de
molestias en los ojos (sequedad, escozor o picor), la nariz (nariz tapada o sequedad), la
garganta (sequedad o escozor/picor) u otros sintomas generales (dolor de cabeza, debilidad
o aletargamiento) los cuales desaparecian al momento de dejar el 4rea de trabajo, se pudo
observar que en la mayoria de ellos (seis personas) sucedia mas de dos veces en los ultimos
30 dias. Asi mismo, se encontraron reclamos y comentarios en estas personas acerca del
sistema de ventilacion del area de envasado, el cual estd mal disefiado (no es aire
climatizado) y con falta de mantenimiento (ruidos extrafios, suciedad en las rendijas y

filtros).
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Figura 27: Frecuencia de los sintomas presentados en los ultimos 30 dias por los
trabajadores encuestados.

FUENTE: Elaboracion propia.

Como se aprecia en la Figura 27, los sintomas mayoritariamente se presentaron mas de
dos veces en el lapso de treinta dias, donde el sintoma predominante fue el de molestias en
los ojos, seguido por las molestias en la garganta, presentdndose en menor medida las
molestias en la nariz y los sintomas generales. En la Figura 28 se muestra con mayor
detalle los sintomas y el nimero de encuestados que los padecieron, siendo el picor de ojos
(siete personas) el sintoma mas recurrente. Cabe mencionar que varios de los encuestados
tenian uno o mas sintomas a la vez, por ejemplo algunos manifestaron picor en los ojos,
nariz tapada, escozor en la garganta y dolor de cabeza (dos personas), mientras que la
combinacién mas frecuente fue el de picor en los ojos, sequedad en la nariz y escozor en la

garganta (cuatro personas).
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Figura 28: Detalle de los sintomas presentados por los trabajadores encuestados.
FUENTE: Elaboracion propia.

Entre los géneros encontrados dentro del ambiente de estudio, la gran mayoria son
alérgenos para las personas hipersensibilizadas. Bartra (2003) indico que las
concentraciones elevadas de estos hongos en el ambiente interior y superiores a las del
ambiente exterior son las que suelen inducir a una sensibilizacion en las personas. Sin
embargo, segun se pudo apreciar en la Tabla 21 sobre la concentracion de esporas
fingicas por fecha y punto de muestreo, a pesar que en ningun punto de muestreo al
interior se presentaron concentraciones de esporas superiores a las del exterior (punto 11),

casi la mitad de los trabajadores encuestados manifestaron algin sintoma de alergia.

Penicillium ha sido implicado en casos de rinitis alérgica, sinusitis fingica alérgica y de
eczema (Day y Ellis, 2002). También es una causa comun de asma extrinseca. Ademas
puede causar neumonitis por hipersensibilidad y alveolitis alérgica en individuos
susceptibles, colonizando las vias respiratorias de pacientes con alergias respiratorias y

producir reactividad cutanea, dependiendo de la especie.
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Cladosporium ha sido implicado en el desarrollo de alergia, asma (Labarrere et al., 2003),

rinitis alérgica y en menor medida de eczema (Day y Ellis, 2002) y dermatitis alérgica

(Flannigan, 1998).

Fusarium ha sido asociado a diferentes alergias como el asma, la sinusitis fingica alérgica,
la enfermedad broncoalveolar alérgica y la rinitis perenne (Ponton et al., 2002; Day y Ellis,
2002; Labarrere et al., 2003). El género Mucor ha sido implicado en la rinitis alérgica (Day
y Ellis, 2002).

Alternaria es un género capaz de inducir reacciones alérgicas a muy bajas concentraciones
en individuos sensibilizados (Pontén et al., 2002; Day y Ellis, 2002). La exposicion a las
esporas en aquellos individuos esta asociada con episodios severos de asma (Pontén et al.,
2002), ha sido implicada en la rinitis alérgica y en menor grado en la dermatitis alérgica

(Flannigan, 1998; Day y Ellis, 2002).

La inhalaciéon de conidios del género Aspergillus puede provocar reacciones como la
aspergilosis broncopulmonar alérgica, la rinitis alérgica, la sinusitis alérgica, la alveolitis
alérgica extrinseca (Ponton y Cabanes, 2000; Day y Ellis, 2002) y en menor medida la
dermatitis alérgica (Flannigan, 1998). En la sinusitis alérgica, los indicios de
hipersensibilidad se acompanan de sintomas en las vias respiratorias superiores de
obstruccion nasal, rinorrea, cefaleas y dolor facial (Murray et al., 2009). La gran mayoria
de los asmaticos muestran evidencias de sensibilizacion a especies de A. flavus, A. niger y

A. terreus.

En el caso del género Paecilomyces se ha reportado que es un hongo productor de
micotoxinas, al igual que Penicillium, Alternaria, Fusarium (productor de fumonisinas) y

Aspergillus (productor de aflatoxinas) (Sorenson, 2002).

En el caso de las levaduras, el género Candida ha sido implicado en rinitis alérgica y se ha
sugerido que Candida albicans es causante de la urticaria cronica con una duracion mayor

a seis semanas (Day y Ellis, 2002).
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Sin embargo, la gran mayoria de estos géneros dificilmente generan micosis en personas
inmunocompetentes. Entre los géneros capaces de producir micosis oportunistas y que
podrian representar un peligro para la salud de las personas se encuentra Aspergillus,
causante de las aspergilosis, que engloban un amplio abanico de enfermedades
dependiendo de la especie, como infecciones en la piel, infecciones pulmonares, y
comunmente infecciones fiingicas en los ojos y oidos (Labarrere ef al., 2003; Murray et al.,
2009). En el caso de las levaduras, Candida albicans es la especie mas conocida causante
de micosis oportunistas y segun se trate de personas inmunocompetentes o
inmunocomprometidas, las infecciones pueden abarcar desde la enfermedad mucosa y
cutanea superficial (ej. ingle, axilas, espacios interdigitales de los pies, pliegues mamarios)
hasta la diseminacion hematdgena extensa con afectacion de 6rganos como el higado, el

bazo, el riidn, el corazodn y el cerebro (Murray et al., 2009).

Los sintomas encontrados tras la aplicacion de la encuesta, podrian corresponder a
enfermedades como la rinoconjuntivitis alérgica (irritaciéon o inflamacion de la membrana
mucosa en la nariz, acompafiado de picor y enrojecimiento ocular), el asma (obstruccion
reversible de las vias aéreas, inflamacion de las mucosas bronquiales y falta de aire), el
eczema (erupcion cutinea pruriginosa) y posiblemente algunos casos de neumonitis por
hipersensibilidad (sintomas de dolor de cabeza, artralgia, malestar, letargia y tos) que son
producidas por los géneros fungicos hallados con mayor frecuencia (ver Tabla 25 y
Figura 26) y en mayores concentraciones (ver Tabla 23) al interior del ambiente como

Penicillium y Cladosporium.

Asimismo, los géneros fungicos mayormente aislados en el exterior fueron Penicillium
(65.71 por ciento), Cladosporium (25 por ciento), Aspergillus (3.05 por ciento) y Mucor
(2.31 por ciento). Esto concuerda por lo mencionado por Miller et al. (1988) en un estudio
que involucraba 50 casas canadienses durante el invierno de 1986, quienes aseguraron que
Penicillium fue el género mas frecuente en el aire interior, seguido por Cladosporium,
Alternaria (encontrada s6lo en una vivienda) y Aspergillus. Cooley et al. (1998), en un
estudio durante veintidés meses en 48 escuelas en EE.UU. donde se presentaron
inquietudes acerca de la CAI y la salud de los ocupantes, observaron que cinco géneros
fungicos fueron consistentemente encontrados en el aire exterior y comprendian mas del 95

por ciento de la diversidad al exterior, los cuales fueron Cladosporium (81.5 por ciento),
156



Penicillium (5.2 por ciento), Chrysosporium (4.9 por ciento), Alternaria (2.8 por ciento), y

Aspergillus (1.1 por ciento).

Sin embargo, todos estos sintomas presentados por los trabajadores también podrian
referirse a otros factores no analizados en el presente estudio como la utilizacion de
productos quimicos en el saneamiento del area de envasado. Una de esas actividades
consiste en la desinfeccion de las maquinas tres veces por semana utilizando el producto
Divosan Forte en dilucién, que es una mezcla compuesta de peréxido de hidrogeno, acido
acético y acido peracético. Segun la ficha de datos de seguridad del producto, esta
sustancia puede irritar las vias respiratorias al ser inhalado, lo que podria causar molestias
similares a las reacciones alérgicas producidas por hongos en personas sensibles a este

quimico.
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V. CONCLUSIONES

Se evidencid que el interior del area de envasado es un ambiente favorable para el
desarrollo de hongos, lo que fue observado en los 10 puntos representativos al interior del
ambiente de estudio. En el ambiente interior, se encontraron las mayores concentraciones
totales durante los 12 dias de muestreo en el punto 4 (6220 UFC/m’), punto 7 (5160
UFC/m’) y punto 6 (5090 UFC/m’). Los niveles de concentracién fungica encontrados
dentro de este ambiente calificaron entre “intermedio” y “alto” en las referencias para

ambientes interiores no industriales.

La Planta Huachipa de AJEPER S.A. se encuentra ubicada alrededor de huertas, centros
recreacionales, areas de uso agricola y pecuaria y de locales industriales. Estas zonas se
encuentran al oeste del drea de estudio y el viento predominante, segin la rosa de vientos,

proviene de esa direccion; lo que explica el origen de la mayoria de los géneros fingicos.

Los géneros fungicos que pudieron aislarse en los 11 puntos de muestreo dentro de
AJEPER S.A. Planta Huachipa durante los meses de diciembre del 2014 y enero del 2015
fueron un total de ocho. Los principales géneros fingicos que fueron encontrados con
mayor frecuencia al interior del area de envasado fueron Penicillium (65.70 por ciento),
Cladosporium (19.39 por ciento), Paecilomyces (6.66 por ciento), levaduras (2.70 por
ciento), Mucor (1.81 por ciento), Fusarium (1.76 por ciento), Aspergillus (1.35 por ciento)

y Alternaria (1.10 por ciento).

El analisis estadistico fue capaz de describir el efecto de la temperatura ambiental y el
porcentaje de humedad relativa sobre la concentracion de esporas, lo cual demuestra que
existen condiciones ambientales dentro del area de envasado que favorecerian el desarrollo

fingico.



Los resultados de la encuesta aplicada a los trabajadores evidenciaron que la mayoria de
ellos manifestaron sintomas similares a la rinitis alérgica, asma alérgica y otras
hipersensibilidades causadas por hongos ambientales. Los géneros fungicos hallados
dentro del ambiente de estudio son considerados alérgenos en la literatura y por lo tanto
pueden representar un riesgo a la salud de los operarios que laboran al interior de ella,
debido a que estan constantemente expuestos a sus esporas. Sin embargo, estos sintomas
también podrian darse por la exposicion frecuente a los vapores de las sustancias quimicas
utilizadas en las actividades de saneamiento del area de envasado en las personas sensibles,
a pesar de ser aplicadas en concentraciones muy pequefias. Por tanto, no es posible
establecer con total certeza una relacion directa de causa — efecto entre los hongos

presentes en el ambiente de estudio y las molestias de los trabajadores.
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VI. RECOMENDACIONES

Debido a que los niveles fungicos totales mds altos se encontraron en los puntos de
muestreo debajo de las rendijas de expulsion del aire del sistema de ventilacion,
probablemente éste no funcione adecuadamente y en su interior podrian darse condiciones
para el crecimiento de hongos. Es necesaria una mayor frecuencia en la revision y
mantenimiento del sistema y sus filtros con el fin de reducir la proliferacion de hongos y la

diseminacion de esporas en el ambiente interior.

Igualmente se encontraron niveles fingicos altos en los puntos cercanos a los motores de
los equipos de envasado, dado que producen movimiento y expulsiéon de aire caliente,
suspendiendo una gran cantidad de esporas fiingicas. Se aconseja también en este caso una
mayor frecuencia en la limpieza de esta maquinaria para disminuir la dispersion de los

hongos.

Se recomienda que en las actividades de saneamiento y durante el propio proceso de
envasado se procure mantener los pisos, las mayolicas de las paredes y los techos secos sin
gotas de condensacion, ya que sobre estas superficies, si existe una disponibilidad de agua

optima, se podrian formar peliculas que propicien el crecimiento fingico.

Durante el periodo de muestreo, se observo que las puertas del drea no se mantenian
cerradas todo el tiempo y que el transito del personal de otras areas e incluso de personal
tercero era muy comun, a pesar de ser un area critica. Se deberian tener las puertas cerradas
todo el tiempo para evitar el intercambio de aire entre el exterior y el interior que favorece
la presencia de esporas fingicas dentro del area de estudio. Ademas se deberia permitir el
ingreso solamente al personal autorizado y con indumentaria de trabajo, para reducir el

ingreso de las esporas provenientes del exterior.



Dado que el viento transporta las esporas fungicas de los terrenos alrededor de la planta
hacia el area de envasado, también se debio tener en cuenta la direccidon predominante de
éste en el disefo de la planta, especialmente en la ubicacion de las puertas, para minimizar

el riesgo de contaminacion del aire al interior del ambiente de estudio.

Con el fin de asegurar la representatividad estadistica y observar una tendencia mas
marcada en la relacion entre la concentracion de esporas fungicas y las variables de
temperatura ambiental y porcentaje de humedad relativa, hubiera sido mas recomendable
aumentar las repeticiones por punto o los dias de muestreo. También se aconsejaria
considerar otras variables en el estudio que probablemente tenian una mayor influencia
sobre los niveles fungicos como la cantidad de operarios en la sala, el tipo de actividades
que se realizaban en el area en el momento de la toma de muestras, el estado de limpieza

de los sistemas de ventilacion, el funcionamiento de las maquinarias, etc.

Con el objeto del control de la calidad del aire ambiental por parte de AJEPER S.A., se
recomendaria realizar este tipo de estudio periddicamente, con una frecuencia mensual,

debido a los altos niveles presentados.

El presente trabajo fue de tipo cuantitativo y cualitativo, en donde se identificaron
diferentes géneros de hongos entre los cuales se incluyen patdogenos, y seria aconsejable
que puedan realizarse estudios similares para las otras salas de envasado e inclusive para
las oficinas que se encuentran dentro de las instalaciones de la empresa. Asimismo, no se
pudieron identificar las levaduras en esta oportunidad, sin embargo, hubiera sido
interesante determinar los géneros predominantes, ya que algunos pueden producir
enfermedades como la candidiasis que causan desde infecciones superficiales hasta

mortales.

Una recomendacion muy importante es que los resultados hallados en este trabajo se tomen
en cuenta y motiven estudios posteriores en otros ambientes interiores industriales y que
ademas sean un punto de referencia para la elaboracion de una futura normativa sobre

calidad de aire industrial en el Peru, a causa de la relevancia que tiene el conocimiento de
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las concentraciones fungicas y los géneros fungicos presentes en el aire para la vigilancia

de la salud y la comodidad de las personas que laboran dentro de esos ambientes.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Instrucciones del proveedor para la toma de muestras

ambientales.

Antes de salir a tomar las muestras se debera:

Cargar el equipo MAS-100 Eco® por 1 hora como minimo.
Esterilizar el cabezal y tapa del equipo a 121°C por 15 min por Unica vez antes de
iniciar su uso.

Tener placas Petri preparadas con el medio DRBC. Estas deben encontrarse secas.

Durante la toma de muestras:

1.

El equipo MAS-100 Eco® tiene dos botones (Yes o No). Para encender el equipo
se oprime la tecla Yes una vez.

Se presiona la tecla No para seleccionar el volumen de aire que se desea muestrear,
se oprime dicha tecla hasta que aparezca el volumen de 100. Aparecera el simbolo
Y/N.

Simultaneamente se desenrosca el cabezal y se coloca la placa Petri con la tapa
hacia arriba, se quita la tapa y se enrosca el cabezal nuevamente en el equipo, y
apretar la tecla Yes, inmediatamente quitar la tapa del cabezal.

El equipo estd programado para la toma de muestra en 1 minuto, luego de eso se
detendré. Y se colocara la tapa del cabezal, se desenroscara el cabezal, se colocara
la tapa de la placa Petri y se retirara la placa del equipo.

Luego de cada toma de muestra, el equipo debe limpiarse con alcohol de 70° con
ayuda de un algodon y utilizar papel toalla para secar dicha partes antes de colocar
otra muestra.

Se repite desde el punto 3 para realizar la siguiente medicion.



ANEXO 2: Tabla estadistica de correccion de Feller.

Positive hole conversion table MAS-100

Impaction Md 400 x 0.7mm

r = Number of colony forming units counted on 50 mm Petrl dsh

MBV AG

B712

Stifa

Pr = Probable statistical tatal

r | e ] ¢« T Pe | ¢+ e | r [ P | r | P | ¢ Pr r L er | | e
1 1 H 54 101 118 151 189 201 279 231 394 301 337 351 836
2 2 a2 =0 102 118 152 181 202 281 232 as7 302 501 3nz2 244
a 3 33 17 103 118 153 183 203 22 233 420 303 ﬂ 353 &
4 4 54 38 104 120 154 184 204 283 254 402 304 69 3ns 801
3 =] 33 E 105 12_2 153 186 208 Z_I‘? 235 425 305 5_73 355 870
] L] 30 o0 104 123 150 187 200 289 236 408 300 378 350 879
4 7 37 a1 107 124 157 189 207 291 237 411 307 582 357 288
a 8 30 63 108 120 150 21 200 293 230 413 300 580 355 887
] -] 35 04 109 127 158 ZILZ 208 2_33 238 416 308 gl 353 807
10 10 a0 a3 110 128 160 204 210 297 200 418 310 395 360 217
11 11 a1 6_11 111 13_D 161 206 211 259 Z_G‘I 4_22 311 19 361 8927
12 12 a2 &7 112 131 62 207 212 3o 202 423 312 04 362 237
13 13 a3 <] 113 133 163 209 213 304 203 428 313 08 363 247
14 14 a4 70 114 134 104 211 214 300 204 431 314 13 304 538 |
18 15 a% 71 115 135 69 212 215 308 205 433 315 G618 IG5 209
16 1_6 a0 T2 116 137 1606 214 218 310 200 4_30 316 ﬁ.iz 3686 281
17 17 a7 73 117 138 167 2186 217 312 2067 438 37 6z7 367 282
18 18 <] 74 118 140 168 218 210 314 2608 442 318 632 368 1003
18 19 as 70 118 141 169 Z19 218 317 208 445 318 637 3639 1017
2 20 70 77 120 142 170 2 220 319 270 445 320 €42 370 1030
21 22 71 78 121 144 171 223 221 3 271 452 ax 47 3 1043
22 23 72 ri| 122 142 172 224 222 323 272 455 32 632 372 1057
23 24 73 &0 123 147 173 226 223 323 273 438 323 a37 373 1071
24 23 T4 a2 124 148 174 228 224 328 274 461 324 o602 374 1080
25 26 T3 &3 123 130 173 230 225 330 275 454 325 OOT 373 1102
20 27 76 B84 126 131 i7a 232 220 312 276 4067 326 a73 ang 1118
27 E 77 l_ﬂ 127 1:!_3 177 233 227 33_:] ZIT A4T1 ]2;_57! 3re 1134
28 23 70 a7 128 154 i7a 235 220 337 278 474 328 a84 3iTa 1152
28 30 78 S8 129 156 178 237 228 339 279 477 329 G688 373 1170
30 M 00 83 130 157 180 239 230 342 200 420 330 G93 o0 1188
31 EF b 20 131 138 181 241 231 344 281 484 331 o1 381 1209 |
32 33 az 52 132 160 62 242 232 340 202 487 332 706 anz 1230
33 34 a3 93 133 101 163 244 233 349 203 491 333 Tiz 363 1232
24 l_d 854 o4 134 16_3 104 2460 234 351 284 4_94 334 718 304 1270
35 v a3 83 133 104 163 248 233 333 205 457 335 T24 385 1301
36 3s [ 57 | 135 | 166 | oo | 200 | 230 | 336 | ooc | so1 | 33c | 730 | 3es | 4327 |
ar 39 ar 38 137 167 167 252 237 358 207 304 337 73T kl-14 1350
30 4_0 a0 8 133 10_9 168 234 230 381 280 3&5 330 74_3 358 1&
38 41 a8 101 139 171 i 255 238 363 289 311 338 748 309 1420
40 4_2 90 10_2 140 172 180 257 240 38_0 230 35153 340 75_5 350 14&
41 43 a1 103 141 174 191 239 241 368 281 519 341 763 391 1450
2 4L 92 104 142 175 182 201 242 371 252 322 342 709 382 1341

186



ANEXO 3: Cuestionario sobre la calidad del aire en espacios interiores.

CUESTIONARIO SOBRE LA CALIDAD DEL AIRE EN ESPACIOS INTERIORES
(Estrictamente confidencial)

Se esta llevando a cabo un estudio para tratar de mejorar las Condiciones de Trabajo en el drea en
el que Ud. Desarrolla su actividad laboral. Para ello necesitamos que responda a este cuestionario.

INFORMACION GENERAL

EDAD FECHA

1. ¢éCUANTO TIEMPO HACE QUE TRABAJAS EN LA EMPRESA?

2. HORAS DE PERMANENCIA EN EL AREA

3. DESDE QUE ESTAS LABORANDO EN LA EMPRESA ¢HAS TENIDO MOLESTIAS RESPIRATORIAS O

PROBLEMAS EN LA PIEL?

N NO

Las siguientes preguntas se refieren a ciertos sintomas que Ud. Puede haber experimientado durante su trabajo en los ultimos

treinta dias.

SINTOMAS PRESENCIA MEJORA AL ABANDONAR NUMERO DE VECES EN LOS ULTIMOS
0Jos Sl NO Sl NO 0 <2 >2
SEQUEDAD Sl NO Sl NO 0 <2 >2
ESCOZOR/PICOR S| NO S| NO 0 <2 >2
LAGRIMEO S| NO S| NO 0 <2 >2
NARIZ Sl NO Sl NO 0 <2 >2
NARIZ TAPADA Sl NO Sl NO 0 <2 >2
SEQUEDAD Sl NO Sl NO 0 <2 >2
GARGANTA S| NO S| NO 0 <2 >2
SEQUEDAD Sl NO Sl NO 0 <2 >2
ESCOZOR/PICOR S| NO S| NO 0 <2 >2
GENERALES S| NO S| NO 0 <2 >2
DOLOR DE CABEZA S| NO S| NO 0 <2 >2
DEBILIDAD Sl NO Sl NO 0 <2 >2
ALETARGAMIENTO Sl NO Sl NO 0 <2 >2
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ANEXO 4: Datos de concentracion de esporas fungicas, temperatura

ambiente y porcentaje de humedad relativa por dia en cada punto de

muestreo.
Punto 1

I 57 250 3 TSR Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C° (%) (UFC/m”) | (UFC/m”) | (UFC/m”)
Dia 1 15-dic-14 264 66 100 140 120
Dia 2 17-dic-14 25.6 64 170 130 150
Dia 3 19-dic-14 23.7 63 200 220 210
Dia 4 29-dic-14 233 65 260 240 250
Dia 5 02-ene-15 24.1 75 210 250 230
Dia 6 03-ene-15 20 79 340 300 320
Dia 7 05-ene-15 23.7 72 210 230 220
Dia 8 07-ene-15 19.9 74 350 330 340
Dia 9 09-ene-15 24.1 77 230 210 220
Dia 10 12-ene-15 24 78 260 240 250
Dia 11 14-ene-15 24.5 77 260 220 240
Dia 12 16-ene-15 23.8 78 270 290 280

Punto 2

Dia y fecha de muestreo Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi;)

(C° (%) (UFC/m”) | (UFC/m”) | (UFC/m”)
Dia 1 15-dic-14 26.4 62 150 110 130
Dia 2 17-dic-14 26.7 62 100 120 110
Dia 3 19-dic-14 24 73 320 360 340
Dia 4 29-dic-14 254 64 130 150 200
Dia 5 02-ene-15 23.5 78 340 420 580
Dia 6 03-ene-15 23.8 71 190 170 280
Dia 7 05-ene-15 22.5 78 430 350 590
Dia 8 07-ene-15 22.2 79 490 450 570
Dia 9 09-ene-15 24.1 73 350 310 330
Dia 10 12-ene-15 24.8 66 170 150 260
Dia 11 14-ene-15 24.4 73 360 300 350
Dia 12 16-ene-15 22.9 72 150 170 320
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Punto 3

Dia y fecha de muestreo Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) |[(UFC/m’)| (UFC/m’) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 24.6 67 110 130 120
Dia 2 17-dic-14 243 67 160 120 140
Dia 3 19-dic-14 23.7 67 110 150 130
Dia 4 29-dic-14 24.5 67 90 150 120
Dia 5 02-ene-15 233 71 270 310 290
Dia 6 03-ene-15 21.8 70 170 90 230
Dia 7 05-ene-15 22.9 71 120 160 240
Dia 8 07-ene-15 22.8 71 170 190 240
Dia 9 09-ene-15 24.6 75 230 190 280
Dia 10 12-ene-15 24.7 74 190 170 280
Dia 11 14-ene-15 24.4 74 210 190 240
Dia 12 16-ene-15 24.8 74 180 200 260

Punto 4

B fio i Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m”) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 24.2 68 730 930 830
Dia 2 17-dic-14 242 69 660 480 570
Dia 3 19-dic-14 23.6 68 690 730 710
Dia 4 29-dic-14 23.7 70 690 890 790
Dia 5 02-ene-15 22.7 73 270 250 260
Dia 6 03-ene-15 21.7 73 680 760 720
Dia 7 05-ene-15 22.7 74 200 300 250
Dia 8 07-ene-15 21.5 74 350 390 370
Dia 9 09-ene-15 254 73 280 320 300
Dia 10 12-ene-15 25.2 74 520 560 540
Dia 11 14-ene-15 24.6 73 480 420 450
Dia 12 16-ene-15 24.1 74 400 460 430
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Punto 5

B fe e Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m”) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 25.1 75 220 240 230
Dia 2 17-dic-14 25.2 78 260 240 250
Dia 3 19-dic-14 22.6 78 270 290 280
Dia 4 29-dic-14 22.3 78 220 300 260
Dia 5 02-ene-15 23.3 73 230 250 240
Dia 6 03-ene-15 22.2 73 370 390 380
Dia 7 05-ene-15 22.9 73 350 390 370
Dia 8 07-ene-15 21.3 73 420 320 370
Dia 9 09-ene-15 25.5 74 270 310 290
Dia 10 12-ene-15 25 75 250 210 230
Dia 11 14-ene-15 24.1 74 220 260 240
Dia 12 16-ene-15 23.8 75 310 250 280

Punto 6

B fies i Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m’) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 24.2 68 630 590 610
Dia 2 17-dic-14 24.2 69 630 670 650
Dia 3 19-dic-14 23.6 68 580 540 560
Dia 4 29-dic-14 23.7 70 410 470 440
Dia 5 02-ene-15 22.7 73 190 250 220
Dia 6 03-ene-15 21.7 73 360 400 380
Dia 7 05-ene-15 22.7 74 240 200 220
Dia 8 07-ene-15 21.5 74 340 360 350
Dia 9 09-ene-15 254 73 320 340 330
Dia 10 12-ene-15 25.2 74 350 390 370
Dia 11 14-ene-15 24.6 73 600 580 590
Dia 12 16-ene-15 24.1 74 360 380 370
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Punto 7

B fe e Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m’) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 25.7 77 510 490 500
Dia 2 17-dic-14 24.5 70 270 290 280
Dia 3 19-dic-14 24.2 70 360 340 350
Dia 4 29-dic-14 24.2 70 340 440 390
Dia 5 02-ene-15 22.5 74 520 460 490
Dia 6 03-ene-15 21.4 74 430 370 400
Dia 7 05-ene-15 22.4 75 380 320 350
Dia 8 07-ene-15 21.4 75 350 390 370
Dia 9 09-ene-15 24.7 77 500 460 480
Dia 10 12-ene-15 24.5 78 520 480 500
Dia 11 14-ene-15 23.4 78 530 510 520
Dia 12 16-ene-15 23.3 78 560 500 530

Punto 8

B fies i Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m’) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 23.8 71 390 370 380
Dia 2 17-dic-14 23.5 71 280 320 300
Dia 3 19-dic-14 24 71 400 420 410
Dia 4 29-dic-14 24.4 71 500 460 480
Dia 5 02-ene-15 22.6 76 380 360 370
Dia 6 03-ene-15 21.8 76 220 160 190
Dia 7 05-ene-15 22.6 76 240 340 290
Dia 8 07-ene-15 22.2 76 230 250 240
Dia 9 09-ene-15 24.3 80 630 670 650
Dia 10 12-ene-15 24 79 500 460 480
Dia 11 14-ene-15 23.6 80 260 280 270
Dia 12 16-ene-15 23.1 79 190 230 210
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Punto 9

B fe e Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m’) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 23.9 73 350 370 360
Dia 2 17-dic-14 23.5 73 230 250 240
Dia 3 19-dic-14 24.8 73 540 580 560
Dia 4 29-dic-14 25 74 720 640 680
Dia 5 02-ene-15 224 77 230 330 280
Dia 6 03-ene-15 22 77 150 130 140
Dia 7 05-ene-15 22.2 76 180 140 160
Dia 8 07-ene-15 21.8 76 140 160 150
Dia 9 09-ene-15 24 79 430 450 440
Dia 10 12-ene-15 23.9 80 430 410 420
Dia 11 14-ene-15 23.9 79 440 420 430
Dia 12 16-ene-15 23.4 79 380 320 350

Punto 10

B fies i Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi;)

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m’) | (UFC/m”)
Dia 1 15-dic-14 23.3 73 160 200 180
Dia 2 17-dic-14 22.2 77 230 210 220
Dia 3 19-dic-14 23.8 81 300 280 290
Dia 4 29-dic-14 23.1 72 260 240 250
Dia 5 02-ene-15 23.7 81 320 360 340
Dia 6 03-ene-15 21.6 77 200 260 230
Dia 7 05-ene-15 21.7 77 250 290 270
Dia 8 07-ene-15 24 72 210 190 200
Dia 9 09-ene-15 23.7 72 240 280 260
Dia 10 12-ene-15 22.2 77 220 240 230
Dia 11 14-ene-15 23.5 81 270 310 290
Dia 12 16-ene-15 23.3 81 240 280 260
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Punto 11

B fe e Gl TS Tamb HR Placa 13 Placa 23 Promedi30

(C°) (%) (UFC/m”) | (UFC/m’) | (UFC/m")
Dia 1 15-dic-14 254 65 1100 1300 1200
Dia 2 17-dic-14 27.7 59 880 900 890
Dia 3 19-dic-14 25.6 64 770 810 790
Dia 4 29-dic-14 25.1 61 890 910 900
Dia 5 02-ene-15 24.4 63 870 750 810
Dia 6 03-ene-15 23.2 69 1400 1200 1300
Dia 7 05-ene-15 25.6 65 890 930 910
Dia 8 07-ene-15 23.7 65 800 820 810
Dia 9 09-ene-15 26.8 63 830 850 840
Dia 10 12-ene-15 25.8 67 1160 1280 1220
Dia 11 14-ene-15 26.1 69 1400 1300 1350
Dia 12 16-ene-15 25.4 67 1300 1100 1200
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ANEXO 5: Analisis de regresion UFC vs. Temperatura ambiente (T,,,) y porcentaje de humedad relativa (%HR).

Punto 1 Punto 2a

Analysis of Variance Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Regression 2 38217 19108.3 42.20 0.000 Regression 1 228522 228522 31.90 0.000
$HR 1 3182 3181.9 7.03 0.026 (c*) 1 228522 228522 31.90 0.000
Tamb 1 22003 22002.9 48.59 0.000 Error 10 71645 7164

Error 9 4075 452.8 Total 11 300167

Total 11 42292

Model Summary
Model Summary

s R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
S R-sqg R-sqg(adj) R-sqg(pred) 84.6433 76.13% 73.74% 67.78%
21.2789 90.36% 88.22% 81.30%
Coefficients
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF Constant 2796 436 6.42 0.000
Constant 620 142 4.36 0.002 (c®) -101.5 18.0 -5.65 0.000 1.00
$HR 3.04 1.15 2.65 0.026 1.20
Tamb -25.61 3.67 -6.97 0.000 1.20
Regression Equation
Regression Equation UFC/m3 = 2796 - 101.5 (C°)

UFC/m3 = 620 + 3.04 %HR - 25.61 Tamb
Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std
Obs UFC/m3 Fit Resid Resid
5 580.0 411.9 168.1 2.10 R

R Large residual
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Punto 2b

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Regression 1 272836 272836 99.83 0.000
% 1 272836 272836 99.83 0.000

Error 10 27331 2733

Total 11 300167

Model Summary

s R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
52.2789 90.89% 89.98% 87.46%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant -1489 184 -8.11 0.000
% 25.77 2.58 9.99 0.000 1.00

Regression Equation

UFC/m3 = -1489 + 25.77 %

Punto 3

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Regression 2 44067 22033.3 39.46 0.000
T amb 1 4796 4796.1 8.59 0.017
% HR 1 42763 42763.3 76.59 0.000

Error 9 5025 558.3

Total 11 49092

Model Summary

R-sg R-sqg(adj) R-sg(pred

23.6293 89.76% 87.49% 84.30%
Coefficients

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant -696 222 -3.13 0.012

T amb -21.97 7.50 -2.93 0.017 1.03
% HR 20.29 2.32 8.75 0.000 1.03

Regression Equation

UFC/m3 = -696 - 21.97 Tamb + 20.29 %HR

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std
Obs UFC/m3 Fit Resid Resid
5 290.0 233.4 56.6 2.55 R

R Large residual




Punto 4

Analysis of Variance

Source DF Adj SS
Regression 2 251654
$HR 1 249861
Tamb 1 2507
Error 9 220712
Total 11 472367
Model Summary
S R-sq R-sqg(ad
156.600 53.28% 42.8
Coefficients
Term Coef SE Coef
Constant 5346 1819
$HR -63.1 19.8
Tamb -12.2 38.2

Regression Equation

UFC/m3 = 5346 - 63.1

Adj MS F-Value P-Value
125827 5.13 0.033
249861 10.19 0.011
2507 0.10 0.756
24524
j) R-sg(pred)
9% 15.90%
T-Value P-Value VIF
2.94 0.017
-3.19 0.011 1.03
-0.32 0.756 1.03

%HR - 12.2 Tamb

Punto 5

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Regression 2 20059 10029 5.85 0.024
Tamb 1 12177 12177 7.10 0.026
$HR 1 4913 4913 2.86 0.125
Error 9 15441 1716
Total 11 35500
Model Summary
s R-sg R-sqg(adj) R-sqg(pred
41.4213 56.50% 46.84% 26.97%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 1652 484 3.41 0.008
Tamb -24.28 9.11 -2.66 0.026 1.03
$HR -10.59 6.26 -1.69 0.125 1.03

Regression Equation

UFC/m3 = 1652 - 24.28 Tamb - 10.59 %HR
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Punto 6

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Regression 2 146176 73088 7.22 0.013
%HR 1 114858 114858 11.35 0.008
Tamb 1 12498 12498 1.23 0.295
Error 91116 10124
Total 11 237292
Model Summary
s R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
100.618 61.60% 53.07% 38.38%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 2857 1169 2.44 0.037
$HR -42.8 12.7 -3.37 0.008 1.03
Tamb 27.3 24.5 1.11 0.295 1.03

Regression Equation

UFC/m3 = 2857 - 42.8 %HR + 27.3 Tamb

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std
Obs UFC/m3 Fit Resid Resid
11 590.0 404.2 185.8 2.03 R

R Large residual

Punto 7

Analysis of Variance

Source DF Adj ss Adj MS F-Value
Regression 2 52230.7 26115.4 10.14
$HR 1 49445.4 49445.4 19.21
Tamb 1 2752.4 2752.4 1.07
Error 9 23169.3 2574.4
Total 11 75400.0
Model Summary
s R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
50.7382 69.27% 62.44% 49.12%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value
Constant -1422 447 -3.18 0.011
$HR 21.14 4.82 4.38 0.002
Tamb 11.6 11.3 1.03 0.328
Regression Equation
UFC/m3 = -1422 + 21.14 %$HR + 11.6 Tamb

P-Value

0.005
0.002
0.328
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Punto 8

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value

Regression 2 121139 60569 7.08 0.014
Tamb 1 121131 121131 14.17 0.004
SHR 1 3605 3605 0.42 0.532

Error 9 76953 8550

Total 11 198092

Model Summary

s R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)

92.4679 61.15% 52.52% 26.05%
Coefficients

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant -2925 1041 -2.81 0.020

Tamb 124.4 33.1 3.76 0.004 1.03
$HR 5.02 7.73 0.65 0.532 1.03

Regression Equation

UFC/m3 = -2925 + 124.4 Tamb + 5.02 %HR

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std
Obs UFC/m3 Fit Resid Resid
9 650.0 499.7 150.3 2.08 R

R Large residual

Punto 9

Analysis of Variance

Source F Adj SS Adj MS F-Value P-Va
Regression 2 276457 138229 37.43 0
Tamb 1 273329 273329 74.02 0.
%HR 1 2771 2771 0.75 0.
Error 9 33234 3693
Total 11 309692
Model Summary
S R-sq R-sqg(adj) R-sg(pred
60.7675 89.27% 86.88% 80.28%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value
Constant -3646 749 -4.87 0.001
Tamb 150.5 17.5 8.60 0.000 1.
%$HR 6.22 7.19 0.87 0.409 1.

Regression Equation

UFC/m3 = -3646 + 150.5 Tamb + 6.22 $HR

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

std
Obs UFC/m3 Fit Resid Resid
4 680.0 577.1 102.9 2.05 R

R Large residual

lue
000
000
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Punto 10

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj
Regression 2 10754.0 5377
Tamb 1 1340.6 1340
%HR 1 9604.5 9604
Error 9 10212.6 1134
Total 11 20966.7
Model Summary
R-sq R-sqg(adj) R-sgq
33.6858 51.29% 40.47%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value
Constant -652 349 -1.87
Tamb 13.0 11.9 1.09
%HR 7.89 2.71 2.91

Regression Equation

UFC/m3 = -652 + 13.0 Tamb + 7.89

MS F-Value P-Value
.02 4.74 0.039
.59 1.18 0.305
.48 8.46 0.017
.74
(pred)
13.30%
P-Value VIF
0.095
0.305 1.00

0.017 1.00

Punto 11

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Regression 2 335239 167619 8.68 0.008
Tamb 1 37321 37321 1.93 0.198
$HR 1 329105 329105 17.05 0.003
Error 9 173728 19303
Total 11 508967
Model Summary
R-sg R-sqg(adj) R-sg(pred
138.936 65.87% 58.28% 36.82%
Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant -4502 1691 -2.66 0.026
Tamb 53.0 38.1 1.39 0.198 1.27
%HR 64.5 15.6 4.13 0.003 1.27

Regression Equation

UFC/m3 = -4502 + 53.0 Tamb + 64.5

%HR

199




ANEXO 6: Registro fotografico.

Area de estudio

Zona al exterior de la sala de envasado de AJEPER S.A. Planta Huachipa.
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Zona al interior del drea de envasado de AJEPER S.A. Planta Huachipa.

201



Puntos de muestreo

Punto 1: Puerta que conecta la zona exterior transitable con el area de envasado, cerca a la embotelladora de la linea de produccion VIII.
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Punto 2: Equipo mezclador de la linea de produccion VIII. Punto 3: Puerta que conecta el area de soplado con el area de
envasado, cerca a la embotelladora de la linea de produccion VII.
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Punto 4: Equipo mezclador de la linea de produccion VII. Punto 5: Puerta que conecta el area de soplado con el area de
envasado, cerca a la embotelladora de la linea de produccion VI.
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Punto 6: Equipo mezclador de la linea de produccion VI. Punto 7: Equipo mezclador de la linea de produccion V.
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Punto 8: Equipo mezclador de la linea de produccion XV. Punto 9: Puerta que conecta el area de soplado con el area de
envasado, cerca a la embotelladora de la linea de produccion XV.
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Resultados microbiolégicos

!

Punto 1: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 15 de diciembre del Punto 2: Repeticion 1 (R1) del 15 de diciembre del 2014.
2014.

Punto 3: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 16 de enero del Punto 4: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 14 de enero del
2015. 2015.
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Punto 5: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 2 de enero del Punto 6: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 29 de diciembre
2015. del 2014.

Punto 7: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 5 de enero del Punto 8: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 7 de enero del
2015. 2015.
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Punto 9: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 9 de enero del Punto 10: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 14 de enero del
2015. 2015.

Punto 11: Repeticiones 1 y 2 (R1 y R2) del 16 de enero del 2015.
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