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RESUMEN

La calidad del aire en ambientes internos puede estar in-
fluenciada por la presencia de agentes abidticos y bidticos,
entre los que se encuentran microorganismos, esporas, aca-
ros y polen, los cuales, son componentes naturales de es-
tos ambientes y pueden ser transportados, desde el exterior,
por particulas de polvo. Con este trabajo, se buscé evaluar
la presencia de microorganismos en el ambiente de la Bi-
blioteca Alfonso Patino Rosselli, Tunja (Boyacd) y establecer
cuéles de los géneros fungicos aislados podria representar
riesgo de biodeterioro sobre los documentos. Se empleé el
método de sedimentacién en placa, para el muestreo am-
biental, utilizando agar Sabouraud, para el aislamiento de
hongos y agar nutritivo, para bacterias, mientras que para
el muestreo de libros, se emple6 agar papa dextrosa, como
medio de cultivo. En el ambiente, la mayor diversidad estuvo
representada por los hongos, con 23 géneros aislados, con
predominio de Cladosporium spp., mientras que las leva-
duras fueron menos representativas, siendo Geotrichum, el
género predominante. En cuanto a las bacterias, las Gram
positivas fueron las méas abundantes, siendo Staphylococ-
cus el género mas frecuente de los 13 identificados, frente a
tres géneros de bacterias Gram negativas. Aspergillus spp.
y Penicillium spp. predominaron en las muestras de libros.
La concentracién microbiana del ambiente fue alta, aunque
se encontré dentro del limite de sanidad de lugares publicos,
para considerarlos como no contaminados; sin embargo, es
importante establecer medidas de control de estas pobla-
ciones microbianas y de las condiciones ambientales que
podrian favorecer su desarrollo.

Palabras clave: Aerobiologia, calidad microbiolégica, enfer-
medades respiratorias, microorganismos de bibliotecas.

SUMMARY

Air quality of indoor environments can be influenced by the
presence of biotic and abiotic agents such as microorganism,
spores, acari, and pollen, natural components in these
environments, which can be transported from the outdoor
air by dust particles.. The microorganisms present in the
environment of the Library Alfonso Patifo Rosselli, Tunja
(Boyacé) were evaluated and it was determinated which of the
isolated fungal genera could represent risk of biodeterioration
on the documents. The open Petri dish sedimentation
method was employed for the microbiological sampling,
using Sabouraud Agar for fungi isolation and Nutrient
Agar for bacteria, whereas for sampling of documents, the
Potato Dextrose Agar as culture media was utilized. In the
environment, the highest diversity was represented by fungi
with 23 isolated genera, predominating Cladosporium spp.,
whereas yeasts were less representative, with Geotrichum
the predominant genus. Regarding bacterial forms, Gram
positives were the most abundant, being Staphylococcus
the most prevalent genus of the 13 identified ones, with
respect to three genera of Gram negative. On books,
Aspergillus spp., and Penicillium spp. were the predominant
fungi. Microbial concentration of environment was high, but
within the limit of sanity of public places to be considered
as not contaminated; however, it is important to establish
control measures of these microbial populations and the
environmental conditions that could favor its development.

Key words: Aerobiology, microbial
diseases, library microorganisms.

quality, respiratory
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INTRODUCCION

La presencia de agentes abidticos y bidticos, entre los que se
encuentran microorganismos, esporas, acaros y polen, pue-
de influenciar la calidad del aire en ambientes internos, que
logran ser transportados desde el exterior, por particulas de
polvo (Labarrere et al. 2003). La concentraciéon de microor-
ganismos en lugares cerrados depende de diversos factores,
entre los cuales, la temperatura y la humedad relativa son
los principales. Otros, incluyen la microbiota presente en el
aire exterior, tipo de edificacién y su localizacién geogréfica,
numero de personas presentes y las actividades que reali-
zan, puntos locales de vegetacion, sistemas de ventilaciéon y
de limpieza del sitio (Shelton et al. 2002; Jones & Harrison,
2004; Pyrri & Kapsanaki-Gotsi, 2007; O’'Gorman & Fuller,
2008; Nevalainen & Morawska, 2009) y més especificamen-
te, en el caso de bibliotecas y de archivos, puede también
influir el estado de preservacién de libros y de documentos
(Maggi et al. 2000).

Hoy en dia, el conocimiento de la contaminacién microbiana
en ambientes internos es considerado como el mecanismo
mas elemental de prevenciéon de enfermedades, debido a
la influencia de los microorganismos sobre la salud de las
personas (Labarrere et al. 2003). Se ha reportado que géne-
ros bacterianos, como Bacillus, Pseudomonas y Staphylo-
coccus (Borrego et al. 2008) y fangicos, como Alternaria,
Aspergillus y Cladosporium pueden provocar diversas en-
fermedades en el hombre asociadas, principalmente, con
problemas respiratorios (Angelosante et al. 2007), en los que
la inhalacién es la principal via de infeccién (Chandra et al.
2005), ademas de originar irritaciones dérmicas y oculares
(Novaresi, 2009).

Las bacterias, se encuentran con mayor frecuencia en espa-
cios internos con respecto a los hongos; sin embargo, repre-
sentan un menor riesgo en el biodeterioro de documentos,
al requerir mayores condiciones de humedad (Valentin et al.
1990). Son varios los estudios que han evaluado la contami-
nacién fingica en ambientes internos (Hyvérinen et al. 2001;
Borrego et al. 2008, 2010a, 2011; Rojas et al. 2008; Toloza-
Moreno & Lizarazo-Forero, 2011), encontrando, como los
mas frecuentes, los géneros Aspergillus, Cladosporium, Mu-
cor'y Penicillium.

Por otro lado, autores como Gallo (1993), Borrego et al.
(2008, 2010a) han demostrado que la mayoria de hongos
de ambientes internos presentan actividad celulolitica, pro-
teolitica y amilolitica, producen acidos, excretan pigmentos y
forman biopeliculas sobre el papel, lo que acelera su deterio-
ro en condiciones de temperatura y de humedad adecuadas
de almacenamiento.

En esta investigacién, se evalud la presencia de microorga-

nismos en el ambiente de la Biblioteca Alfonso Patino Rosse-
lli, Tunja-Boyacé y se determinaron cuéles géneros fungicos
podrian estar representando riesgo de biodeterioro sobre los
documentos que alli se encuentran.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La calidad microbiolégica del ambiente, se
evalud en la Biblioteca Alfonso Patino Rosselli, ubicada en el
Claustro de San Agustin, Tunja-Boyacé (Colombia). La bi-
blioteca fue fundada en 1984 por el Banco de la Republica y
cuenta, hoy en dia, con una coleccién de aproximadamente
52.000 titulos (Centro Virtual de Noticias, 2006).

Aislamiento de microorganismos. La concentracién micro-
biolégica del ambiente de la biblioteca, se evalué realizando
seis muestreos en periodos distintos de 2011, en los cua-
les, se empled el método gravimétrico de sedimentacién en
placa propuesto por Omeliansky (Bogomolova & Kirtsideli,
2009). Se establecieron en total cinco puntos de muestreo,
siguiendo un modelo diagonal.

Cada punto fue muestreado por triplicado, por cada medio
de cultivo, con exposicién al ambiente por 30 minutos de ca-
jas de Petri (90 mm), con agar glucosa de Sabouraud, suple-
mentado con cloranfenicol, para el aislamiento de hongos
y agar nutritivo, para bacterias. Las cajas fueron ubicadas a
una altura aproximada de 2,0 m del suelo y los muestreos se
realizaron hacia las 10:00 horas. Adicionalmente, se toma-
ron datos de temperatura y de humedad relativa del ambien-
te, empleando un Medidor Atmosférico-Davis®.

Las cajas con agar glucosa de Sabouraud fueron incubadas
a 28 = 2°C, entre cinco y siete dias y las de agar nutritivo,
a 35 = 2°C, por 24 a 72 horas. Posteriormente, se cuantifi-
caron las unidades formadoras de colonia por metro cubico
de aire (UFC m™), tanto para mohos, levaduras y bacterias,
con previa realizacion de tincion de Gram, para distinguir en-
tre bacterias y levaduras que crecieron en las cajas de agar
nutritivo, de acuerdo a la férmula propuesta por Omeliansky
(Bogomolova & Kirtsideli, 2009):

N= 5ax 10" (bt)"

donde: N: UFC m? de aire en el ambiente, a: nUmero de co-
lonias por caja de Petri, b: superficie de la caja de Petri (cm?),
t: tiempo de exposicion (minutos).

Se hall6 la densidad relativa (DR) de los géneros microbia-
nos aislados, de acuerdo con la férmula de Smith (Borrego
et al. 2010a):

DR= (Numero de colonias del género o especie / Nimero
total de colonias de todos los géneros o especies) * 100
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Aislamiento de hongos a partir de libros. En un muestreo
adicional (muestreo siete), se tomé aleatoriamente una
muestra representativa del total de libros de la biblioteca,
con un intervalo de confianza del 90%. Las muestras se to-
maron con hisopos estériles humedecidos en solucién de
Cloruro de Sodio (NaCl 0,85%). Cada documento fue mues-
treado por duplicado y se emple6 agar papa dextrosa (PDA),
como medio de cultivo. Las cajas se incubaron a 28 = 2°C
por siete dias.

Identificacién de microorganismos aislados. Cada morfotipo
aislado fue descrito macroscépicamente. Los aislados fun-
gicos se describieron al microscopio y se realizaron monta-
jes con azul de lactofenol, mediante la técnica de impronta
(Schaechter et al. 2006) y microcultivos, y para su identi-
ficacion hasta género, se utilizaron las claves taxonémicas
de Barnett (1960) y Domsh et al. (1980a, b). Las levaduras
fueron descritas con tincion de Gram y montajes en fresco
entre ldmina y laminilla con azul de lactofenol e identificadas
de acuerdo con Carrillo (2003) y Kirk et al. (2008).

Las caracteristicas microscoépicas de las bacterias y su iden-
tificacion hasta género, se determinaron por tincién de Gram
y siembra en medios selectivos y pruebas bioquimicas con-
vencionales. Los resultados, se corroboraron con las ca-
racteristicas bioquimicas, sefialadas por Finegold & Martin
(1983) y Madigan et al. (2006).

Andlisis estadistico. Para establecer diferencias estadisticas
significativas entre la concentracién microbiolégica del aire
en el interior de la biblioteca a lo largo del estudio en los di-
ferentes muestreos, se emple6 un ANOVA multifactorial, con
un nivel de significancia del 0,05 y se hizo la transformacién
de los datos, para cumplir con el supuesto de homoceasti-
cidad. Se empleé el programa estadistico R Versién 2.14.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Humedad relativa y temperatura del ambiente. En el interior
de la biblioteca, se registré en promedio una humedad relati-
va de 59,0% (+ 5,10) y una temperatura de 19,7°C (+ 4,84).
Estas variables fueron constantes a lo largo del muestreo,
en los distintos periodos del ano, los cuales, presentaron, en
general, estacién seca. En julio, se evidencié la mayor hume-
dad, mientras que la mayor temperatura se registré6 en mayo
y noviembre (Tabla 1).

La humedad relativa se encontr6 en el limite del rango 6p-
timo, senalado por Gallo (1993), quien considera que entre
un 60-90% se puede dar el desarrollo de hongos y causar
alteraciones en documentos y es menor al 85%, requerida
para el crecimiento bacteriano. Entre tanto, la temperatura
del ambiente fue adecuada, al considerar que la apropiada
para almacenar documentos impresos y en formato electré-
nico estd entre 16 y 21°Cy entre 18 y 20°C, respectivamente,

Tabla 1. Humedad relativa (HR) y temperatura (°T) registradas en el ambiente interno de la biblioteca Alfonso Patino Rosselli.
Se muestra el promedio aritmético y la desviacién estandar (+) de cada variable.

HR (%)

OT (OC)

50,82 (* 3,17)

19,41 (+ 0,72)

58,47 (* 3,25)

20,00 (= 1,50)

61,10 (= 3,06)

18,58 (= 1,39)

63,07 (= 2,81)

18,52 (= 0,50)

60,67 (= 1,84)

19,41 (= 0,57)

62,25 (= 0,96)

20,00 (= 0,64)

Muestreo Mes *
1 Enero
2 Mayo
3 Junio
4 Julio
5 Agosto
6 Noviembre
7 Diciembre

59,00 (= 5,10)

19,69 (= 4,84)

*Para realizar los muestreos, se establecieron tres periodos distintos del ano: uno al

principio, otro a mitad de ano y otro al final, buscando establecer posibles variacio-
nes de concentraciones microbianas en el ambiente.
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con el fin de que no se presente deterioro por microorga-
nismos (Borrell et al. 2005). La contaminacién microbiana
de ambientes internos puede ser favorecida por factores,
como humedad elevada, ventilacién reducida y temperatura,
un sustrato como papel que proporcione, principalmente a
los hongos, nutrientes necesarios, como celulosa (Aira et al.
2006) y por la presencia de polvo (Shelton et al. 2002).

Contaminacién microbiana. El mayor porcentaje de microor-
ganismos correspondio a las formas fngicas, con un 44,9%,
mientras que las bacterias y levaduras, en un 41,5% y 13,6%,
respectivamente. Asimismo, los mohos representaron la ma-
yor diversidad, aislandose 23 géneros, en una concentracion
entre 31,4y 139,7 UFC m”.

La concentracién microbiana de la biblioteca fue similar a la
reportada por autores, como Borrego et al. (2008, 2010a,
b); Bogomolova & Kirtsideli (2009) y Toloza-Moreno & Li-
zarazo-Forero (2011), quienes han evaluado la calidad mi-
crobiana en ambientes cerrados, mediante la técnica de se-

spp.
5,24%

Alternaria spp.
6.85%

Otros:

Haplosporangium spp. (4,44%)
Paecilomycesspp. (3,23%)
Chalaropsis spp. (2,42%)
Syncephalastrum spp. (2,02%)
Verticillium spp. (2,02%)
Rhizopusspp. (1,21%)
Pentasporium spp. (1,21%)

Aegerita spp. (0,81%)

Aspergillus

dimentacién en placa; sin embargo, esta concentracién fue
inferior a la sefialada por la Organizacién Mundial de la Salud
(Nevalainen & Morawska, 2009), que considera un ambiente
interno contaminado aquel que presente una concentracion
microbiana superior a 1000 UFC m™.

Caracterizacién fingica en el ambiente. No se presentaron
diferencias estadisticamente significativas de las UFC fangi-
cas aisladas entre los diferentes muestreos (F,¢,= 13,289,
p= 1,537e-09). El género predominante fue Cladosporium
(21,0%), seguido de Acremonium (15,7%) y Penicillium
(12,9%), mientras que los deméas géneros aislados presenta-
ron una porcentaje de alrededor del 10% o menos (Figura 1).

La abundancia de esporas de Cladosporium spp. fue mayor
en el primer muestreo, a partir del cual, se present6 una dis-
minucién hasta el final del estudio, con una concentracion
de UFC, que oscilé entre 62,9 y 1,7 UFC m>. Para los gé-
neros Acremonium y Penicillium, la variacion mensual en la
concentracion de esporas no fue constante, siendo mayor en

Bactrodesmiella spp. (0,81%)
Monilia spp. (0,81%)

Bispora spp. (0,40%)
Chaetomium spp. (0,40%)
Curvularia spp. (0,40%)
Fusariumspp. (0,40%)
Gliocladium spp. (0,40%)

Nigrospora spp. (0,40%)

Figura 1. Densidad relativa de los géneros fangicos aislados en el ambiente de la Biblioteca Alfonso Patino Rosselli.
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noviembre, con 24,5 UFC m>, para los dos géneros, cuando
se registré una alta humedad relativa y alta temperatura del
ambiente (62,3%, 20 °C, respectivamente) y fue menor, para
Acremonium, en junio y para Penicillium, en agosto, con 1,7
dFC m’3, cuando se presento6 la menor humedad registrada
(Figura 2).

Cladosporium y Penicillium fueron los géneros fungicos
maés representativos en el ambiente y han sido también re-
portados por otros autores en ambientes internos (Pitzurra et
al. 1999; Shelton et al. 2002; Aira et al. 2006; Borrego et al.
2008, 2010a, b; Rojas et al. 2008; Bogomolova & Kirtsideli,
2009; Toloza-Moreno & Lizarazo-Forero, 2011). Estos géne-
ros incluyen especies patdgenas oportunistas de importan-
cia en salud publica, al estar asociados con enfermedades
respiratorias alérgicas, especialmente, asma y rinitis (Kurup
et al. 2000; Haleem Khan et al. 2009; Nevalainen & Mo-
rawska, 2009). Acremonium también fue predominante; sin
embargo, a pesar que de igual forma se ha aislado en otros

estudios (Nugari & Roccardi, 2001), no se ha registrado en
alta frecuencia en el ambiente.

La concentracion de levaduras aisladas, se registré entre 7,0
y 43,7 UFC m>, con Geotrichum, como género predomi-
nante y, en menor proporcién, Rhodotorula y Candida. El
numero no fue estadisticamente significativo durante los dis-
tintos muestreos (Fsg,= 3,3642, p= 0,008083); no obstan-
te, su abundancia vari6 entre los muestreos, en donde Geo-
trichum spp. fue maés frecuente en agosto, con 38,4 UFC
m’3, cuando se presenté una humedad de 60,7%, mientras
que Rhodotorula spp., se evidencié con mayor frecuencia en
enero y julio, con 7,0 UFC m”. Los aislamientos de Candida
spp. fueron escasos, registrados Gnicamente en enero y en
mayo.

Caracterizacién bacteriana en el ambiente. Se registraron
once géneros bacterianos, en una concentracion entre 33,2 y
118,8 UFC m”. Las UFC bacterianas no variaron estadistica-

70 1 1Cladosporiumspp. 30 4 Acremoniumspp.
60
25 1
50 50
0 .
£ 40
(8] :
L 30 15
20 10 1
10 5 1
0 0 A
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 & 6
Muestreos Muestreos
30 - Penicillium spp.
25 1
© 20 A
£
0O 45
L
= 10 -
5 -
0 -
1 2 3 4 5 6
Muestreos

Figura 2. Variacién en la concentracién de los géneros fingicos predominantes en el interior de la Biblioteca Alfonso Patifio

Rosselli. Las barras representan el error estandar de la media.
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mente durante el muestreo (F5g,= 5,7227, p= 0,0001363);
sin embargo, las bacterias Gram positivas predominaron con
un 92,1%, con respecto a las bacterias Gram negativas ais-
ladas.

Una mayor prevalencia de bacterias Gram positivas ha sido
registrada también por Borrego et al. (2008, 2010a, b) y se
ha reportado que producen varias de las enfermedades bac-
terianas trasmitidas por el aire, principalmente, a su mayor
supervivencia en este ambiente (Zhu et al. 2003). También
pueden ingresar al interior de los locales a causa de la acti-
vidad del hombre, ya que muchas de ellas se encuentran en
la piel y en las mucosas (Borrego et al. 2008) y pueden ser
transportadas por el polvo presente en el piso (Goh et al.
2000).

Otros:

Acinetobacterspp. (4,37%) Lactobacillus spp. (1,75%)

Bacillus spp.(3,93%) Streptococcusspp. (1,31%)
Pseudomonasspp. (1,75%) Streptomyces spp. (0,44%)

Neisseria spp. (1,75%)

Figura 3. Densidad relativa de los géneros bacterianos aisla-
dos en el ambiente de la Biblioteca Alfonso Patifio Rosselli.

El género bacteriano con mayor abundancia fue Staphylo-
coccus (44,5%), seguido de Micrococcus y Kurthia, con un
17,5 y 17,0%, respectivamente. Aerococcus spp., se regis-
tré en un 6,1%, mientras que los siete géneros restantes, se
presentaron en menos del 5,0% (Figura 3). Staphylococcus
spp., se registré durante el muestreo, aislandose principal-
mente en julio, con 45,4 UFC m” (Figura 4). Entre las bacte-
rias Gram negativas, se aislaron los géneros Acinetobacter,
Pseudomonas y Neisseria, que se presentaron en baja den-
sidad. Los géneros Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus,
Streptococcus han sido también aislados en otros ambientes
cerrados (Labarrere et al. 2003; Borrego et al. 2008, 2010a,
b) y algunas de sus especies estéan asociadas con problemas,
bésicamente, respiratorios (Borrego et al. 2010a).

60 - Staphylococcus spp.
50 -
’é’ 40 -
8 30 ol
o 20 -
10 -
0 -
1 2 3 4 5 6
Muestreos
60 - Micrococcus spp.
50 A
40 -
30 -
20 A
10 1
0 -
1 2 3 4 5 6
Muestreos

Figura 4. Variacién en la concentraciéon de los géneros bac-
terianos predominantes en el interior de la Biblioteca Alfonso
Patino Rosselli. Las barras representan el error estandar de
la media.
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Carga flingica aislada de la coleccion bibliogréfica. Se aisla-
ron en total nueve géneros de hongos filamentosos, a partir
de 166 colonias aisladas. La figura 5 muestra que el género
Aspergillus fue el méas aislado, representando un 36,1% del
total de las colonias fingicas, seguido de Penicillium spp.
(18,7%) y Trichoderma spp. (16,9%). También, se aislaron
hongos con una importante actividad celulolitica, como Cla-
dosporium, Alternaria, Chaetomium, que junto a los géne-
ros Aspergillus y Penicillum representan un riesgo para las
colecciones de libros y de documentos (Zyska, 1997; Florian
& Manning, 2000; Szczepanowska & Cavaliere, 2000, Gor-
bushina et al. 2004).

La degradacion del papel involucra la descomposiciéon de
tintas orgénicas y de aditivos (encolantes, abrillantadores 6p-
ticos), apresto (almidén o proteina) y revestimientos, ademas
de las fibras de celulosa. Entre los agentes microbianos mas
importantes implicados en el biodeterioro de documentos
almacenados, se encuentran los hongos (Rojas et al. 2009)
y su desarrollo en el papel esté regulado por las condiciones
de temperatura y de humedad del sitio de almacenamiento
(Giraldo et al. 2009).

Chalaropsis spp.
7,83%

Cladosporium spp.
8,43%

Otros:

Haplosporangium spp. (3,61%)

Mucorspp. (3,61%)

Penicillium spp.
18,67%

La presencia de los géneros Aspergillus y Penicillium en los
libros, se podria relacionar con su prevalencia en el ambiente
de la biblioteca, a pesar de no haber sido los més abundan-
tes. Se conoce que estos géneros son ubicuos y presentan
elevada adaptabilidad metabdlica (Zyska, 1997; Lugauskas
et al. 2003) y han sido reportados, junto a otros, como res-
ponsables de biodeterioro de materiales organicos (Nugari
& Roccardi, 2001; Borrego et al. 2011). Asimismo, Valentin
et al. (1990) mencionan que los hongos germinan en papel
en temperaturas de 14°C a 35°C y humedad superior al 65%.

Algunos autores han detectado y caracterizado compues-
tos metabdlicos volétiles producidos por la actividad de los
hongos sobre el papel (Canhoto et al. 2004). Los géneros
Alternaria, Chaetomium y Cladosporium identificados en
este estudio, se caracterizan por la produccién de diferentes
enzimas implicadas en patogénesis de plantas, que podrian
ser extrapolados en el proceso de biodeterioro del papel, asi
como se ha detectado actividad enziméatica en la produccién
de proteasas y de amilasas, por parte de estos géneros (Das
et al. 1997; Baraznenok et al. 1999; Rojas et al. 2009). Para
futuras investigaciones, se pretende realizar la determinacion

Alternaria spp. (2,41%)

Chaetomiumspp. (2,41%)

Figura 5. Densidad relativa de los géneros fangicos aislados de la coleccién bibliogréfica.
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de los agentes causales hasta el nivel de especie, asi como
el mecanismo que podrian estar causando el biodeterioro de
los documentos.

A pesar que la concentracién microbiana de la biblioteca no
es superior a 1000 UFC m”, para considerarla como un am-
biente contaminado, es importante controlar las poblacio-
nes de microorganismos presentes en el ambiente (Giraldo
et al. 2009) y, de igual manera, controlar las condiciones de
temperatura y de humedad relativa, mediante el empleo de
humificadores o ventiladores, que podrian favorecer su desa-
rrollo. Aspectos como el tiempo de exposicion de las perso-
nas al ambiente y sus caracteristicas inmunoldgicas podrian
incidir en la sintomatologia de enfermedades respiratorias
(Nevalainen & Morawska, 2009), por lo que el aislamiento
de los microorganismos presentes en ambientes cerrados es
fundamental para desarrollar programas de control y de pre-
vencion de la salud del personal y para evitar el biodeterioro
del material bibliogréfico.
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