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ABSTRACT

Nowadays, experts are interested in studying
microbiota in indoor environments since
microorganisms can produce human health
disorders and biodeteriorate valuable collections.
The aims of this paper were: to determine the
microbial concentration of air in repositories of
National Archive of Cuba, to carry out taxonomic
identification of isolated fungi and to measure
their potential risk for both the documentary
heritage and staff's health.

The microbiological sampling was conducted in
summer and winter in 6 repositories by means of
a sedimentation method. Petri dishes with
adequate culture media placed in triplicate at a
height of 3 m were used to isolate fungi and
bacteria. Cellulolytic activity and production of
pigments and acids by the isolated fungi were
qualitatively determined. The total viable
microbiota was greater in winter than in summer.
Bacterial concentration was significantly higher in
winter (dry season) whereas fungal concentration
was greater in summer. Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium, Curvularia and
Alternaria were the predominant fungal genera in
winter while Cladosporium prevailed in summer
together with genera such as Fusarium, Mucor
and Chrysonilia, which in some repositories
reached significant levels. On one hand, the
isolated fungi degraded cellulose and produced
pigments and acids. On the other hand, it was
found that these fungi can provoke allergic states
and respiratory diseases in humans. As to the
bacteria present in the air, Gram positive ones
prevailed: Enterobacter, Hafnia, Serratia,
Streptomyces, Bacillus, Streptococcus and
Staphylococcus. Moreover, we found that the
identified bacteria can affect human health.
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RESUMEN

Actualmente el estudio de la microbiota en
ambientes interiores es de interés para los
especialistas, pues los microorganismos pueden
producir afecciones a la salud de las personas y
causar el biodeterioro de colecciones valiosas. Los
objetivos del trabajo fueron: determinar la
concentracién microbiana del aire en depdsitos del
Archivo Nacional de Cuba, realizar la identificacion
taxondmica de los hongos aislados y definir el
riesgo potencial que ellos representan para el
biodeterioro del patrimonio documental y la salud
del personal. El muestreo microbioldgico se realizd
en verano e invierno y en 6 depdsitos, empleando
un método de sedimentacién. Para aislar hongos y
bacterias se emplearon placas de Petri con medios
de cultivo adecuados que se colocaron por
triplicado a 3m de altura. Se determind
cualitativamente la actividad celulolitica, la
produccion de pigmentos y de acidos a los hongos
aislados. La microbiota viable total fue mayor en
invierno que en verano. La concentracidn
bacteriana fue significativamente superior en el
invierno (estacion seca) en tanto que la fungica es
mas elevada en verano. Los géneros fungicos que
predominaron en invierno fueron Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium, Curvularia y Alternaria.
En verano prevalecié Cladosporium, y los géneros
Fusarium, Mucor y Chrysonilia llegaron a alcanzar
niveles significativos en algunos depodsitos. Los
hongos aislados degradaron celulosa, produjeron
pigmentos y acidos. Asimismo, se evidencié que
pueden provocar estados alérgicos y enfermedades
respiratorias a las personas. Con relacion a las

bacterias en el aire, predominaron las Gram
positivas. Se identificaron los géneros
Enterobacter, Hafnia, Serratia, Streptomyces,

Bacillus, Streptococcus y Staphylococcus. De igual
manera, se detectd que las bacterias identificadas
son capaces de afectar la salud del personal.
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En los ambientes exteriores e interiores se
encuentra un gran numero de particulas de
diferente origen, forma y tamano suspendidas
en el aire, ellas constituyen el aerosol
atmosférico. Se pueden clasificar de
diferentes formas, teniendo en cuenta el
origen (bioldgico, organico, inorganico), la
localizacion (marina, continental, rural,
industrial, urbana) y el efecto que pueden
causar sobre las superficies en que se
depositan (quimico, téxico, patogénico,
degradativo). Entre las particulas de origen
bioldgico se encuentran bacterias, esporas
fungicas, algas, virus, protozoos, granos de
polen, etc. (Mandrioli, 2002).

Dentro de los componentes de esas
particulas, también se encuentra el polvo, el
cual se deposita sobre documentos, libros y
otros objetos; el mismo varia en cantidad y
calidad en dependencia de la situacién del
edificio, de las actividades que ocurran en su
interior, de la estacion del afio y del estado de
conservacion de libros, documentos y objetos
(Maggi et al, 2000). El polvo sirve como fuente
de nutrientes para algunos insectos y hongos,
y crea un microambiente sobre las superficies
de las colecciones impidiendo el flujo normal
del aire sobre ellos, lo que facilita que las
areas superficiales absorban gran cantidad de
humedad, favoreciendo la proliferacién de
plagas (Florian, 1997).

Por otro lado, los microorganismos pueden ser
transportados por las particulas de polvo
hacia el interior de locales a través de los
sistemas de ventilacion y los visitantes (Gallo
et al, 1996; Vaillant & Valentin, 1996). La
colonizacion y el crecimiento sobre la
superficie de los objetos que se encuentran en
el interior de los locales, también puede ser
una importante fuente de contaminacién del

aire de los mismos (Petushkova & Kandyba,
1999).

En condiciones ambientales apropiadas, la
microbiota del aire puede coexistir con las
colecciones de valor historico y con las personas
en un ecosistema especifico sin causar grandes
dafios. Sin embargo, al producirse un
incremento de la temperatura y la humedad
relativa, los microorganismos pueden tener
efectos negativos sobre las colecciones,
acelerandose el biodeterioro (Nugari &
Roccardi, 2001; Florian, 2002, 2003; Pinzari et
al, 2004 y 2006), y afectando la salud de las
personas (Toivola et al, 2002; Eagle Industrial
Hygiene Associates, 2004). Por ello para que
los especialistas puedan definir la calidad del
aire en ambientes interiores, es necesario el
conocimiento de la concentracién microbiana en
el interior de los locales. Este aspecto reviste
una mayor significacion en paises de clima
tropical (Teygeleretal., 2001).

Los hongos, a diferencia de las bacterias, estan
considerados los organismos de mayor
importancia como agentes biodeteriorantes de
la materia orgdanica, pues ademas de producir
enzimas extracelulares, presentan estructuras
somaticas, llamadas hifas, que ejercen presién
mecanica sobre el soporte produciéndole
debilitamiento (Gallo et al, 1996). La mayoria
de los hongos presentes en los ambientes
interiores son saprofiticos, pues obtienen los
nutrientes para su metabolismo de materiales
muertos, materia inorganica u organica tales
como madera, papel, pintura, suelo, polvo, piel,
alimentos, etc. (Florian, 1997, 2002; Gallo et
al., 1996).

Teniendo en cuenta estos aspectos, nos
propusimos en este trabajo determinar la

concentracion microbiana del aire en seis



depédsitos del Archivo Nacional de la
Republica de Cuba seleccionados al azar y
distribuidos entre los tres pisos del edificio.
Asi como un depdsito que conserva
materiales especiales (mapas y planos). La
evaluacién se realizé en dos estaciones del
afo, a identificacién
taxondmica de los hongos y de grupos
bacterianos aislados y se definié el riesgo
potencial

la par se hizo Ia

que ellos representan para el
biodeterioro del patrimonio documental y
para la salud del personal que trabaja en la
institucién.

Caracteristicas de
analizados

los depositos

Se analizaron siete depdsitos del Archivo
Nacional de la Republica de Cuba que
abarcaron los tres pisos asi como la parte
norte y sur del edificio. Seis de los locales
almacenan documentos escritos en papel
pertenecientes a diferentes fondos
documentales de valor histérico. El otro
conserva mapas Yy planos en diferentes
soportes y con diferentes técnicas por lo que
se clasifican entre los denominados
materiales especiales y por tanto requieren
temperatura y humedad relativa bajas y
estables.

Los depdsitos analizados fueron 3 y 8
(locales del sétano), 13 y 18 (locales del
primer piso), 24 y 27 (locales del segundo
piso), asi como la Mapoteca (ubicada en el
primer piso del edificio). Se caracterizan por
su gran tamano, siendo sus dimensiones
(largo x ancho x altura, m) las siguientes: i-
depodsitos 3, 13, 23 y Mapoteca: 15.2 x 6.2 x
2.5my, ii- depdsitos 8, 18 y 28: 25.3 x 6.2 x
2.5m.

Muestreo microbiologico del aire

El muestreo microbiolégico ambiental se
realizd en dos estaciones diferentes del afio
2006 (invierno o etapa de sequia y verano o
etapa lluviosa) y se empled el método de
sedimentacién o de placa expuesta
propuesto por Omeliansky (Bogomolova &
Kirtsideli, 2009). Se muestrearon cinco
puntos por triplicado (método diagonal) y en
cada punto, se midieron la temperatura y la
humedad relativa con un termohigrometro
digital durante el muestreo.

Para el aislamiento de hongos se emplearon
placas Petri de 90 mm con Agar Malta
suplementado con cloruro de sodio (7%)
(Rojas et al., 2002) y para bacterias Agar
Nutriente que se colocaron a 3m del piso y se
mantuvieron abiertas por 5 min.
Posteriormente las placas para bacterias se
incubaron a 32°C durante 72h y las de
hongos a 28°C por 7 dias.

Determinacion de las unidades
formadoras de colonias por m’ de aire

Concluida la incubacion, se realizo el conteo
de unidades formadoras de colonia para
poder determinar la concentracidn
microbiana expresada en unidades
formadoras de colonias por m’ de aire
(UFC.m”) segun la ecuacion descrita por
Omeliansky (Bogomolova & Kirtsideli, 2009):

N = 5a.10° (bt)™

Donde: N- concentracion microbiana en
UFC.m>, a- nimero de colonias por placa
Petri, b- superficie de la placa (cm?), t-
tiempo de exposicién, min.
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Identificacion de microorganismos
aislados

Posteriormente se realiz6 el aislamiento y la
depuracién de las diferentes cepas de
microorganismos que crecieron. En la
identificaciéon de los hongos se realizaron
observaciones de las colonias para definir
caracteristicas culturales y morfoldgicas y se
emplearon manuales de identificacion
taxondmica (Barnett & Hunter, 1987), asi
como la informacién que aparece en Image
bank (2006) de la pagina The Aspergillus
Website y la guia para identificar Penicillium
que propone Pitt (2000). Para la
identificacion de bacterias, se realizd la
tinciéon de Gram y se realizaron las pruebas
bioquimicas correspondientes a cada cepa
aislada, descritas en el Bergeys Manual of
Systematic Bacteriology (Holt, 1984; Sneath
etal., 1986).

Determinacion de la distribucion
relativa (frecuencia de aparicion) de las
colonias

Este analisis se realizd6 de acuerdo a Smith
(1980) donde:

Distribucidn relativa (%) = (No. de colonias
del género o especie/ No. total de colonias de
todos los géneros o especies) x 100

Determinacion cualitativa de Ila
capacidad celulolitica y la produccion de
pigmentos de hongos

Para determinar la capacidad celulolitica y de
producciéon de pigmentos de los hongos
aislados, se procedié a sembrarlos en cuias
de un medio de cultivo cuya composicion
salina para 1L es: nitrato de sodio 2 g; fosfato
de diposatio 1g; sulfato de magnesio 0.5 g;
cloruro de potasio 0.5 g; sulfato ferroso 0.01
g: agar 20 g; pH = 5.5. Como fuente de

carbono se emplearon: una tira de papel de
filtro de 4.8 cm de largo por 1 cm de ancho
(equivalente a 50 mg), celulosa cristalina (1
%) y como control se empleé glucosa (1%).
Los cultivos se incubaron a 28°C durante 21
dias (Borrego et al., 2008).

Determinacion de la produccion de

acidos de hongos

Suspensiones de esporas de las cepas de
hongos aisladas, se sembraron en un caldo
de cultivo de composicion salina similar al
empleado anteriormente, pero con Glucosa
al 1%, el pH se ajustd a 7. Los cultivos se
incubaron a 28°C por 3 dias y posteriormente
se midié el pH del medio de cultivo con la
ayuda de un metropH (Borrego et al., 2008).

Analisis estadistico

Para comparar las concentraciones
microbianas que se obtuvieron en verano e
invierno se uso la prueba de Student. Para
detectar diferencias significativas entre las
concentraciones que se obtuvieron por pisos
del edificio, se emple6 un ANOVA-1
complementado con la prueba de Duncan.
Resultados con p 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Niveles de contaminacion microbiana
ambiental

Al analizar los valores promedios de la
concentracién microbiana del
invierno y verano (Tabla 1) se aprecia que la
concentracién fangica fue significati-
vamente menor que la bacteriana. Sin

aire en



embargo, en invierno (etapa de sequia) la
concentracién bacteriana fue superior a la que
se obtuvo en verano (etapa lluviosa)
posiblemente debido a un incremento del
polvo exterior que penetrd en los depodsitos
por los conductos de ventilacion natural. Estos
resultados se corroboran cuando se observa la
tabla 2 que muestra ademas, un incremento
de la concentracién bacteriana,
independientemente de la época del afio, en la
medida en que el piso del edificio es mas alto,
debido a que la altura facilita una mejor
penetracion del polvo desde el exterior.

El hecho de que se detectara una baja
concentracién de esporas fungicas (conidios)
en invierno, puede deberse a que algunas de
ellas son muy ligeras y por tanto su
sedimentacién es dificil. Se plantea que para
que algunos tipos de conidios puedan
sedimentar en condiciones de ventilacion

natural, requieren una humedad relativa alta
que les permita absorber una gran cantidad
de agua y que por su peso puedan caer sobre
las superficies que se encuentran a su paso
(Reponen et al., 2001) o exista un nivel muy
bajo de ventilacién (se precisa que esporas
menores o iguales a 5 m requieren vientos
menores de 25 m.seg’ para que puedan
sedimentar) (Levetin, 2002). Sin embargo,
las células bacterianas generalmente se
encuentran adheridas al polvo que al
sedimentar sobre las placas Petri, las
arrastran.

Las concentraciones bacterianas en verano,
donde las lluvias son frecuentes, son
significativamente menores con respecto a
las detectadas en invierno, como
consecuencia de la limpieza que se produce
en el aire ambiental por el arrastre de polvo y
otros contaminantes que provoca la lluvia.

INVIERNO VERANO
TIPO DE
Concentracion T HR Concentracion T HR
MICROORGANISMO

(UFC.m?) °C) (%) (UFC.m?) °C) (%)

Hongos 210.5 536.0"
26.1° 66.6° 30.1> 71.8°

Bacterias 1378.3*" 1060.1*
Microorganismos Totales® 1588.8 1596.1

@ Suma de la concentracion media de hongos y de bacterias

® Media de todas las mediciones realizadas en los 6 depdsitos (n = 30)

* Diferencias significativas al comparar las concentraciones de hongos y bacterias, segun prueba de Student para p 0.05
" Diferencias significativas que se obtuvieron al comparar las concentraciones de hongos y bacterias en invierno y verano,

Tabla 1. Valores promedios de concentracién microbiana en el aire, temperatura (T) y humedad relativa (HR) en seis depositos durante
las estaciones de invierno (sequia) y verano (humeda).

Table 1: Mean air microbial concentration, temperature (T) and relative humidity (HR) in six repositories in winter (dry season) and
summer (wet season).
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.Con relacion al sétano, los niveles de hongos
en verano son significativamente mayores a los
detectados en el resto de los pisos (Tabla 2) y
eso esta muy relacionado con la elevada
humedad que conserva esta zona del edificio,
que propicia que los conidios absorban mas
agua y por tanto sedimenten con mayor
facilidad sobre la superficie de las placas Petri.

Al analizar el ambiente de la Mapoteca (Tabla

3), se aprecia que las concentraciones
microbianas no aumentaron
significativamente en el verano, y eso esta
dado porque este local esta debidamente
climatizado durante todo el afio
manteniendo una temperatura y humedad
relativa estable de 23.8 1.99C y 44 3%,
respectivamente, asimismo permanece
cerrado y adecuadamente limpio.

INVIERNO VERANO
TIPO DE
NIVELES
MICROORGANISMO Conc. T HR Conc. T HR
(UFC.m®) (°C) (%) (UFC.m® (°C) (%)
Hongos 244 a 773 b
25.5°  70.0° 28.5° 752
Bacterias 511A 369 A
SOTANO
Microorganismos 755 1142
Totales '
Hongos 163 a 388 a
26.4°> 66.3 31.1* 70.3
Bacterias 1058B* 540 B
PRIMER
PISO Microorganismos 1221 928
Totales '
Hongos 307 a 448 a
26.5 63.17 32.0° 68.5°
Bacterias 2536C* 1056 C
SEGUNDO
PISO Microorganismos 2843 1 504

Totales '

' Suma de la concentracién media de hongos y de bacterias

2 . . . R ; . . .
Media de 10 determinaciones realizadas en los dos depdsitos analizados en cada piso (5 por depdsito)
a, b, ¢, A, By C Diferencias significativas al comparar las concentraciones de bacterias o de hongos entre los distintos niveles

muestreados, segun ANOVA-1y Duncan (p 0.05)

* Diferencias significativas al comparar las concentraciones bacterianas en invierno y verano, segtn prueba de Student (p 0.05)

Tabla 2. Concentracion microbiana en el aire (Conc.), temperatura (T) y humedad relativa (HR) en los depdsitos del Archivo Nacional

de Cuba ubicados en los tres pisos del edificio.

Table 2. Air microbial concentration (Conc.), temperature (T) and relative humidity (HR) in repositories located in the three floors of

National Archive of Cuba.



Si bien no existe una norma internacional
que indique cuando un ambiente esta
contaminado o no, algunas referencias
sugieren que la concentracidn microbiana
debe estar por debajo de 1000 UFC.m™ para
que el ambiente sea considerado como no
contaminado (Wonder Makers
Environmental, 2001; Eagle Industrial
Hygiene Associates, 2004; Cassares, 2007).
En esta investigacidn la concentracion
microbiana se determindé empleando un

método de sedimentacién (Omeliansky), el
cual resulta poco preciso en comparacion con
los métodos de compactacion (biocolector),
a pesar de ello, las concentraciones de hongo
en las dos estaciones del ano, resultaron
bajas, por lo que se puede clasificar el
ambiente como NO contaminado para
hongos. Sin embargo, los valores de
bacterias fueron superiores a 1000 UFC.m™
por lo que se puede considerar que el aire
interior de los locales es de mala calidad.

INVIERNO VERANO
TIPO DE
MICROORGANISMO Conc. T(C) HR(%)  Conc. T(°C) HR (%)
(UFC.m?®) (UFC.m™)
Hongos 78.0 2282 4407 82.2 2342 4507
Bacterias 638.6 650.3
Microorganismos 716.6 732.5

Totales '

Suma de la concentracién media de hongos y de bacterias

2 Media de 5 determinaciones

Tabla 3. Concentracion microbiana en el aire, temperatura y humedad relativa medias en la Mapoteca durante las estaciones de

invierno (sequia) y verano (humeda).

Table 3. Air microbial concentration (Conc.), temperature () and relative humidity (HR) in the Map repository during winter (dry

season) and summer (wet season).

Similares concentraciones flungicas
ambientales fueron detectadas en Cuba en
ambientes interiores de viviendas, archivos,
bibliotecas y museos que se analizaron con
biocolectores (Aira et al., 2002; Rojas et al.,
2002; Borrego, 2004; Hidalgo & Borrego,
2006; Borrego et al., 2008). Sin embargo, en
estudios previos en depdsitos del Archivo
Nacional utilizando un aeroscopio se

encontraron concentraciones microbianas

significativamente menores a los
reportados en este estudio (Vaillant et al.,
1989). Esto demuestra dos cuestiones:
primero, la necesidad de realizar muestreos
sistematicos para conocer la variabilidad de
la microbiota, y segundo, que el aumento de
la contaminacién microbiana del aire de los
depositos puede deberse a un aumento de la
contaminacion del ambiente exterior que
rodea al Archivo Nacional que se introduce
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en los depositos a través de los conductos de
ventilacion natural, por lo que realizar
adecuaciones apropiadas a este sistema de
ventilacién podria contribuir a una mejoria en
la calidad del ambiente interior de los

mismos.

Géneros fungicos aislados del aire de los

locales
En general, los géneros flngicos que

predominaron en el invierno fueron
Aspergillus, Cladosporium y Penicillium y en
menor medida también se detectaron
Curvularia, Alternaria y Fusarium (Tabla 4).
En verano, aunque también se aislaron los
géneros Aspergillus y Cladosporium, se
detectaron también en algunos depdésitos los
géneros Mucor y Chrysonilia, llegando este

ultimo a estar en mayoria en algunos de ellos.
El hecho de que en invierno las

concentraciones de Aspergillus y Penicillium
fueran mayores que en verano es un
comportamiento esperado, pues se considera
por otros autores que esta es una tipica
condicidn de las esporas de los hongos de la
sequedad (Levetin, 1995, 2002). En tanto
Cladosporium, mostré un incremento
marcado en verano lo que se corresponde con
resultados obtenidos por otros autores

(Levetin, 2002).
Con relacion a la Mapoteca (Tabla 5) se puede

apreciar que tanto en invierno como en

verano, predominé el género Penicillium.
Como en la mayoria de los depodsitos se

detectaron altos porcentajes de cepas
pertenecientes al género Aspergillus, el cual
posee especies de interés clinico (Latgé,
1999; Gost et al.,, 2003; Gallup, 2006;
Nevalainen & Morawska, 2009), se realizd la
identificacion hasta especies para definir el
predominio de las mismas. En la tabla 6 se

aprecia que Aspergillus niger fue la que
predomind en todos los depdsitos aunque A.
flavus y A. versicolor se detectaron en todos
ellos en mayor o menor porcentaje.



Deposito 3 Depdsito 8 Depdsito 13 Deposito 18 Depdsito 23 Depdsito 28
Género fingico  \yjernO  VERANO INVIERNO VERANO INVIERNO VERANO INVIERNO VERANO INVIERNO VERANO INVIERNO VERANO
Aspergillus 46.9 6.6 15.0 - 54.1 3.9 20.4 22.3 31.8 27.5 571 13.8
Cladosporium 26.5 83.5 25.0 44 .4 18.9 714 52.3 29.5 18.2 37.5 14.3 311
Penicillium 18.4 - 35.0 - 13.5 - 9.1 - 9.1 - 14.3 34
Curvularia 4.1 - 15.0 - 2.7 2.4 2.3 - 18.2 - - -
Alternaria 4.1 3.3 - 3.7 54 6.5 6.8 - 9.1 - - -
Fusarium - 3.3 10.0 3.7 54 6.5 9.1 5.3 13.6 12.5 9.1 5.3
Mucor - 2.5 - 22.3 - 54 - 8.5 - 5.0 - -
Chrysonilia - 0.8 - 25.9 - 3.9 - 34.4 - 17.5 - 34.4

Tabla 4. Densidad relativa (%) de los géneros fungicos aislados del aire de seis depdsitos en el Archivo Nacional de Cuba.

Table 4. Relative density (%) of fungi genera isolated from the air at six repositories in the National Archive of Cuba.
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INVIERNO VERANO

Densidad relativa (%)

Géneros fungicos

Aspergillus 22.0 20.0
Cladosporium - -
Penicillium 44.0 40.0
Curvularia 19.0 20.0
Alternaria - -
Fusarium - -
Syncephalastrum 15.0 20.0

Tabla 5. Densidad relativa de los géneros fingicos aislados del aire de la Mapoteca.

Table 5. Relative density of fungal genera isolated from air in the Map repository.

DEPOSITOS 3 8 13 18 23 28 Mapoteca
Especies Densidad relativa (%)

A. niger* 25.9 6.1 15.8 10.8 12.5 16.2 20.0
A. clavatus - - 10.2 - 1.6 6.1 -
A. flavus * 5.0 2.4 9.3 4.1 9.8 15.5 -
A. flavipes - - 8.4 2.0 3.2 9.4 -
A. terreus 10.8 4.0 2.1 2.0 3.1 4.0 -
A. versicolor 12.6 2.5 8.3 1.5 1.6 59 -
TOTAL 46.9 15.0 54.1 204 31.8 57.1 20.0

* Especies de mayor interés clinico dentro de las aisladas (Latgé, 1999; Gost et al, 2003;
Gallup, 2006; Nevalainen & Morawska, 2009)

Tabla 6. Densidad relativa (%) de las especies de Aspergillus en depésitos del Archivo Nacional de Cuba.

Table 6. Relative density (%) of Aspergillus species in repositories at the National Archive of Cuba.



Caracterizacion fisiolégica de los que presentan actividad celulolitica (Tabla 7).
géneros fingicos aislados del aire Asi mismo, el 80 % de estos hongos
excretaron diferentes pigmentos sobre el
papel, abarcando colores desde el amarillo
hasta el carmelita intenso pasando por el
naranjay tonos rojizos. También se evidencié
que todas las cepas produjeron acidos, pues
propiciaron una disminucion significativa del
pH del medio de cultivo.

Al caracterizar fisioldgicamente las cepas
fungicas aisladas, se obtuvo que la mayoria
de los hongos analizados fueron capaces de
crecer a expensas del papel de filtro como
Unica fuente de carbono (celulosa amorfa, de
mas facil asimilacion) y de la celulosa
cristalina (de dificil asimilacién), lo que indica

C Crecimiento en Crecimiento en Produccién de
epa ) Co ; a pH
papel de filtro celulosa cristalina pigmentos

Aspergillus niger 1 +++ ++ + 45
A. niger 2 ++ + + + + 58
A. clavatus + + + + 49
A. fumigatus + + + + 6.1
A. flavus +++ ++ + 50
A. nidulans + + + - 4.8
A. flavipes + + + - 5.2
A. terreus ++ + + + + 6.2
A. versicolor +++ + + + 5.1
Cladosporium sp. 1 +++ ++ + 3.6
Cladosporium sp. 2 + + + 47
Cladosporium sp. 3 + 4+ ++ + 50
Penicillium implicatum +++ ++ - 4.4
P. chrysogenum + + + + 56
P. commune ++ + ++ + 4.5
P. aurantiogroseum +++ + + 5.2
P. citrinum + + + + 6.0
P. decumbens + + + + 58
Curvularia sp. 1 + + + 55
Curvularia sp. 2 + + + 6.0
Curvularia sp. 3 + + + 4.5
Alternaria sp. 1 - - + 4.8
Alternaria sp. 2 + + + 54
Fusarium sp. ++ + + 57
Syncephalastrum sp + + + - 6.1
Mucor sp. ++ 4+ + + 53
Chrysonilia sp. +++ + - 6.1

+ + +: crecimiento abundante, + +: crecimiento moderado, +: crecimiento pobre, o presencia de pigmento, :
crecimiento o produccién de pigmento muy pobre, - : falta de crecimiento y falta de produccion de pigmento, *:
produccién de pigmentos evidente sobre la tira de papel de filtro

Tabla 7. Actividad celulolitica cualitativa, produccion de pigmentos y de acidos de los hongos aislados del aire de
depositos del Archivo Nacional de Cuba.

Table 7. Qualitative cellulolytic activity, acid and pigment production by fungi isolated from fungi isolated from air at
repositories in the National Archive of Cuba.
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Los hongos provocan alteraciones
cromaticas debido a manchas de diferentes
colores, tonalidades y texturas producto de
la excrecion de pigmentos y al crecimiento
micelial. Cuando crecen sobre el papel,
degradan todos sus componentes vy
principalmente su fuente carbonada, la
celulosa, y excretan acidos organicos tales
como acido oxalico, fumarico, succinico y
acetico, los que se depositan sobre el soporte
acidificandolo. En particular, los altamente
celuloliticos llegan a atacar las fibras
celulosicas y la debilitan. Es decir, que
ademas de las afectaciones cromaticas
producen danos quimicos y estructurales
(Florian, 2003; Martinez, 2003; Hidalgo &
Borrego, 2006; Pinzari et al., 2006; Borrego
etal., 2008)

Por otro lado, es conocido que un gran
numero de especies fungicas pueden causar
un amplio espectro de enfermedades en
humanos. Los hongos poseen diferentes
estructuras y mecanismos patogenicos
causantes de afectaciones especificas como
rinitis, asma bronquial y alveolitis o
neumonitis generalizada. Dentro de ellos,
componentes moleculares de la pared tales
como el ergosterol y el 1-3,B3-D-glucano, han
sido asociados a afectaciones respiratorias,
aun cuando los hongos no esten viables
(Rylander, 1998; Gorny et al., 2002).
Asimismo, la mayoria producen compuestos
organicos volatiles (COV) y micotoxinas que
resultan daninas al hombre (Levetin, 2003;
Gallup, 2006; Nevalainen & Morawska,
2009). Los COV son los causantes de los
olores a humedad y a material (papel o tela)
viejo, por lo que resultan altamente
irritantes para el sistema respiratorio y los
0jos provocando reacciones no especificas
(Nevalainen & Morawska, 2009). Asimismo,
dan lugar a un ambiente enrarecido de

diferentes tipos de compuestos quimicos
que pueden reaccionar con los diferentes
soportes documentales acelerando su
deterioro.

Las micotoxinas de muchos hongos pueden
ser inhaladas y penetrar por esta via en el
cuerpo pudiendo producir afectaciones
neurotdxicas (Baxter et al., 1981). También
pueden ser absorbidas por la piel
provocando dermatosis severa (Eagle
Industrial Hygiene Associates, 2004).

Si se tiene en cuenta el potencial patogénico
de la mayoria de los géneros fungicos
aislados, se pudiera pensar que el ambiente
puede resultar riesgoso para la salud
humana. Si bien este analisis es cierto, es
importante seflalar que no sélo la
concentracién flngica juega un papel
principal, sino también el tiempo de
exposicion al ambiente y las caracteristicas
inmunoldgicas de los individuos son otros
aspectos que intervienen en el
desencadenamiento de cualquier afectacion
a la salud (Nevalainen & Morawska, 2009).
Por ello, se plantea que en los depdsitos de
archivo no de debe trabajar
permanentemente y cuando se requiere
entrar, se debe hacer debidamente
protegidos (Florian, 2002y 2003).

Géneros bacterianos aislados del aire
en ambos locales

En relacion a las bacterias aisladas, después
de agruparlas por sus caracteristicas
culturales y de tincién (Gram), se pudo
apreciar que la morfologia de las colonias
asi como su comportamiento frente a la
tincién de Gram fue muy variada (Tabla 8).
Se evidencié un predominio marcado de las
bacterias Gram positivas (entre cocos y
bacilos) en todos los depdsitos estudiados
independientemente de la etapa del afio



analizada. Es de sefalar, que en casi todos los
depdsitos se detectd el género Streptomyces
en porcentajes variables, pero la tendencia fue
a incrementarse en el verano. Asimismo, se
identificaron cepas de otros géneros Gram
positivos tales como Staphylococcus sp.,
Bacillus sp., Bacillus polimixa vy
Corynebacterium sp.

En cuanto a las bacterias Gram negativas, los
niveles detectados fueron menor en la mayoria
de los depdsitos, a excepcion de la Mapoteca,
que en invierno presentd un 77% de este tipo
de bacterias. Entre ellas se identificaron
Serratia marcenscens, Serratia sp.,
Enterobacter agglomerans, Enterobacter
hafniaey Hafnia alvei.

Los resultados que se obtuvieron para las
bacterias Gram positivas se corresponden con
lo reportado en la literatura para este tipo de

ambientes, pues independientemente del
aporte de microorganismos que provoca la
penetracién del polvo en los ambientes de
interiores, se plantea que este grupo de
bacterias también pueden ingresar al interior
de los locales, como consecuencia de la
actividad del hombre, ya que muchas de ellas
pueden formar parte de la piel y las mucosas
del organismo (Zhu et al., 2003; Tsai &
Macher, 2005) y pueden ser transportadas por
los zapatos de la personas y por el polvo que
se encuentra suspendido en el piso y que se
remueve cuando las personas caminan sobre
él (Goh et al., 2000). En cuanto a las Gram
negativas, resultados similares han sido
reportados en ambientes de archivos
(Valentin et al., 1997; Valentin et al., 2001) y
en particular en depdsitos del Archivo Nacional
de la Republica de Cuba (Vaillant, 1996;
Vaillantetal., 1997; Borrego etal., 2008).

Depésito Grupos bacterianos Densidad relativa (%) Invierno
Verano

Cocos Gram negativos 32.1 32.0

Bacilos Gram negativos 15.8 16.5

3 Cocos Gram positivos 29.5 34.0

Bacilos Gram positivos no esporulados 226° -

Bacilos Gram positivos esporulados - 175"

Cocos Gram negativos 20.8 7.5

8 Bacilos Gram negativos 19.5 22.3
Bacilos Gram positivos esporulados 59.7° 70.2°

Cocos Gram negativos 10.1 18.0

Cocos Gram positivos 40.2 427
13 Bacilos Gram positivos no esporulados 26.1°2 20.5°2
Bacilos Gram positivos esporulados 236° 18.8°

Bacilos Gram negativos - 10.8

18 Cocos Gram positivos 45.4 16.2
Bacilos Gram positivos no esporulados 38.2 52.6°
Bacilos Gram positivos esporulados 16.4° 20.4°

Bacilos Gram negativos 254 27.8

23 ocos Gram positivos 455 37.7
Bacilos Gram positivos no esporulados 29.1° 34,5°

Bacilos Gram negativos 20 29.5

28 Cocos Gram positivos 47.3 41.8
Bacilos Gram positivos no esporulados 50.7° 28.7°

Cocos Gram negativos 55.0 115

acilos Gram negativos 22.0 2.4

Mapoteca  Cocos Gram positivos 12.0 34.6
Bacilos Gram positivos no esporulados 11.0 2 35.6°
Bacilos Gram positivos esporulados - 15.9°

* Incluye un porcentaje de cepas de Streptomyces sp
® Este porcentaje pertenece al género Bacillus

Tabla 8. Densidad relativa de los distintos grupos bacterianos aislados del aire de depdsitos del Archivo Nacional de Cuba.

Table 8. Relative density of different bacterial groups isolated from air at repositories in the National Archive of Cuba.
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Como es conocido, especies de los géneros
Staphylococcus y Streptococcus pueden
provocar enfermedades cuando penetran al
organismo humano mediante lesiones en la piel,
en las membranas de las mucosas o en las vias
respiratorias (Isenbergetal., 1991).

El género Corynebacterium posee especies que
forman parte de la microbiota normal de la piel
de las personas y en caso de inmunosupresion
pueden convertirse en patdgenos oportunistas
provocando enfermedades tales como artritis,
osteomielitis, bronquitis, etc. (Clarridge &
Spiegel, 1995).

Por su parte, el género Streptomyces estd
vinculado con afectaciones alérgicas de los
alvéolos por hipersensibilidad (neumonitis)
(Spychalski et al., 1981) y desde 1988 se
considera uno de los grupos bacterianos mas
importantes con relacion a los riesgos laborales
(Dutkiewiecz et al., 1988). Sin embargo, no fue
hasta 1997 que Hirvénen et al.
experimentalmente la afectacion que produce al

confirmaron

sistema respiratorio, provocandole asma a las
personas que la respiran. En 2003 se demostrd
que Streptomyces es mas potente que las
esporas fungicas en la induccién y produccién de
mediadores proinflamatorios en
(Huttunen etal., 2003).

las células

Las bacterias Gram negativas producen
endotoxinas que estdn compuestas por
lipopolisacaridos relacionados con la
membrana bacteriana, al inhalarse
desencadenan irritacion de las mucosas del
sistema respiratorio causando fiebre,
escalofrios, malestares, dolores de cabeza. Esto
ocurre cuando se activan los macréfagos de los
pulmones y de otras células respiratorias

provocando inflamacion del sistema

respiratorio. Como consecuencia de una
exposicion continuada a este tipo de bacterias
puede producirse bronquitis y asma
(Nevalainen & Morawska, 2009). También se
ha visto que estas bacterias pueden exportar
informaciones genéticas relacionadas con la
resistencia a antibioticos y a la excrecion de
endotoxinas a través del aire en forma de
compuestos volatiles, aun después de
muertas, lo cual las hace en extremo
peligrosas (Heal & Parsons, 2002). Dentro de
este grupo de bacterias se reporta que
Serratia marcenscens y Enterobacter sp.
estan relacionadas con enfermedades
respiratorias America"s Most Wanted Bilogical
Agents, 2003) y precisamente estas especies

se aislaron en los locales estudiados.

Se ha publicado que concentraciones altas de
especies de Bacillus en el aire de interiores es
generalmente indicativo de dafios provocados
por agua o por la necesidad de realizar un
mantenimiento constructivo en el edificio
(Baxter et al., 1981). La causa de la existencia
de este género bacteriano en los depdsitos se
corresponde precisamente con la necesidad
de realizar una reparacion capital al inmueble
y al sistema de ventilacién natural al que se le
deben colocar filtros apropiados que impidan
la entrada del polvo fundamentalmente. Con
relacion a la capacidad de biodeteriorar papel,
se conoce desde hace muchos afos que los
géneros Bacillus y Streptomyces tienen una
marcada actividad celulolitica (Ramirez &
Coha, 2003; Villalba et al., 2004) es decir,
pueden atacar el papel y degradarlo a una
humedad relativa de 90 % en 24 horas lo cual
pudiera llevarse a cabo si la humedad relativa
de los depdsitos aumentara bruscamente por
cualquier motivo.



En verano, la concentracién flngica promedio
aumentd considerablemente en el aire de los
locales como consecuencia de un aumento
marcado de la humedad relativa en los mismos,
en tanto, la concentracion bacteriana

promedio disminuyé.

En invierno predominaron hongos de los
Cladosporium, Aspergillus y
Penicillium, en tanto que en verano, aunque

géneros

continué predominando el género
Cladosporium, en la mayoria de los depdsitos
se notd una aparicion significativa de hongos
pertenecientes a los géneros Mucor y

Chrysonilia.

Independientemente a la gran variabilidad de
hongos aislados, se evidencié actividad
celulolitica, produccion de pigmentos y de
acidos en la mayoria de las cepas fungicas
aisladas. Esto demuestra que existe un riesgo
elevado de que los documentos se
biodeterioren aceleradamente si la
temperatura y la humedad relativa
aumentaran y se mantuvieran altas por varios

dias o semanas.

Dentro de las bacterias del aire, el predominio
correspondié a las Gram positivas.

Las cepas bacterianas identificadas fueron
Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Corynebacterium sp., Bacillus polymyxa,
Streptomyces sp., Serratia
marcenscens, Serratia sp., Enterobacter

agglomerans, Enterobacter hafniae y Hafnia

Bacillus sp.,

alvei.

Se detectaron los géneros Bacillus vy
Streptomyces en porcentajes que variaron de
bajos a altos. Por poseer actividad celulolitica

pueden constituir un riesgo de biodeterioro.

Se evidencié que la presencia de elevados
niveles de bacterias y hongos con
potencialidades patogénicas, pueden
constituir un riesgo para la salud del
personal.
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Colaboracién Cientifica SECyT/CITMA
(Argentina-Cuba) Cu/Pa-Ex/025 vy al
Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET) PIP
6075/05, el financiamiento del trabajo.
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