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Resumen y Abstract Vi

Resumen

El estudio de los biaerosoles se ha desarrollado de manera significativa en los dltimos
afios. Sin embargo, en paises como Colombia, la identificacion de los microorganismos y
los riesgos asociados al material particulado aun es insuficiente. En esta tesis se reportan
los hongos aislados de la fraccion del material particulado con diametro aerodinamico igual
0 menor de 10um (PM10), de tres puntos de monitoreo en el departamento de Antioquia
(Colombia), en la regiébn denominada Valle de Aburr4, que cuenta con altas
concentraciones de PM10 y recurrencia de mediciones que sobrepasan las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud. Las estaciones de monitoreo
de la calidad del aire fueron ubicadas al norte, centro y sur del valle. Las afiliaciones
filogenéticas predominantes para los hongos, determinadas usando la region espaciadora
interna transcrita, fueron agrupados en tres filos: Ascomycota, Basidiomycota y
Glomeromycota. Dentro de estos filos, 19 géneros fueron identificados con una
predominancia de los géneros Fusarium sp, Penicillium sp, y Aspergillus sp. Los resultados
revelaron una correlacién entre la concentracion de PM10 y la diversidad fangica para las
estaciones del centro (MED-UNFM) y sur del valle (MED-PJIC), mientras que para la
estacion al norte (BAR-HSVP), la relacion se obtuvo con los factores meteorol6gicos como
la velocidad del viento. Los resultados obtenidos aportan a la comprension de la diversidad
de hongos presentes en el aire, y constituye un primer paso para el estudio de posibles
microorganismos con implicaciones en salud publica, en la ciudad de Medellin y en el

municipio de Barbosa (departamento de Antioquia, Colombia).

Palabras clave: bioaerosoles, hongos, PM10, calidad del aire.
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Abstract

The study of bioaerosols has advanced significantly in recent years. However, in countries
such as Colombia, the identification of microorganisms and the risks associated with
particulate matter is still insufficient. This thesis reports fungi isolated from the particulate
matter fraction with aerodynamic diameter equal to or less than 10um (PM10) from three
monitoring stations in the department of Antioquia (Colombia), in the region called Aburra
Valley, which has high concentrations of PM10 and recurrent measurements that exceed
the recommendation of World Health Organization. The air quality monitoring stations were
located to the north, center and south of the Valley. The dominant phylogenetic affiliations
of the fungi, determined using ribosomal internal transcribed spacer sequencing, were
grouped into three phyla: Ascomycota, and Basidiomycota and Glomeromycota. Within
these phyla, 19 genera were identified with predominant genera like Fusarium sp,
Penicillium sp, and Aspergillus sp. These results revealed a correlation between PM10
concentration and fungal diversity for the central (MED-UNFM) and southern (MED-PJIC)
stations of the Valley, while for the north station (BAR-HSVP) a relationship with
meteorological factors such as wind speed was observed. These results contribute to the
understanding of the fungal diversity present in the air and constitutes an initial step for the
study of microorganisms with possible impact on public health in Colombia (South

America).

Keywords: bioaerosols, fungi, PM10, air quality.
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Introduccioén

La Organizacion Mundial de la Salud - OMS enfatiza en la relacion entre la salud y la
calidad del aire, al relacionar la contaminacion por material particulado inferior a 10um
(PM10) con 3.7 millones de muertes prematuras por afio (OMS, 2014). Ademas, establecio
dentro de sus directrices la recomendacién de fijar valores limites de 20 pug/m?® promedio
anual con el fin de incentivar la disminucién de la concentracion PM10 (OMS, 2014). Por
lo anterior, las autoridades ambientales y de salud en el mundo, deben monitorear los
niveles de este tipo de material suspendido, y conocer su composicion, para asi, entender

los mecanismos por los cuales afecta la salud humana.

El material particulado es una mezcla de particulas en estado soélido, liquido o ambos,
suspendidas en el aire (Sousa et al., 2008), y entre ellas, se encuentra los bioaerosoles,
gue son particulas de origen biolégico como los hongos, los virus, las bacterias, el polen,
fragmentos celulares y los productos metabdlicos (endotoxinas y micotoxinas) (Walser et
al.,, 2015). Algunas de estas particulas pueden inducir problemas como alergias,
infecciones respiratorias, incrementos en la incidencia de asma, respuestas toxicas,
ademas de causar enfermedades en las plantas, en los animales y de estar involucradas
en la descomposicion de la comida y en el deterioro de otros materiales organicos (Sousa
et al., 2008; Walser et al.,, 2015). Sin embargo, existe poca informacién sobre la
composicion de los bioaerosoles en términos de qué tipo de microorganismos o fragmentos
de éstos se pueden encontrar en diferentes ambientes y su posible impacto en la salud
(Blais-Lecours, Perrott, & Duchaine, 2015; Walser et al., 2015).

En el caso particular del Valle de Aburra (Antioquia, Colombia), que comprende un entorno
de cordilleras altas, con un régimen de vientos de baja velocidad y un microclima
relativamente estable; su alta densidad poblacional y el gran desarrollo industrial,
comercial, social y de servicios, ademas, de su ubicacién geograficamente estrecha y
rodeado de un volumen atmosférico semicautivo, propicia la concentracion de

contaminantes atmosféricos (Bedoya & Martinez, 2009). En este sentido, la estacion de



2 Introduccién

monitoreo de la calidad del aire BAR-HSVP, ubicada en el municipio de Barbosa (extremo
norte del valle), reporté concentraciones superiores a 25 pug/m?® promedio anual de PM10
para el afio 2015, mientras que la estacién al sur del valle, denominada CAL-PMER
(ubicada en el municipio de Caldas), reporté concentraciones superiores a 65 pg/m?
promedio anual de PM10 para el afio 2015 (AMVA & UN, 2016), ambas por encima de las
recomendaciones de la OMS. Por lo anterior, esta investigacion, evalud la presencia de los
hongos, en los filtros PM10, ubicados en tres estaciones pertenecientes a la Red de
Monitoreo de Calidad del Aire del Valle de Aburra, lo cual contribuye al conocimiento sobre
la diversidad de hongos en el aire y su relacion con la concentracion de PM10 y factores
meteoroldgicos. La informacién aqui disponible constituye un punto de partida para
aquellas personas que conforman entidades publicas, privadas o gubernamentales, con
poder de decisién, y que a futuro pueden establecer politicas publicas en materia de
calidad de aire, para que aborden el tema de manera integral.

Asi mismo, el proyecto estd enmarcado dentro de un megaproyecto denominado “Analisis
microbioldgico, efectos citotoxicos y genotoxicos del material captado en filtros PM2.5 y
PM10 utilizados en la Red de Monitoreo de Calidad de Aire del Valle de Aburrd”, que cuenta
con dos tesis de maestria, entre ellas una denominada “Evaluacién de las bacterias
asociadas a material particulado PM2.5 de tres estaciones la Red de Monitoreo de Calidad
de Aire del Valle de Aburra”, cuya informacion es complementaria, de tal forma que esta
tesis permite ampliar la comprension de los microorganismo presentes en el aire del Valle
de Aburra. La presente tesis de maestria se divide en cinco capitulos, el primero de ellos
corresponde a los objetivos planteados, el segundo aborda el marco teérico de la
investigacion, el tercero establece la metodologia trabajada, el cuarto corresponde a los

resultados y por dltimo se encuentran las conclusiones y recomendaciones.



1.0Objetivos

1.1 General

Evaluar y caracterizar la diversidad de hongos asociados a los filtros de tres estaciones de
la Red de Monitoreo de Calidad del Aire del Valle de Aburra y relacionar su posible

influencia en la salud.

1.2 Especificos

= Aislar, y caracterizar macro y microscopica mente los hongos cultivados a partir de los
filtros PM 10 en tresestaciones de muestreo de la Red de Monitoreo de Calidad del
Aire del Valle de Aburra.

» |dentificar los hongos aislados predominantes en el material particulado PM10 de los
filtros, usando métodos moleculares.

= Correlacionar la frecuencia de aparicion de los hongos identificados con los

pardmetros meteorolégicos y su posible relaciéon con afectacion a la salud.






2.Marco tedrico

La contaminacion del aire es la presencia de sustancias no deseables, en concentraciones
y condiciones que pueden afectar el confort, la salud y el bienestar humano (Echeverri &
Maya, 2008). La gestién de la calidad del aire busca establecer la definicion de limites o
estandares de calidad que permitan asegurar la proteccion de la salud de la poblacion,
especialmente de los grupos sensibles, como nifios, adultos de la tercera edad, pacientes
inmunosuprimidos, entre otros (AMVA & UN, 2013). Con este fin, se monitorea el material
particulado PM10 y PM2.5, presentes en diferentes estaciones del Valle de Aburra. A lo
anterior se le suma que desde 1930 se viene desarrollando en el mundo, diferentes
estudios que buscan la comprensién de las particulas biologicas en la matriz aire, a través
de una rama de la ciencia denominada la aerobiologia (Pashley, Fairs, Free, & Wardlaw,
2012).

2.1 Bioaerosoles

Los bioaerosoles son particulas ubicuas, altamente variables, y complejas, de origen
natural o antrépico (Ghosh, Lal, & Srivastava, 2015), y representan aproximadamente un
25% de los aerosoles atmosféricos en los ambientes abiertos (Cao et al., 2014) y entre el
5% al 34% al interior de las edificaciones (Ghosh et al., 2015). Su composicion depende
principalmente de la fuente de emisién, los mecanismos de aerosolizacién y las
condiciones ambientales prevalentes del sitio (Ghosh et al., 2015), como el clima, la
humedad, las corrientes de aire, la temperatura, la hora del dia, el tipo y el mantenimiento
de los sistemas de ventilacion, la edad de los edificios, los movimientos de las personas, y
la limpieza (Rios-Yuil, Arenas, Fernandez, Calder6n-Ezquerro, & Rodriguez-Badillo, 2012).
Son respirables y constituyen un medio importante de transmision de enfermedades
infecciosas, ademas, pueden provocar alergias (Blais-Lecours et al., 2015). Estan

presentes como particulas individuales o agrupadas en aglomeraciones y asociaciones
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(Valsan et al., 2015). Provienen de varias fuentes como: las plantas, los animales, los
humanos, el suelo y el agua (Heo, Kim, & Lee, 2014; Uk Lee, Lee, & Joon Heo, 2016). En
los ambientes interiores, su presencia esta determinada por los ambientes exteriores,
comidas, plantas, flores, mascotas y sus camas, y el relleno de muebles, entre otros
(Ghosh et al., 2015).

Su didmetro aerodinamico ejerce influencia significativa sobre importantes procesos fisicos
como: nucleacion del hielo, deposicion respiratoria, penetracion en los edificios,
resuspension en el aire, y rango de transporte (Yamamoto, Nazaroff, & Peccia, 2014). Sin
embargo, su comportamiento depende de las caracteristicas fisicas (tamafio, densidad,
forma) y de los factores ambientales (densidad del aire, humedad relativa, temperatura,
actividades humanas) (Ghosh et al., 2015). En este trabajo se estudiaron los bioaerosoles

fungicos.

2.1.1 Bioaerosoles fungicos

Los hongos son microorganismos ubicuos, de reproduccion tanto sexual como asexual,
esta Ultima la realizan por esporas que pueden oscilar entre 1um y 30um (Ghosh et al.,
2015; Jones & Harrison, 2004), y se encuentran en el aire durante todo el afio, muchos
de ellos exhibiendo alguna periodicidad estacional (Pashley et al., 2012). Se conocen
aproximadamente 1.5 millones de especies de hongos (Yamamoto et al., 2014) y cerca de
80 géneros han sido asociados con alérgenos del tracto respiratorio (Pashley et al., 2012),
siendo los mas comunmente estudiados: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium y
Penicillium (O’Gorman & Fuller, 2008; Pashley et al., 2012). Otros géneros asociados a
enfermedades son Candida, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Acremonium, y Paecilomyces
(Ghosh et al., 2015).

Las explicaciones para la diversidad y la concentracion fungica en el aire, se relacionan
directamente con los mecanismos de aerosolizacion o de liberaciéon de las esporas, que
dependera de las fuerzas electrostaticas, el impacto de otras particulas, la inercia, el viento,
el impacto de gotas de lluvia. Sin embargo, esa liberacion se relaciona con el tipo de grupo

de hongos, por ejemplo, las esporas de los 6rdenes Basidiomicetes-Uredinales y
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Ustilaginales son liberadas por un mecanismo interno y en los Ascomicetes se liberan

esporas por un mecanismo inducido (Jones & Harrison, 2004).

En cuanto a la variabilidad estacional de los aerosoles flngicos, algunos factores
ambientales pueden jugar un papel importante en la proliferacién de las esporas de ciertas
especies, por ejemplo, con respecto a los géneros Aspergillus, Penicillium y Cladosporium
se aumenta su concentracion cuando prevalecen condiciones de calor, viento y sequia
(Pashley et al., 2012). Mientras que la liberacion de las esporas de los Basidiomicotas esta
correlacionada con la humedad y la intensidad de las precipitaciones (Valsan et al., 2015).
Por otro lado, algunos estudios reportan concentraciones de bioaerosoles menores en
invierno, que las registradas en verano y en otofio para el caso de paises estacionales
(Ghosh et al., 2015).

2.2 Técnicas de muestreo

Existen varias técnicas de muestreo de bioaerosoles, de las cuales se destacan las
técnicas de impacto, y de filtracion. En la primera, se recolectan los microorganismos y las
particulas cuando se succiona el aire y se fuerza a cambiar su direccion lo cual causa que
las particulas con alta inercia impacten sobre la superficie colectora. La segunda consisten
en hacer pasar el aire a través de filtros de membranas porosas (de fibra de vidrio
polivinilclorado (PVC), acetato de policarbonato o celulosa), en los cuales quedan
atrapados los microorganismos (Ghosh et al., 2015). Una vez captados Ilos
microorganismos, su analisis se realiza, de manera general, a través de tres técnicas: de

microbiologia convencional, de microscopia o técnicas moleculares.

2.2.1 Técnicas de microbiologia convencional

Para realizar los andlisis microbiologicos, e identificar la biodiversidad flngica en el aire,
se han usados métodos de microbiologia convencional, los cuales inevitablemente
subestiman la diversidad fungica e inclinan los estudios hacia hongos que pueden ser
cultivados (Pashley et al., 2012). En este caso se utilizan los medios de cultivo, siendo los
mas comunmente usados: Agar Sabouraud Dextrosa (SDA, por sus siglas en inglés), Agar

Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en inglés), que permiten cultivar una gran variedad
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de hongos ambientales (Fernandez-Rodriguez, Tormo-Molina, Maya-Manzano, Silva-
Palacios, & Gozalo-Garijo, 2013). Otros medios de cultivo usados son Agar Papa Dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés) y Agar Harina de Avena (OA, por sus siglas en inglés) (Aira,
Jato, Stchigel, Rodriguez-Rajo, & Piontelli, 2007). Por otro lado, muchos microorganismos
no pueden ser cultivados, por los procesos de muestreo o de aerosolizacion, por ejemplo
los fragmentos celulares (Blais-Lecours et al., 2015). Ante esta limitacién en el nUmero de
especies que pueden identificarse se trabaja ya sea con técnicas de microscopia
electronica para la identificacion de hongos con base en la morfologia de sus esporas, 0
a través de técnicas moleculares (Blais-Lecours et al., 2015).

2.2.2 Técnicas moleculares

Son aquellas que utilizan la genémica, estudiando la secuencia del ADN, a través del uso
de cebadores para la region del gen ribosomal 18S y la amplificacién de éste por medio de
la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés), que permite
detectar los hongos cultivables y no cultivables y caracterizar sus poblaciones (Blais-
Lecours et al., 2015). Ahora bien, la combinacién de diferentes métodos (microbiologia
convencional y molecular) permite conocer mejor las comunidades flngicas del aire y

cuantificar el material bioldégico (Nieguitsila et al., 2007; Pashley et al., 2012).

Para distinguir entre microorganismos viables y no viables, se ha desarrollado una técnica
denominada PMA (Propidium MonoAzide), dado que la sustancia sélo permea células cuya
membrana celular esta dafiada. Esta técnica en conjunto con la qPCR (PCR cuantitativa)
permite detectar y cuantificar las células viables y el resto de material genético disponible
en muestras ambientales (Blais-Lecours et al., 2015). También, se recurre a herramientas
de metagendmica, que permiten caracterizar el total de los componentes genéticos de los
biaerosoles a través de técnicas como la pirosecuenciacion, “Secuenciacién de Siguiente
Generacion” (NGS por sus siglas en inglés). Ademas, con los métodos de “fingerprinting”
como DGGE, TGGE, T-RFLP y ARISA se pueden realizar estudios longitudinales de
biodiversidad. Es importante anotar que estas técnicas tiene un limitante general que
consisten en que s6lo las secuencias dominantes son detectadas y por tanto puede haber

subestimnacion de la diversidad microbiana (Blais-Lecours et al., 2015).
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2.3 Afectaciones potenciales a la salud

El impacto sobre la salud humana de los biaerosoles fungicos, depende de varios factores
entre ellos: la capacidad infecciosa del microorganismo, su género, su tamafio de particula
(espora o fragmento hifal) y su concentracién en el aire (Blais-Lecours et al., 2015), este
altimo parametro puede ser importante para predecir la ocurrencia de enfermedades (Uk
Lee et al., 2016). Otros factores ambientales que influyen sobre la supervivencia de éstos
y por tanto, en su patogenicidad son: la velocidad y direccién del viento, que controlan la

dispersion; las vias de penetracion y la respuesta inmunoldgica (Ghosh et al., 2015).

En cuanto a las vias de penetracion, el PM10 al inhalarse, se deposita en la vias
respiratorias superiores (Cao et al., 2014). Se ha observado que la exposicién a esporas
fungicas o fragmentos hifales, se asocia con diversos tipos de problemas de salud humana
o animal como: irritaciones, rinitis alérgica, asma, Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC), aspergillosis, infecciones, efectos toxicos, entre otras (Cao et al., 2014;
Nieguitsila et al., 2007; Spicer & Gangloff, 2010; Uk Lee et al., 2016). Ademas, algunos
autores los han relacionado con alteraciones de murales y vitrales en las edificaciones
(Aira et al., 2007).

Algunos estudios establecen que las alergias respiratorias por esporas u hongos afectan
al 30% de los individuos atépicos y existe una clara asociacion entre concentraciones de
esporas con sintomas de asma (con una prevalencia en un rango de 35% a 70% de los
casos), que en algunas ocasiones pueden ser mortales ante la sensibilizacién a estos
alérgenos (Pashley et al., 2012). En cuanto a otras enfermedades asociadas a los hongos,
se encuentra la aspergillosis, causada por el género Aspergillus, especialmente por la
especie Aspergillus fumigatus, considerado como un alérgeno y un patégeno oportunista
gue causa invasion en las vias respiratorias superiores o en los pulmones en pacientes
inmunosuprimidos (Cao et al., 2014). Se considera como el responsable de cerca del 90%
de los casos de esta enfermedad. En cambio, el Aspergillus flavus y Aspergillus niger
puede causar infecciones nosocomiales, aspergillosis, alergia bronco pulmonar y sinusitis
(O’Gorman & Fuller, 2008). Otros géneros como Alternaria sp, Cladosporium sp y

Penicillium sp han sido asociados como causantes de asma Yy rinitis; este Ultimo
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aparentemente es responsable de la Hipersensibilidad Epidérmica Neumonitis. También el
olor a moho o a humedad se asocia con compuestos organicos volatiles que pueden
contribuir al dolor de cabeza, la irritacién de los ojos y de la garganta, nauseas, disnea, y
fatiga en sujetos con exposicién ocupacional (Ghosh et al., 2015). Ademas se ha calculado
gque ante eventos de aspergillosis invasiva, candidemia, fusariosis diseminada, y

zigomicosis, la mortalidad es cercana al 100% (Aira et al., 2007).

Estos microorganismos fuera de ser los causantes de enfermedades pulmonares, también
sintetizan unos metabolitos secundarios llamados micotoxinas, que son téxicos a la salud
cuando son ingeridos, entre ellas estan las aflatoxinas, las fumonisinas, las zearalenonas,
los tricoticenos, el deoxynivaleno (DON), entre otras, que son altamente toxicos para los
animales y los humanos (Wei, Yu, & Zhang, 2015). En el caso de la aflatoxina B1,
producida por diferentes especies de Aspergillus, esta relacionada con cancer de higado
y hepatitis. ElI deoxynivalenol, producido por Fusarium graminearum, causa vomito y
diarrea. La fumonisina B1 por Fusarium nygamai, tiene la habilidad de generar un probable
cancer esofagico. Las ocratoxinas las sinterizan el Pen. verrucosum son responsables de

problemas nefrolégicos (Ghosh et al., 2015).

A pesar de su importancia en salud, no hay estudios cuantitativos de dosis-respuesta
relacionados con las micotoxinas, ni estandares internacionales de los limites permisibles
de bioaerosoles. Algunos paises como Brasil, Alemania, Portugal y Suiza, han establecido,
para el caso de los hongos, concentraciones maximas permitidas de 750 UFC/m?, 10000
UFC/m3, 500 UFC/m?3, y 1000 UFC/m?3, respectivamente (Ghosh et al., 2015).

2.4 Antecedentes

A nivel mundial, se han realizado diferentes estudios relacionados con los bioaerosoles
fungicos. En la

Tabla 2-1, se resumen los trabajos revisados, haciendo énfasis en el lugar de muestreo,
tiempo de muestreo, métodos de andlisis de diversidad fuangica empleados, resultados

obtenidos con respecto dicho analisis.
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Tabla 2-1: Resumen de los antecedentes analizados, con énfasis en el lugar de muestreo,
tiempo de muestreo, métodos de analisis de diversidad fngica empleados, resultados obtenidos.
Autores 'y
. Lugar de.'? Tiempo de Métodos Resultados obtenidos ano de' .
investigaciéon | Muestreo empleados publicacio
n
Longitudina
I: algunos Mayor diversidad y
dias de | Microbiologia concentracion flngica en
primavera, | convencional. el exterior de la catedral.
Catedral y | verano, Medios de cultivo: | Influencia de visitantes,
Museo otofio e | Agar SDA, Agar | temperaturay humedad. (Aira et al
Santiago  de | invierno. MEA y Agar OA. 35 géneros aislados, los 2007) "
Compostela Horas de | Temperatura: 25°C | mas abundantes:
(Espafia) alto, medio | Tiempo: 7 dias Alternaria, Cladosporium, y
y bajo flujo | Prueba estadistica: | Penicillium
de Test de Sperman Mayores concentraciones
visitantes a en primavera y verano.
este sitio
Microbiolodia Esporas de Alternaria,
convencior?al Aspergillus, Cladosporium
. oy Penicillium. Mayor
Medios de -cultivo: -
Agar Rosa de concentracion de
Cladosporium.
Begala Correlacion positiva entre
Dublin Enero a | Clortetraciclina concentraciéﬁ (O’Gorman
(Irlanda) diciembre (DRBC), Agar MEA, temperatura para el éner())/ & Fuller,
de 2005 Agar Czapek Dox, peratura p 9 2008)
Cladosporium
Agar PDA. . o
. ~po~ | Correlacion positiva entre
Temperatura: 25°C -
o concentracion,
a 36°C h dad
Tiempo: 4 dias temper:sltura, y humeada
' para géneros Aspergillus y
Penicillium
Promedio entre 6,27 y
39,02 UFC.
287 colonias asiladas,
pertenecientes a 14
. . géneros entre hongos
Unlver§|d_ad Microbiologia filamentosos, bacterias y
Pedagogica y : (Toloza
e convencional levaduras.
Tecnoldgica Agosto a : o . P . Moreno &
. . Medios de cultivo: | Géneros fangicos mas | | .
de Colombia | septiembre . Lizarazo
PDA representativos fueron
(UPTC), sede | de 2009 =m0 T Forero,
. ) Temperatura: 28°C | Mucor, Penicillium. Otros
Tunja (Boyaca, ; R . 2011)
X Tiempo: 7 dias géneros encontrados
Colombia) . )
Acremonium,  Alternaria,
Aureobasidium,
Cladosporium, Curvularia,
Geotrichum y
Helminthosporium.
Métodos El 86% de los géneros
Universidad de | Junio a | moleculares: detectados por
. P o (Pashley et
Leicester agosto de | andlisis de la | secuenciacion no fueron al., 2012)
(Reino Unido) | 2007 subunidad larga del | detectados por "

ADNr, RFLP

microscopia.
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Badajoz
(Espafia)

Longitudina
I: algunos
dias de
primavera,
verano,
otofio e
invierno
entre 2009
y 2011.

Técnicas de | 72 géneros, sin diferencias

microscopia de | significativas entre las

esporas. proporciones detectadas
por ambos métodos.
Concentracion  promedio

Microbiologia
convencional.
Medios: Agar SDAY
Agar MEA
Técnicas de
microscopia de
esporas (con
adherente de jalea
de petrdleo blanca).
Prueba estadistica:
Shapiro-Wilk y
Kruskal-Wallist (X2)

diaria de 285 ufc/m3 y de
esporas de 1954
esporas/m3,

Correlacion entre datos
meteorolégicos (humedad,
velocidad y direccién del
viento y radiacién solar) y
namero de esporas para
Alternaria y Cladosporium
y  Aspegillus-Penicilllium
(en medio de cultivo)
Imposibilidad de distinguir
entre esporas de
Aspegillus y Penicillium

(Fernandez-
Rodriguez
etal., 2013)

Beijin (China)

Junio 2013

Método molecular:
llumina

Incremento en la
concentracién de
bioaerosoles del 5.8% =+
1.8% durante los picos de
contaminaciéon en Beijin
(relacionados con un
aumento del material
particulado en el aire).

La concentracion de un
patdgeno humano como
Aspergillus fumigatus es
mayor en el PM10 que en
el PM2.5 debido a que el
diametro aerodindmico de
sus esporas oscila entre
2.5y 10 ym.

(Cao et al.,
2014)

Medellin
(Colombia)

Enero a
diciembre
de 2010

Técnicas de
microscopia de
esporas

Géneros més frecuentes:
Cladosporium y
Aspergillus/Penicillium.
Adicionalmente
encontraron Curvularia,
Alternaria y Pithomyces.
Mayores concentraciones
en los meses de enero y
marzo.

(Losada,
Moncada, &
Arcila, 2014)

New Haven

(USA)

2009 - 2011

Método molecular:
Secuenciacion de
siguiente
generacion -NGS

Dos filos, 9 clases y 55
géneros fueron
caracterizados. Las clases
dominantes de los filos
Ascomycota y
Basidiomycota fueron
Dothideomycetes y
Agaricomycetes

respectivamente.

(Yamamoto
et al., 2014)




454 y PCR en
tiempo real

Trichocomaceae, de los
cuales son potencialmente

patogénicos: Alternaria
alternata, Aspergillus
penicillioides,

Cladosporium
cladosporioides,
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Los cuatro géneros mas
abundantes
pertenecientes a
Dothideomycetes  fueron
Lpetosphaerulina,

Epicoccum, Cladosporium,
y Alternaria y los
pertenecientes a
Agaricomycetes fueron
Peniophora, Exidia,
Stereum, y Trametes.
Géneros encontrados:
Agrocybe, Alternaria,
Entre Arthrinium., Beltran?a, (Alzate,
Cladosporium, Curvularia, o
febrero de . Quijano,
Medellin 2010 y | Microscopia éptica Dresc_hslera, Eplcoccu_m, Alvarez, &
marzo  de Fl_Jsanum, Lept_osphaerla, Fonneg,ra
2011 Nigrospora, P|thomy_cgs, 2015) ’
Pleospora, Puccinia,
Tetraploa,
Torula y Ustilago
El 55% de las particulas
analizadas
correspondieron a esporas
fungicas.
En Chennai los
Basidiomicotas fueron los
Localidades de . mas abundantes (con un
. Microscopia 65% del total de hongos
Chennai y | Verano, . . .
Munnar en el | monzen e EIecFronlca de anallzados).,,y su mayoria (Valsan et
o Barrido (SEM por | correspondi6 al género | al., 2015)
Sudeste de la | invierno. ol inalé Cantharellus
costa India sus siglas en inglés) .
En Munnar, los
Ascomicotas
contribuyeron con un 75%
de esporas respecto al
total, dominando el género
Cladosporium.
Los géneros
predominantes fueron:
Alternaria, Aspergillus,
Boeremia, Cladosporium,
Paraconiothyrium,
Penicillium,
Localidad de Método molecular: Elseeousdpgrzggteéf’ y (Wei et al.,
Hubei (China) pirosecuenciacion 2015)
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Penicillium
brevicompactum.
Concentracion  promedio
obtenida fue de 9.6x10*
células /ms.

Seul
del Sur)

(Corea

Invierno
2014 - 2015

Microbiologia
convencional.
Medios de cultivo:
Agar MEA
Temperatura: 25°C
Tiempo: 2 dias

Las concentraciones de
bioaerosoles fungicos
fueron menores en
invierno respecto al
verano, pero estuvieron
por encima de Ia
concentracién de
bacterias.

Débil correlaciéon negativa
entre temperatura,
nevadas y concentracion
de hongos.

(Uk Lee et
al., 2016)




3.Metodologia

Las muestras fueron obtenidas de los filtros PM10 de tres estaciones, la primera ubicada
en el municipio de Barbosa, (BAR-HSVP) (N6°26'11.77” y W75°19'59.24”), y las otras dos
ubicadas en la ciudad de Medellin (capital del departamento de Antioguia, Colombia), una
al centro de dicha ciudad (MED-UNFM) (N6°16°26.60” y W75°35’33.27”) y la otra ubicada
al sur (MED-PJIC) (N6°12’32.52” y W75°34°40.22”) (Figura 3-1), todas pertenecientes a la
Red de Monitoreo de Calidad de Aire del Valle de Aburra (Antioquia, Colombia). Se tomaron
muestras del PM10, con el equipo semiautomético Hi-Vol 10, durante un periodo de 24
horas (Figura 3-2). Se realizaron 11 muestreos y un blanco de transporte entre el 13
septiembre de 2015y el 17 de noviembre de 2015. Los muestreos fueron simultaneos para

las tres estaciones mencionadas.

Figura 3-1 Ubicacién de las estaciones de monitoreo de la Red de Calidad del Aire del Valle de
Aburra

‘BAR-HSVP

Digi

(Elaraci()n propia a partir de Google Earth)
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Figura 3-2 Estacion de muestreo MED-UNFM vy filtro PM10, antes y después del muestreo

= ean Bl
: g

Filtro PM10 limpio

>~

= =SS 8 S A Filtro PM10 usado
Equipo semiautomatico Hi-Vol 10

(Elaboracion propia)

Para la inoculacion de los microorganismos, se tomé un % de filtro PM10 (22.5x17.5¢cm)
(Figura 3-2), se sumergié en 50 mL de solucion salina 0.85% (p/v), y se agité a 1000 rpm
por 60 segundos en vortex. Se tomaron 100 uL y se adicionaron a los medios de cultivo
comerciales: Agar Sabouraud (Merck) y Agar Levadura — Glucosa YGC (Merck), se
incubaron a 25°C durante 7 dias. Posteriormente, se realizdé un aislamiento de las colonias
diferentes que crecieron en estos medios de cultivo y se inocularon en agar comercial Papa
- Dextrosa PDA (Merck), a 25°C por 7 dias. Los géneros compatibles de cada aislado fueron
identificados a través de una caracterizacion morfolégica macroscépica (diametro,
coloracién y apariencia) y microscopica (observacion de las estructuras reproductivas
asexuales a 10X y 40X mediante tincién con azul de lactofenol). También, se identificaron
molecularmente. Para ello se incubaron los distintos aislados en medio de cultivo liquido
Sabouraud (Merck) a 28°C durante 8 dias y 120 rpm. Luego se realizé la extraccion del
DNA siguiendo el protocolo de Perea, Rodriguez, Saldarriaga, & Arango, (2003), con
algunas modificaciones. Los pasos realizados fueron los siguientes: se macero la biomasa
con nitrégeno liquido en un mortero estéril, y se le adicion6 un buffer CTAB 2X precalentado

a 65°C, la mezcla se incub6 a 65°C por 45 minutos en agitacion constante. Posteriormente,
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se agregaron 700uL de cloroformo — alcohol isoamilico y se centrifug6 a 12000 rpm por 20
minutos. Una vez centrifugado se recuperé el sobrenadante y se le aplico el procedimiento
anteriormente descrito hasta que no se observé turbidez. A continuacion, se adicioné un
volumen de isopropanol y se llevo por una hora a -20°C. Finalmente, se centrifugd a 12000
rom durante 20 min, se elimino el sobrenadante, y se lavo el pellet con 200 yL de etanol al
70% vlv, de nuevo se centrifugé a 12000 rpm por 10 minutos y se eliminé el sobrenadante,
en dos ocasiones. Por ultimo, se adicion6 50uL de buffer TE 0,1X. La calidad y
concentracion del ADN se evalué mediante electroforesis en gel de Agarosa al 1 % (p/v).

Ademas, se cuantificé la concentracién de ADN en un Nanodrop (Thermo Scientic).

La amplificacion de ADN se realiz6 mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa - PCR, utilizando los cebadores universales ITS1 5
TCCGTAGGTGAACCTTGCGG 3) e ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC 3") para
amplificar la region intergénica espaciadora (ITS) ITS1 - ITS2 (White et al., 1990). Los
amplicones se secuenciaron en ambas direcciones, usando el analizador de ADN PRISM
3700 (Applied Biosystems) y los resultados obtenidos se editaron con en el software Bioedit
(Hall, 1999) y se compararon con secuencias de referencias identificadas previamente,
usando la herramienta del BLAS (Altschul et al., 1997) y de las bases de datos del GenBank.
La construccion del arbol filogenético se realizd con el método de Neighbor-Joining (Saitou
& Nei, 1987), el boostrapping se hizo con 1000 repeticiones, la distancia evolutiva fue
calculada usando el método Kimura 2-parameter (Kimura, 1980), mediante el software
Mega 7 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016). Las secuencias se depositaron en el GenBank
desde KY621296 hasta KY621332 (Tabla 4-1).

Por otra parte, se consulté la informacion meteorolégica: la temperatura del aire (°C), la
humedad del aire (%), la velocidad del viento (m/s), de las estaciones meteoroldgicas
Vantage Pro 2 (Davis Instruments, Hayward, CA, EE.UU.) cercanas a los sitios de muestreo.
Con estos datos se realizaron los andlisis estadisticos de Andlisis de Correspondencia

Canonica mediante el software PAST (Hammer, Harper, & Ryan, 2001).


http://technelysium.com.au/ChromasPro177Setup.exe




4.Resultados y discusion

4.1 Resultados generales

A partir de los 11 muestreos realizados se obtuvieron 56 aislados por sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas (Figura 4-1), de los cuales 19 géneros se identificaron
(Tabla 4-1 y Figura 4-2). Los aislados C57 y C30, no fueron incluidos en el analisis por

problemas con las secuencias obtenidas.

Figura 4-1 Identificacion macro y microscopicas de cuatro de los géneros encontrados (Fotografias

microscopicas a 40X)

€ C58 D. Cc60

(Elaboracion propia)

En relacion a la Figura 4-1 es importante aclarar que las caracteristicas macroscoépicas de
los hongos pueden variar fuertemente al interior de cada género, por lo cual la
compatibilidad de uno u otro género se determina mediante el analisis microscopico y debe

confirmarse a través de un analisis molecular.
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Tabla 4-1 Afiliaciones filogenéticas de los hongos identificados por secuenciacion de la region
ITS1-ITS2.

Ori . # de [ldentidad NCBI-GenBank] Especie %
rigen Aislado ; Lo
acceso compatible Similaridad
10551BAR C5 KY621296 [JQ861752.1] Perenniporia sp 96%
10551BAR C6 KY621297 [KT600459.1] Cladosporium sp. 100%
10551BAR C15 KY621301 [KM434266.1] Phaeosphaeria sp 96%
10551BAR C17 KY621302 [GU269753.1] Pseudocercospora sp. 100%
10551BAR C18 KY621303 [AY681176.1] Neurospora sp. 98%
10551BAR Cc23 KY621305 [KM434270.1] Phaeosphaeria sp 96%
10551BAR C24 KY621306 [NR_135977.1] Epicoccum sp 98%
[AB113012.1] Rhizopus sexualis var.
10551BAR C26 KY621307 americanus 99%
10551BAR Cc27 KY621308 [JX183076.1] Hypoxylon pulicicidum 99%
10579BAR C28 KY621309 [FJ442680.1] Trichoderma inhamatum 99%
10579BAR C31 KY621311 [JX496049.1] Paraconiothyrium sp 94%
[NR_120298.1] Trichoderma
10579BAR C33 KY621312 longibrachiatum 98%
10551BAR C34 KY621313 [KF777180.1] Peyronellaea sp 99%
10586BAR C38 KY621316 [KM199302.1] Pestalotiopsis sp. 99%
10618BAR C41 KY621317 [KX034667.1] Pseudopithomyces sp 100%
[JN715589.1] Trichoderma
10697BAR C42 KY621318 caerulescens 99%
[NR_103595.1] Rhizopus sexualis var.
10618BAR C48 KY621321 americanus 99%
10697BAR C51 KY621323 [KJ175437.1] Aspergillus sp 98%
10727BAR C54 KY621324 [FJ240310.1] Fusarium sp. 100%
10618BAR C55 KY621325 [NR_111885.1] Fusarium sp. 93%
10618BAR C60 KY621329 [KM231824.1] Fusicolla sp 95%
10727BAR C74 KY621332 [AY213655.1] Fusarium sp. 99%
10583MEDC C10 KY621298 | [KY364615.1] Epicoccum nigrum 100%
10582MEDC Cc29 KY621310 [KM199296.1] Pestalotiopsis sp. 100%
10630MEDC | C37A | KY621315 [AY213655.1] Fusarium sp 99%
10630MEDC C46 KY621319 [AY213655.1] Fusarium sp. 99%
10630MEDC Cca7 KY621320 [KP135404.1] Phlebiopsis sp 99%
10630MEDC C49 KY621322 [FPU34580] Fusarium sp. 95%
10726 MEDC C61 KY621330 [KT600381.1] Cladosporium sp 99%
10584MEDS C20 KY621304 [NR_111606.1] Fusarium sp. 93%
10584MEDS C12 KY621299 [GQ922532.1] Neurospora sp 95%
10584MEDS C13 KY621300 [NR_121203.1] Fusarium sp. 100%
10629MEDS C37 KY621314 [NR_121457.1] Fusarium sp. 99%
10629MEDS | C56 | Kye21326 | [[1Q149325.1] Talaromyces 97%
erythromellis
10722MEDS | C58 | Kye21327 | DX815671.1] Talaromyces 100%
purpurogenus
10722MEDS C59 KY621328 [KC411697.1] Penicillium sp 100%
10775MEDS C69 KY621331 [KM434270.1] Phaeosphaeria sp 96%
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Figura 4-2 Dendrograma obtenido usando el programa Mega 7 (Kumar et al., 2016), donde se

muestra la afiliacion filogenética de algunos de los aislados obtenidos

Glomeromycotas
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La presencia de los diferentes géneros de hongos identificados esta relacionada con la
posibilidad de liberacion de esporas de cada una de las especies, que esta ligado a
factores ambientales como la prevalencia de las condiciones de calor, del viento y de la
sequia para el caso de los géneros: Aspergillus, Penicillium y Cladosporium (Pashley et
al., 2012). En este sentido, la abundancia de las especies de estos géneros puede
explicarse debido a que los muestreos se realizaron en la estacion seca. Mientras que la
liberacion de las esporas de los Basidiomycotas esté correlacionada con la humedad y la
intensidad de las precipitaciones (Valsan et al., 2015), lo que explica por qué la poca
prevalencia de los géneros pertenecientes a este filum (10.5% del total de géneros
identificados). Este estudio es el primer reporte de la presencias de los géneros
Perenniporia,  Pseudocercospora,  Neurospora, Hypoxylon,  Paraconiothyrium,
Peyronellaea, y Pseudopithomyces, asociados a filtros PM10 en el estudios de
bioaerosoles, lo que contribuye al estudio de la diversidad de hongos en el material
particulado del aire. Ahora bien, el estudio de estos microorganismos ha venido cobrando
importancia debido a que el niumero de infecciones por hongos se ha incrementado,
afectando a la poblacién humana, a los cultivos y a la vida salvaje (Barberan et al., 2015).
Ademas los resultados anteriores confirman la tendencia de encontrar especies
Basidiomyicotas y Ascomycotas como predominantes en el aire (Frohlich-Nowoisky,
Pickersgill, Després, & Po6schl, 2009), aunque en una proporcion mayor para los
Ascomycotas, que pueden verse favorecidos por los medios de cultivo utilizados. Asi
mismo el filum Glomeromycotas con un Unico representante del subfilum Mucoromycotina
(género Rhizopus) fue encontrado en proporcidn muy baja (5.2% del total de géneros
encontrado). Asi mismo, una explicacién adicional para la prevalencia de los Ascomycotas
es que por la técnica cultivo dependiente utilizada, es posible tener un sesgo contra la
deteccién de Basidiomycotas por competencia en los medios de cultivo, como la que
establece Cladosporium al inhibir el crecimiento de otros hongos via produccion de
sustancias inhibitorias (Frohlich-Nowoisky et al., 2009). Sin embargo, la prevalencia de los
Ascomycotas también puede deberse a una caracteristica regional, esta situacion ya ha
sido encontrada en estudios independientes de cultivo realizados en Estados Unidos
(Barberan et al., 2015).

Teniendo en cuenta que el aire es el principal medio de dispersion de los hongos, y éstos

pueden ser patdgenos o alérgenos para los humanos, los animales y las plantas (Frohlich-
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Nowoisky et al., 2009), en el presente estudio se identificaron los géneros Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, y Rhizopus, los cuales han sido reportados de importancia en la
salud porque algunas especies estan relacionadas con infecciones masivas en los
pacientes inmunosuprimidos, con neutropenia severa, desordenes granulomatosos
cronicos, o Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida — SIDA (Rios-Yuil et al., 2012),
también pueden desatar alergias respiratorias o enfermedades graves, de acuerdo a los
factores como: el tiempo de exposicion, la concentracion del microorganismo en el aire y
los factores de riesgo personal (Walser et al., 2015). Por otro lado, el género Peyronellae
ha sido asociado con enfermedades oportunistas, en pacientes con sistema inmune
comprometido (Larson, Glenn, Tepedino, Glavin, & Mitchell, 2015). Sin embargo, dado las
caracteristicas de este estudio, no es posible determinar un factor de riesgo a la salud,
debido a que para ello es necesario determinar la especia y contar con datos de

concentracion y tiempos de exposicion.

La exposicién continua a grandes concentraciones de ellos, puede desarrollar otras
enfermedades, aquellas ocupacionales como alveolitis alérgica, el asma y el sindrome
téxico por polvo organico (Ghosh et al., 2015). En la literatura médica se asocia un elevado
namero de esporas en el ambiente con la aparicion de asma, aunque el mecanismo que
provoca la respuesta inmune ante la exposicién a esporas no es claro y los estudios en
salud publica consideran pocas especies (Pringle, 2013). También, el incremento de los
sintomas de asma ha sido relacionado con la presencia de esporas fungicas (Sousa et al.,
2008), cerca de un 80% de los asmaticos estan sensibilizados a los alérgenos flngicos
(Weikl, Radl, Munch, & Pritsch, 2015). Asi mismo, géneros como Cladosporium han sido
asociados con asma, aunque puede existir un sesgo por el tipo de estudios presentados,
gue no se enfocan en la diversidad de los hongos presentes, sino, en especies particulares,
como es el caso de este género, por su facilidad de cultivo y su abundancia en ambientes
interiores (Pringle, 2013). Ademas, la identificacion de estos géneros puede contribuir al
andlisis del origen del incremento de infecciones flngicas en hospitales, el cual representa

unas altas tasas de morbilidad y mortalidad (Seervi, Khatri, Parihar, & Kulshrestha, 2016).

Ahora bien, los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium también estan asociados a
dermatomicosisi y onicomicosis (lesiones en piel y ufias) (Bonifaz, 2010). Mientras que los

géneros Mucor, y Rhizopus pueden causar mucormycosis (infecciones oportunistas en
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diferentes 6rganos diana entre ellos los pulmones, el sistema digestivo, la piel, y provocar

enfermedades sistémicas) (Binder, Maurer, & Lass-Fluerl, 2014).

Otro aspecto a resaltar, es que algunos de los géneros contienen especies que
corresponde a hongos fitopatégenos. como el caso de Cladosporium, y Hypoxylon, que
dependiendo de la especie, pueden tener incidencia sobre el estado fitosanitario de las
plantas (Balasuriya & Adikaram, 2009; Jaimes, Rojas, Cilas, & Furtado, 2016) de los
espacios verdes urbanos, influyendo por ejemplo en el aumento del riesgo de volcamiento
de arboles que han sido afectados en sus raices. También pueden contener especies
fitopatdgenas los géneros Peyronellaea, Pestalotiopsis, Pseudocercospora, y Perenniporia
(Jaimes et al., 2016; Larson et al., 2015; Lesica, Atthowe, & Dugan, 2003; Reddy et al.,
2016).

Por otro lado, el Andlisis de Correspondencia Canénica (CCA) para las tres estaciones
(BAR-HSVP, MED-PJIC, y MED-UNFM) se muestra en la Figura 4-3. Alli se puede concluir
gue la velocidad del viento es un factor determinante para la presencia de los diferentes
aislados de la estacion BAR-HSVP, mientras que la concentracion del PM10 es el factor
explicativo de la presencia de los hongos en las estaciones MED-UNFM y MED-PJIC. En
este sentido otros estudios como el realizado por Cao et al. (2014), encontraron una
correlacion entre las concentraciones de PM y la presencia de los microorganismos,
demostrando que su abundancia puede verse relacionada con el incremento de dichas
concentraciones de material particulado. En este mismo sentido, se ha reportado un
impacto directo (aunque bajo) del PM10 en las concentraciones de esporas durante

estudios realizados por fuera de dias de alta contaminacién (Gao et al., 2015).

Tampoco, se encontrd una relacion entre la temperatura del aire y la humedad relativa,
gue explique el porqué de los hongos encontrados. Asi mismo, en el analisis por CCA
(Figura 4-3) se observo la similitud entre el comportamiento de las estaciones MED-PJIC y
MED-UNFM, cuyas areas se superponen en un segmento. Lo anterior, puede deberse a
gue estas estaciones son urbanas de trafico, por lo cual cabe esperar que las colonias
observadas sean mas similares entre si que en relacion a la estacién BAR-HSVP que es
una estaciéon suburbana de fondo. Ademas, las areas mas urbanizadas tienden a

homogeneizar las comunidades de animales y de platas (Barberan et al., 2015) por lo que



Capitulo 4 25

es posible que las fuentes de los hongos sean mas similares para estas estaciones de
trafico, sumado al hecho de que las comunidades fungicas de zonas urbanizadas tienden
a ser mas homogéneas (Barberan et al.,, 2015), sin embargo, es necesario mayores

estudios para corroborar esta hipétesis.

En el caso de la estacion BAR-HSVP, los aislados dependen en gran medida de la
velocidad del viento (Figura 4-3), que es un parametro reportado comunmente como
explicativo de la aparicion de los hongos (Fernandez-Rodriguez et al., 2013; Ghosh et al.,
2015). Lo anterior, se presenta debido a las complejas interrelaciones entre las esporas
fungicas y su ambiente, que incluye las actividades humanas, los niveles de contaminacion

ambiental y la vegetacion circundante (O’Gorman & Fuller, 2008).

Figura 4-3 Andlisis de Correspondencia Canénica (CCA) para las estaciones BAR-HSVP, MED-
PJIC, y MED-UNFM, temperatura, humedad relativa, velocidad del viento y PM10 (PAST3.13
Hammer et al., 2001)
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(Elaboracion propia)

También se realiz6 un andlisis de la frecuencia simple de aparicion, que consiste en el
conteo de presencia/ausencia y en cuéntos filtros aparece una determinada colonia (Figura

4-4), buscando determinar las colonias predominantes para cada estacion.



26 Estudio de bioaerosoles fungicos captados de filtros PM10 de tres estaciones de
la Red de Monitoreo de Calidad del Aire del Valle de Aburra

De la Figura 4-4 se deduce que el aislado C2 (Aspergillus sp) es propio de las estaciones
MED-PJIC y BAR-HSVP, mientras que las colonias C44 (Aspergillus sp), C50 (Aspergillus
sp), C58 (Talaromyces purpurogenus), C70 (Aspergillus sp), y C73 (Fusarium sp) aparecen
en las estaciones MED-UNFM y MED-PJIC. Adicionalmente, se encontraron colonias no
compartidas entre estaciones como las colonias C23 (Phaeosphaeria sp), C25 (Aspergillus
sp), C27 (Hypoxylon pulicicidum), C33 (Trichoderma longibrachiatum), y C55 (Fusarium
sp) que so6lo aparecieron en los filtros analizados para la estacion ubicada en el municipio
de Barbosa. También, el aislado C74A (Aspergillus sp), es propio de la estacion MED-
PJIC. Ademaés, la colonia C37A (Fusarium sp) fue encontrada Unicamente en la estacion
MED-UNFM.

Figura 4-4 Frecuencia de aparicion de los aislados para el total de filtros analizados para las tres

estaciones de monitoreo.
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Por otro lado, la colonia C34 (Peyronellaea sp.) es la Gnica que aparecio en la estacion
MED-PJIC en los 11 muestreos; mientras que las colonias C5 (Perenniporta sp), y C21
(Penicillium sp) y C47 (Phlebiopsis sp) fueron encontradas en 10 de los muestreos para

las estaciones BAR-HSVP y MED-PJIC, respectivamente.
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También, se elabor6 una gréfica de tortas (Figura 4-5) que muestra los géneros
encontrados Yy su distribucién porcentual respecto al total de los hongos aislados. En este
sentido, los géneros con mayor nimero de especies presentes son en su orden: Penicillium
(21%), Fusarium (18%) y Aspergillus (16%). En todos ellos se encuentran especies

causantes de enfermedades en los humanos (Rios-Yuil et al., 2012; Walser et al., 2015).

Figura 4-5.Géneros y tipos de hongos de los aislados encontrados en las tres estaciones de

monitoreo.
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(Elaboracion propia)

El presente estudio aporta informacién de la diversidad de los hongos en el aire de
ambientes urbanos, y el entendimiento de la ecologia fungica puede permitir el desarrollo
de tratamientos efectivos y disefio de ambientes interiores que eviten el crecimiento de
especies particulares implicadas en la exacerbacion de etiologias alérgicas como el asma
(Pringle, 2013) . Asi mismo, el estudio constituye un primer paso para comprender el
desarrollo de enfermedades respiratorias desde una perspectiva de la salud publica, que
debe ser complementado con estudios epidemiolégicos que permitan superar la limitacién
de los estudios actuales que se concentran en pocas especies de hongos como causantes
de ciertas enfermedades. Ademas, la importancia de la vigilancia de la composicién
microbiana de los bioaerosoles se refuerza ante la posibilidad de encontrar

microorganismos resistentes a los antibioticos.
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4.2 Analisis por estacion

4.2.1 Estacién Universidad Nacional, Facultad de Minas MED-
UNFM

En la Figura 4-6 se presenta el numero de aislados difrentes para cada uno de los

muestreos realizados. De alli se puede observar que el mayor pico se manifesto en el

tercer muestreo y en general el promedio de colonias diferentes por muestreo fue de 13,

situdndose por debajo de las otras dos estaciones.

Figura 4-6. Numero de aislados difrentes para cada uno de los muestreos realizados de la estacion
MED-UNFM.
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(Elaboracion propia)

En la Figura 4-7 se muestra la frecuencia de aparicién simple de los aislados y se observa
gue C28 (Trichoderma inhamatum) y C47 (Phlebiopsis sp) son las mas frecuentes en esta
estacion, con presencia en 8 de los 11 muestreos realizados. El aislado C42 que
corresponde a un Trichoderma caerulescens les sigue con 7 apariciones. Ahora bien, dicha
frecuencia de aparicion puede ser explicada por la presencia de abundante arborizacion,

lo cual constituye un ambiente adecuado de crecimiento para varias especies del género
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Phlebiopsis, algunas de las cuales son beneficiosas para el arbolado y usadas como
control biolégico de otros patdégenos (Oliva, Zhao, Zarei, Sedlak, & Stenlid, 2015). Por su
parte, las amplias zonas verdes alrededor de esta estacidn, también permiten entender la
apricion del género Trichoderma tiene como habitat el suelo (Kubicek, Bissett, Druzhinina,
Kullnig-Gradinger, & Szakacs, 2003).

Figura 4-7 Frecuencia de aparicion de los aislados para el total de filtros analizados de la estacion
MED-UNFM
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(Elaboracion propia)

En cuanto a la incidencia sobre la salud humana de estos tres aislados, Meyer et al (2005)
encontraron que el Trichoderma harizanum puede tener incidencia en las respuestas

inflamatorias (alergias) (Walser et al., 2015).

4.2.2 Estacion Politécnico Jaime Isaza Cadavid MED-PJIC

En la Figura 4-8 se presentan el nUmero de aislados diferentes para cada uno de los
muestreos realizados. De alli se puede observar que se presentaron dos picos altos en el
tercer y octavo muestreo, y un punto bajo para el promedio en el muestreo séptimo. Asi
mismo, el promedio de colonias diferentes por muestreo es de 17, siendo el méas alto de

las tres estaciones.
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Figura 4-8 Numero de aislados difrentes para cada uno de los muestreos realizados de la estacion
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(Elaboracion propia)

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestra la frecuencia de

aparicion simple de los aislados y se observa como C34 (Peyronellaea sp) con 11

apariciones, es la mas frecuente, seguida por C5 (Perenniporia sp) y C26 (Rhizopus

sexualis var. americanus) identificados en 9 y 8 de los muestreos respectivamente. De

estos tres aislados, so6lo el género Rhizopus ha sido encontrado como causante de

enfermedades en humanos (Binder et al., 2014; Rios-Yuil et al., 2012).

Figura 4-9 Frecuencia de aparicion de los aislados para el total de filtros analizados de la

estacion MED-PJIC
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La frecuencia de aparicion puede ser explicada porque la estacion esta cercana a una zona
arborizada. En este sentido, la presencia de Peyronellaea y Perenniporia puede provenir
de dichos arboles y de acuerdo a la especie, ser un indicativo de alerta sobre el estado

fitosanitario de los mismos.

4.2.3 Estacién Hospital San Vicente de Paul del municipio de
Barbosa BAR-HSVP

En la Figura 4-10 se presentan el numero de aislados diferentes para cada uno de los

muestreos realizados. De alli se puede observar que en el primer y tercer muestreo se

presentan los mayores picos, contando con un promedio de 15 colonias diferentes

identificadas por muestreo.

Figura 4-10 NUumero de aislados difrentes para cada uno de los muestreos realizados de la estacion
BAR-HSVP
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(Elaboracion propia)

En la Figura 4-11 se muestra la frecuencia de aparicion simple de los aislados y se observa
como C23 (Phaeosphaeria sp) y C49 (Fusarium sp) son los mas frecuentes con 9
apariciones cada una. El aislado que les sigue con 8 apariciones es el C28 (Trichoderma
inhamatum). En cuanto a la posible explicacion de estas frecuencias de aparicion, el

entorno de la estacion no esta arborizado, sin embargo, existen zonas verdes cercanas (a
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menos de una cuadra de distancia), con algunos arboles, lo que puede favorecer la
prevalencia de Phaeosphaeria. Ademas existen algunos jardines cerca de la estacion, que
pueden dar cuenta del origen de los microorganismos pertenecientes a los géneros

Fusarium y Trichoderma.

Figura 4-11 Frecuencia de aparicion de los aislados para el total de filtros analizados de la estacién
BAR-HSVP
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(Elaboracion propia)

En cuanto a la incidencia sobre la salud humana de estos tres aislados, Meyer et al (2005)
encontraron que el Trichoderma harizanum puede tener incidencia sobre respuestas
inflamatorias (alergias) (Walser et al., 2015) y Rios-Yuil et al., (2012) también menciona al

género Fusarium como potencial alérgeno.



5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El estudio de los bioaerosoles fungicos provenientes de los filtros PM10 de tres estaciones
de la Red de Monitoreo de la Calidad del Aire del Valle de Aburra, es el primero reportado
en su tipo para el Valle de Aburrd, Antioquia, Colombia. Se encontraron un total de 56
aislados pertenecientes a 19 géneros diferentes, a través de técnicas de microbiologia
convencional. De las tres estaciones analizadas: MED-UNFM, MED-PJIC, y BAR-HSVP,
las dos primeras son estaciones de trafico, cuyos diferentes aislados se correlacionan con
la concentracién del material particulado, mientras que la dltima BAR-HSVP, siendo una
estacion suburbana de fondo, la presencia de los hongos aislados esta mas condicionada
por la velocidad del viento.

De los diferentes géneros aislados, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Peyronellae,
Cladosporium y Rhizopus han sido asociados con afectaciones a la salud, mientras que
los géneros de Cladosporium, y Hypoxylon han sido asociados con problemas
fitopatdgenos. Ademas, para la autora no es conocido el reporte en articulos asociados a
estudios de bioaerosoles, de los géneros Perenniporia, Pseudocercospora, Neurospora,
Hypoxylon, Paraconiothyrium, Peyronellaea, y Pseudopithomyces, lo cual constituye un
aporte a la comprension de la diversidad de hongos en el aire de ambientes urbanos y el

comprender la ecologia fingica en estos espacios.

El estudio realizado permitiria profundizar mas sobre las diferencias respecto a los estudios
de otras regiones de Colombia, para explorar si existen diferencias regionales en la
exposicion a los géneros de hongos que pueda estar asociados 0 no a patrones

geograficos.
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5.2 Recomendaciones

El estudio realizado constituye una primera evaluacién de los hongos presentes en los
bioaerosoles provenientes del PM10, por lo que son un avance importante en el
conocimiento y caracterizacion de las particulas presentes en el aire. Sin embargo, es
necesario aunar esfuerzos de monitoreo de estos microorganismos a lo largo de las

diferentes épocas climaticas y en una zona mas amplia del Valle de Aburra.

Asi mismo es necesario obtener una mayor cantidad de datos que permitan realizar una
evaluacién de efectos sinérgicos de contaminantes atmosféricos y bioerosoles fungicos en
la salud humana. Esto implicaria profundizar en estudios de este tipo, ademas, de realizar

correlaciones con factores epidemioldgicos.

Es necesario extender el estudio para los periodos de lluvias y la utilizaciébn de
metodologias independientes de cultivo, que capturen la diversidad de microorganismos
no cultivables y los fragmentos de hifas, ya que estos Udltimos pueden influir en la
exposicion a los hongos (Pringle, 2013). Asi mismo, realizar estudios de la composicion y
concentracion de bioaerosoles fangicos durante eventos de contaminacién ambiental,
dado que hay indicios de una correlacién negativa entre la concentracion de PM10 y los
microorganismos en el aire en estas situaciones, e indicios de una mayor abundancia de
Aspergillus fumigatus (implicado en enfermedades infecciosas y aumento del asma) para

este mismo evento (Gao et al., 2015).

Lo anterior permitiria tener una mejor informacion disponible para planear los programas y
proyectos de descontaminacion del aire, entender los brotes epidemiolégicos relacionados
con las enfermedades respiratorios y plantear acciones efectivas que permitan establecer
politicas publicas en busca de la mejora de la calidad del aire, y por tanto de la salud y

calidad de vida de los pobladores del Area Metropolitana del Valle de Aburra.



A. Anexo: Caracterizacion
microbiologica

A partir de los 11 muestreos realizados, se obtuvieron 56 aislados de hongos, a los cuales
se les realiz6 una descripcién macro y microscopica. Dichos aislados fueron agrupados
por su pertenencia a diferentes géneros microbiol6gicos de hongos, de acuerdo a lo que
se presenta en la Tabla A - 1:

Tabla A-1 Colonias halladas y su descripcion macro y microscoépica.

. 2,25,35, 50,
44 Aspergillus 51,57, 70 74A,
6 Cladosporium
30 Epicoccum 10,y 24
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13, 14, 20,
37 Fusarium 37A, 46, 49,
54,55, 73
60 Fusicolla
27 Hypoxylon
19 Levadura 83
41 Microdiplodia
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75 Mucor
Paracamaros-
31 .
porium
. 7,11,21,40,56,
53 Penicilium 64, 6566, 78
5 Pereniporia
34 Peyronellaea
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47 ‘ Phanerochae-

te
38 ‘ Pestalotiopsis
) ‘ Phaeo.sphae-

ria
17 . Pseudocercos

pora

32 ‘ Rhizopus 26, 32, 56A
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15 Septoriella
58 Talaromyces
28 Trichoderma 33,42




B. Anexo: Material particulado y
condiciones ambientales

Se realizé un analisis un Analisis de Componentes Principales (PCA por sus siglas en
inglés) en el programa PAST3.13 (Hammer et al, 2001), para las condiciones
meteoroldgicas de las estaciones BAR-HSVP (Tabla B 1), MED-PJIC (Tabla B 2) y MED-
UNFM (Tabla B 3), para las cuales se disponia la informaciébn meteorolégica de
temperatura del aire (°C), radiaciéon (W/m?), humedad del aire (%), velocidad del viento
(m/s). Ademas se incluyé los reportes de la concentracion de PM10 para las estaciones en

mencioén (Tabla B 4)

TablaB 1: Condiciones meteoroldgicas evaluada para la estacion BAR-HSVP
Fecha V Viento T aire H aire

(m/s) Q) (%)
13 septiembre 2015 0,8 22,5 61,0
17 septiembre de 2015 1,7 21,9 76,5
24 septiembre de 2015 19 23,8 63,9
11 octubre de 2015 1,2 20,4 79,3
15 octubre de 2015 14 20,9 84,8
19 octubre de 2015 1,6 21,9 75,4
23 octubre de 2015 1.3 21,4 80,5
27 octubre de 2015 1,5 20,4 84,7
31 octubre de 2015 1,9 21,7 77,5
04 noviembre de 2015 2,1 211 81,5
08 noviembre de 2015 2,1 22,0 80,4



B. Anexo: Material particulado y condiciones ambientales

Tabla B 2: Condiciones meteorolégicas evaluada para la estacion MED-PJIC
Fecha V Viento T aire H aire
(m/s) (°C) (%)
13 septiembre 2015 0,7 24,1 48,5
17 septiembre de 2015 0,9 22,7 68,2
24 septiembre de 2015 11 25,7 49,8
11 octubre de 2015 0,5 20,7 72,5
15 octubre de 2015 0,2 20,9 78,1
19 octubre de 2015 19 23,3 58,8
23 octubre de 2015 0,4 22,2 69,3
27 octubre de 2015 0,5 20,1 75,5
31 octubre de 2014- 0,5 21,3 73,1
4 noviembre de 2015 0,4 21,4 73,4
8 noviembre de 2015 0,2 22,2 69,6
Tabla B 3: Condiciones meteoroldgicas evaluada para la estacion MED-UNFM
Fecha V Viento T aire H aire
(m/s) (°C) (%)
13 septiembre 2015 1,2 20,9 45,1
17 septiembre de 2015 1,2 19,7 64,5
24 septiembre de 2015 1,7 21,9 49,6
11 octubre de 2015 0,7 17,5 76,8
15 octubre de 2015 0,5 18,0 78,4
19 octubre de 2015 1,3 19,8 61,8
23 octubre de 2015 0,6 19,3 69,7
27 octubre de 2015 0,6 18,5 74,2
31 octubre de 2014- 0,6 17,5 76,8
4 noviembre de 2015 0,7 18,5 74,6

8 noviembre de 2015 0,8 19,5 71,9
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Tabla B 4: Concentraciones de PM10 para cada estacion por fecha evaluada
Foch BAR-HSVP MED-UNFM MED-PJIC
echa
PM10 (ug/m3) PM10 (ug/m3) PM10 (ug/m?3)
13 septiembre 2015 342 397 34,4
17 septiembre de 2015 297 399 419
24 septiembre de 2015 316 26.3 371
11 octubre de 2015 20,0 39,5 439
15 octubre de 2015 18,2 55,5 49,4
19 octubre de 2015 30.7 323 40,8
23 octubre de 2015 33,1 47,6 58,1
27 octubre de 2015 26 8 517 63.3
31 octubre de 2014- 21,2 40,4 48,6
4 noviembre de 2015 13.6 393 42 4

8 noviembre de 2015 15,8 29,8 40,9
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