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REesuMEN. Los objetivos del estudio fueron: determinar la microbiota del aire en el
Archivo Histdrico del Museo de la Plata (AHMP) y en dos depdsitos del Archivo
Nacional de Cuba (ANC), determinar niveles de contaminacidén microbiana sobre
fotografias y mapas de ambos archivos, realizar la tipificacion de hongos y bac-
terias aislados y relacionarlos con eventuales procesos patogénicos. En el analisis
microbiologico del aire se empled un método de sedimentacion y para documen-
tos, se uso el hisopado. A los hongos se les determiné actividad celulolitica, pro-
duccién de pigmentos y acidos; a las bacterias, actividad proteolitica, amilolitica
y acidificante. Se obtuvieron concentraciones microbianas elevadas en los locales
del ANC siendo los niveles de bacterias significativamente altos. En el AHMP los
valores fueron mas bajos y sdlo se detectd el género fungico Penicillium. En el
ANC prevalecieron Aspergillus, Cladosporium y Penicillium. La mayoria de los
hongos degradaron la celulosa, produjeron pigmentos y acidos. De las bacterias
del aire, predominaron las Gram positivas en la mayoria de los locales y se identificaron
Streptomyces, Bacillus, Streptococcus y Staphylococcus. De los documentos se
aislaron los hongos Aspergillus, Penicillium y Talaromyces helicus (teleomorfo de
Penicillium) que por su dificil aislamiento de objetos de arte y documentos, resul-
ta un hallazgo novedoso. También se aislaron las bacterias Clostridium, Bacillus
y Streptomyces que poseen actividad proteolitica y/o celulolitica. Algunas de las
bacterias y los hongos aislados son capaces de producir enfermedades.
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ABsTRACT. The objectives of the paper were: a) to determine the concentration of
microbial contamination of the Achivo Histérico del Museo de La Plata (AHMP) and
also the levels of microbial contamination on photos; b) to find out the concentration of
microbial contamination at repositories (Photographic Library and Maps Library) of the
Archivo Nacional de Cuba (ANC) and to evaluate the levels of microbial contamination
upon photos and maps; c) to conduct the physiological characterization of the fungi and
bacteria isolated and d) to briefly describe the pathogenic characteristics of the micro-
organisms identified. A gravimetric method was used to perform the microbiological
sampling of the air. Open Petri dishes located at approximately 2 m from the floor during
30 min were placed in five different areas of AHMP; they contained PCA culture media
for total mesophilic aerobic bacteria and YGC (Yeast extract Agar —glucose — chloram-
phenicol) for moulds and yeasts. Open Petri dishes were exposed at approximately 3
m from the floor during 5 min at repositories of ANC (in five different places for the
Maps Library and in two areas for the Photographic Library), the dishes contained Malt
Agar + NaCl (7.5%) for the isolation of fungi and Nutrient Agar for bacteria. Later, the
dishes for bacteria were incubated at 30°C for 72 hours while those for fungi were
incubated at 28°C during 7 days. A hyssop was used for collecting samples from
documents. The documents analyzed were 19th century maps and photos, having
paper as their main support, although there were two in silk support and a crystal slide.
Fungal and bacterial concentrations at AHMP were low and they oscillated between 60
and 200 CFU/m3, hence that it is considered a NON CONTAMINATED environment.
On the other hand, the concentrations at ANC were higher, ranging between 78 and
261 CFU/m3 for fungi and 639 -2149 CFU/m3 for bacteria therefore its environments
are regarded as NON CONTAMINATED as to fungi, but they classify as HIGHLY
CONTAMINATED in relation to bacteria. Penicillium was the only fungal species
detected in the air of AHMP, while the prevailing species at ANC’s repositories were
Aspergillus, Cladosporium and Penicillium. Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus
and Aspergillus flavus were the ones that prevailed within Aspergillus genus at the
repositories of ANC. Most of the environmental fungi isolated degraded cellulose and
excreted pigments which comprised tones ranging from yellow to gray, including also
reddish and brown hues. With respect to air bacteria, it could be detected that the number
of Gram positive species was higher in two of the areas analyzed (100% at AHMP and
a 92% at the Photographic Library of ANC) and among the genera identified there were
the following: Streptomyces, Bacillus, Streptococcus and Staphylococcus. Gram negative
bacteria which prevailed at the Maps Library (77%) of ANC were also isolated; they
belong to Serratia and Enterobacter genera. In relation to documents, it was determined
that bacterial concentrations outnumbered fungal ones. Moreover, the total bacteria in
documents with silk support were higher than those in the rest of the documents, and
proteolytic bacteria prevailed in the first group, while the amylolytic species were higher
in the other documents. Clostridium, Bacillus and Streptomyces species were identified
within the bacterial genera, all of them with known proteolytic and/or cellulolytic
activity. Species such as Aspergillus, Penicillium, Micelia esterilia and Talaromyces
helicus (Penicillium teleomorphism) could be isolated from photos and maps. Regarding
fungal teleomorphism, it is claimed that these are species hard to isolate from the surface
of objects of art and documents, which turns out to be a novel finding in this research.

Key words: Biodeterioration, Environment, Microorganisms, Paper.
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Introduccion

En los ambientes exteriores e interiores se encuentra un gran numero de particulas de di-
ferente origen, forma y tamaflo 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 pue-
den causar sobre las superficies en que se depositan (quimico, toxico, patogénico, degradativo)
(Mandrioli, 2002). Entre las particulas de origen bioldgico se encuentran bacterias, esporas
fingicas, algas, virus, protozoos, granos de polen, etc.

Los microorganismos pueden ser transportados por las particulas de polvo presentes en el
aire exterior hacia el interior de los locales a través de la 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, también pueden ser una importante fuente de contami-
nacion del aire interior (Petushkova & Kandyba, 1999).

En condiciones estandares la microbiota del aire puede coexistir con los objetos y colec-
ciones de valor historico y con las personas en un ecosistema especifico sin causar grandes
dafios. Sin embargo, en la medida que se produce un cambio inadecuado en las condiciones
ambientales (temperatura y humedad relativa altas), los microorganismos pueden tener efectos
negativos, tanto desde el punto de vista del biodeterioro como desde el punto de vista patogé-
nico (Florian, 2002 a).

El biodeterioro puede definirse como un cambio en las propiedades de un material a
causa de la actividad vital de los organismos (Hueck, 1965). Un amplio rango de materiales
pueden ser afectados y entre ellos se encuentran metales, pinturas, papel, carton, rocas,
fotografias, textiles, cuero, plasticos, etc. Estos soportes en dependencia de las condiciones
microclimaticas (temperatura y humedad relativa) pueden sufrir dafio fisico, quimico y es-
tético causado por insectos, algas, liquenes, hongos y bacterias, debido a que los soportes
poseen sustancias nutritivas que facilitan el desarrollo de estos organismos (Villalba et al.,
2004; Borrego et al., 2005).

Muchas de las bacterias que estan presentes en estos soportes, y en particular en materiales
de archivos, crecen empleando concentraciones muy bajas de nutrientes y permiten el desa-
rrollo posterior de otros microorganismos, aunque pueden deteriorarlo desde el punto de vista
quimico y estético, en tanto que los hongos una vez que se han establecido en el sustrato lo
deterioran quimica y mecanicamente (Koestler et al., 1988).

Los problemas de biodeterioro alcanzan gran importancia econdomica y social cuando los
sustratos colonizados pertenecen al patrimonio cultural (Guiamet et al., 2006).

Los objetivos de este estudio fueron: a) determinar la concentracion microbiana del aire en
el Archivo Historico del Museo de La Plata, Argentina y los niveles de contaminacidon micro-
biana en fotos; b) determinar la concentracion microbiana del aire en dos depodsitos del Archivo
Nacional de Cuba (Fototeca y Mapoteca) y evaluar la adherencia microbiana sobre fotografias
y mapas; c) realizar la caracterizacion fisioldgica de los hongos y las bacterias aislados; y d)
describir brevemente las caracteristicas patogénicas de los microorganismos identificados.

Métodos
Caracteristicas de los ambientes estudiados

Los estudios microbioldgicos se realizaron en el Archivo Histérico del Museo de La
Plata, Argentina (AHMP) y en dos depdsitos (Fototeca y Mapoteca) del Archivo Nacional
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de la Republica de Cuba (ANC), La Habana. Los parametros fisicoquimicos medidos en el
AHMP fueron: temperatura 23,8°C, humedad relativa (HR) 59%, iluminacién por luz indirec-
ta (area protegida) y en el ANC, depdsito de mapas o Mapoteca: temperatura 24°C, HR 52%,
iluminacién por luz indirecta (drea protegida), aire acondicionado. Deposito de fotografias
o Fototeca: temperatura 27°C, HR 70%, iluminacion por luz indirecta (area protegida), aire
acondicionado; para estas mediciones se utilizo un termohigrémetro digital.

Muestreo microbiolégico ambiental

Se 1llevo a cabo siguiendo el método gravimétrico (Analisis Ambiental, Norma Ramal de la
Pesca NRP-201, 1987), descrito por Omeliansky. En el AHMP se colocaron placas de Petri abier-
tas a 2 m del piso durante 30 minutos en cinco puntos diferentes. Las placas contenian los medios
de cultivo PCA (Agar Plate Count, Merck) para bacterias aerdbicas mesdfilas totales y YGC
(Merck) para mohos y levaduras. Luego las placas para bacterias se incubaron a 30°C durante 72
h y las de hongos y levaduras se incubaron a 28°C durante 7 dias.

En los depositos del ANC, se expusieron palcas de Petri abiertas a 3 m del piso durante cinco
minutos en cinco puntos diferentes para la Mapoteca y en dos puntos para la Fototeca; las placas
contenian los medios Agar Malta (BIOCEN, Cuba) + NaCl (7,5 %) para el aislamiento de hongos
(Rojas & Martinez, 2000; Aira et al., 2002) y Agar Nutritivo (BIOCEN, Cuba) para bacterias.
Posteriormente las placas que contenian Agar Nutritivo se incubaron a 30°C por 72 h'y las de Agar
Malta a 28°C durante 7 dias.

Determinacion de las unidades formadoras de colonias por m?® de aire

Una vez concluida la incubacidon de las placas, se contaron las colonias flingicas y bac-
terianas emergentes en los medios de cultivo y se determinaron las unidades formadoras de
colonia por m?® de aire (UFC/m?®), teniendo en cuenta la ecuacion descrita por Omeliansky
(Analisis Ambiental, Norma Ramal de la Pesca NRP-201, 1987).

Numero de UFC/m? de aire = Numero de colonias x factor K

Donde: Numero de colonias, equivale a la media total de las colonias que se contabiliza-
ron por depdsito y factor K, en un caso es igual a 100 y en otro igual a 80, pues son los fac-
tores que se emplean para placas Petri de 8 y 9 cm de diametro, respectivamente, que fueron
las usadas en los muestreos.

Aislamiento de microorganismos de fotografias y mapas

Todas las fotografias y los mapas seleccionados en este estudio pertenecen al siglo XIX.
Se analizaron dos mapas del ANC, uno en papel (M1) y otro en seda (M2), tres fotos del
AHMP, dos en papel (F1 y F2) y una diapositiva en cristal (F3), dos fotos del ANC, una en
seda (F3A) y una en papel (F4). La toma de muestras se realizd con la técnica del hisopado en
forma aséptica (Rempel, 1987). Los hisopos fueron lavados con solucion fisiologica estéril,
la muestra se homogeneizo6 en 5 ml de solucién salina. Posteriormente se realizaron dilucio-
nes seriadas y se procedid a su cultivo.

a. Recuento de bacterias aerdbicas totales

En Agar Nutritivo o Agar CPS (almidon, fosfato de potasio y caseina soluble) se sem-
braron diluciones (desde 10? a 10°) de cada muestra proveniente de los diferentes materia-
les y se incubaron a 30°C durante 72 h; luego se realizd el recuento en placa de las colonias.
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Se realizaron recuentos de bacterias amiloliticas y proteoliticas en medios de cultivos dife-
renciales (Agar almidon y Agar gelatina de Frazier) y se evaluaron sus porcentajes respecto
de las bacterias aerdbicas totales. También se realizaron recuentos de bacterias con actividad
acidificante en medios de cultivo diferenciales (caldo para bacterias acidificantes totales).

b. Ausencia /Presencia de bacterias reductoras de sulfato

En medio de Postgate B se sembraron alicuotas de las muestras proveniente del hisopado
de los diferentes materiales y se incubaron a 30°C durante 15 dias hasta evidenciar ennegre-
cimiento del medio (Postgate, 1979). En algunos casos se realizaron recuentos por la técnica
de dilucion por extincion o de las diluciones seriadas (Madigan et al., 2004).

c. Ausencia /Presencia de bacterias reductoras de sulfito (Clostridium sp.)

Alicuotas de las muestras provenientes del hisopado de los distintos materiales se sem-
braron en medio diferencial reforzado para Clostridium (DRCM) y se incubaron a 300C
durante 15 dias hasta evidenciar ennegrecimiento del medio. En algunos casos se realizaron
recuentos por la técnica del Numero Mas Probable (NMP) (Madigan et al., 2004).

d. Recuento de hongos y levaduras

En Agar Malta suplementado con NaCl (7,5%) y Agar YGC (extracto de levadura, glu-
cosa y cloramfenicol) se sembraron diluciones de cada muestra proveniente del hisopado de
los diferentes materiales y se incubaron a 28°C durante 7 dias al cabo de los cuales se realizd
el recuento en placa (Madigan et al., 2004).

Identificacion de las cepas aisladas

Para el caso de las colonias de hongos, se observaron sus caracteristicas culturales y
morfologicas y la identificacion se realizé segiin los manuales de identificacion taxono-
mica (Barnett & Hunter, 1987). Asimismo, se utilizd la informacidén taxonomica de las
paginas The Aspergillus Website (Image Bank, Species images of Aspergillus, 2006) y
Penicillium (Pitt, 2000). Para la identificacion de bacterias se realizaron también prue-
bas bioquimicas descritas en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Holt, 1984;
Sneath ef al., 1986).

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

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

Densidad relativa = Numero de colonias del género o especie x 100
Numero total de colonias de todos los géneros o especies

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

Para determinar la capacidad celulolitica y de produccion de pigmentos de los hongos
aislados, se procedid a sembrarlos en cuflas de un medio de cultivo sélido cuya composicion
salina para 1L es: nitrato de sodio 2 g; fosfato de dipotasio 1 g; sulfato de magnesio 0,5 g;
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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 empled glucosa (1%). Los cultivos se in-
cubaron a 28°C durante 21 dias (Borrego et al., 2005). La produccion de pigmento se detecta
sobre la tira de papel de filtro que se utiliza como fuente de carbono.

Determinacion de la produccion de acidos de hongos

Para determinar la produccién de acidos, se sembraron las cepas de hongos en un caldo
de cultivo de composicion salina similar al empleado anteriormente para 1L: nitrato de sodio
2 g; fosfato de dipotasio 1 g; sulfato de magnesio 0,5 g; cloruro de potasio 0,5 g; sulfato fe-
rroso 0,01 g; agar 20 g; pH = 5,5, pero con glucosa al 1% y 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., 2005).

Resultados
Niveles de contaminacion microbiana ambiental

a. Archivo Histérico del Museo de La Plata (AHMP)

Las concentraciones fingicas y bacterianas (Tabla 1) fueron bajas y oscilaron entre 60 y 200
UFC/m? (Unidades Formadoras de Colonias/m®). Al comparar estos valores con la escala que pro-
pone Omeliansky para evaluar el grado de contaminacion del aire, se aprecia que tanto en hongos
como en bacterias, las valores fueron menores que 500 UFC/m? por lo que el ambiente se clasifica
como NO CONTAMINADO.

Tabla 1. Concentracion microbiana del aire en el Archivo Historico del Museo de la Plata. ': Indica que es el promedio
de cinco determinaciones. %: Indica la suma de la concentracion media de hongos y de bacterias. a: Indica diferencias
significativas segin DUNCAN (p > 0,05). Se realizd una comparacion con la cantidad de microorganismos totales
obtenidos en la Fototeca y Mapoteca del ANC (datos se muestran en Tabla 2).

Concentracion Hongos (UFC/m?) Bacterias (UFC/m?) T (°C) HR (%)
Maxima 200 200

Minima 0 0

Media 80 60 23,8! 59!
Microorganismos Totales > 140°

b. Archivo Nacional de la Repuiblica de Cuba (ANC)

Las concentraciones fungicas y bacterianas alcanzadas en los depoésitos estudiados en
el ANC (Tabla 2), fueron para la Mapoteca de 78 y 638,6 UFC/m’ respectivamente, en tanto
que para la Fototeca fueron muy superiores (260,7 y 2148,7 UFC/m?, respectivamente).

La comparacion de estos valores con la escala de Omeliansky muestra para los hongos
niveles menores que 500 UFC/m? en ambos locales, por lo que los ambientes se clasifi-
can como NO CONTAMINADOS. Para las bacterias, en la Mapoteca el valor fue menor
que 700 UFC/m’, por lo que el ambiente se clasifica como POCO CONTAMINADO, en
tanto que en la Fototeca fue mayor que 1500 UFC/m? por lo que el ambiente se considera
ALTAMENTE CONTAMINADO.



S.F. Borrego, I. Perdomo, J. de la Paz, S.G. Gémez de Saravia, P.S. Guiamet 7

Tabla 2. Concentracion microbiana del aire en la Fototeca y la Mapoteca del Archivo Nacional de la Republica de
Cuba. !: Indica la suma de la concentracion media de hongos y de bacterias. 2 Representa la media de cinco mediciones
que se corresponden con los puntos de muestreo microbioldgico. *: Representa la media de dos mediciones que se co-
rresponden con los puntos de muestreo microbiologico. *: Indica diferencias significativas segun el test de Student (p >
0,05). Se realizé una comparacion de las concentraciones medias de hongos y bacterias en cada depdsito. b y ¢: Indican
diferencias significativas seguin DUNCAN (p > 0,05). Se realizé una comparacion con la cantidad de microorganismos
totales obtenidos en el AHMP (dato se muestra en Tabla 1).

Deposito Concentracion Hongos (UFC/m?)  Bacterias (UFC/m’) T (°C) HR (%)
Maxima 126,0 1827,0
Mapoteca Minima 63,0 126,0
Media 78,0 638,6* 23,8 442
Microorganismos Totales ' 716,6 ©
Maxima 400,0 2533,0
Fototeca Minima 120,0 1900,0
Media 260,7 2148,7* 23,8} 733
Microorganismos Totales ! 2409,4°¢

Caracterizacion microbiana. Géneros fiingicos aislados del aire
en ambos archivos

Dentro de los géneros fungicos aislados, Aspergillus predomind significativamente
en el aire de la Fototeca del ANC (41,3%) en tanto Penicillium prevalecié en el AHMP
(100%) y en la Mapoteca (40%) (Figura 1). Como en la Fototeca del ANC el predominio
fue del género Aspergillus, se realizo la identificacion taxonomica a nivel de especies, ya
que algunas de ellas poseen un marcado interés clinico.

120
100
80
£ 60
40
i L r
0 T — T
AHMP FOTOTECA MAFOTECA
B dspergilius B Cladosporiwn O Penicillivum
B8 Curwiaria W Alternaria B Fusarium
W Syncephalastrim

Figura 1. Densidad relativa (%) de los géneros fingicos aislados en el aire del
AHMP y en la Fototeca y Mapoteca del ANC.* Indica diferencias significativas
segun test de Student (p > 0,05). Se realizé una comparacion de las densidades
relativas por géneros entre la Fototeca y la Mapoteca.
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La especie que prevalecio significativamente en los dos depositos del ANC fue Aspergillus
niger (Figura 2). En la Fototeca del ANC también se detectaron otras especies tales como
Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus que son las de mayor interés clinico (Latgé,
1999; Gost et al., 2003; Ellis, 2006).

%

10 4

il

FOTOTECA MAPOTECA

W A. niger OA. davats B A. fionigatus™ W A. flavus™
0 A. flavipes O A. terraus W 4. versicolor

Figura 2. Densidad relativa (%) de las especies de Aspergillus encontradas en el aire de los depo-
sitos estudiados en el ANC. *: Especies de mayor interés clinico (Latgé, 1999; Gost et al., 2003;
Ellis, 2006). a, b, be y c: Indican diferencias significativas seguin DUNCAN (p > 0,05).

La caracterizacion fisioldgica de las cepas fungicas aisladas, evidencioé que la mayoria de
los hongos 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 asimilacion), lo
que indica que presentan actividad celulolitica (Tabla 3). También, todas las cepas produjeron
acidos, pues provocaron una disminucion marcada del pH del medio de cultivo, y la mayoria ex-
cretaron diferentes pigmentos sobre el papel que emplearon como fuente de carbono, abarcando
colores desde el amarillo hasta el carmelita intenso pasando por el naranja y tonos rojizos.

Tabla 3. Actividad celulolitica cualitativa, produccion de pigmentos y de acidos por parte de los hongos aislados del
aire de los depositos estudiados. + + +: Indica crecimiento abundante, + +: Indica crecimiento moderado, +: Indica
crecimiento pobre, también es indicativo de la presencia de pigmento, +: Indica crecimiento o produccion de pigmento
muy pobre, -: Indica NO crecimiento y NO produccion de pigmento, ': La produccion de pigmentos se evidencio sobre
la tira de papel de filtro que utiliza cada hongo como fuente de carbono para su crecimiento.

Cepa Crecimiento sobre Crecimiento en  Produccion de pH
papel de filtro celulosa cristalina  pigmentos !
A. niger 1 +++ ++ + 4,5
A. niger 2 +++ ++ + 5,8
A. clavatus ++ + + 49
A. fumigatus ++ + - 6,1
A. flavus ++ ++ + 5,0
A. nidulans ++ + - 4,8

continia en pdgina siguiente
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continua.de pagina.anterior.

Cepa Crecimiento sobre Crecimiento en  Produccién de pH
papel de filtro celulosa cristalina  pigmentos '
A. flavipes ++ + - 5,2
A. terreus +++ ++ + 6,2
A. versicolor +++ ++ + 5.1
Cladosporium sp. 1 +++ + 4+ + 3,6
Cladosporium sp. 2 + + + 47
Cladosporium sp. 3 ++ ++ + 5.0
P implicatum +++ ++ - 44
P. chrysogenum ++ + + 5.6
P. commune +++ ++ + 45
P. aurantiogroseum +++ T + 5.2
P, citrinum ++ + + 6,0
P. decumbens ++ + - 5.8
Curvularia sp. + + + 5.5
Curvularia sp. 1 + + + 6,0
Curvularia sp. 2 + + + 45
Alternaria sp. 1 - - + 4.8
Alternaria sp. 2 + + + 5,4
Fusarium sp. 1 ++ + + 5,7
Syncephalastrum sp. ++ + - 6,1

La tabla 4 resume las afectaciones que los hongos pueden provocarle al hombre.

Tabla 4. Afectaciones a la salud que pueden provocar los géneros fungicos aislados en mayor proporcioén en los
depositos (Gallup, 2006; Ellis, 2006).

Género fungico Afectaciones que pueden provocar a la salud

Cladosporium Es un alergeno potente. Produce alergias del Tipo I (hipersensibilidad inmediata o rinitis
alérgica seguida de ataques de asma, son el caso de la fiebre del heno y el asma) y del Tipo
III (hipersensibilidad tardia, es el caso de la hipersensibilidad a neumonias). Produce toxinas
que provocan serios efectos al hombre. Puede producir micosis severas.

Aspergillus Es un alergeno comun. Produce alergias del Tipo I y II1. Puede producir broncopulmonias alér-
gicas, aspergilosis y sinusitis alérgica por hongos. Productor de potentes toxinas tales como
aflatoxinas B1 y B2, gliotoxinas, fumigotoxinas, etc., que pueden ingresar al cuerpo por las
vias respiratorias (Baxter et al., 1981). Puede provocar infecciones oculares y aspergilosis.

Penicillium Es un alergeno comun. Produce alergias del Tipo I y III. Produce toxinas dafiinas al hombre. Pro-
duce compuestos organicos volatiles que dan un fuerte olor a moho o algo mohoso y que resultan
irritantes. Algunas especies pueden producir infecciones en el hombre (e.g.. P. marneffei).

Alternaria Alergeno comtin. También produce alergias del Tipo I y III. Ademas produce lesiones nasa-
les, subcutaneas, oculares y en ufias. Puede producir toxinas dafiinas a la salud y otras que
tienen propiedades mutagénicas. Puede producir micosis severas.

Curvularia Es un alergeno comun. Produce alergias del Tipo I. Produce con mucha frecuencia sinusitis
alérgica por hongos. Puede causar queratitis ocular, neumonias y en paciente inmunodepri-
midos o con tratamientos de esteroides, puede provocar endocarditis, absceso cerebral y
diseminacion de la infeccion. Puede producir micosis severas.

Syncephalastrum  Sélo se ha reportado un caso de infeccion cutdnea por S. rasemosum. No se ha estudiado su
posible alergenicidad.
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Géneros bacterianos aislados del aire en ambos archivos

Se pudo apreciar que las caracteristicas morfoldgicas de las colonias bacterianas asi
como el comportamiento a la tincion de Gram fueron muy variados (Tabla 5). El predo-
minio de bacterias Gram positivas en el AHMP fue de 100% y en la Fototeca fue de 92%
(entre cocos y bacilos), mientras que en la Mapoteca predominaron las bacterias Gram

negativas en un 77%.

Tabla 5. Densidad relativa de los distintos tipos de bacterias aisladas en el aire de los archivos. !': Indica que se incluye
un 8 % de cepas del género Streptomyces sp. *: Indica que se incluye un 1% de cepas del género Streptomyces sp. a, ab
y b: Indican diferencias significativas seguin DUNCAN (p > 0,05).

Caracteristicas morfélogicas

ANC

de las bacterias AHMP Fototeca Mapoteca
Densidad relativa (%)

Cocos Gram positivos 40,0 56,8 2 12,0°

Cocos Gram negativos - - 55,0

Bacilos Gram positivos 20,02° 32,501 11,0 b2

no esporulados

Bacilos Gram negativos - 8,0 22,0

fsic;ﬁiai(r)zm positivos 20,0 27 )

Entre las bacterias Gram positivas se aislaron Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Bacillus sp., y Streptomyces sp. Dentro de las Gram negativas se identificaron Serratia sp.,
Serratia marcenscens y Enterobacter agglomerans.

Tabla 6. Afectaciones a la salud que pueden provocar los géneros bacterianos aislados en mayor proporcion en

los depositos.

Género bacteriano

Afectaciones que pueden provocar a la salud

Bacterias Gram
negativas

Producen endotoxinas que estan compuestas por lipopolisacdridos relacionados con la
membrana bacteriana; al inhalarse desencadenan irritacion de las mucosas del sistema res-
piratorio causando fiebre, escalofrios, malestares, dolores de cabeza. Como consecuencia
de una exposicion continuada a este tipo de bacterias puede producirse bronquitis y asma
(Yang, 2003).

Staphylococcus
y Streptococcus

Tienen la capacidad de provocar en el hombre procesos inflamatorios que se acompafian
con la formacidn de pus y provocan enfermedades.

Streptomyces

Se caracteriza por producir afectaciones alérgicas de los alvéolos por hipersensibilidad
(neumonitis). Desde 1988, Streptomyces se consideraba uno de los grupos bacterianos
mas importantes con relacion a los riesgos laborales. Sin embargo, no fue hasta finales de
la década de 1990 que Hirvonen et al. (1997) confirmaron experimentalmente la afecta-
cion que produce esta bacteria en el sistema respiratorio provocando asma a las personas
que la respiran. Similares resultados se han publicado recientemente por otros autores
(Jussila et al., 2001; Reponen et al., 2001).
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Valores de adherencia microbiana detectados en mapas y fotografias

Los niveles de microorganismos aislados de las fotografias y los mapas seleccionados al
azar se muestran en la tabla 7. Como se aprecia, se aislé6 mayor concentracion de bacterias que de
hongos. Estos resultados muestran correlacion con las concentraciones bacterianas detectadas en
el aire de los depdsitos del ANC que resultaron significativamente superiores a las fungicas (Tabla
2). Sin embargo, en el AHMP (Tabla 1) no se observa esa correspondencia.

Tabla 7. Concentracion microbiana aislada de fotografias y mapas.

Tipo de documento Ubicacion Bacterias (UFC/cm?) Hongos (UFC/cm?)
Mapa 1(M1) Mapoteca (ANC) 3,5x10* 22x104
Mapa 2 (M2) Mapoteca (ANC) 7,1x10° 2,0x 10?2
Fotografia 1 (F1) AHMP 2,2x103 1,0x 102
Fotografia 2 (F2) AHMP 3,7x10* -
Fotografia 3 (F3) AHMP 3,0x10* 1,0x10°
Fotografia 3A (F3A) Fototeca (ANC) 1,2x10° 1,5x 10?2
Fotografia 4 (F4) Fototeca (ANC) 39x 104 2,8x10*

Las caracteristicas fisiologicas que mostraron las cepas bacterianas que se aislaron fueron di-
versas (Tabla 8) lo que evidencia la variabilidad de la poblacidon que coloniza a estos documentos,
aunque se demuestra que la microbiota presente en las fotos y mapas del ANC fue mas abundante
y coincidente con algunos géneros aislados del aire.

Tabla 8. Concentraciones de las bacterias aisladas (UFC/cm? de fotografias y mapas obtenidas por el crecimiento en
diferentes medios de cultivo.

Caracteristicas M1 M2 F1 F2 F3 F3A F4
fisiolégicas de las (papel) (seda) (papel) (papel) (diapositiva (seda) (papel)
bacterias aisladas cristal)

Bacterias Aerdbicas 3,5x104  7,1x10°  22x10° 3,0x10*  3,0x 10 1,2x10° 3,9x 10*
Totales

Bacterias amiloliticas 1,1x10*  3,0x10* 34x10° 1,0x 10 2,5x 10 72x10° -
Bacterias proteoliticas 42x10° 3,0x10° 2,3x 10° 3,7x 10 3,0x10* 2,4x10° 1,6 x10*
Bacterias acidificantes - + - - - -

Bacterias Reductoras de - - - - - - -
Sulfato

Bacterias Reductoras de
Sulfito (Clostridium sp.) - - + - - + +

La tabla 9 muestra los diferentes tipos de microorganismos que se aislaron de las fotos y los
mapas. Como se puede apreciar dentro de los hongos, 4. niger se aislé de todos los documentos
del ANC, mientras que A. flavus se aisld de una fotografia (F3A) y de los mapas (M1 y M2).
Asimismo, Penicillium sp. se aisld de dos fotos del AHMP (F1y F3) y de una del ANC (F4),
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en tanto que Talaromyces helicus Benjamin var. major (teleomorfo de Penicillium) sdlo se halld
en un mapa del ANC (M2).

Tabla 9. Concentraciones de las bacterias aisladas (UFC/cm?® de fotografias y mapas obtenidas por el crecimiento en
diferentes medios de cultivo.

Tipo de microorganismo M1 M2 F1 F2 F3 F3A F4

y/o caracteristicas (papel) (seda) (papel) (papel) (diapositiva (seda) (papel)

morfologicas cristal)

Hongos

Aspergillus flavus + + - - - + -

Aspergillus niger + + - - - + +

Penicillium sp. - - + - + .

Talaromyces helicus - + - - - - -

Micelia sterilia - - - - + _ _

Bacterias

Cocos Gram positivos + + + + + - _

Cocos Gram negativos + + - - - - +

Bacilos Gram positivos no i} +1 + . + + _

esporulados

Bacilos Gram positivos i ) L2 3 s s s

esporulados

Bacilos Gram negativos - + + - - + +
Discusion

La comparacion de la microbiota ambiental de los depdsitos estudiados, mostrd que en el Ar-
chivo de la Republica de Cuba (ANC), a pesar de haber empleado un tiempo de exposicion de las
placas de Petri de solo 5 minutos, las concentraciones microbianas que se obtuvieron en los dos
depositos analizados fueron significativamente mayores a las del Archivo Historico del Museo de
la Plata (AHMP) donde el tiempo de exposicion fue de 30 minutos (Tablas 1 y 2).

Al comparar las concentraciones microbianas que se obtuvieron en el ANC con la escala
que propone Omeliansky para evaluar el grado de contaminacién del aire, se observa un com-
portamiento variado en la clasificacion de los ambientes, de ahi que se seleccione la variante
mas riesgosa y que esta dada por el caracter de ALTAMENTE CONTAMINADO que imponen
las concentraciones bacterianas. Estas consideraciones coinciden con reportes mas recientes,
que plantean que por encima de 1000 UFC/m? los ambientes se consideran contaminados (Indo-
or Air Quality, 2000; Eagle Industrial Hygiene Associates, 2004; Cassares, 2007), aunque ain
no existe una normativa internacional que establezca los limites para clasificar a un ambiente
interior como contaminado o no.

A pesar de lo antes expuesto, los niveles de hongos detectados en los depositos del ANC
fueron bajos, y esto pudo deberse a que algunas esporas fungicas son muy livianas y por tanto
su sedimentacion es dificil; incluso se plantea que esporas < 5 pm requieren vientos mayores
de 25 m/seg para que puedan sedimentar o una humedad relativa muy alta (Leventin, 2002). Sin
embargo, las células bacterianas generalmente se encuentran depositadas sobre el polvo que al
sedimentar sobre las placas de Petri, las arrastran.

Concentraciones microbianas similares fueron detectadas en Cuba en ambientes interio-
res de viviendas, archivos, bibliotecas y museos que han sido muestreados con biocolectores
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(Rojas & Martinez, 2000; Pons & Rojas, 2003; Borrego, 2005). Sin embargo, en estudios pre-
vios que se realizaron en otros depdsitos del ANC utilizando un aeroscopio como biocolector,
se encontraron niveles de contaminacién microbianas significativamente menores (Vaillant et
al., 1989). Esto demuestra: 1) la necesidad de realizar muestreos sistematicos para conocer
la variabilidad de la microbiota, y 2) que esa elevada contaminacion del aire de los depositos
pudiera deberse a que el ambiente que rodea al ANC posee una elevada contaminacion micro-
biana, que se introduce en los depositos a través de los conductos de ventilacion natural.

Con relacion a los géneros fungicos aislados del aire en los locales estudiados (Figura 1),
resultados similares han sido obtenidos por otros autores. Asimismo, se ha referido similitud en el
comportamiento fisioldgico de éstos en cuanto a degradacion de celulosa, produccion de pigmen-
tos y de acidos (Tabla 3) (Martinez, 2003; Borrego et al., 2005; Hidalgo & Borrego, 2006).

En lo referente a las potencialidades patogénicas de especies fungicas (Tabla 4), existe una
gran cantidad de publicaciones que refieren estos aspectos (Chapman, 2006; Gallup, 2006). Si
bien la mayoria de los hongos aislados son saprofitos, pueden producir enfermedades a perso-
nas inmunosuprimidas o desencadenar estados alérgicos debido a la continua estadia del per-
sonal en estos ambientes, asi como afectaciones dermatoldgicas por la manipulacion excesiva
de los documentos.

En particular, el género Aspergillus es uno de los de mayor interés clinico, pues posee
especies que son capaces de provocar una gran cantidad de afectaciones a las personas tales
como alergias, keratitis y aspergilosis severa (Latgé, 1999; Gost ef al., 2003). Dentro de ellas
A. fumigatus y A. flavus, especies que fueron encontrados en los depositos del ANC (Figura 2),
son las de mayor importancia patogénica (Kamei Watanabe, 2005; Denning, 2006; Ellis, 2006;
del Palacio et al., 2007; Hedayati et al., 2007), de ahi la necesidad de mejorar las condiciones
de ventilacion de la Fototeca del ANC y de utilizar medios de proteccion.

Con relacion a las bacterias ambientales, se observd un predominio de las Gram positivas
(entre cocos y bacilos) en ambos archivos (Tabla 5). Asimismo, los niveles de bacterias Gram
negativas fueron menores en la mayoria de los depdsitos, a excepcion de la Mapoteca que
presento un total del 77%. Ademas, en los depositos del ANC se destaca la existencia de un
1% y un 8% de cepas de Streptomyces sp., género que se considera desde 1988 uno de los mas
importantes con relacion a los riegos laborales (Dutkiewiecz et al., 1988; Jussila et al., 2001;
Reponen et al., 2001; Hirvonen et al., 2002).

Otros autores han reportado niveles altos de bacterias Gram positivas en ambientes inte-
riores (Indoor Air Quality, 2000; Tsai & Macher, 2005). Independientemente del aporte mi-
crobiano provocado por la penetracion del polvo a los ambientes interiores, se plantea que las
bacterias Gram positivas también pueden ingresar al interior de los locales como consecuencia
de la actividad del hombre, ya que muchas de ellas pueden encontrarse en la piel y las mucosas
del organismo (Zhu ef al., 2003). Igualmente, 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 ¢l (Goh et al., 2000).

Entre las bacterias Gram positivas se aislaron cepas de Staphylococcus sp., Streptococcus
sp., Bacillus sp. y Streptomyces sp. Dentro de las Gram negativas se identificaron Serratia sp.,
Serratia marcenscens 'y Enterobacter agglomerans.

Bacillus, Serratia, Staphylococcus, Streptococcus y Streptomyces han sido aislados por
otros autores en el aire de archivos (Valentin et al., 1997). Sin embargo, en toda la literatura
consultada no se encontraron reportes de la presencia de Enterobacter agglomerans para este
tipo de ambiente, el cual pudiera constituir un riesgo significativo para la salud (Commission of
the European Communities, 1993; Yang, 2004; Air Quality Sciences, 2007) (Tabla 8).

Con relacidn a Bacillus, se ha publicado que niveles altos en el aire de interiores es general-
mente indicativo de dafios provocados por el agua o por la necesidad de realizar un mantenimien-
to constructivo en el edificio (Indoor Air Quality, 2004). La causa de la existencia de este género
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bacteriano en la Fototeca (2,7%) se corresponde precisamente con la necesidad de realizar una
reparacion del sistema de ventilacion, asi como con la elevada humedad relativa del local.

La concentracion microbiana viable determinada sobre fotografias y mapas mostré dife-
rencias, pues los niveles bacterianos fueron superiores a los fingicos en la mayoria de estos
documentos (Tabla 7). Este efecto fue mayor en M2 (mapa en seda) y F3A (foto en seda),
debido probablemente a la elevada concentracion de bacterias proteoliticas que poseen, en
tanto los niveles de hongos fueron menores al del resto de los documentos analizados en el
ANC. Sin embargo, los hongos prevalecieron sobre los documentos de papel y cristal (M1,
F1, F2, F3, F4).

En sentido general, se obtuvieron altas concentraciones de bacterias amiloliticas a partir de
todos los documentos analizados. Asimismo, se detecto la presencia de bacterias acidificantes y
reductoras de sulfito del género Clostridium en F1, F3A y F4, género que se se caracteriza por
una marcada actividad proteolitica.

Dentro de los grupos bacterianos aislados de fotografias y mapas se evidencié un predomi-
nio de las Gram positivas (Tabla 9), lo que demuestra una estrecha correlacion con el ambiente
(Tabla 5). Las cepas identificadas se correspondieron con los géneros Bacillus, Clostridium
y Streptomyces. Resultados similares obtuvieron Abrusci et al. (2005) al muestrear filmes de
diferentes archivos de Espaiia.

Bacillus es un género bacteriano que puede degradar un amplio rango de sustratos debido
a sus caracteristicas fisiologicas (Claus & Berkeley, 1986). Al producir endosporas, sus especies
son altamente resistentes a condiciones ambientales extremas y a una variada gama de sustancias
quimicas (incluyendo antibidticos y desinfectantes), por lo que poseen una elevada tasa de super-
vivencia en el ambiente y son faciles de diseminar. Por otro lado, se ha reportado que durante el
proceso de fabricacion del papel de fotografia, bacterias del género Bacillus pueden contaminar
la gelatina que forma parte de la emulsion (Stickley, 1986). Mas recientemente, se demostrd que
otros géneros no esporulados tales como Salmonella, Kluyvera, Pseudomonas, Enterococcus,
Streptococcus 'y Staphylococcus, también pueden estar contaminando la gelatina y llegar a licuar-
la cuando las condiciones son favorables (De Clerck & De Vos, 2002). Esto explicaria la presen-
cia en las fotografias estudiadas, de otros grupos bacterianos con formas y respuesta a la tincién
de Gram que se corresponden con cualquiera de géneros antes mencionados.

Igualmente, se conoce desde hace afios que los géneros Bacillus, Clostridium y Streptomy-
ces tienen una marcada actividad celulolitica, es decir, pueden atacar el papel y degradarlo en
24 horas si el ambiente tiene una humedad relativa de 90% (Zhang & Lynd, 2003; Ramirez &
Coha, 2003; Chacon & Waliszewski, 2005; Agoston—Szabo’ et al., 2006). Esto podria ocurrir si
la humedad relativa de los depdsitos estudiados aumentara bruscamente por cualquier motivo y
se mantuviera estable por varios dias.

En relacidn con los hongos, se pudo detectar que el género Aspergillus fue el de mayor
predominio, y dentro de éste, las especies 4. niger y A. flavus se encontraron en la mayoria de
los documentos (Tabla 9). Asimismo, se aislo Penicillium sp. de F1, F3 'y F4; Micelia sterilia de
F3; y Talaromyces helicus Benjamin var. major (teleomorfo de Penicillium) s6lo de M2. Esta
composicion fungica sobre los materiales se corresponde en general con la composicion del
aire en los depositos analizados, debido a la distribucion cosmopolita y la elevada adaptabili-
dad metabdlica que poseen los géneros Aspergillus y Penicillium (Florian & Mannigan, 2000;
Lugauskas et al., 2003).

Con relacién al teleomorfismo en los hongos, se ha podido evidenciar que son dificiles
de aislar de la superficie de objetos de arte y documentos (Florian. 2002 b), lo cual resulta un
hallazgo novedoso en este trabajo. También se pudo saber que esta forma de Penicillium posee
actividad celulolitica (Marsh et al., 1949; Wilson, 1973; Brooks et al., 1992; Moloney et al.,
2004; Chacon & Waliszewski, 2005; Protein, 2007), de ahi que su presencia en un documento
es muy riesgosa para la conservacion del mismo.
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Conclusiones

» Los niveles de bacterias en el aire en los dos depositos del Archivo Nacional de La Republica

de Cuba fueron superiores a los de hongos, en tanto que en el Archivo Histérico del Museo de

La Plata la concentracion fungica fue superior.

En el aire del Archivo Histdrico del Museo de la Plata predomind el género fungico Penicillium.

Sin embargo, en el Archivo Nacional de la Republica de Cuba existieron diferencias entre los de-

positos estudiados, ya que predominé Penicillium en la Mapoteca y Aspergillus en la Fototeca.

* La mayoria de los hongos aislados degradaron la celulosa, produjeron pigmentos y acidos.

» Talaromyces helicus, que posee actividad celulolitica, constituye el hallazgo novedoso de
este trabajo.

* Dentro de las bacterias del aire, el predominio correspondi6 a las Gram positivas.

Estos estudios permitieron determinar la presencia de una flora microbiana con actividad enzi-

matica de acuerdo con las caracteristicas del sustrato investigado (papel, seda o cristal con o sin

emulsion de gelatina) que fue registrada en los diferentes medios de cultivo utilizados.

 La presencia de Staphylococcus sp., Bacillus sp., Streptomyces sp. y de los diferentes hongos
identificados, indica que los ambientes son insalubres.

* Las diferencias en las caracteristicas climaticas no influyeron en el comportamiento general de
la microbiota ambiental y de la existente sobre los documentos.
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