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Hisﬁﬂr_ia del articulo: Antecedentes: Aspergillus es un hongo oportunista que provoca infecciones con alta morbimortalidad
Recibido el 16 de mayo de 2013 en pacientes inmunosuprimidos. Aspergillus fumigatus causa frecuentemente infecciones nosocomiales,
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Objetivos: Evaluar la carga flingica aérea y la diversidad de especies de Aspergillus en ambientes hospita-
larios con pacientes pediatricos en estado critico.
Métodos: Durante otofio y primavera, cada 15 dias, se muestrearon aire y superficies de la Unidad de
Terapia Intensiva y la Unidad de Quemados de un hospital pediatrico. Las muestras de aire se tomaron
con el SAS Super 100%, y las de superficies, con el método del hisopo.
Resultados: Los recuentos de UFC/m? superaron los niveles admisibles. En la Unidad de Terapia Intensiva
se encontré mayor cantidad de UFC/m? y mayor diversidad de especies de Aspergillus que en la Unidad
de Quemados. La carga flngica y la diversidad de especies dentro de las salas fueron mayores que en
los ambientes control. La aplicacién conjunta del método del hisopo y del SAS permiti6é encontrar mayor
diversidad de especies. Se aislaron 96 cepas de Aspergillus, de las cuales se identificaron 12 especies.
Destacaron por su alta frecuencia Aspergillus sydowii, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus
y Aspergillus parasiticus. Se aislé Aspergillus fumigatus de ambas salas, especie considerada inaceptable en
ambientes internos.
Conclusiones: Aspergillus se aislé con una alta frecuencia en estas salas. Muchas de estas especies son
de interés en salud ptblica por ser potenciales patégenos. El control y muestreo del aire es el eje en la
prevencion de estas infecciones.
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ABSTRACT

Keywords: Background: Aspergillus is a group of opportunistic fungi that cause infections, with high morbimortality
Aspergillus in immunosuppressed patients. Aspergillus fumigatus is the most frequent species in these infections,
Hospital environment although the incidence of other species has increased in the last few years.
gﬂ;’\gﬁ;ﬁigtal monitoring Aims: To evaluate the air fungal load and the diversity of Aspergillus species in hospitals with pediatric
patients in critical condition.
Methods: The Intensive Care Unit and Burns Unit of a pediatric hospital were sampled every 15 days
during the autumn and spring seasons. The air samples were collected with SAS Super 100® and the
surface samples were collected by swab method.
Results: The UFC/m3 counts found exceeded the acceptable levels. The UFC/m? and the diversity of Asper-
gillus species found in the Intensive Care Unit were higher than those found in the Burns Unit. The
fungal load and the diversity of species within the units were higher than those in control environments.
The use of both methods -SAS and swab- allowed the detection of a higher diversity of species, with
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96 strains of Aspergillus being isolated and 12 species identified. The outstanding findings were Aspergillus
sydowii, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus and Aspergillus parasiticus, due to their high
frequency. Aspergillus fumigatus, considered unacceptable in indoor environments, was isolated in both

units.

Conclusions: Aspergillus was present with high frequency in these units. Several species are of interest
in public health for being potential pathogenic agents. Air control and monitoring are essential in the

prevention of these infections.

© 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

El género Aspergillus tiene una amplia distribuciéon ambien-
tal en todo el mundo, incluso en la regién antartica?3“6. Su
importancia como agente de infecciones oportunistas, tanto en
pacientes pediatricos como en adultos, con alta morbimorta-
lidad, es cada vez mayor debido al aumento de la poblacién
inmunodeprimida®26:4246,

Se han descrito brotes nosocomiales de aspergilosis invasiva
relacionados con actividades de restauracién y construcciéon den-
tro de los hospitales o cercanas a ellos, pues durante las obras se
ponen al descubierto reservorios del hongo que liberan al aire ele-
vadas concentraciones de propagulos de dispersién®#®. También
se han estudiado otras fuentes de infeccién, como los sistemas de
ventilacion, las plantas ornamentales y las fuentes de agua, como
lavabos, duchas y las zonas aledafias? 91926444647

Los propagulos del género Aspergillus pueden permanecer en
suspensiéon por periodos prolongados y contaminar cualquier
superficie®®. El riesgo de infeccién esta ligado a la concentracién
de estos propagulos en el lugar donde se encuentra el paciente.
Pelaez et al.>° y Jensen et al.?? refuerzan esta teoria al encontrar
que concentraciones elevadas de conidias de Aspergillus en el aire
de ambientes internos se correlacionan con nuevos casos de asper-
gilosis invasiva.

El hongo penetra en el organismo humano principalmente por
las vias respiratorias, también por la piel (si esta gravemente dafiada
por traumatismos o heridas quirtirgicas), la cérnea y el oido®'. La
eventual infeccién puede localizarse en la misma puerta de entrada
o diseminarse produciendo una enfermedad generalizada con afec-
tacién multiorganica®!. Asimismo, en los pacientes quemados las
infecciones por Aspergillus son una causa importante de morbi-
mortalidad. Esto se produce debido a la contaminacién de la piel
y fascias quemadas con propagulos del ambiente y su posterior
diseminacién*2°31,

El género Aspergillus contiene mas de 250 especies?>, pero
solo unas pocas son consideradas patégenas para el ser humano.
Aspergillus fumigatus es la especie mas frecuentemente aislada
en infecciones oportunistas, aunque la incidencia de otras, como
Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus terreus, ha aumen-
tado en los dltimos afios, tanto en pacientes pediatricos como
adultos!6:26.31.45

El objetivo de este estudio fue evaluar la carga fiingica y la
diversidad de especies de Aspergillus presentes en ambientes hos-
pitalarios con pacientes pediatricos en estado critico.

Materiales y métodos

En el aflo 2011 se realiz6 un muestreo ambiental en la Unidad
de Terapia Intensiva (UTI) y en la Unidad de Quemados (UQ) del
Hospital Pediatrico Juan Pablo Il de la ciudad de Corrientes, Argen-
tina. Esta ciudad se encuentra ubicada en una regién subtropical
sin estacion seca entre 58°49'25"0'y 27°27'16"S.

El muestreo se programé durante los meses de otofio (marzo,
abril, mayo, junio) y primavera (septiembre, octubre, noviembre,
diciembre), cada 15 dias, realizandose un total de 12 muestreos (6
muestras en cada estacion).

La recoleccion de los propagulos flingicos del aire se realizé con
el colector Surface Air System (SAS) Super 100® (International PBI).
En todos los muestreos se siguié un disefio diagonal recolectando
en 5 puntos, uno en cada extremo de las salas y otro central®.

Con el fin de comparar tanto la carga como la diversidad flngica,
se muestre6 el ambiente inmediato a la puerta de acceso de cada
sala, que se consider6 como ambiente control o blanco (BI). Las
muestras se tomaron después de la limpieza habitual de las salas.
El SAS se coloc6 a 1,50 m del suelo y el flujo de aire tomado en cada
muestra fue de 200 1. Como medio de impacto se utilizé agar patata
dextrosa con cloranfenicol 250 mg/l (APD/ATB), en placas de Petri
de 9 mm.

Por otro lado, mediante el método del hisopo®® se tomaron
muestras de la superficie de las mesas y del equipamiento de control
médico presentes en las salas. En el mismo momento del muestreo
se realizé la siembra por estrias en placas de Petri de 9 mm con
medio APD/ATB.

Todos los muestreos se realizaron simultaneamente por los 2
métodos.

Todas las placas de cultivo se incubaron a 28 °C durante 7 dias
con observaciones diarias a partir de las 48 h. El recuento de las
unidades formadoras de colonias por placa (UFC/placa) se realizé a
las 72 hy se extrapol6 a unidades formadoras de colonias por metro
ctibico (UFC/m?), segtin las instrucciones del fabricante.

Cada especie se contabilizé una sola vez en cada uno de los 12
muestreos, no importando si se repetia en la misma placa o aparecia
en las otras del mismo muestreo.

Las colonias con caracteristicas macroscépicas y microscopi-
cas compatibles con especies de Aspergillus fueron aisladas a
25°C en agar Czapek-Dox (Merck, Alemania) y en agar extracto
de malta para la identificacion de la especie mediante claves
taxonémicas?!2432,

La correlacion estadistica de variables discretas se estudid
mediante el test de la t de Student y la prueba de Chi cuadrado,
considerandose un nivel de significacion de p <0,05. Se trabaj6 con
el programa Epi Info™ versién 6 (Merck).

Resultados

EnlaUTI serealizaron los 12 muestreos. En el tercer muestreo de
primavera el desarrollo invasivo de Chrysonilia sitophila en todas las
placas impidi6 la identificacién de otros hongos, pero si fue posible
realizar el recuento de colonias.

En la UQ se realizaron 9 muestreos. Durante la estacion de
primavera, la clausura del quir6fano de la UQ por disposiciones
internas del hospital impidié la realizacién de los 3 tltimos mues-
treos. En el segundo y quinto muestreo de otofio el desarrollo
invasivo de Chrysonilia sitophila en todas las placas impidi6 la iden-
tificacion de otros hongos, pero si fue posible realizar el recuento
de colonias.

Lavariacién de los recuentos promedio de UFC/m?3, obtenidos en
cada ambiente durante los meses de otoflo y primavera, se mues-
tran en las figuras 1y 2, respectivamente.

EnlaUQ, el recuento promedio de UFC/m?3 en otofio fue de 10,28,
y en primavera, de 14,43. No se observé diferencia significativa
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Figura 1. Variacion del recuento de colonias de Aspergillus en el muestreo de otofio.
Bl UQ: ambiente control de la Unidad de Quemados (aire); Bl UTI: ambiente con-
trol de la Unidad de Terapia Intensiva (aire); UQ: Unidad de Quemados (aire); UTI:
Unidad de Terapia Intensiva (aire).

entre estos recuentos. En el Bl de esta sala el recuento promedio
de UFC/m3 en otofio fue de 8,33, y en primavera, de 3,33. No se
observé diferencia significativa entre los recuentos de la UQ y el Bl
en ambas estaciones.

EnlaUTI, el recuento promedio de UFC/m3 en otofio fue de 58,61,
y en primavera, de 51,66. No se observé diferencia significativa
entre estos recuentos. En el Bl de esta sala el recuento promedio
de UFC/m?3 en otofio fue de 6,20, y en primavera, de 11,66. Si se
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Figura 2. Variacion del recuento de colonias de Aspergillus en el muestreo de pri-
mavera.

Bl UQ: ambiente control de la Unidad de Quemados (aire); Bl UTI: ambiente con-
trol de la Unidad de Terapia Intensiva (aire); UQ: Unidad de Quemados (aire); UTI:
Unidad de Terapia Intensiva (aire).

encontrd diferencia significativa entre los recuentos promedios de
la UTI y el Bl en ambas estaciones.

Considerando el aire y las superficies de ambas salas y del Bl se
aislaron 96 cepas de Aspergillus, de las cuales se identificaron 12
especies. La distribucién por unidad y por estacién se indican en la
tabla 1, y la distribucién para el Bl se muestra en la tabla 2.

Discusion

Diversas caracteristicas facilitan que el género Aspergillus afecte
al ser humano, entre ellas su ubicuidad y el pequefio tamafio de
los conidios, que favorece tanto la dispersién como el acceso a las
vias respiratorias; otras caracteristicas son la capacidad de muchas
de sus especies de crecer a 37 °C, adherirse a superficies epiteliales
o invadir vasos sanguineos“®. Asimismo, la presencia de Aspergi-
llus en el ambiente es extremadamente variable y en ocasiones sus
propagulos pueden persistir durante meses*?4%, Por estas razones,
diversos autores coinciden en que los casos de aspergilosis noso-
comial pueden ser atribuidos a la transmisién aérea desde fuentes
ambientales, y que los pacientes en riesgo no deben ser expues-
tos a los propagulos de Aspergillus, siendo el muestreo del aire el
eje fundamental para prevenir infecciones oportunistas por este
hongo?2.30.37:40,

Para obtener una informacién fidedigna se recomienda la utili-
zacién de métodos de muestreo combinados3°. En nuestro estudio,
la aplicacién conjunta del método del hisopo y del SAS permitieron
la deteccién de una mayor diversidad de especies, a diferencia de lo
que se hubiera observado empleando estas técnicas por separado.
Esto confirma que no es posible recoger y evaluar todos los com-
ponentes de la biota flingica de un ambiente interno utilizando un
Gnico método.

Este muestreo se programo en las estaciones de otofio y prima-
vera porque en el nordeste argentino, en general, son los periodos
mas y menos lluviosos, respectivamente. Estudios realizados en el
aire exterior de las ciudades de Corrientes y Resistencia (Argen-
tina) mostraron que la mayor densidad flingica ocurre en el periodo
menos lluvioso!“. Esto concuerda con lo publicado por otros auto-
res, que relacionan la variacién estacional de la densidad fiingica
con parametros meteoroldgicos'# '8, En la estacion mds seca (en
nuestro caso, la primavera) los vientos actian sobre el suelo seco,
levantando polvo y dispersando con él los propagulos'.

Nuestros resultados no mostraron diferencias significativasenel
namero de aislamientos obtenidos en otofio y primavera, en ambas
salas estudiadas (tabla 1). Si bien la biota aérea de las salas hospi-
talarias deberia ser independiente de la exterior, esto podria estar
relacionado con que en el afio que se realiz6 el presente estudio no
hubo diferencia entre los milimetros de lluvia registrados en otofio
y en primavera*.

En ambas salas se observé una disminucién de las UFC/m3 a
principios del otofio y finales de la primavera, lo que coincidia con
la mayor temperatura ambiente exterior. Por otro lado, se observd
un aumento de las UFC/m? a finales del otofio y comienzo de la
primavera, lo que coincidia con la disminucién de la temperatura
ambiente exterior (ver figuras 1y 2). Estos resultados son precisa-
mente opuestos a los publicados por otros autores, que encuentran
mayores recuentos a medida que aumenta la temperatura, alcan-
zando el maximo en verano y el minimo en invierno?’>44!, Es
importante considerar que la interpretacion de los resultados de
muestreos de aire y lacomparacion de datos de la literatura aeromi-
colégica frecuentemente es problematica por una multiplicidad de
factores, entre ellos la diferente situacién geografica de los distintos
estudios, la variacién estacional, la diferencia horaria en un mismo
dia, las fluctuaciones de temperatura, humedad relativa, direccién
y velocidad del viento, sin dejar de considerar las diferencias meto-
dolégicas.
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Tabla 1
Frecuencia de especies de Aspergillus aisladas en el aire y superficies de ambas salas, discriminadas por estacién
Especies Unidad de Quemados F (%) Unidad de Terapia Intensiva F (%)
Otofo Primavera Otofo Primavera
uQ Sup uQ Sup UTI Sup UTI Sup
Aspergillus clavatus 1 3,84 0
Aspergillus flavus complex 1 4 1 1 26,93 2 3,92
Aspergillus fumigatus complex 1 3,84 3 5,88
Aspergillus nidulans complex 0 1 1,96
Aspergillus niger complex 2 4 1 26,93 5 2 3 5 29,42
Aspergillus ochraceus 1 3,84 2 2 7,84
Aspergillus parasiticus 1 3,84 1 1 3,92
Aspergillus sydowii 3 1 23,09 4 2 6 1 25,50
Aspergillus terreus complex 1 1 7,69 2 2 1 9,80
Aspergillus ustus complex 0 2 3,92
Aspergillus versicolor complex 0 2 3,92
Aspergillus unguis 0 2 3,92
Total ambiente 8 9 5 4 20 6 17 8
Total estacion 17 9 26 25
Total Unidad 26 51

F: frecuencia total de especies aisladas en el aire y superficies de cada Unidad; Sup: superficie; UQ: Unidad de Quemados (aire); UTI: Unidad de Terapia Intensiva (aire).

Pocas publicaciones enfatizan sobre el recuento de UFC/m3
admisible para las especies de Aspergillus. Estos valores varian
segiin el tipo de sala y la presencia o no de sistemas de filtrado
de aire. En salas protegidas con filtros especiales el recuento de
UFC/m?3 debe ser de 0°37. En ambientes no protegidos los valo-
res admisibles varian segin los autores. Las recomendaciones de
la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica®37 indican que el recuento de UFC/m> admisible para espe-
cies de Aspergillus no debe ser mayor de 5UFC/m3; segtin Morris
et al.?8 y Bouza et al.” puede aceptarse entre 10-25. En la Argentina
no hay criterios establecidos a nivel institucional sobre los rangos
a considerar como admisibles.

Esimportante destacar que laUQy la UTI monitorizadas carecian
de sistemas de filtracién de aire, por lo que los valores obtenidos en
la UQ podrian ser aceptables segiin lo establecido por Bouza et al.,
pero no para la Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica. Por el contrario, los recuentos de UFC/m3
para Aspergillus obtenidos en la UTI superaron considerablemente
dichos parametros.

En la UTI se encontré una mayor cantidad de UFC/m3 y una
mayor diversidad de especies de Aspergillus que en la UQ, en ambas
estaciones. Esto podria deberse a que en la UQ las medidas para
el aislamiento de los pacientes son mas estrictas, y que en la UTI
muestreada el sistema de ingreso a la sala es menos restringido.
Otro factor favorecedor de esta mayor concentracién de hongos en
el aire de la UTI podria ser que en el centro de esta sala se encuen-
tra el sector de Enfermeria, el cual cuenta con lavabos, considerados
una fuente de dispersién de propagulos? 194446,

En la UTI, tanto la carga fangica como la diversidad de especies
encontradas dentro de la sala durante todos los meses de mues-
treo fueron mayores que en el Bl en ambas estaciones. Este es un

Tabla 2

resultado inverso al esperado y probablemente se deba a la hume-
dad generada por las pilas de lavado, los nebulizadores y los
respiradores de asistencia mecanica, y al mal funcionamiento del
sistema acondicionador de aire en ese momento.

A. niger, A. flavus y A. sydowii fueron las especies mas frecuentes
enlaUQ, seguidas por A. terreus. En la UTI las mas frecuentes fueron
A. niger y A. sydowii, seguidas por A. terreus y Aspergillus ochraceus.
Estos resultados son diferentes a lo descrito por otros autores, que
aislan A. fumigatus con mayor frecuencia que las otras especies del
género>633, Todas estas especies han sido descritas como agentes
causantes de infecciones flingicas nosocomiales, tanto en pacientes
pediatricos como en adultos, siendo la aspergilosis invasiva la mas
frecuente y con una alta tasa de morbimortalidad!%20-2225.26.30.35,

A. sydowii es un hongo mesofilico, saprofito del suelo y querati-
nolitico. También ha sido descrito como agente de queratomicosis y
onicomicosis?'. Su alta frecuencia en ambas salas podria estar rela-
cionada con su capacidad de colonizar fibra de algodén, madera,
plasticos y otros materiales'®.

A. niger se encontr6 con una frecuencia similar a la obtenida en
otros estudios realizados en hospitales de Venezuela'! y Colombia?,
pero con mayor frecuencia que la obtenida en estudios realiza-
dos en hospitales de Estados Unidos® y de Austria®. Este hongo ha
sido encontrado como agente de infecciones invasivas en pacientes
pediatricos severamente inmunosuprimidos®3!3839, Usualmente
se aisla de areas tropicales, donde causa infecciones superficiales
como otitis externas y onicomicosis!%1738.39,

A. terreus ha sido aislado con una frecuencia mayor a la infor-
mada por otros hospitales del mundo®?. Este hongo es un patégeno
emergente cuya incidencia, especialmente en la aspergilosis inva-
siva, estd en aumento. A. terreus es un preocupante oportunista
debido a su resistencia in vitro a la anfotericina B, uno de los

Frecuencia de especies de Aspergillus aisladas en el aire del ambiente control, discriminadas por estacion

Especies Unidad de Quemados Unidad de Terapia Intensiva
Otofo Primavera Otofio Primavera

Aspergillus flavus complex 1 2

Aspergillus fumigatus complex 1 1

Aspergillus niger complex 2 2 1

Aspergillus parasiticus 2

Aspergillus sydowii 2 2

Aspergillus ustus complex 2

Aspergillus versicolor complex 1

Total estacién 6 2 5 6

Total ambiente control 8 11
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pocos antiftingicos disponibles para la administracion en pacientes
pediatricos®6:926,

La presencia de A. flavus en ambas salas es un factor de riesgo,
ya que es el segundo agente causal de aspergilosis invasiva y una
de las especies mas frecuentemente implicadas en aspergilosis de
la piel, la mucosa oral y los tejidos subcutaneos!22°,

A. fumigatus es la principal especie causante de colonizacion
flngica e infeccién invasiva23-34. Esta especie fue aislada en el aire
de ambas salas, pero con baja frecuencia, incluso en comparacién
con otras especies del género aisladas. De todas maneras, la sola
presencia de A. fumigatus, sea cual fuere su frecuencia, incluso en
ambientes no protegidos, y mds atin en salas con pacientes de alto
riesgo, se considera inaceptable!>.

Aunque se cree que el estado inmunolégico del huésped es la
principal causa para que la infeccién tenga lugar, la carga flngica
aérea y su fluctuacién en el ambiente hospitalario influyen direc-
tamente en la incidencia de infecciones flingicas adquiridas en un
hospitall3-30-37-47.

Aspergillus mostré una alta prevalencia en las salas hospitala-
rias estudiadas, teniendo especial importancia aquellas especies de
interés en salud publica por ser potenciales patégenos nosocomia-
les. Estos valores resultan alarmantes y determinan la necesidad
de establecer un plan de accién preventivo. Una de las estrategias
es evitar el contacto del enfermo con los propagulos flingicos, ya
sea de Aspergillus o de otros géneros de hongos filamentosos>’.
Para ello, en los casos en que no se cuenta con sistemas de filtra-
cién de aire, se hace necesario planificar e implementar medidas de
control higiénico, como desinfeccién adecuada de las areas criticas,
mantenimiento adecuado y frecuente de los acondicionadores de
aire, control de fuentes alternativas de contaminacién y muestreo
periddico del aire.
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